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RESUMO

Santiago KM. Perfil genomico da sindrome do xeroderma pigmentoso no Brasil: avaliacio
de alteracdes germinativas e somaticas. [Tese]. Sdo Paulo; Fundacdo Anténio Prudente;

2020.

A sindrome do Xeroderma Pigmentoso (XP) ocorre frente a heranga monogénica e bialélica de
variantes germinativas patogénicas de perda ou reducao de funcao em genes das vias de reparo
por excisdo de nucleotideos ou sintese translesdo. Consequentemente, ¢ estabelecida deficiéncia
na corre¢do de lesdes induzidas, principalmente por radiagdo ultravioleta, favorecendo alta
sensibilidade a radiagdo solar e risco aumentado para o desenvolvimento de multiplas lesdes
cutaneas pré-malignas e malignas. Visto que a heterogeneidade na manifestagao clinica da
sindrome ¢ uma questdo em discussdo na literatura, para investigar este aspecto propusemos
avaliar o perfil de variantes germinativas e variantes somaticas de tumores cutdneos e nao
cutaneos de individuos portadores de XP. Foi realizado o sequenciamento de alto desempenho
utilizando a plataforma NextSeq (///umina) para avaliar as regides codificantes de 114 genes
selecionados pela sua relevancia em desordens dermatoldgicas, tumorigénese e fisiologia
cutanea e resposta de dano ao DNA. Seis pacientes com fenotipo clinico da sindrome do XP e
portadores de variantes germinativas clinicamente relevantes nos genes XPC ou POLH/XPV
foram avaliados no estudo. Variantes germinativas de significado incerto foram identificadas,
em heterozigose, no DNA de leucocito de cinco dos seis pacientes avaliados ocorrendo nos
genes DNAHI1, PCDHB3, RGS22, SLC2745, TTN e UGT2BI10 e nenhuma das variantes
identificadas apresentou perda de heterozigose do alelo selvagem nos tecidos tumorais. O
polimorfismo de risco para carcinoma basocelular de pele (CBC) rs3769823[A] no gene CASPS
nao foi identificado em apenas um caso do estudo, o qual desenvolveu o menor nimero de
tumores. O polimorfismo de risco rs1126809[A] no gene TYR foi detectado apenas no caso que
apresentou o maior nimero de CBC. Amostras de DNA de nove CBCs de tecido armazenado
em parafina e duas amostras de tumor gastrico de uma mesma peca cirurgica, de tecido
armazenado em parafina e congelado a fresco, foram avaliadas de forma pareada com o DNA
de leucocito correspondente, para pesquisa de variantes somadticas. Variantes somaticas nao
foram identificadas na amostra de CBC da paciente XP-C com fendtipo menos agressivo da

sindrome. O total de 235 variantes missense ¢ 29 variantes de perda de funcdo foram



identificadas em 71 genes para sete amostras de CBC, minimo de 11 e méximo de 127 variantes
por amostra, com 85,2% destas apresentando frequéncia alélica >20%. Com exce¢do de um
CBC, mais de 95% das variantes somaticas identificadas representam alteracdes tipicamente
fotoinduzidas (C:G>T:A e G:C>T:A). Embora pacientes XP acumulem maior nimero de
mutacdes devido deficiéncia no mecanismo de reparo, ndo observamos carga mutacional
diferente do observado em CBCs esporadicos. Vinte e sete genes apresentaram variantes
somaticas em mais de uma amostra de CBC. Nenhum gene foi compartilhado entre as sete
amostras de CBC. Entre os genes alterados em maior nimero de tumores estao incluidos genes
drivers de CBC (LATS1, NOTCH2, PTCHI, PTPNI14 e TP53), bem como genes ndo classicos
na carcinogénese do CBC (4PC, FLG e TTN). Uma variante driver em SMO foi recorrente em
trés CBCs de um mesmo paciente. Duas variantes somaticas foram identificadas no tumor
gastrico de tecido congelado a fresco ocorrendo nos genes GLI3 e RB1, ndo sendo as mesmas
detectadas no tecido armazenado em parafina. Nesse trabalho, ressalta-se a heterogeneidade na
manifestagdo clinica da sindrome do XP ¢ a identificagdo de dois polimorfismos de risco, bem
como destaca-se o papel central das vias Sonic Hedgehog ¢ Hippo na carcinogénese do CBC

de pacientes XP.

Descritores: Neoplasias de Pele. Carcinoma Basocelular. Neoplasias Gastricas. Xeroderma
Pigmentoso. Reparo do DNA. Sequenciamento de Nucleotideos em Larga Escala. Radiagdo
Ultravioleta. XPC. XPV-POLH. Variantes Germinativas. Variantes Somaticas. Transigdes

C>T. Assinatura Mutacional.



ABSTRACT

Santiago KM. [Genomic profile of xeroderma pigmentosum syndrome in Brazil:
assessment of germline and somatic alterations]. [Tese]. Sdo Paulo; Fundacdo Antdnio

Prudente; 2020.

The Xeroderma Pigmentosum (XP) syndrome occurs on base of biallelic inheritance of
pathogenic germline variants of loss of function or function reduction in genes that plays role
in nucleotide excision repair and translesion synthesis. Consequently, patients are deficient in
correct DNA lesions mainly induced by ultraviolet radiation, present high sensitivity to solar
radiation and increased risk for the development of multiple premalignant and malignant skin
lesions. Since the heterogeneity in the clinical manifestation is under constantly discussion in
the literature, to investigate it we proposed to explore the profile of germline variants and
somatic variants in skin and non-skin tumors from XP patients. High-performance sequencing
using the NextSeq (Illumina) platform was performed to assess the coding regions of 114 genes
selected for their relevance in dermatological disorders, skin carcinogenesis, cutaneous
physiology and DNA damage response. Six patients with clinical phenotype of XP syndrome
and carriers of clinically relevant germline variants in the XPC or POLH/XPV genes were
evaluated in the study. Heterozygous germline variants of uncertain significance were identified
in the leukocyte DNA from five of the six patients occurring in DNAH11, PCDHB3, RGS22,
SLC27A45, TTN and UGT2BI10 genes. None of the identified variants showed loss of
heterozygosity of the wild allele in tumor tissues. The CASPS risk polymorphism for basal cell
carcinoma of the skin (BCC) rs3769823[A] was not identified in only one case of the study
which developed the minor number of tumors. The TYR risk polymorphism rs1126809[A] was
detected only in the case with the highest number of BCC. Somatic variants were investigated
in DNA from nine samples of BCCs (tissue stored in paraffin) and two samples of gastric tumor
from the same surgical (tissue stored in paraffin and fresh frozen), all paired with the
corresponding leukocyte DNA. Somatic variants were not identified in the BCC sample of XP-
C patient with a less aggressive syndrome phenotype. A total of 235 missense variants and 29
loss of function variants were identified in 71 genes for seven BCC samples. A minimum of 11
and a maximum of 127 variants per sample were detected, with 85.2% showing an allelic

frequency >20%. Except for one BCC, more than 95% of the identified somatic variants



represented typically photoinduced mutations (C:G>T:A and G:C>T:A). Although XP patients
accumulate a greater number of mutations due to deficiency in the repair mechanism, we did
not observe different mutational load compared with sporadic BCCs. Twenty-seven genes
showed somatic variants in more than one BCC sample. Genes shared between the seven BCC
samples were not found. Among the altered genes in a greater number of tumors, it was
identified BCC driver genes (LATSI, NOTCH2, PTCHI, PTPN14 and TP53), as well as genes
non-classical for BCC carcinogenesis (4PC, FLG and TTN). A driver variant in SMO was
recurrent in three BCCs from the same patient. Two somatic variants in GLI3 and RB1 genes
were identified occurring only in the fresh frozen tissue of gastric tumor, not in the tissue stored
in paraffin. In this work, the heterogeneous clinical manifestation of XP syndrome is
highlighted, as well as the identification of two risk polymorphisms. In addition, this work
emphasizes the central role of the Sonic Hedgehog and Hippo pathways in BCC carcinogenesis

of XP patients.

Key-words: Skin Neoplasms. Carcinoma, Basal Cell. Stomach Neoplasas. Xeroderma
Pigmentosum. DNA Repair. High-Throughput Nucleotide Sequencing. Ultraviolet Rays. XPC.
XPV-POLH. Germline Variants. Somatic Variants. C>T Transitions. Mutational Signature.
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1 INTRODUCAO

Entre todas as neoplasias malignas descritas, o cancer de pele ndo melanoma ¢ o mais
frequente em homens e mulheres. Sua incidéncia aumenta com a idade, sendo observando mais
frequentemente entre 55 ¢ 75 anos. E mais comum em individuos de pele clara que apresentam,
cumulativamente, outros fatores de risco genéticos e ambientais !=>.

Os principais fatores de risco para o desenvolvimento dos tumores de pele ndo
melanoma incluem: diagnostico de condicdo genética que conferem aumento no risco para
cancer de pele, historico familiar de cancer de pele, histérico pessoal prévio de cancer de pele,
historico pessoal de lesdes pré-malignas da pele (ceratose actinica, também conhecida como
queratose solar), fototipo cutaneo de maior sensibilidade a exposicao solar, exposi¢ao solar
recreativa por periodo prolongado na infancia e juventude, exposicdo a cameras de
bronzeamento artificial, inflamacdo local cronica, imunossupressdo por terapia apds o
transplante de 6rgao ou desencadeada pelo virus da imunodeficiéncia humana, historia prévia
de tratamentos radioterapicos, exposi¢ao terapéutica com psoraleno associado a luz ultravioleta
A (PUVA), e exposigdes a substancias carcinogénicas (arsénio, compostos organofosfatados e
coaltar) >4,

O fototipo cutdneo, uma escala de classificacdo criada em 1976 pelo médico norte-
americano Thomas B. Fitzpatrick, avalia a sensibilidade a exposi¢do solar ao levar em
consideragdo a cor dos olhos e cabelo e a reatividade da pele a exposicao solar (capacidade de
bronzear e resposta do tipo queimadura solar) °. A escala classifica o individuo em seis
fototipos, do I a VI. O menor valor da escala ¢ atribuido a pele muito sensivel ao sol, que sempre
queima e nunca bronzeia. O valor mais alto ¢ destinado para a pele que quando exposta ao sol
bronzeia intensamente ¢ nunca apresenta resposta do tipo queimadura. Os fototipos de menor
valor na escala estdo associados com maior risco de cancer de pele °.

O carcinoma de células escamosas e o carcinoma basocelular sdo os principais tumores
dentro da categoria de cancer de pele nio melanoma ’.

As estimativas mundiais fornecidas pelo banco de dados GLOBOCAN ao avaliar dados
de 185 paises para 36 tipos de tumores, incluindo tumores de pele ndo melanoma, porém nao
considerando os carcinomas basocelulares, mostram que as maiores taxas de incidéncia do
cancer de pele ndo melanoma estdo na América do Norte e na Australia e Nova Zelandia, tanto

para homens quanto para as mulheres '.



Devido a nao obrigatoriedade de registro dos tumores de pele ndo melanoma, em
decorréncia do grande volume de casos ¢ da complexidade do registro de multiplos tumores em
um mesmo individuo, existem dificuldades na obtencdo das estimativas mundiais 7*. Desde
1962 observa-se um aumento anual de 3% a 8% na incidéncia dos tumores de pele nio
melanoma, sendo o carcinoma basocelular responsavel por aumento anual de 10% 2.

No Brasil, os dados do Instituto Nacional de Cancer (INCA) de 2017 mostram que
ocorreram 1.301 dbitos por cancer de pele nao melanoma em homens e 949 6bitos em mulheres.
O ntimero de casos novos de cincer de pele ndo melanoma esperados, para cada ano do triénio
2020-2022, sera de 83.770 em homens e de 93.160 em mulheres, correspondendo a um risco
estimado de 80,12 casos novos a cada 100 mil homens e 86,65 casos novos a cada 100 mil

mulheres *.

1.1 CARCINOMA BASOCELULAR DE PELE

1.1.1 Aspectos clinicos, diagndstico e tratamento

O carcinoma basocelular (CBC) tem origem nas células basais da epiderme e ¢
responsavel por 80% a 90% dos tumores primarios de pele, sendo mais comum em pessoas de
meia-idade e idosos acometendo regides muito expostas ao sol °.

O prognostico para a maioria dos pacientes com CBC ¢ excelente levando em
consideracdo que, geralmente, as lesdes apresentam crescimento lento, sendo necessario de seis
meses a um ano para que atinjam um centimetro, e exibem baixo potencial metastatico
(<0.003% a 0.5%), podendo ser localmente invasivo e recidivar apos tratamento >!%!1,

As células que dao origem aos CBCs sao as localizadas na camada basal da epiderme.
Mais raramente, quando influenciadas pelo estroma, as células pluripotentes imaturas da
epiderme interfolicular e as localizadas na bainha externa do foliculo piloso podem também
originar os CBCs 2.

As lesdes se apresentam como um nodulo ou ferida "que ndo cicatriza". Sao
clinicamente classificadas em lesdes de crescimento indolente (inclui o CBC nodular, também
conhecido como CBC sdlido, e o CBC superficial) ou de crescimento agressivo (inclui o CBC
micronodular, CBC esclerosante, também chamado morfeiforme, o CBC infiltrativo ¢ o CBC
metatipico, também reconhecido como carcinoma basoescamoso) >34,

O CBC nodular representa 50% a 70% das lesdes e apresenta-se tipicamente como

papula ou nodulo de aspecto perlaceo e translucido, associada a telangiectasias, depressdao

central, podendo ser observado ulceragao e erosdao. O CBC superficial representa 5% das lesdes



e apresenta-se como macula eritematosa ou placa fina, e sua propagagdo lateral extensa
subclinica ¢ responsavel pela sua significativa taxa de recorréncia apds o tratamento cirargico.
O subtipo pigmentado representa 6% das lesdes e engloba tanto o CBC nodular quanto o
superficial, refletindo a capacidade de ambos em produzir pigmentos. O CBC esclerosante
representa cerca de 10% das lesdes e apresentar-se como placa endurecida de cor vermelha ou
branca associada ou ndo a telangiectasias, com bordas mal definidas e grande probabilidade de
recidiva e infiltracdo, sendo considerado, portanto, uma das lesdes de pior progndstico . O
CBC metaplasico, um subtipo mais raro, apresenta caracteristicas histologicas basaloides
associadas as escamosas do CEC. Embora assemelha-se clinicamente e morfologicamente ao
CBC, tem comportamento mais agressivo, podendo ocasionar metastases '°.

A mortalidade por CBCs ¢ baixa, porém estes tumores podem causar importantes
sequelas em decorréncia de tratamentos cirurgicos ou por acometimento local mais agravante
2

A avaliagdo dos riscos de recorréncia, obtida pela analise histologica da bidpsia somada
a localizagdo anatémica da lesdo, guiam a decisao do plano terapéutico. Lesdo em regido
centrofacial, e retroauricular costumam estar associadas com maior taxa de excisdo cirurgica

incompleta, por isso sdo consideradas de maior risco para recidivar '°.

1.1.2 Aspectos genéticos e moleculares

O CBC esporadico representa a maioria absoluta dos casos diagnosticados. Entre as
condigdes genéticas hereditarias que predispdem ao CBC estdo a sindrome de Gorlin, ou
sindrome do nevo basocelular (NBCCS, do inglés Nevoid Basal Cell Carcinoma Syndrome) e
a sindrome do Xeroderma Pigmentoso. Entre as condigdes genéticas hereditarias que incluem
o CBC em seu espectro de manifestagdo clinica, embora ndo considerado como fator de
diagnoéstico principal ou especifico, estdo as sindromes de Ataxia-Telangiectasia, Bloom,
Werner, Rothmund-Thomson, Muir-Torre, Cowden, Rombo, Bazex-Dupré-Christol,
Epidermolise bolhosa simples do tipo Dowling-Meara, Brooke-Spiegler e Schopf-Schultz-
Passarge 718,

Muitas caracteristicas moleculares da biologia do CBC vieram de estudos de analise de
ligacdo e associagdo para apontamento de /oci de susceptibilidade em familias com aspectos
hereditarios ligados ao desenvolvimento de CBCs. Nesse contexto, a sindrome de Gorlin, uma

doenga autossdmica dominante que predispdem a multiplos CBCs, demonstrou o papel crucial

da via Sonic Hedgehog (SHH) e do gene Patched (PTCHI) no desenvolvimento do CBC 2!,



O papel central da via SHH foi posteriormente demonstrado em CBCs esporadicos 2%

com a identificagdo frequente de eventos de perda de heterozigose (LoH, do inglés Loss of
Heterozygosity) em regiao 9q21—q31, locus do gene PTCHI, bem como a identificacao de
variantes somaticas pontuais do tipo missense e nonsense ao longo de todo o gene PTCH1 **.

A via SHH tem importante papel no controle da proliferacdo celular em diferentes
estagios do desenvolvimento embrionario de mamiferos, processo que requer um rigoroso
controle da expressdo de inimeros genes para correto estabelecimento das estruturas e 6érgaos
do individuo. No tecido adulto essa via se mantém inativa, sendo reativada em processos de
diferenciagdo, proliferacdo e manutencdo do tecido. A ativagdo descontrolada da via SHH ¢
identificada em tumores de pele, cérebro, figado, bexiga, pancreas, estbmago, colon, mama,
pulmao, prostata e tumores hematoldgicos tais como leucemia mieldide cronica e mieloma
multiplos. Recentemente a superativagdo da via SHH foi identificada em células tronco
tumorais, uma subpopulacdo de células com capacidade de auto-renovacdo e que, portanto,
possuem papel essencial na tumorigénese, progressdo do tumor, metastase, recorréncia e
resisténcia a drogas 2°.

Os ligantes da via SHH incluem, o Sonic Hedgehog (SHH), Indian Hedgehog (IHH) e
Desert Hedgehog (DHH), que ao ligarem a proteina transmembrana PTCH, inibe sua fung¢do
inibitdria da cascata de sinalizagdo. Com a ligagdo de SHH a PTCH ocorre liberagao e ativagao
de outra proteina transmembrana, denominada Smoothened (SMO). A SMO migra para a
estrutura celular cilio primario, uma pequena organela formada a partir de microtabulos que
leva a transdug¢@o do sinal ao citoplasma permitindo, por fim, a ativacdo da Glioma-Associated
Oncogens Homolog (GLI), um conjunto de proteinas da familia de fatores de transcrigdo GLI1,
GLI2 e GLI3. Na auséncia do ligante, as proteinas GLI estdo fosforiladas, ubiquinadas e
parcialmente clivadas (forma inativa). Quando SMO ¢ translocado para o cilio primario, o
processo proteolitico ¢ reprimido e as proteinas GLI na forma ativa ficam aptas para executar a
transcri¢ao dos genes alvos. O supressor de fusao (SUFU) liga-se diretamente aos fatores de
transcri¢do GLI e os ancora no citoplasma, impedindo sua translocagao nuclear, promove a
fosforilacdo e, por fim, GLI ¢ submetido a clivagem proteossdmica o que termina por inibir a

via do SHH, por inibigio da ativagdo dos genes alvos do GLI ? (Figura 1).
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Fonte: Adaptado de Athar et al. 2
Figura 1 — Via de sinalizagdo Sonic Hedgehog (SHH).

A maioria dos CBCs esporadicos apresentam mutagdes de perda de fungdo em pelo
menos um alelo do gene supressor tumoral PTCHI, impedindo entdo a repressao da cascata de
sinalizacdo da via SHH. Outros tumores CBCs apresentam mutac¢des de ganho de func¢do no
oncogene SMO, resultando na hiperativacdo da via. Mutacdes de perda de fun¢do no gene
SUFU, também identificadas em CBCs esporadicos, permite aumento na atividade

transcricional por GLI 2%,



Outro gene que apresenta papel importante na carcinogénese das células basais da
epiderme, em sua forma esporadica, ¢ o TP53. A proteina codificada pelo 7P53, a p53, ¢
responsavel pela manutencao da integridade do DNA ao atuar como sensor de estresse celular
e efetor do controle do ciclo celular, reparo do DNA, inducdo de apoptose e diferenciagao
celular 2. O TP53 ¢ o gene relacionado a carcinogénese mais frequentemente mutado, sendo
observado em mais de 50% dos tumores sequenciados 2. Nos CBCs mutac¢des no TP53 sdo
identificadas em mais de 50% dos casos 27!,

Na contramado de estudos direcionados para caracterizar a prevaléncia de variantes
somaticas em genes supressores tumorais ou oncogenes especificos, desenhos experimentais
que utilizaram sequenciamento de nova geracao para avaliar de maneira abrangente o genoma
tumoral, levaram a identificacdo de novos genes relacionados com o CBC 2233, Um estudo
recente avaliou o sequenciamento completo do exoma de 12 CBCs e identificou variantes
genéticas adquiridas na metade dos tumores avaliados, encontrando 165 genes alterados,
incluindo genes sabidamente relacionados ao cancer. O estudo também destacou a frequéncia

de transi¢des do tipo C>T, uma troca de bases tipicamente induzida pela radiag¢ao ultravioleta

e que sera abordada mais adiante »°.

1.2 SINDROME DO XERODERMA PIGMENTOSO

A prevaléncia estimada para a sindrome do Xeroderma Pigmentoso (XP) na populacio
geral é de 1:1.000.000 **. A incidéncia ¢ bastante variavel dependendo da regido. Estima-se que
nos Estados Unidos e Europa ocorra 1 caso em cada 250 ou 450 mil nascimentos,
respectivamente. Entretanto, no norte da Africa e no Japdo, a incidéncia ¢ muito maior,
chegando a 1 caso a cada 20 mil nascimentos. A incidéncia do XP ¢ maior em populagdes com
maior taxa de endogamia. Em uma série de 40 pacientes XP da Argélia, a maioria descendente
de 4rabes, a consanguinidade foi representada em 95% dos casos *°. Embora desconhecida a
incidéncia da sindrome no Brasil, estima-se que cerca de 1.000 pacientes afetados podem viver
hoje no pais *. O agrupamento por isolamento geografico de uma comunidade no estado de
Goias (distrito de Araras, zona rural do municipio de Faina) contribuiu de forma expressiva

para esta estimativa *’.

1.2.1 Etiopatogenia
A identificacdo de variantes bialélicas patogénicas nos genes XPA, ERCC3/XPB, XPC,
ERCC2/XPD, DDBI/XPE, ERCC4/XPF e ERCC5/XPG, em linhagem germinativa,



determinam o diagnoéstico molecular da sindrome autossomica recessiva do Xeroderma
Pigmentoso. Estes genes codificam proteinas envolvidas no sistema de reparo por excisao de
nucleotideos (NER, do inglés Nucleotide Excision Repair), que remove lesdes que causam
distor¢des na estrutura helicoidal do DNA 3¥4°_ Entre as lesdes reparadas por esta via esto os
dimeros de pirimidina ciclobutano (CPDs) e 6-4 fotoprodutos (6-4 PPs), ambos provocados
pela radiagdo ultravioleta (UV), e grandes adutos de DNA induzidos por agentes quimicos
ambientais mutagénicos ou por drogas citotdxicas usadas em quimioterapia (compostos a base
de platina, hidrocarbonetos aromaticos policiclicos e aminas arométicas) *1~4.

O reconhecimento destas lesdes ao DNA se d& por duas subvias do NER, o reparo
genomico global (GGR, do inglés Global Genome Repair) e o reparo acoplado a transcrigao
(TCR, do inglés Transcription Coupled Repair). O GGR opera em qualquer lugar do genoma,
sendo as proteinas XPC e XPE responsaveis pelo reconhecimento do dano. No TCR, processo
de reparo mais rapido, o dano na fita de DNA transcrita de genes ativo ¢ reconhecido pela RNA
polimerase II (RNA Pol II). Apos a etapa de reconhecimento do dano, as subvias convergem
para remover o fragmento contendo a lesdo e inserir novos nucleotideos na fenda formada >4,

Uma versao variante da sindrome do XP ocorre devido variantes germinativas bialélicas
no gene POLH/XPV que codifica a polimerase eta (pol eta) envolvida no mecanismo de sintese
translesdo (TLS, do inglés Translesion Synthesis) que permite o reparo do DNA pos-replicativo,
prevenindo a morte celular associada ao bloqueio da replicagdo do DNA. Na auséncia da pol
eta, os dimeros sdo replicados com menor eficiéncia e menor fidelidade por outras polimerases
também envolvidas no mecanismo de sintese translesdo, resultando em alteragdes no DNA. A
pol eta é capaz de executar a sintese de DNA translesdo quando diante de lesdes como as
induzidas por radiagao UV (CPDs, 6-4 PPs e 7,8-dihidro-8-oxiguanina [8-0x0G]), sitio abasicos
e adutos de DNA induzidos por cisplatina e oxaliplatina 38404749,

Desta forma, a sindrome do XP ¢ subdivida em oito grupos, classificados por alguns
autores como “grupos de complementa¢do”, que recebem o nome do gene que apresenta a
variante germinativa patogénica: XP-A, XP-B, XP-C, XP-D, XP-E, XP-F, XP-G e XP-V 384044,
Os grupos de complementacdo mais prevalentes, englobando cerca de 90% dos casos com
caracterizagdo molecular, sdo o XP-C, XP-A e XP-D com contribui¢cdo importante de efeitos
fundadores. O XP-C é mais frequente no Norte da Africa e Europa, o XP-A no Japio e Europa
e o XP-D na Europa, Oriente Médio e nos Estados Unidos **°°34 No Brasil, o cenario até o

momento conhecido indica que os grupos XP-C e XP-V sio os mais frequentes >3,



A principal caracteristica associada a sindrome do XP ¢ a sensibilidade exacerbada da
pele a luz solar devido aos danos induzidos pelos componentes da radiagao UV, UVB e UVA
56.

O espectro eletromagnético da radiacdo UVA e UVB difere nos efeitos bioldgicos e na
profundidade de penetragdo das camadas da pele. A UVB, com comprimento de onda variando
entre 280 e 320 nm e maior energia, ¢ absorvida diretamente pelo DNA e pode causar alteragdes
genéticas caracteristicas em piridiminas adjacentes, transigoes C>T que serdo detalhadas mais
adiante. Alternativamente a UVB pode ser absorvida por outros cromoforos celulares, tendo
sua energia transferida para o oxigénio e gerando espécies reativas de oxigénio (ROS, do inglés
Reactive Oxygen Species) que interagem preferencialmente com a base guanina, gerando uma
alteragdo genética caracteristica, a transversao G>T (CG:AT), que também serd mais detalhada
posteriormente. A UV A, por apresentar comprimento de onda maior (320 e 400 nm), atravessa
as camadas da epiderme e atinge a camada basal e derme subjacente. Os estudos até 0 momento
mostram que quase ndo se observa absor¢do da radiagdo UVA pelo DNA, sendo seu efeito
mutagénico atribuido a sua interagdo com o oxigénio celular, produzindo ROS capazes de
induzir danos oxidativos ao DNA, incluindo o DNA de melandcitos localizados na jun¢do
epiderme-derme e de fibroblastos dérmicos 4’8, Pela abundancia ao atingir a superficie da
Terra e pela caracteristica de penetrar profundamente a pele, acredita-se que a radiagdo UVA
tenha contribuicdo maior no desenvolvimento varios tumores cutineos *”-3%.

Com excecao do efeito benéfico da estimulagdo da sintese de vitamina D, as
consequéncias da exposi¢do a radiagdo UV sdo adversas. Os efeitos agudos incluem, além do
dano ao DNA (efeito direto), apoptose devido ao processo de queimadura solar dos
queratinocitos cutaneos, eritema e aumento da sintese de mediadores inflamatorios associados,
imunossupressdo evidenciada pelo niimero reduzido de células de Langerhans e aumento da
pigmentacao (melanogénese) que resultam em lesdes pigmentares lineares (efélides e lentigos).
Cronicamente, os efeitos da exposi¢do incluem fotoenvelhecimento, marcado pelo aspecto
ressecado da pele e caracterizado histologicamente pela degeneracdo das fibras colagenas,
espessamento e hiperplasia epidérmica, espessamento do estrato coOrneo, aspecto
poiquiolodérmico (&reas hiper e hipopigmentadas), formacdo de vasos telangiectasicos e
multiplas lesdes pré-malignas e/ou multiplos tumores primarios malignos *’.

Estes efeitos na pele determinam o fendtipo caracteristico da sindrome do XP e
compdem o quadro clinico classico, sendo observados em areas do corpo mais expostas e em
detrimento de minima exposi¢@o solar, em idade incomum em relag@o a populacdo geral, em

média antes dos 20 anos de idade *°. Pacientes portadores da versdo variante da sindrome do



XP (grupo XP-V) apresentam o mesmo quadro clinico, porém mais brando e de apresentagao

mais tardia 3.

1.2.2 Aspectos clinicos

A sindrome do XP confere risco aumentado de 10.000 vezes para o desenvolvimento de
tumores cutaneos ndo melanoma (CBCs e carcinoma espinocelulares - CECs) antes dos 9 anos
de idade e risco aumentado em cerca de 2.000 vezes para o desenvolvimento de melanoma
maligno antes dos 22 anos de idade 3%,

Além dos aspectos cutaneos, a sindrome do XP confere risco aumentado para lesdes em
tecidos epiteliais € mucosas de revestimento externo que estdo expostos a radiagdo UV como
da por¢ao anterior do olho (cornea e conjuntiva) da cavidade oral (labio, ponta da lingua,
gengiva e palato) 3%1-63,

Lesoes oculares sao frequentes, sendo observada em mais de 90% dos casos e se iniciam
tdo cedo quanto as lesdes cutdneas *°. Geralmente a manifestacdo inicial da fotofobia inclui
conjuntivite, neovascularizacdo da coérnea, olhos secos e hiperpigmentagdo das palpebras.
Diante de exposicdo cronica, a manifestacdo ocular pode evoluir para ceratite severa com
formagdo de pterigios que pode crescer e progredir para opacificacdo da cornea, atrofia
palpebral, entropio ou ectropio e perda de cilios. Nao sdo infrequentes os casos que evoluem
para o desenvolvimento de carcinomas de células epiteliais e de melandcitos das estruturas
oculares. A depender do grau de comprometimento ocular, a perda da visdo ¢ inevitavel
39,60,63,64.

E observado também risco aumentado de 10 a 20 vezes no desenvolvimento de outras
neoplasias primarias ndo relacionadas aos tecidos de revestimento externo, também chamadas
de tumores internos, ocorrendo em maior frequéncia em individuos XP do grupo XP-C 3201,
O primeiro estudo que associou de fato a ocorréncia de tumores internos a sindrome do XP foi
extraido de uma revisdo bibliografica conduzida com 830 individuos XP, dos quais 12
apresentaram tumores ndo cutdneos >°. Entre os diferentes tipos de tumores ja relatados estio
as leucemias, tumor de sistema nervoso central (incluindo gliomas) e periférico, cancer de
pulmado, cancer de utero (incluindo adenocarcinoma endocervical), cancer de mama, cancer
gastrico (incluindo adenocarcinoma), cancer de tireoide (incluindo neuroenddcrino) e cancer
de ovério 39:50:51,5560,65-68
Menopausa prematura, um sintoma de envelhecimento prematuro, foi recentemente

observada em 31% (14/45) das pacientes avaliadas, ocorrendo por volta dos 29 anos.

Insuficiéncia ovariana primdria foi também reportada em nove desses casos. As pacientes
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avaliadas apresentavam 18 anos de idade ou mais, ¢ a idade da menarca, bem como a fertilidade,
nio foram apontadas como alteradas nessa coorte %

Aproximadamente 30% dos individuos com XP podem também apresentar
anormalidades neuroldgicas progressivas, que em sua forma mais branda pode se manifestar
por hipo-reflexia, perda auditiva neurossensorial, espasticidade e neuropatia periférica. Em sua
forma mais severa, o individuo pode apresentar perda neuronal, microcefalia,
comprometimento intelectual e ataxia. A sindrome do XP com complicacdes neurologicas mais
severas, ocorrendo antes da segunda década de vida e associada com a baixa estatura,
desenvolvimento sexual imaturo e atrofia de multiplos sistemas, ¢ também reconhecida como
sindrome de DeSanctis-Cacchione, um termo pouco utilizado ja que preferivelmente os autores
costumam se referir a estes pacientes como “portadores da sindrome do XP com manifestacdes
neuroldgicas severas”. Anormalidades neuroldgicas foram relatas em individuos XP dos grupos
de complementagio XP-A, XP-B, XP-D e XP-G 3%-°0:68.70-72,

Estudos que exploram a causalidade de lesdes em individuos XP, que ndo evolvem
tecidos de revestimento, direcionam para a acao de danos oxidativos ao DNA gerados por
processos metabolicos ou outras fontes **73. Nesse sentido, estd bem caracterizada a atuacio da
proteina XPC, inicialmente avaliada em camundongos e posteriormente em humanos *°. A
participagdo da proteina XPC no reconhecimento do dano oxidativo, ativando efetores da via
de reparo por excisdo de bases (BER, do inglés Base Excision Repair) foi demonstrada %7374,
A consequéncia da identificagdo de variantes germinativas em um alelo do XPC ou da
inativagdo de um alelo por hipermetilagao em tecido constitutivo, ¢ constantemente explorada
em individuos sem fenotipo da sindrome do XP. Polimorfismos no XPC sdo amplamente
estudados, especialmente os 1s2228001 (p.Lys939GlIn) e rs2228000 (p.Ala499Val), e os
resultados mostram associacdo com maior risco ou pior prognostico para tumores de pulmao,
de bexiga, do trato digestivo, de mama, de tireoide, tumores colorretais e leucemia >33,

Em termos de mortalidade, as evidéncias mais efetivas levam ao estudo conduzido no
NIH onde pacientes tiveram o maior periodo de acompanhamento clinico, entre 1971 a 2009.
Os autores mostraram que as principais causas de 6bito entre os individuos com XP sdo os
tumores de pele (34%) e as consequéncias da degeneragdo neurologicas (31%), seguido pelos
tumores internos (17%) °!. A idade média de 6bito entre individuos XP com e sem sintomas

neuroldgicos ¢ 29 e 37 anos, respectivamente °.
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1.2.3 Manejo clinico e terapias em estudo

Testes genéticos laboratoriais para o diagnéstico pré e pds-natal da sindrome do XP nao
fazem parte das diretrizes de utilizacdo do rol de procedimentos da Agéncia Nacional de Saude
Suplementar (ANS). No entanto a pesquisa de variantes germinativas nos genes XPA e XPC ¢
comercialmente oferecida por alguns laboratorios ao inserir esses dois genes nos painéis de
sequenciamento para avaliacdo de risco de cancer hereditério.

Mediante suspeita clinica de XP, o individuo deve ser orientado sobre a necessidade de
medidas radicais de fotoprotecao, que inclui aplicacdo de cremes ou lo¢des topicas com fator
de protecao solar >60, uso de chapéus, luvas e dculos escuros e o uso de roupas que cubram
toda a extensdo do corpo incluindo os membros. Tecidos escuros ou de fibra sintética contendo
particulas fotoprotetoras proporcionam melhor protecdo. E recomendado também adaptar a
casa, bem como o local de estudo ou trabalho com cortinas blecaute, que impedem a entrada
dos raios solares, e com lAmpadas que possuem menor emissio de raios UV 8485,

Nao existe terapia aprovada para uso nos pacientes XP. S3o recomendados autoexame
e avaliagdo médica periddica cutanea e oftalmoldgica a cada 3 a 6 meses, bem como avaligao
médica audiologica e neurologica de base na infancia para identificar aqueles individuos com
degeneragdo neurolégica *>*%’. E recomendado avaliagdo periédica com equipe neurologica e
otorrinolaringoldgica para individuos que apresentam degeneragdo neuroldgica. A adogdo de
reabilitacdo fisica para prolongar a fun¢cdo mantida e uso de aparelhos auditivos sao
considerados benéficos 4387,

A remocao cirtrgica de lesdes ¢ preferivel a outros métodos como terapias a base de luz
ou laser e até mesmo radioterapia, embora poucos estudos tentam mostrar a eficacia do
tratamento de lesdes pré-malignas com terapia fotodinAmica 48889,

Ao avaliar os processos bioldgicos envolvidos na deficiéncia de reparo em pacientes XP
ou suas linhagens, alguns estudos levantaram potenciais terapias, algumas bem promissoras *°.

Buscando suprir diretamente a deficiéncia de reparo do DNA dois processos sio
investigados: (1) a aplicagdo tdpica de enzimas como a endonuclease V, derivada de
bacteriofagos T4 (T4NS5), encapsulada em lipossomos e comercialmente conhecida como
dimericina *°; (2) a seguranga no procedimento de terapia génica °'.

Também ¢é estudado o uso de antibidticos aminoglicosideos como a gentamicina e seu
analogo geneticina que, em linhagens celulares de pacientes do grupo XP-C, mostrou-se
promissor ao permitir a continuidade da tradugdo de transcritos de XPC contendo diferentes

alteragdes que inserem codon de parada prematuro, pela incorporacdo aleatdria de um

aminoacido no local. A eficiéncia dessa estratégia mostrou variar de acordo com a sequéncia
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de bases do cddon, com o niimero de copias da alteragdo que insere o codon de parada (se em
homozigose ou em heterozigose) e sua localizagdo em relagdo a jungdo exon-exon, € com o
composto utilizado no tratamento °2.

Buscando minimizar os efeitos de fotossenbilidade e tumorigénese associados ao
aumento nos niveis de ROS intracelular, investiga-se o uso oral de enzimas antioxidantes, tais
como a coenzima Q, e inibidores da enzima NADPH oxidase 7.

O uso oral de retinoides (Acitretina e Isotretionina) reduz o desenvolvimento de lesdes
pré-malignas e tumores de pele malignos, porém o efeito terapéutico desaparece pouco tempo
apods a suspensdo de sua administracdo. Além do efeito teratogénico, os retindides induzem
efeitos colaterais variados *>*4.

O uso topico do imunomodulador Imiquimod (comercialmente conhecido como Aldara)
e do imunomodulador Interferon alfa intralesional, € o uso de inibidores de sintese de DNA
como o antineoplasico analogo pirimidico 5-fluorouracil [5-FU] (comercialmente conhecido
como Efurix) para tratamento e prevengao de lesdes de pele pré-malignas (ceratoticas actinicas)
e lesdes malignas (CBC e CEC) tém papel importante na terapéutica 46-%4%,

Para o tratamento de CBC o inibidor oral da via de Sonic Hedgehog (Vismodegib), ja
aprovado para uso em CBCs esporadicos recorrentes, localmente avancados ou metastaticos,
se mostrou promissor, porém os efeitos toxicos cumulativos devem ser considerados **%%,

A utilizagdo do anticorpo monoclonal humanizado anti-PD-1 pembrolizumabe
(anticorpo anti-receptor de morte celular programada 1, comercialmente conhecido como
Keytruda) foi avaliado, com resultados positivos, no tratamento de tumor de pele melanoma e
nio-melanoma 1%,

Acetoexamida e Glimepirida, farmacos do grupo das sulfoniluréias aprovados para o
tratamento de diabetes mellitus do tipo 2, foram avaliados em linhagem celular de fibroblastos
de paciente XP-A, com variante germinativa do tipo frameshift. Foi observado aumento na
viabilidade celular pos exposi¢ao a radiagdo UV e aumento na eliminagdo das lesdes CPDs. O
mecanismo de agdo, que ainda ndo ¢ completamente conhecido, envolve a degradagdo da
enzima MUTYH. A Acetoexamida e a perda de MUTYH protegem células, deficientes e
proficientes em NER, da morte celular induzida por radiagdo UV, o que levanta a hipotese da
existéncia de uma nova via, independente de NER, para remover danos induzidos por radiagao
UV. Os autores sugerem que a Acetoexamida ou inibidores de MUTYH seriam promissores
para qualquer sindrome de hipersensibilidade a radiacdo UV e levantam a importancia da
integridade do MUTYH para prevencao de tumores do trato gastrointestinal. Portanto, terapias

direcionadas para inativagdo de MUTYH devem considerar o tratamento focal ou topico 619,
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1.2.4 Aspectos moleculares somaticos dos tumores cutineos

A radiagdo UV induz alteragdes especificas no DNA, os chamados fotoprodutos CPDs,
6-4PPs e 8-0x0G que, cumulativamente e sem reparo apropriado, induzem a carcinogénese
47,58,102

Em resposta a absorc¢ao da energia da radiacdo UV, ocorrem ligacdes covalentes entre
os carbonos 5 e 6 de duas pirimidinas adjacentes, formando um anel ciclobutano, que
corresponde a lesao CPD. Quando as ligagdes covalentes ocorrem entre os carbonos 6 ¢ 4 de
duas pirimidinas adjacentes, ¢ formado a lesdo 6-4PP. Quando ndo reparados, no momento da
replicagdo do DNA, esses fotoprodutos ddo origem a mutagdes especificas, caracterizada por
transi¢des de base unica C>T (C:G>T:A) e transi¢oes em tandem CC>TT (CC:GG>TT:AA)
47,58,102,103

Quando a radiagdo ¢ absorvida por outros croméforos celulares, a energia € transferida
para o oxigénio, os ROS sdo formados. Estes interagem preferencialmente com a base guanina,
gerando diferentes alteragdes conformacionais na estrutura do DNA, dentre elas a 8-0x0G,
considerada um biomarcador para identificar estresse oxidativo. A 8-0xoG pode resultar em
emparelhamento erroneo com a adenina e gerar uma alteracdo genética caracteristica, a
transversao G>T (G:C>T:A), devido ao erro de pareamento da 8-oxoG com uma adenina
47,58,102,104

A ocorréncia de uma assinatura genética associada a fotocarcinogénese, induzidas por
lesdes UV, afetando genes que constituem vias importantes para o desenvolvimento de tumores
cutaneos, tais como o SMO, TP53, PTCHI, CDKN2A e PTEN, foi identificada em tumores de
pele melanoma e nio melanoma de pacientes XP 33195108 " Alteracdes genéticas estabelecidas
pela falta de reparo de dimero de pirimidinas induzidas por UV no gene PTCHI podem
contribuir com a alta frequéncia de carcinomas basocelulares observados nos pacientes XP 1%,
Em pacientes com mutacdes germinativas no gene XPC, mutagdes induzidas por UV foram
encontradas apenas na fita ndo transcrita do gene 7P53 em tumores cutaneos, evidenciando que
estes pacientes apresentam normalidade no reparo da fita transcrita de genes ativos %%!%. Foi
observado também em pacientes XP-C que, em tumores internos, as alteragdes identificadas no
TP53 nao apresentam o padrao de mutagdo induzido por UV, possuem padrao de lesdo induzida
por dano oxidativo .

Recentemente o perfil global de assinatura mutacional, explorado por sequenciamento
completo do exoma de linhagem celular de paciente do grupo XP-V submetida a exposi¢do a
radiacdo UVA, mostrou que a deficiéncia da pol eta resulta em maior acimulo de mutagdes

C>T ou CC>TT. Uma tinica dose de radiacdo UVA, correspondendo a 30 minutos de exposi¢ao
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solar, foi suficiente para permitir a detec¢ao de assinatura mutacional similar a observada em
cancer de pele melanoma (assinatura S7) do banco de dados publico sobre mutagdes em cancer,

o COSMIC (do inglés, Catalogue of Somatic Mutations in Cancer) *'.

1.2.5 Diferencas fenotipicas

Diversidade na manifestacao clinica € observada em portadores da sindrome do XP nos
diferentes grupos de complementagdo 33,

Os estudos de correlagdo gendtipo-fendtipo detalham a heterogeneidade relacionada a
locus e mostram que, embora todos os pacientes apresentem efélides, a reagdo exacerbada de
queimadura solar ¢ uma manifestacdo observada em grupos de complementacao especificos,
assim como o comprometimento neuroldgico. Para aqueles individuos de grupos de
complementacdo que mantém a proficiéncia da subvia TCR do NER (grupos XP-C, XP-E e
XP-V), no geral, ndo se observa reacdo de queimadura solar exacerbada para o tipo de pele e
nao ¢ observado comprometimento neuroldgico. Acredita-se que, por ndo apresentarem reacao
de queimadura solar exacerbada, estes pacientes sdo diagnosticados tardiamente e, portanto,
passam por longo periodo sem evitar exposi¢do solar, refletindo assim no perfil comumente
observado de gravidade nas manifestagdes, com risco maior para desenvolver tumores cutaneos
4653 Para o grupo XP-C é observado frequéncia maior de casos com acometimento ocular
grave, iniciado na infancia como um dos sinais iniciais da sindrome, e podendo evoluir para
diminui¢do da acuidade visual. Para pacientes do grupo XP-V, o acometimento ocular ¢ mais
brando ¢ de inicio tardio >3-,

Individuos XP de um mesmo grupo de complementacdo também podem apresentam
diferencas nas manifestagdes clinicas 3. Observamos em um estudo anterior de nosso grupo
que ¢ heterogéneo o fenotipo (considerado principalmente pelo nimero de lesdes desenvolvidas
e tipo histologico) das familias portadoras da mesma variante germinativa em XPC, a ¢.2251-
1G>C. Essa varia¢ao no fen6tipo ocorre mesmo entre pessoas que possuem habitos semelhantes
de fotoprotecao, como observado para duas irmas homozigotas para a variante germinativa, que
tinham diferenca de idade de 6 anos, e sempre residiram juntas *°>. Embora ndo avaliado para as
duas irmds supracitadas, a associacdo da heterogeneidade clinica com niveis distintos de
hipersensibilidade a radiagdo UV em detrimento a diferentes isoformas de XPC, foi
anteriormente descrita em pacientes XP ''!.

Tais diferencas fenotipicas podem também ser parcialmente explicadas pela intensidade
e frequéncia da exposicdo a radiacdo UV. Portanto, em regides tropicais como no Brasil, onde

ha maior incidéncia de luz UV, ¢ esperado que pacientes XP tenham quadro de manifestacao
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clinica mais precoce e agressivo *°. Essa associa¢do foi observada no estudo prévio do grupo
onde um paciente do grupo XP-E, que residia no Amazonas, faleceu aos 21 anos em decorréncia
da gravidade no curso do carcinoma espinocelular (CEC) de conjuntiva ocular que desenvolveu,
em adi¢do aos multiplos tumores cutineos >. Para individuos do grupo XP-E em geral observa-
se fenétipo brando da sindrome, sendo normalmente diagnosticado na vida adulta >.

A importancia da exposicao e da latitude pode também refletir mudangas em padrdes ja
bem definidos de manifestagdo. Individuos do grupo XP-V apresentam os primeiros sinais da
sindrome por volta dos 20 anos de idade >. No entanto, os estudos com pacientes do Brasil
mostram que os sinais da sindrome aparecem mais precocemente, por volta dos 7 anos 37>

Estimulos biologicos (como alteracdo hormonal, inflamacdo e infec¢do) ou fisicos
(como o trauma) poderiam também somar a essas diferencas fenotipicas. O papel das
modificacdes epigenéticas, embora ainda ndo explorado, poderia também explicar essas
variagdes fenotipicas.

Polimorfismos em genes responsaveis por manter a integridade gendmica sdo potenciais
modificadores de riscos de doencas e loci que afetam a suscetibilidade ao desenvolvimento de
melanoma englobando genes envolvidos em processos de pigmentacgdo, reparo, sistema imune,
metabolismo, controle do comprimento telomérico e receptores de vitamina D, ja foram
relatados 127115,

Embora seja um evento raro, variantes germinativas patogé€nicas coexistindo em
diferentes genes relacionados a sindromes de cancer hereditério ja foi relatado em individuo de
origem indiana com diagndstico clinico de XP e que, aos 65 e 67 anos, desenvolveu dois
tumores coldnicos. O diagndstico clinico de XP foi estabelecido na infincia e embora fossem
perceptiveis sinais cutaneos de danos induzidos por radiacdo UV, incluindo lesdes cutaneas
malignas e pré-malignas, outras caracteristicas da sindrome do XP nao foram observadas. A
avaliacdo imuno-histoquimica dos dois tumores coldnicos, adenocarcinoma mucinoso em
regido do ceco e adenocarcinoma em colon sigmoide, mostrou perda de expressao das proteinas
MLHI1 e PMS2. A avaliacao de tecido constitutivo revelou que o paciente era portador de
variante provavelmente patogénica em MLHI (c.306G>T; p.Glul02Asp) e variante em XPA
(c.555+8A>G, em homozigose) que, na avaliagdo da linhagem de fibroblasto, mostrou resultar
em diminui¢io na capacidade de reparo do DNA '°,

A variante ¢.555+8A>G no XPA, classificada como patogénica pelo ClinVar, foi

identificada em varios individuos paquistaneses e indianos do estudo de Fassihi et al. 3

, que
apresentam caracteristicas dermatologicas e oftalmologicas brandas da sindrome do XP e

nenhuma anormalidade neurolégica. Estudo funcional adicional ''” mostrou que a ¢.555+8A>G
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resulta na producdo de variante de splicing que retém sete bases intronicas, alterando a janela
de leitura do transcrito. A variante esta associada com a producao de baixos niveis do transcrito
normal, podendo corresponder a 5%-10% da capacidade normal de reparo do DNA 317,

A identificacdo de co-herancas, fenomeno também reconhecido como Sindrome da
Neoplasia Hereditaria Multilocus (MINAS, do inglés Multilocus Inherited Neoplasia Alleles
Syndrome), tem como facilitador a implementagdo de painéis multigenes em sequenciamento
de nova geracdo para a avaliagdo de individuos em risco para desenvolvimento de tumores
118,119

A caracterizagdo dos aspectos moleculares germinativos e somaticos dos pacientes
portadores da sindrome do Xeroderma Pigmentoso ¢ de grande importancia, tendo em vista que
pode identificar variantes de suscetibilidade, variantes germinativas patogénicas previamente
ndo relacionadas ao espectro da sindrome ou perfis somaticos tumorais ndo descritos. Essas
informagdes podem contribuir no entendimento da diversidade do fen6tipo e podem levantar

questdes relevantes para o melhorar o manejo dos pacientes.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a ocorréncia de alteragdes germinativas e somaticas buscando contribuir com a
compreensdo do perfil mutacional de individuos portadores da sindrome do Xeroderma

Pigmentoso.

2.2  OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Identificar alteragdes germinativas em um grupo de genes que possam modificar o risco
para o desenvolvimento de tumores cutaneos ou outros fenotipos em pacientes XP-C e
XP-V;

o Avaliar o perfil de alteragdes somaticas em tumores cutaneos basocelulares de pacientes
XP-C e XP-V;

. Avaliar o perfil de alteragdes somaticas de um tumor géstrico de um paciente XP-V.
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3 METODOLOGIA

Este ¢ um estudo unicéntrico retrospectivo.

3.1 PACIENTES E ASPECTOS ETICOS

Esse estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) do A.C.Camargo
Cancer Center (nimero 2284/16 — Anexo 1). Em dezembro de 2016 recebeu a aprovagdo da
Comissio Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP) (niimero CAAE 60136616.8.0000.5432 —
Anexo 2).

A proposta de investigacdo do estudo foi estruturada para dar continuidade no trabalho
anterior do grupo que, ao avaliar numero grande individuos com diagnostico clinico da
sindrome do Xeroderma Pigmentoso, possibilitou a identificagdo das variantes germinativas
clinicamente relevantes nos genes XP relacionados a sindrome (CEP #1302/09) 3>12°. Na
ocasido os participantes receberam laudo do teste genético durante consulta de aconselhamento
genético coordenada pelos médicos do Departamento de Oncogenética do A.C.Camargo
Cancer Center.

Os critérios de inclusdo foram: pacientes previamente identificados com variantes
germinativas clinicamente relevantes nos genes relacionados a sindrome do Xeroderma
Pigmentoso e que desenvolveram tumores primarios com material disponivel na instituigao.

Os critérios de exclusao foram: pacientes com amostras em quantidade insuficiente para
extracdo de DNA, ou com DNA em quantidade/qualidade insuficiente para aplicagdo na
metodoldgica proposta.

Os registros de laudos patologicos (sistema ACProjects - H2TC), o sistema de busca do
Banco de Macromoléculas do Biobanco (sistema ACProjects - Biobank) e o Arquivo do Banco
de Tumores do Departamento de Anatomia Patolégica e Biobanco foram acessados para
selecionar os participantes que desenvolveram tumores primarios e tinham material disponivel
na instituicao.

Inicialmente foram selecionados 24 participantes com variantes germinativas
clinicamente relevantes nos genes XP, previamente identificadas, que contribuiriam com 71

amostras incluindo tecido constitutivo (saliva e leucdcito) e tumores. Conforme abordado nas
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secdes que seguem, o numero de participantes incluidos nesse estudo foi reduzido para seis,
que contribuiram com seis amostras de tecido constitutivo e 11 amostras de tumores.

As informagdes clinicas, incluindo tratamento quimioterapico ou radioterapico prévio a
remocdo da amostra de interesse para o estudo, foram obtidas mediante a consulta dos
prontuarios eletronicos (sistema ACProjects — H2TC).

Os documentos Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (Apéndice 1) e
Termo de Assentimento (TA) (Apéndice 2) foram elaborados para atender possivel necessidade
de re-consentimento dos pacientes incluidos, para uso de seu material bioldgico. A aplicagao
do novo TCLE ou TA foi dispensavel para todos os pacientes uma vez que estes assinaram
TCLE anterior ao estudo, concordando com o armazenamento do excedente de seu material
biologico no Biobanco da institui¢ao (Banco de Tumores ou Banco de Macromoléculas) e uso
em pesquisas cientificas futuras aprovados pelo CEP. O Biobanco do A.C.Camargo Cancer

Center segue politica descrita em trabalho previamente publicado !,

3.2 AMOSTRAS BIOLOGICAS

Todas as amostras utilizadas no estudo (amostras de tecido constitutivo e tumores)
foram direcionadas para os facilities contratados para projetos conduzidos em colaboragdo com
o Division of Cancer Epidemiology and Genetics (DCEG) do National Cancer Institute (NCI).
O envio ocorreu em acordo com as normas sanitdrias de transporte de material biologico
humano. Para o compartilhamento de material biolégico com colaborador no exterior foi
estabelecido um acordo entre as institui¢des envolvidas através da assinatura do documento

Material Transfer Agreement (MTA).

3.2.1 Sangue periférico e saliva

Todas as 24 amostras de sangue periférico ou saliva foram coletadas entre 2009 e 2011
para atender estudo prévio do grupo (CEP #1302/09) 3120,

O sangue periférico foi coletado em tubos a vacuo tampa roxa (BD Vacutainer
HemogardTM EDTA K2 Plus 4ml — 7,2mg EDTA K2). A equipe técnica do Biobanco do
Banco de Macromoléculas do A.C.Camargo Cancer Center processou cada amostra de sangue
para isolar a papa leucocitaria para armazenamento. Foram solicitadas aliquotas de 1,5 a 5,0 ug
de DNA genomico isoladas das papas leucocitarias.

O DNA solicitado da papa leucocitéria foi isolado seguindo o protocolo do Banco de

Macromoléculas. Inicialmente as amostras de sangue foram centrifugadas a 1.000rcf por 10-30
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minutos, em temperatura ambiente, para isolar os componentes do sangue. O componente
plasmatico foi descartado e os demais componentes celulares (hemacias e leucéceitos) foram
homogeneizados e transferidos para novo tubo. As hemdacias foram lisadas em
aproximadamente 40 mL de tampao TE 1X pH 8,0 (100mM Tris ¢ 10mM EDTA) mediante
forte agitacdo e, apos centrifugacdo de 3.500rpm por 7 minutos, o sobrenadante contendo o
lisado de hemacias foi descartado. O processo de lise e descarte de hemaécias se repetiu mais
uma vez para garantir a completa remog¢ao desse componente celular. O pellet contendo a papa
leucocitaria foi homogeneizado em 2 mL de TE 1X pH 8,0 e distribuido em dois microtubos de
1,5 mL. O homogeneizado foi centrifugado por 13.200rpm por 5 minutos e o sobrenadante
descartado. Um microtubo contendo a papa leucocitaria seguiu para o processo de extragao de
DNA e o tubo remanescente foi armazenado a -80°C. A extragdo da molécula de DNA seguiu
de acordo com as recomendacdes do fabricante do protocolo manual do Qiagen Puregene Blood
kit (QIAGEN) ou do protocolo automatizado do Qiacube DNA Blood kit (QIAGEN). O DNA
genomico foi quantificado e teve sua pureza avaliada por espectrofotometria medindo-se a
absorbancia nos comprimentos de onda de 260 nm e 280 nm, no equipamento NanoDrop
modelo ND-1000 (Thermo Scientific). Aproximadamente 1 nug de DNA foi utilizado para
avaliar a integridade da molécula por eletroforese em gel de agarose 0,8% (Invitrogen) em
tampao TBE 1X pH 8,0 (Tris-base 89.2 mM, 4cido borico 89 mM e EDTA 2 mM) e utilizando
o fluoréforo de acidos nucléicos SYBR-Safe DNA gel stain (Life Technologies).

A saliva foi coletada em tubo coletor de saliva do kit Oragene OG-500 (Oragene - DNA
Genotek) em volume aproximado de 2 mL. O kit se apresenta em sistema all-in-one permitindo
a coleta, estabilizagdo e transporte do DNA da saliva. O processamento da saliva para obtengao
de DNA gendmico foi realizado no Centro Internacional de Pesquisa (CIPE) do A.C.Camargo
Cancer Center utilizando o tampao PrepIT-L2P (Oragene - DNA Genotek) e o protocolo
sugerido pelo fabricante (PD-PR-006, Oragene - DNA Genotek). Resumidamente, o
procedimento se iniciou com a incubagdo da amostra de saliva a 50°C, em tubo coletor original,
por periodo minimo de uma hora. Em microtubo de 1,5mL foi depositado 500uL da saliva e
acrescentado 20pL do reagente PrepIT-L2P (Oragene - DNA Genotek). Apds homogeneizagao
da solugdo em agitador, esta foi incubada em gelo por 10 minutos e centrifugada por 5 minutos
a 15.000 rcf para descartar o precipitado contendo impurezas. Ao sobrenadante coletado em
novo microtubo de 1,5mL, foi adicionado 600uL de etanol absoluto e a solugdo foi
homogeneizada por inversdo e incubada em temperatura ambiente por 10 minutos para permitir
a completa precipitacdo do DNA. As impurezas foram removidas apos centrifugagdo por 2

minutos a 15.000 rcf e o pellet contendo precipitado de DNA foi lavado com etanol 70%. Apos
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completa remogdo do etanol, o DNA foi ressuspendido em tampao TE 1x pH §,0. O DNA
genomico foi quantificado e teve sua pureza avaliada por espectrofotometria no equipamento
NanoDrop modelo ND-1000 (Thermo Scientific) e sua integridade foi avaliada por eletroforese
em gel de agarose 0,8% (Invitrogen) utilizando o fluor6éforo de acidos nucléicos GelRed
(Biotium).

As amostras de DNA isoladas das papas leucocitarias e das salivas foram direcionadas
para o facility contratado pelo DCEG-NCI, o DNA Extraction and Staging Laboratory (DESL)
at NClI-Frederick Cancer Genomics Research Laboratory (CGR), responsavel pelo
recebimento, registro e processamentos pré-analiticos das amostras de DNA que sera detalhado

nessa secao.

3.2.2 Tumor obtido de peca cirirgica e congelado a fresco

Foram solicitadas ao Banco de Tumores da instituicdo aliquotas de 2ug de DNA
genomico de duas amostras tumorais selecionadas obtidas de pega cirurgica e que estavam
armazenadas como tecido congelado.

A confirmagdo histologica e a avaliagdo da porcentagem tumoral foi realizada por
patologista qualificado do Departamento de Anatomia Patologica do A.C.Camargo Cancer
Center. Quando aplicavel, e possivel, a borda do tumor contendo tecido ndo neoplasico (tecido
conjuntivo, adiposo e outros) foi separada por dissec¢ao manual. O isolamento da molécula de
DNA foi realizado pela equipe técnica do Banco de Macromoléculas que utilizou protocolo
operacional padrao onde o tecido ¢ inicialmente homogeneizado em 600 pL de solucdo de lise
e 300 ug de proteinase K, ambos contidos no kit Cell Lysis Solution Gentra Puregene
(QIAGEN), por 18 horas a 55°C sob agitacdo em um termobloco Termomixer (Eppendorf). A
solucdo homogeneizada foi transferida para um tubo Phase Lock Gel - PLG (Eppendorf) e as
trés fases foram separadas por centrifugacdo apds a adi¢do de fenol/cloroférmio/alcool
isoamilico (25/24/1) (Sigma Aldrich Corporations) e a fase superior aquosa foi recuperada em
novo tudo. A etapa de purificagdo com fenol/cloroférmio/alcool isoamilico (25/24/1) foi
realizada duas vezes. Para a precipitacdo do DNA foi utilizado duas vezes o volume de etanol
absoluto (Merck Alpax) com o carreador glicogénio (Roche Diagnostic). Apds a lavagem do
precipitado de DNA com etanol 70%, este foi eluido em solu¢do TE 1x pH 8,0.

A quantificacdo do DNA foi avaliada no fluorémetro Qubit 1.0 com o kit Quant-iT
dsDNA High Sensitivity (ThermoFisher), segundo as recomendagdes do fabricante. A pureza
do DNA foi avaliada por espectrofotometria no NanoDrop modelo ND-1000 (Thermo
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Scientific). A integridade do DNA foi avaliada por eletroforese em gel de agarose 0,8% corado
com SYBR-Safe DNA gel stain (Life Technologies).

As amostras de DNA isoladas do tumor fresco congelado também foram direcionadas
para o facility DESL para registro e processamentos pré-analiticos, que sera detalhado nessa

secao.

3.2.3 Tumor obtido de bidpsia e armazenado em parafina

As laminas coradas com Hematoxilina-Eosina (H&E) das 45 amostras tumorais
selecionadas que estavam fixadas em formalina e armazenadas em blocos de parafina no
Arquivo do Banco de Tumores foram revisadas pelo patologista Dr. Clovis Antonio Lopes Pinto
buscando confirmar a presenga de tecido tumoral no material e o tipo histologico. Nessa mesma
lamina, a 4rea tumoral foi demarcada para facilitar o reconhecimento macroscopico da regido
correspondente no bloco de parafina.

Apds disponibilizacao dos blocos de parafina contendo os tumores, cortes de 5 ou 10
um foram confeccionados pela equipe técnica do Laboratorio de Histologia do Departamento
de Anatomia Patoldgica. Nao foi estabelecido padrdo para o nimero e espessura dos cortes —
0s materiais, em sua maioria, eram compostos por pequenas lesdes obtidas de bidpsias, nao
tendo a riqueza de tecido que geralmente ¢ encontrado em pegas cirtrgicas. Sendo assim, a
decisdo quanto ao numero de cortes e espessura esteve na dependéncia da quantidade de tecido
disponivel para inclusdo no projeto, buscando evitar esgotamento da amostra e,
consequentemente, prejudicar eventual necessidade de utilizagdo da amostra para beneficio do
manejo do paciente.

As macrodissecgdes (raspagem manual da ldmina ndo corada) foram feitas com auxilio
de bisturi histologico estéril e descartdvel no laboratorio do CIPE. Os produtos das
macrodissec¢des, daqui em diante chamado de “materiais parafinados”, foram depositados em
microtubos de 2 mL. Embora a porcentagem tumoral ndo tenha sido determinada, quando
aplicavel e possivel, a borda do tumor contendo tecido nao neoplasico foi separada por
dissec¢do manual com base na demarcacao da regido tumoral em lamina corada com H&E. Nao
foi possivel isolar separadamente o tumor e o tecido normal adjacente de lesdes pequenas.

Os raspados dos materiais parafinados foram direcionados para o facility contratado pelo
DCEG-NCI, o Westat, Inc., responsavel pelo recebimento e registro do material. A extragdo de
DNA foi realizada em outro facility também contratado pelo DCEG-NCI, o Biospecimen Core
Resource (BCR) in Biopathology Center (BPC) no Nationwide Children's Hospital. Optou-se

por seguir com a extracdo de DNA no facility do centro colaborador devido a proximidade da
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data de recebimento dos cortes de parafina (marco de 2017) e data de inicio do Fellowship no
centro colaborador (abril de 2017), assim como por motivos orgamentais.

O protocolo padrao estabelecido pelo BCR-BPC recomenda iniciar o processo de
desparafinizacdo para extragio de DNA e RNA, entrando com aproximadamente 1.200 mm? de
area total de superficie da lesdo por unidade de extracdo - o correspondente a 8 cortes de 10 um
de uma lesdo com 150 mm? de 4rea de superficie, por exemplo. No momento em que os cortes
dos blocos de parafina foram feitos, era desconhecido qual o protocolo de extragcdo de acidos
nucleicos que seria utilizado. A area de superficie da lesdo ndo foi mensurada e os cortes foram
feitos de forma a evitar o esgotamento das amostras. Desta forma, a recomendagdo de
quantidade de material parafinado ideal para iniciar o processo de desparafinizagdo ndo pode
ser atendida.

O processo de desparafinizagdo ocorreu pela aplicacdo de 1,4 mL do solvente organico
n-Heptano (VWR Chemicals BDH). A solugdo foi homogeneizada por agitagdao a 3.000 rpm
por 10 segundos, e incubada em temperatura ambiente por 10 minutos. Foi adicionado 70 pL
de metanol (VWR Chemicals BDH) e a solu¢ao foi homogeneizada por agitacao a 3.000 rpm
por 10 segundos, e centrifugada a 9.000 rcf por 2 minutos. O sobrenadante contendo a parafina
condensada foi descartado e ao pellet foi adicionado 1 mL de etanol absoluto (Sigma). Apos
breve agitacdo a solugdo foi centrifugada por 2 minutos a 14.000 rpm. O sobrenadante foi
descartado e o pellet foi concentrado usando o evaporador centrifugo CentriVap (LABCONCO)
a 37°C por 12 minutos. Na sequéncia foi iniciado o processo de lise celular onde, ao pellet,
foram adicionados 300 pL do tampao de lise de tecido em parafina contido no kit Highpure
miRNA (Roche), 48 uL de solucdo Dodecil Sulfato de S6dio-SDS a 10% (Fisher BioReagents)
e 120 pL de Proteinase K contida no kit Highpure miRNA (Roche). Apds homogeneizar a
solugdo por agitagdo breve de 3 a 5 segundos a 3.000 rpm, esta foi encubada em termobloco na
temperatura de 55°C por 45 minutos. Ao final do processo, a solucao foi centrifugada por 15
minutos por 16.000 a 20.000 rpm para coletar separadamente o sobrenadante (contendo o RNA
liberado) e o pellet (contendo o DNA precipitado).

A molécula de DNA foi isolada utilizando o kit AllPrep DNA/RNA FFPE (QIAGEN)
seguindo as recomendagdes do fabricante, o qual garante otimizagdo para reverter 0 maximo
possivel de modificacdo de formaldeido sem maiores degradagdes do DNA. A molécula de
RNA foi isolada utilizando o kit HighPure miRNA (Roche) seguindo as recomendagdes do

fabricante.



24

3.2.4 Controle de qualidade pré-analitica

Todas as amostras de DNA passaram pelo processo de estadiamento do facility DESL
onde sdo avaliadas a integridade, a concentracdo e a identidade por perfil genético buscando
assegurar o controle de qualidade das amostras antes da etapa de sequenciamento.

A integridade do DNA foi avaliada no equipamento BioAnalyzer Agilent 2100 (Agilent
Technologies) utilizando o kit High Sensitivity DNA Kit (Agilent Technologies). A
concentracdo do DNA foi mensurada por fluorometria utilizando o kit Quant-iT PicoGreen
dsDNA Assay (ThermoFisher).

O processo de validacdo da identidade da amostra foi conduzido por ensaio de
genotipagem para avaliagdo de haplodtipos e marcadores de género. Marcadores polimorficos
foram utilizados para identificar discordancia entre pares de amostras - gendtipos distintos entre
tecido normal (leucécito) e tumoral de um mesmo caso. Marcadores genéticos presentes em
cromossomos sexuais foram usados para avaliar discordancias entre o género identificado e o
informado, sendo esta avaliagdo aplicada apenas para as amostras de DNA isoladas das papas
leucocitarias. Amostras que apresentassem mais de um haplétipo dos marcadores de
polimorfismo de nucleotideo unico (SNP, do inglés Single Nucleotide Polymorphism) ou de
sequéncias especificas curtas repetidas em tandem (SSTR, do inglés, Short Sequence-Specific
Tandem Repeat) seriam consideradas como amostras contendo contaminagdo cruzada. As
amostras foram avaliadas inicialmente por genotipagem de SNPs e, apenas para aquelas que
apresentaram resultado “indeterminado” ou “indicando contaminacdo”, foram também
avaliadas por genotipagem de SSTR.

Na Tabela 1 estdo relacionados os parametros de avaliagdo de qualidade e valores de
corte utilizados para selecionar as amostras elegiveis para a etapa analitica (sequenciamento).
Amostras consideradas como “indeterminadas” na avaliagdo de integridade corresponderam
aquelas com menor rendimento de DNA (inferior a 70ng de rendimento total), e essa quantidade
de DNA pode ter sido insuficiente para permitir a deteccdo de banda ou rastro de DNA no gel.
Amostras consideradas como “indeterminadas” nas avaliacdes de genotipagem falharam na
amplificacdo do DNA, e essa falha pode ser decorrente de concentracdo muito baixa do DNA,
presenca de inibidores interferindo no ensaio de amplificacdo do DNA ou degradagdo excessiva

do DNA impossibilitando a amplificagdo da regido alvo.



Tabela 1 - ParAmetros de avaliacdo de qualidade da amostra de DNA.

Parametro de avaliacido

Valores/Unidade

Critério de exclusao

Rendimento do DNA

Integridade do DNA

Status na genotipagem de SNP

Status na genotipagem de SSTR

Status na genotipagem de
marcadores presentes em
Cromossomos sexuais

ng

Alta (auséncia de degradagao)

Média (tragos de degradagao)

Baixa (degradado)

Indeterminada

Aprovado

Indeterminado

Gendtipo duplicado entre amostras ndo pareadas
Em desacordo (mismatch)

Aprovado

Indeterminado

Genotipo duplicado entre amostras ndo pareadas
Em desacordo (mismatch)

Feminino

Masculino

Indeterminado

igual ou menor que 50 ng

Baixa
Indeterminada

Genotipo duplicado entre amostras ndo pareadas
Em desacordo com amostra normal pareada

Genotipo duplicado entre amostras ndo pareadas
Em desacordo com amostra normal pareada

Informagdo discordante
Indeterminado

25



26

3.3 PAINEL DE GENES

O método de sequenciamento de DNA aplicado nas amostras do estudo foi o
sequenciamento de genes alvos (Targeted Sequencing). A sele¢ao dos genes para customizagao
do painel baseou-se naqueles que estdo envolvidos nos processos de tumorigénese da pele (CBC
e melanoma cutaneo), danos a pele, desordens dermatoldgicas induzidas pela radiagdo
ultravioleta, fisiologia cutanea e resposta de dano ao DNA.

Os genes foram pré-selecionados com o auxilio da ferramenta Biomarker research -
BioProfile do software Ingenuity Pathaway (IPA) que permite identificar assinaturas génicas,
espécie especifica, e tracar o perfil de uma doenca/fendtipo/processo celular ao identificar genes
que sdo sabidamente relevantes como biomarcadores e alvos terapéuticos. Foram excluidos da
pré-selecao genes para os quais alteragdes genéticas ndo foram detectadas e genes para os quais
foi reportada apenas uma evidéncia de associagdo com os processos/desordens de interesse.

Optou-se por construir um painel pequeno para garantir maior cobertura de
profundidade das bases sequenciadas, pelo menos 50x para variantes germinativas e 300x para
variantes somaticas, considerando que a maioria das amostras tumorais eram oriundas de
tecidos armazenados em parafina. Desta forma, foram priorizados genes de vias candnicas
envolvidas no desenvolvimento de tumores de pele (CBC e melanoma cutaneo), incluindo a via
Sonic Hedgehog (SHH), classicamente envolvida no desenvolvimento de CBCs esporadicos e
associados a Sindrome do Carcinoma Basocelular Nevdide (SCBCN). Foram também
priorizados genes de vias candnicas envolvidas no reparo de DNA. Os genes de vias candnicas
foram selecionados com base nas informag¢des contidas nas bases de dados do /P4 ¢ KEGG
(Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes). Foram priorizados também genes descritos na

29,33,122,123

literatura como mutados em CBCs cutineos 123,124

, carcinoma espinocelular

124 ¢ melanoma cutineos '**, de acordo com estudos de perfil de

queratindcitos normais
variantes em tumores, carga mutacional tumoral e variantes induzidas por radiagao ultravioleta.
Por fim, foram também priorizados da lista inicial de genes, aqueles listados entre os 114 genes
relacionados a predisposicdo ao cancer '2°. No total, o painel customizado para este estudo teve
a inclusdo de 114 genes (Apéndice 3).

O painel foi confeccionado pela empresa Roche NimbleGen usando o genoma humano
de referéncia versao GRCh37/hg19. O painel permite detectar variantes pontuais de base unica,
pequenas dele¢des e pequenas inser¢des ao avaliar 1,03216 Mb de DNA com cobertura

horizontal estimada de 98,9% (934.049 bases). O preparo de biblioteca foi realizado pelo

sistema de captura (sondas) para permitir o enriquecimento do DNA genomico, em regides de
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interesse, mediado por hibridizacdo. No Apéndice 3 estdo descritos, para cada gene alvo do
painel, a posi¢do gendmica (nimero do cromossomo, posi¢cdo do primeiro nucleotideo da
primeira sonda que cobre a regido alvo e posi¢cdo do ultimo nucleotideo da ultima sonda que
cobre a regido alvo), a cobertura estimada em porcentagem e a estimativa do nimero de bases
ndo cobertas devido regides contendo repeticdes de bases e que geram baixa complexidade

gendmica.

34 PLATAFORMA PARA SEQUENCIAMENTO DE NOVA GERACAO

As amostras elegiveis para o estudo (6/24 amostras constitutivas e 11/71 tumores) a
foram purificadas para a preparagdo da biblioteca e sequenciamento no facility contratado pelo
DCEG-NCI, NCI-Frederick CGR. O DNA gendmico (50ng) foi purificado usando particulas
magnéticas do reagente Agencourt AMPure XP (Beckman Coulter Inc), de acordo com as
recomendacoes do fabricante.

A preparacgdo da biblioteca foi iniciada pela etapa de fragmentag¢do enzimatica do DNA
gendmico e pela etapa de ligagcdo de adaptadores contendo sequéncias de indexagao (barcodes)
para individualizagcdo das amostras. Para a fragmentagdo enzimatica foi utilizado o kit KAPA
HyperPlus Kit (KAPA Biosystems) e para a ligacdo dos adaptadores foi utilizado o kit Bioo
Scientific NEXTflex DNA Barcoded Adapters (Bioo Scientific), seguindo as recomendagdes do
protocolo sugerido pela KAPA Biosystems. O DNA gendomico fragmentado e ligado a
adaptadores (20uL) foi amplificado utilizando os reagentes KAPA HiFi HotStart ReadyMix e
KAPA Library Amplification Primer Mix (5-AATGATACGGCGACCACCGA-3’ e 5°-
CAAGCAGAAGACGGCATACGA-3’) (Kapa Biosystems): 98°C por 45 segundos, 7 ciclos de
98°C por 15 segundos, 60°C por 30 segundos e 72°C por 30 segundos, e extensdo de 72°C por
1 minuto. O material amplificado foi purificado usando o reagente Agencourt AMPure XP
(Beckman Coulter Inc) de acordo com o protocolo sugerido pela KAPA Biosystems. As
amostras de bibliotecas amplificadas foram quantificadas por fluorometria utilizando o reagente
Quant-iT PicoGreen dsDNA (Life Technologies).

As bibliotecas foram combinadas (multiplexadas) em quantidades iguais para formar
um pool de bibliotecas de amostras com massa total de 1,1pg. Ao pool de biblioteca foi
adicionado 4ulL de NEXTflex HE Universal Oligo 1 250 uM (Bioo Scientific) (5°-
AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACTCTTTCCCTACA
CGACGCTCTTCCGATCT-3’), 40uL de NEXTflex INV-HE blocking oligos 25uM (Bioo
Scientific) e Sul. de COT-1 DNA 1mg/mL (Invitrogen). O pool contendo essa mistura de
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reagentes foi concentrado utilizando centrifuga a vacuo (Eppendorf 5301 Vacuum
Concentrator) a 60°C por aproximadamente 1 hora. Posteriormente foi adicionado ao pool seco
7,5uL do reagente NimbleGen Hybridization Buffer (Roche NimbleGen) e 3uL do reagente
NimbleGen Hybridization Component A (Roche NimbleGen), e submeteu-se ao aquecimento
de 95°C por 10 minutos. O pool de bibliotecas seguiu para a etapa de enriquecimento para o
painel de alvos customizados por captura de fase liquida utilizando o kit NimbleGen'’s SeqCap
EZ Choice Library (Roche NimbleGen). Para isso, 4,5uL do reagente EZ Choice Probe Library
(Roche NimbleGen) foram adicionados ao pool que, na sequéncia, foi hibridizado a 47°C por
64 a 72 horas. As etapas de lavagem e recupera¢do do DNA capturado foram realizadas de
acordo com o protocolo NimbleGen SeqCap EZ Library SR. O pool (20ul) contendo DNA
enriquecido para as regides de interesse foi amplificado utilizando 25uL do reagente 2x KAPA
HiFi HotStart ReadyMix (Kapa Biosystems) e SuL do reagente /0x Library Amplification
Primer Mix (5’-AATGATACGGCGACCACCGA-3" e 5-CAAGCAGAAGACGGCATACGA-3’)
(Kapa Biosystems): 98°C por 45 segundos, 12 ciclos de 98°C por 15 segundos, 60°C por 30
segundos e 72°C por 30 segundos, e extensao de 72°C por 1 minuto. O material amplificado foi
purificado usando o reagente Agencourt AMPure XP (Beckman Coulter Inc) de acordo com o
protocolo sugerido pela NimbleGen SeqCap EZ Library SR. O pool enriquecido foi
quantificado por PCR em tempo real (QPCR) no equipamento LightCycler 480 (Roche) e
usando o reagente Kapa'’s Library Quantification Kit for Illumina (Kapa Biosystems).

O sequenciamento por sintese da Illumina, na modalidade paired-end, foi a tecnologia
de sequenciamento de nova geragdo (NGS, do inglés, Next-Generation Sequencing) escolhida.
Nesta modalidade o pool enriquecido de bibliotecas de DNA ¢ ligado a adaptadores e
depositado em uma superficie (placa) de vidro, denominada flowcell. A fita de DNA se liga aos
adaptadores presentes na flowcell para amplificagdo clonal em fase solida por PCR em ponte,
resultando na formagdo de clusters. Cada cluster contém milhdes de cépias do mesmo
fragmento de DNA. A modalidade paired-end permite leitura dos fragmentos de DNA
linearizados contidos nos clusters, a partir de ambas extremidades. A leitura dos fragmentos
ocorre a partir da sintese de nova fita de DNA com a adi¢do de deoxinucleotideos contendo
marcadores fluorescentes clivaveis. O sinal luminoso emitido a cada incorporagdo de
deoxinucleotideo, permite a leitura e determinagdo da sequéncia do fragmento
(sequenciamento). A plataforma de NGS utilizada nesse estudo foi a [llumina NextSeq500
(Illumina), que oferece solugdo completa integrando clusterizacdo, amplificacdo,
sequenciamento e andlise de dados em um Unico instrumento. Foi utilizado o reagente NextSeq

High-Output v2 Kit 150 cycles (2x75bp paired-end) (Illumina) que, conforme o protocolo do
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fabricante e utilizando o NextSeq500, é capaz de gerar, por corrida de sequenciamento, 400
milhdes de leituras de aproximadamente 150 pares de bases (bp) em um total de 60 gigabytes
(Gb) de dados.

Foram feitas duas corridas de sequenciamento. Na primeira corrida foi utilizada uma
canaleta (lane) da flowcell para sequenciar um pool contendo bibliotecas de 14 amostras
multiplexadas, correspondendo aos tumores de pele CBC e as amostras normais pareadas
(leucdcitos). Na segunda corrida foi utilizado uma lane da flowcell para sequenciar o outro pool
contendo bibliotecas de trés amostras multiplexadas, sendo duas amostras de tumor de
estomago obtidas de tecido congelado a fresco e de tecido parafinado de um mesmo paciente,

¢ a amostra normal pareada (leucocito).

3.5 PRE-PROCESSAMENTO DOS DADOS DE SEQUENCIAMENTO

Os arquivos .BCL (Basecall file) de saida do sequenciador, os quais contém a leitura das
bases e indices de qualidade para cada ciclo de sequenciamento, foram processados seguindo
um conjunto ordenado de comandos em programas de computador (pipeline) estabelecido no
facility CGR. No final do processo, arquivos nos formatos .BAM (Binary Alignment Map) e
VCF (Variant Call Format) e arquivos QC files (Quality Control files) foram disponibilizados
por acesso remoto ao servidor local para andlises subsequentes. As etapas do pipeline para
processamento dos dados foram descritas resumidamente a seguir.

O programa bcl2fastq v2.17 (Illumina) foi usado para: (1) combinar os arquivos de
imagem gerados apos a corrida de sequenciamento, arquivos .BCL; (2) converter os arquivos
.BCL em arquivos .FASTQ, que sdo arquivos de texto no formato codificado e compactado e
que trazem os dados da leitura de bases do sequenciamento (também chamados de reads) e
dados de métricas de qualidade; (3) separar as amostras multiplexadas (desmultiplexar) em um
pool.

Os arquivos no formato .FASTQ foram usados como arquivos de entrada (input) para o
programa Trimmomatic v0.36 '2° para remoc¢do das sequéncias de bases dos indexadores,
processo também denominado de trimagem dos reads. O Trimmomatic foi também usado para
trimagem baseado nos scores de qualidade, trimagem por sequéncias contendo ambiguidade de
bases (comumente observado em sequéncias com repeti¢des longas), trimagem de bases 5° e
3’, e trimagem por tamanho.

O mapeamento dos reads foi iniciado pelo alinhamento com a sequéncia humana

referéncia GRCh37/hgl9 utilizando 0 programa Novoalign v3.00.05
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(http://www.novocraft.com). O arquivo de saida .BAM do Novoalign foi usado para finalizar o
processo de mapeamento com a etapa de marcacdo e remocao das reads duplicadas utilizando
a ferramenta MarkDuplicates do programa Picard vl.83
(https://broadinstitute.github.io/picard). As reads duplicadas compreendem sequéncias de
DNA originadas a partir de fragmentos contendo a mesma sequéncia de nucleotideos, formados
em decorréncia de fragmentacdes do DNA no mesmo local e amplificados durante o preparo
das bibliotecas. Essas sequéncias duplicadas também ocorrem devido artefatos gerados por
regides repetitivas. A remoc¢ao de reads duplicadas contribui para que a cobertura das regides
gendmicas nao seja superestimada e ndo haja impacto na eficiéncia de deteccao das variantes.

Dados de qualidade pods-alinhamento e pré-chamada de variantes foram obtidos
avaliando os  arquivos no  formato .BAM. O  programa  verifyBamID
(http://genome.sph.umich.edu/wiki/VerifyBamID) foi utilizado para avaliar a estimativa da
taxa de contamina¢do em cada amostra, aplicando corte de 5%. Este corte foi estabelecido com
base em dados empiricos do facility CGR para variantes detectadas por sequenciamento de
exoma de amostras germinativas, que comumente mostram numero elevado de falso positivo e
falso negativo na chamada de variantes, excedendo a taxa de 5%. O programa Picard vI.83
(https://broadinstitute.github.io/picard) foi utilizado para obter relatorios de controle de
qualidade (QC reports) contendo métricas da qualidade do alinhamento, estimativa de
enviesamento das reads que estdo alinhadas em regides ricas em bases GC, e métricas de
artefatos tais como informagdes sobre a probabilidade da troca de base do tipo C>T e G>A,
selecionadas randomicamente, ser um artefato do processo de oxidagdo (oxidation error rate)
estabelecido no molde inicial da molécula de DNA, antes da etapa de adi¢cdo de adaptadores no
preparo das bibliotecas (pre-adapter artifact). A métrica de artefato também traz informacao
sobre a sequéncia referéncia das bases ao redor da troca de base avaliada (sequence context).

O programa SAMtools '*7 foi usado para agrupar os arquivos .BAM do sequenciamento
de DNA de amostras de um mesmo individuo obtidas do tecido tumoral e do normal (leucocito).
O programa BAM-matcher '*® foi utilizado para confirmar a eficiéncia do pareamento das
amostras ao determinar o quanto os arquivos . BAM agrupados representam amostras de mesma
origem bioldgica ao comparar seus genotipos. Posteriormente foi realizada mais uma etapa de
marcagdo e remocao das reads duplicadas utilizando a ferramenta MarkDuplicates do programa
Picard vi.83 (https://broadinstitute.github.io/picard).

Para aumentar a qualidade do mapeamento das reads, os arquivos .BAM foram usados
na etapa de realinhamento local direcionado para regides ricas em pequenas insercdes e

delegdes (indels), seguido da etapa de recalibragdo da qualidade das bases devido a erros dos
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ciclos de sequenciamento. A selecdo dessas regides ricas em indels foi baseada no banco de
dados referéncia 1000Genome phase-1 known INDELs e no banco de dados referéncia Mills
and 1000Genomes gold standard known INDELs, conforme recomendado pelo manual de boas
praticas do Genome Analysis Toolkit (GATK).

A identificagdo de variantes somaticas (somatic variant calling) foi feita por dois
algoritmos, o Mutect v.3.1-0 '® e o Sentiecon Genomics v.201711.03
(https://www.biorxiv.org/content/10.1101/115717v2), comparando uma amostra teste (tumor)
e uma amostra referéncia (normal-leucécito). Foram aplicados os pardmetros padrao (default)
dos filtros para selecdo das variantes somaticas e exclusdo daquelas com baixa qualidade. O
Mutect, cujos filtros aplicados foram utilizados no modo high-confidence, aplica o método
Bayesiano para detectar variantes somaticas do tipo SNV (do inglés, Single Nucleotide Variant)
em frequéncia alélica bem baixa, requerendo uma quantidade pequena de reads. O Sentieon
aplica o algoritmo TNhaplotyper para identificar variantes somaticas do tipo SNV e indels. Foi
também utilizado um painel de amostras normais representado por uma lista de variantes
germinativas originadas do projeto Pan-Cancer Analysis of Whole Genomes (PCAWG) do
International Cancer Genome Consortium (ICGC) em conjunto com o The Cancer Genome
Atlas (TCGA) (https://www.biorxiv.org/content/early/2017/11/01/208330). O painel de
amostras normais aumenta a qualidade da chamada de variantes somaticas por incrementar a
remoc¢ao de variantes germinativas e artefatos, identificados como variantes raras, porém
recorrentes, que corresponderiam a falsos positivos. Variantes detectadas em pelo menos duas
amostras no painel de normais foram excluidas.

A identificagdo de variantes germinativas (germline variant calling) no leucécito do
sangue foi feita seguindo parametros default do algoritmo GATK HaplotypeCaller v.3.8,
disponibilizados pela equipe do Broad Institute.

Ap6s realizar os processos de chamada de variantes os programas geram arquivos de
texto no formato . VCF contendo informagdes sobre a posi¢ao da variante no genoma referéncia,
qualidade média da base para as reads que contém a variante chamada, gendtipo observado,
nimero de leituras do alelo (allelic depth), cobertura vertical ou de profundidade (read depth),
e fracdo alélica para o alelo alterado em relacdo ao alelo referéncia.

A anotacio das variantes foi feita usando os programas SnpEff v4.3r 1** ¢ ANNOVAR
131 tendo como arquivo de entrado o formato .V’CF. Foram anotadas: (1) posi¢des gendmicas
das variantes; (2) os nomes dos genes; (3) identificacdo das variantes em diferentes transcritos;
(4) informacgdes funcionais das variantes, tal como impacto na fun¢do da proteina; (5) as

frequéncias das variantes em diferentes populagdes, extraidas dos bancos de dados como o
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ExAC (Exoma Aggregation Consortium), ExAC nonTCGA (representado por dados de exoma
de amostras ndo tumorais), ESP (Exome Sequencing Project), KG (1000Genomes), ¢
gnomAD exomes (extraidos dos dados de exoma depositados no The Genome Aggregation
Database - gnomAD); (6) informacdes contidas no banco de dados publico de variantes
somaticas, o Catalogue Of Somatic Mutations In Cancer (COSMIC); (7) informagdes do banco
de dados publico ClinVar, que relacionam variantes genéticas humanas e seus fenotipos; (8) e
predicao de patogenicidade anotadas pelo banco de dados dbNSFP (database for Non-
Synonymous SNPs' Functional Predictions), que inclui algoritmos individuais ou de integragdo
de dados de predi¢do que se baseiam na fung¢do e estrutura da proteina e na conservag¢ao dos
aminodcidos.

Para as amostras de leucocitos e de tumor foram considerados como critérios
satisfatorios de qualidade de sequenciamento, cobertura média de profundidade de pelos menos
50x e 300x, respectivamente, € >97% das regides-alvo cobertas pelo menos 50x. Amostras que
ndo atenderam o critério foram excluidas do estudo.

O Apéndice 4 ilustra resumidamente o conjunto ordenado das etapas e programas

(pipeline) utilizados no processamento dos dados de sequenciamento.

3.6 INVESTIGACAO DE VARIANTES GERMINATIVAS

Os arquivos . VCF foram re-anotados para filtragem de variantes (post-calling filtering)
utilizando o programa VarSeq v2.1.1 (Golden Helix). As variantes foram selecionadas a partir
da aplicacdo dos seguintes filtros: cobertura >50x; frequéncia do alelo variante >25%; alelo
variante ausente ou em frequéncia <1% nos banco de dados populacionais ExAC e ESP (MAF,
do inglés Minor Allele Frequency); SNV presente em regido codificante e que resulta em troca
de aminoacido (missense) e em codon de parada prematuro (nonsense); indel presente em regiao
codificante e que nao muda a matriz de leitura (inframe); indel presente em regido codificante
e que mudam a matriz de leitura (frameshift); SNV e indel presente em sitio de splicing
(posigdes-2, -1 e +1, +2); SNV em regido codificante, que nao resulta em troca de aminoacido
(synonymous), classificada como patogénica ou de significado incerto pelo banco de dados
publico do ClinVar; e SNV e indel em regiao nao codificante (UTR, intron e regido intergénica)
e classificada como patogénica pelo banco de dados do ClinVar.

A frequéncia do alelo variante na populagdo brasileira foi manualmente consultada no

banco de dados publico do ABraOM (Arquivo Brasileiro Online de Mutagdes, disponivel no
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website http://abraom.ib.usp.br/). O ABraOM reune dados de exoma de 609 individuos idosos
do estado de Sao Paulo e tem por objetivo fornecer dados sobre a variabilidade genética em
individuos brasileiros 3.

As variantes filtradas foram também manualmente consultadas no banco de dados do
ClinVar que atualiza os dados semanalmente, as segundas-feiras, e interpreta as variantes em
benigna, provavelmente benigna, benigna/provavelmente benigna, de significado clinico
incerto (VUS, do inglés Variant of Uncertain Significance), provavelmente patogénica,
patogénica/provavelmente patogénica, patogénica e interpretagcdo conflitante. A interpretacao
de patogenicidade das variantes foi atualizada em relagdo ao dado fornecido no arquivo de saida
de filtragem de variantes pelo programa VarSeq. Essa atualizagdo permitiu excluir variantes
reclassificadas como benigna, provavelmente benigna, benigna/provavelmente benigna que
receberam revisdo de grupos de especialistas na area (gene e fen6tipo). Este status de revisdo ¢
denominado “revisado por painel de especialistas” e, no geral, esse painel ¢ composto por um
conjunto de pesquisadores que gerenciam consorcios de reclassificacdo de variantes como por
exemplo o Evidence-based Network for the Interpretation of Germline Mutant Alleles
(ENIGMA)-BRCA Exchange para os genes BRCAI e BRCA2.

Foi também consultada manualmente a ferramenta publica Varsome
(https://varsome.com/) que segue as recomendacdes do American College of Medical Genetics
(ACMG) '* para interpretar e classificar variantes genéticas associadas a doencas mendelianas.
A ACMG recomenda classificar as variantes em cinco classes: benigna, provavelmente benigna,
VUS, provavelmente patogénica e patogénica. Essa classificacdo ¢ feita com base na descri¢ao
prévia de variantes no gene em questdo, tipo da variante (sindnima, inframe, frameshift,
nonsense, missense, entre outras), localizagdo da variante na proteina (hotspot ou dominio
importante), predi¢do in silico, frequéncia populacional, segregacdo familiar, estudos
funcionais in vitro ou in vivo, fen6tipo e historico familiar.

No estudo, os critérios e scores da ACMG nao foram usados de forma estrita por trés
motivos: (1) os pacientes avaliados ja possuem fenétipo principal (sindrome Xeroderma
Pigmentoso) previamente atribuido a variante germinativa no gene XPC ou POLH/XPV (2) os
critérios da ACMG foram estabelecidos para classificar variantes de alta penetrancia em genes
relacionados a condi¢cdes Mendelianas e nosso estudo buscou variantes de baixa penetrancia
(alelos de risco) em genes que nao estao claramente associados aos fenotipos especificos de XP
134 (3) a grande maioria dos genes que compdem o painel foram selecionados com base na
literatura acerca de genes frequentemente mutados ou associados ao desenvolvimento dos

CBCs. Sendo assim, nao foram considerados os scores da ACMG PP4 (fenotipo do paciente ou
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historia familiar ¢ altamente especifico para o gendtipo) e BPS5 (variante identificada em

paciente com outra variante patogénica que explica o fenotipo). Caso contrario, ao assumir que

o score PP4 ndo ¢ aplicavel e o BP5 ¢ aplicavel, todas as variantes seriam classificadas como

benigna e provavelmente benigna. Corroborando com a decisdo em ndo usar rigorosamente os

scores da ACMG, foi reportado que o score PP4 nao deve ser utilizado quando da avaliacao de
variante de achado incidental '**,

O score BS1 da ACMG foi utilizado para distinguir variantes que apresentaram
classificagdo de benigna ou provavelmente benigna pelos critérios da ACMG e classificagao
conflitante no ClinVar, sendo classificada como VUS e benigna e/ou provavelmente benigna.
O score BS1 ¢ aplicado quando a frequéncia alélica da variante (incluindo
subpopulagdes/grupos étnicos) ¢ maior do que a esperada para o fenotipo, ou seja, ¢ maior do
que o valor de corte recomendado para variantes benignas em um determinado gene. Os dados
de frequéncia alélica utilizados foram os dos bancos publicos gnomAD Exomes e gnomAD
Genomes, recuperados por meio da ferramenta Varsome. O valor de corte da frequéncia alélica
foi extraido do algoritmo de analise do Varsome que, ao recuperar a frequéncia alélica de todas
as variantes reportadas clinicamente no gene, calcula e recomenda o uso do valor de corte para
classificar variantes como benignas.

A classificag@o das variantes seguiu conforme descrito abaixo:

. Patogénica: (1) Variante classificada como patogénica pelo ClinVar, revisada por painel
de especialistas. (2) Variante classificada como patogénica pelo ClinVar de forma
consensual entre os diferentes depositos e classificada como patogénica pelos critérios
da ACMG de acordo com a ferramenta Varsome.

. Provavelmente patogénica: (1) Variante classificada como provavelmente patogénica
pelo ClinVar, revisada por painel de especialistas. (2) Variante classificada como
provavelmente patogénica pelo ClinVar de forma consensual entre os diferentes
depositos e classificada como provavelmente patogénica pelos critérios da ACMG de
acordo com a ferramenta Varsome. (3) Variante nao depositada no ClinVar e
classificada como patogénica ou provavelmente patogénica pelos critérios da ACMG de
acordo com a ferramenta Varsome.

o VUS: (1) Variante classificada como VUS pelo ClinVar, revisada por painel de
especialistas. (2) Variante classificada como VUS pelo ClinVar de forma consensual e
classificada como VUS pelos critérios da ACMG de acordo com a ferramenta Varsome.
(3) Variante classificada pelo ClinVar de forma ndo consensual (interpretacdo

conflitante) entre os diferentes depdsitos e classificada como benigna ou provavelmente
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benigna pelos critérios da ACMG de acordo com a ferramenta Varsome, nao

considerando a aplicacdo do score BS1. (4) Variante ndo depositada no ClinVar e

classificada como VUS pelos critérios da ACMG de acordo com a ferramenta Varsome.

o Provavelmente benigna: (1) Variante classificada como provavelmente benigna ou
benigna/provavelmente benigna pelo ClinVar, revisada por painel de especialistas. (2)
Variante classificada como provavelmente benigna ou benigna/provavelmente benigna
pelo ClinVar de forma consensual entre os diferentes depositos e classificada como
benigna ou provavelmente benigna pelos critérios da ACMG de acordo com a
ferramenta Varsome. (3) Variante classificada pelo ClinVar de forma ndo consensual
(interpretagdo conflitante) entre os diferentes depositos e classificada como benigna ou
provavelmente benigna pelos critérios da ACMG de acordo com a ferramenta Varsome,
considerando a aplicacao do score BS1. (4) Variante nao depositada no ClinVar e
classificada como benigna ou provavelmente benigna pelos critérios da ACMG de
acordo com a ferramenta Varsome.

. Benignas: (1) Variante classificada como benigna pelo ClinVar, revisada por painel de
especialistas. (2) Variante classificada como benigna pelo ClinVar de forma consensual
entre os diferentes depositos e classificada como benigna pelos critérios da ACMG de
acordo com a ferramenta Varsome.

Para as variantes ndo classificadas como benignas ou provavelmente benignas foram
listados os algoritmos preditores de patogenicidade e as frequéncias populacionais (incluindo
as populagdes com frequéncia maxima >0,01), ambas recuperadas pela consulta manual a
ferramenta publica Varsome. Excecdo se aplicou ao preditor CADD, listado apenas no arquivo
.VCF, para o qual foi considerado o valor de corte PHRED-scaled score >15 para sugerir que a
variante ¢ prejudicial '*°,

Todas as variantes foram inspecionadas visualmente para avaliar a qualidade do
sequenciamento (alinhamento, cobertura e sequéncia de bases adjacentes) e confirmar sua
presenga. Os arquivos .BAM e o programa Integrative Genomics Viewer (IGV) '*¢ foram
utilizados para essa etapa de interpretagdo visual.

Entre todos os genes do painel, aqueles de maior interesse para investigacdo germinativa
foram: BLM, BRCAI, BRCA2, CASPS, CDKN2A, CLPTMIL, HERC2, MLH1, PADI6, PMS2,
POLE, PTCHI, PTCH2, RGS22, RPAl, SUFU, TGM3, TP53 ¢ TYR.

O Apéndice 4 ilustra resumidamente os critérios aplicados para selecionar e classificar

variantes germinativas identificadas pelo pipeline de anélise dos dados de sequenciamento.
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3.7 INVESTIGACAO DE VARIANTES SOMATICAS

Os arquivos . VCF dos algoritmos usados na identificacdo de variantes somaticas foram
re-anotados para filtragem de variantes (post-calling filtering) utilizando o programa VarSeq
v2.1.1 (Golden Helix). As variantes foram selecionadas a partir da aplicagdo dos seguintes
filtros: cobertura >300x, frequéncia do alelo variante >5% e alelo variante ausente ou em
frequéncia <0,1% no DNA de leucdcito.

As variantes identificadas por cada algoritmo (Mutect e Sentieon) foram comparadas
para avaliar a concordancia.

Foram selecionadas para avaliagdo variantes que ocorreram em regido codificante ou
em sitio canodnico de splicing (posigdes-2, -1 e +1, +2). Variantes que ocorreram em regiao
UTR, regido de splicing, intron e regido intergénica nao foram avaliadas.

As variantes selecionadas ndo foram validadas por outra metodologia como
sequenciamento de amplicon com alta cobertura ou sequenciamento direto por Sanger. No
entanto, foi estabelecido critério de confianca buscando remover da lista final de variantes,
aquelas com maior chance de serem artefatuais. A aplicacdo desses critérios levou em
consideracdo que variantes artefatuais poderiam ser originarias do processamento ¢
armazenamento do tecido tumoral. As amostras do estudo foram fixadas em formalina e
armazenadas em blocos de parafina por periodo longo.

E amplamente conhecido que a formalina induz modificagdes na molécula de DNA,
incluindo fragmentagdo e deaminacdo hidrolitica de bases que, apds amplificagio do DNA
durante por reacao de PCR (do inglés, Polymerase Chain Reaction), resulta no estabelecimento
de variantes artefatuais do tipo C>T/G>A ndo reprodutiveis 3713, O DNA com fragmentacio
moderada gera ntimero reduzido de copias apos amplificacdo e, consequentemente, baixa
cobertura de sequenciamento contendo artefatos C>T/G>A ndo reprodutiveis, em baixa
frequéncia. Quando a fragmentacao do DNA ¢ exacerbada, o nimero de copias ¢ drasticamente
reduzido e uma troca de base artefatual em algumas dessas coOpias pode ser interpretada,
erroneamente, como variante de frequéncia moderada a alta. Sendo assim, foi observada uma
correlacdo inversa entre a cobertura do sequenciamento e a detec¢do de trocas de bases
artefatuais C>T/G>A (correlagdo de Spearman, r = —0.24, p < 0.0001), sendo detectadas em
maior propor¢do quando a frequéncia alélica esta na faixa de 1-10% e em menor propor¢do na
faixa de 10-25% 0.

Assim, para estabelecer maior nivel de confianga na deteccdo das variantes somaticas

em amostras armazenadas em parafina, foi estabelecido o seguinte critério para compor a
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segunda etapa de selecdo por filtragem: (i) variantes com frequéncia alélica >25%, a cobertura
incialmente proposta >300x foi mantida; (ii) variantes com frequéncia alélica entre 5% a 25%,
foram consideradas apenas quando sua cobertura atingiu o dobro do valor inicialmente proposto
(>600x). Essa segunda etapa de selecdo por filtragem ndo foi aplicada na amostra de tumor
gastrico de tecido congelado a fresco.

O Apéndice 4 ilustra resumidamente os critérios aplicados para selecionar variantes
somaticas identificadas pelo pipeline de analise dos dados de sequenciamento.

Para avaliar a razdo Ti/Tv o nimero de transi¢des (Ti) foi dividido pelo nimero de
transversdes (Tv) de bases. As transi¢gdes sdo representadas por substituigdes que ocorrem entre
bases da mesma classe, entre purinas (A>G e G>A) ou entre pirimidinas (T>C e C>T). As
transversoes ocorrem entre bases de classes diferentes (A>T, A>C, T>A, T>G, C>A, C>G,
G>T e G>C). Para este calculo foram consideradas variantes em sitios canodnicos de splicing,
variantes em regides codificantes (incluindo variantes sindnimas) e variantes intronicas, todas
estas selecionadas apds aplicar critérios restritivos de filtragem por frequéncia e cobertura
(variantes com cobertura >300x e frequéncia alélica do alelo variante >25% e variantes com
cobertura >600x e frequéncia alélica do alelo variante entre 5 - 25%). O célculo da razdo Ti/Tv
¢ utilizado para avaliar enriquecimento das classes de variantes (transi¢des e transversdes) e,
indiretamente, sugerir abundancia de variantes artefatuais.

Para avaliar a carga mutacional foi calculada a fragdo entre o nimero de variantes
somaticas por megabase (Mb) de DNA sequenciado. O painel utilizado no estudo sequenciou
1,03216 Mb de DNA. Foram realizados dois célculos avaliando variantes do tipo SNV e
pequenas insercdes/delegdes: (1) considerando variantes somaticas totais identificadas pelo
algoritmo Mutect, sem aplicar filtros de selegdo por cobertura, frequéncia alélica, regido do
genoma e efeito na proteina; e (2) considerando variantes em sitios candnicos de splicing,
variantes em regides codificantes (incluindo variantes sindnimas) e variantes intronicas, todas
estas selecionadas apos aplicar critérios restritivos para exclusdo daquelas com maior chance
de serem artefatuais (foram mantidas variantes ausentes ou em frequéncia <0,1% no DNA de
leucocito, variantes com cobertura >300x e frequéncia alélica do alelo variante >25% e

variantes com cobertura >600x e frequéncia alélica do alelo variante entre 5 - 25%).
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3.8 ANALISES ESTATISTICAS

Por ser um estudo de carater exploratério avaliando um coorte com poucos individuos
(seis), testes estatisticos para comparagdo de grupo e correlagdo com caracteristicas clinico-
patolégicas ndo foram aplicados. Para varidveis quantitativas foram consideradas as medidas
resumo de posi¢do e dispersdao, como média, mediana e valores minimo ¢ maximo. Para as

varidveis qualitativas foram consideradas as frequéncias absoluta e relativa (%).
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4 RESULTADOS

4.1 PARTICIPANTES DO ESTUDO

Nesse estudo foram selecionados inicialmente 24 participantes portadores de variantes
germinativas nos genes XPC ou XPV, sendo 17 com fendtipo da sindrome do XP e sete sem
fendtipo (incluindo pais e irmaos). Entre amostras de tecido constitutivo (leucdcito e saliva) e
amostras de tumor, foram inicialmente selecionadas 71 amostras para avaliar alteragdes
genéticas germinativas e somaticas em regides de éxons por sequenciamento completo do
exoma. Apds reunir as amostras disponiveis dos participantes elegiveis, o desenho do estudo

foi revisto com o pesquisador do centro colaborador no NCI, Dra. Sharon Savage (Figura 2).

24 participantes portadores de variantes

germinativas em XPC ou XPV
(11 familias)
17 com fenétipo de XP 7 sem fenotipo de XP
(pais e irmios)

5 casos apenas com mostras de 12 casos com amostras pareadas, tecido
; . . 7 casos apenas com mostras de
tecido constitutivo constitutivo e tumor tecido constitutivo
(5 tecidos constitutivos) (12 tecidos constitutivos e 47 tumores) . o
(7 tecidos constitutivos)
\‘ 7 amostras excluidas

(sequenciamento de exoma

5 casos com tumor ndo-cutineo removido da proposta)

12 casos com tumor cutineo

(40 tumores: CBC, CEC, melanoma) @ Luniics lingua, mucosa oral,
conjunctiva ocular, géstrico)

31 tumores € 7 amostras

constitutivas excluidas 5 tumores e 4 amostras
(ndo atingiu critérios na etapa constitutivas excluidas
pré-analitica) (pequeno tamanho amostral)
5 casos com tumor cutaneo 1 caso com tumor nao-cutaneo
(9 tumores: CBC) (2 tumores: géstrico)

Figura 2 - Desenho do estudo quanto a distribuicao dos participantes e amostras.

Optamos pela exclusdo de cinco tumores nao cutdneos (5/7 amostras) uma vez que o
tamanho amostral pequeno dificultaria as analises dos resultados (Figura 2 e Apéndice 5). Duas
amostras de tumor de estobmago, obtidas da mesma pega cirurgica, cujo DNA pdde ser obtido

tanto de tecido fresco congelado como de tecido parafinado, foram mantidas (Tabela 2) para
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servir como importante referéncia quanto aos dados de sequenciamento gerados a partir de
tecidos armazenados em parafina.

As 40 amostras de tumores cutaneos armazenadas em parafina que permaneceram no
estudo seguiram para o processo de extragdo de DNA: 37 carcinomas basocelulares (CBCs) de
pele e 3 melanomas cutaneos. O total de 31 amostras de DNA de tumor parafinado foram
excluidas do estudo na etapa de controle de qualidade pré-analitico do DNA por apresentar
baixo rendimento, integridade comprometida ou resultados indicativos de contaminacao ou
troca de amostras (Figura 2 e Apéndice 5).

Como o rendimento do DNA das amostras de tumores parafinados era insuficiente
para mais de uma abordagem metodoldgica e validagdes, optou-se entdo por ajustar a
metodologia de sequenciamento para garantir maior cobertura da regido sequenciada e,
consequentemente, maior confianca no resultado encontrado. Desta forma, o sequenciamento
completo do exoma foi substituido pelo sequenciamento de painel génico customizado.

Devido essa mudanga na metodologia de sequenciamento, foram também excluidos
do estudo sete amostras de tecido constitutivo de participantes sem fenotipo de XP (Figura 2 e
Apéndice 5).

Para os participantes que tiveram todas as amostras tumorais excluidas do estudo, o
DNA da amostra normal pareada (leucdcito ou saliva) foi também excluido (Figura 2 e
Apéndice 5).

Ao final, o estudo pdde ser conduzido com seis participantes contribuindo com nove
tumores de cutaneos (CBCs) armazenados em parafina e um tumor ndo cutaneo, tumor gastrico,
com duas amostras. A Tabela 2 apresenta a relacdo dos participantes ¢ das amostras que
permaneceram no estudo, o detalhamento das caracteristicas do tecido tumoral e do
processamento, bem como identificagdo da amostra normal pareada. O Apéndice 5 traz a
relacdo de todas as amostras excluidas do estudo.

O rendimento do DNA das amostras tumorais armazenadas em parafina variou de 70ng
a 720ng. A integridade do DNA dessas amostras foi classificada como “média”, com exce¢ao
da amostra XB00069 que manteve seu DNA em alta integridade. As amostras foram
classificadas como “indeterminada” na avaliacdo de genotipagem por SNP/SSTR, com exce¢ao
da XB00064 que foi classificada como “aprovada”. A amostra XB00040 foi excluida do estudo
por nao atender os critérios minimos de cobertura para os dados de sequenciamento. As

métricas de cobertura de sequenciamento de todas as amostras sdo mostradas na Tabela 3.



Tabela 2 - Relacdo das 17 amostras selecionadas para o estudo e caracteristicas das 11 amostras de tumores dos 6 casos participantes.

Identificacoes Tumor
do ¢ Variantes responsaveis ID da amostra de . Tempo Tumor e )
.. pelo grupo XP! DNA de leucocito Tipo de 3 . . N. cortes, ID da amostra de
participante armaz. em , Tamanho Idade Topografia Histologia normal .  Espessura® DNA
bloco separado
XPSPACO02F0  POLH Fresco  NA 8,5x7,0 50 EStg.mligO anterior  Adenocarcinoma Nio™* NA ;‘nglgmfﬁmn
7002-1001 c.571ASC XB00002 media invasor misto 00025
5 ' hin 7002_1001_Blood Estomago anterior Adenocarcinoma =
2P0 (p-Thr191Pro) Parafina 119 8,5x7,0 50 L . S e Nao 10/5 7002_1001_FFPE
medial invasor misto
Parafina 123 0,9x0,8x0,4 21 Pele retro auricular CBC nodular Nao 10/5 XB00032
XPSPACO3F0 X§§5 L1G>C . C.BC micronodular, .
_ c. Parafina 94 1,5x1,0x0,3 23 Pele malar pigmentado e Sim 10/5 XB00039
7003-1001 ¢ 2564delT XB00003 o
3PpoT - ulcerado
(p.Leu855ArgfsTer7)™ .
Parafina® 94 2,2x2,0x0,7 23 Pele mento ﬁ?ecr;gc‘;’mn"dular ¢ Nio 22/5 XB00040
POLH
%:)Sf ﬁ)%?“F 0 (1222 1225delACTT XB00004 Parafina 59 0,5%0,4x02 52 Pele malar CBC nodular Nio 110 XB00048
) (p.Thr408LeufsTer36)™
XPSPACOSFO iaz)zcs L1GaC
7005-1001 c. 1969G>T XB00005 Parafina 78 0,9x0,8x0,2 18 Pele malar CBC nodular Sim 11/5 XB00050
" .
4po (p.Glu657Ter)™
XPSPACI10F1 YPC CBC nodular,
7007-1002 ©.225]-1G>Chm XB00010 Parafina 118 0,2x0,1x0,1 20 Pele nasal esclerosante e Nao 32/5 XB00064
9P1' ) pigmentado
Parafina® 22 0,3x0,3 14 Pele zigomatica CBC ;‘O.d‘;lar ¢ Sim 15/5 XB00069
XPSPAC32F0 Sl e
7012-1001 xPC - XB00021 Parafina® 22 0,3x0,3 14 Pele sobrancelha CBC nodular e Sim 15/5 XB00071
24P0" ¢.2251-1G>C adendide
" . - CBC nodular ¢ .
Parafina 22 1,0x1,0 14 Pele zigomatica Sim 10/5 XB00072
esclerosante

Legenda: (ID) Identificagdo. (™) Variante identificada em homozigose (") Variante identificada em heterozigose. (armaz.) Armazenamento. (NA) Nio se aplica. (") Identificagdo do participante conforme descrito na
publicagdo prévia do grupo **. (*) Tumores sincronicos. (*) Lesdes removidas da mesma pega cirtrgica e armazenadas de forma diferente: congelada a fresco em Biobanco ou fixada em formalina e inserida em bloco de

parafina para diagndstico patologico. () Adenocarcinoma invasor, pouco diferenciado, tipo misto de Laurén com predominio do componente difuso. (

Hkk

) Porcentagem de tumor determinada e com valor atribuido de

90%, sendo os 10% remanescente de tecido conjuntivo ndo separéavel. (') Alteragdo genética germinativa responsavel pela sindrome do Xeroderma Pigmentoso. As nomenclaturas das variantes seguem as sequéncias
referéncias NM_006502 para o gene POLH/XPV e NM_004628 para o gene XPC. Todas as variantes sdo classificadas como patogénicas pelos critérios da ACMG, com excegdo a variante POLH ¢.571A>C que ¢
classificada como variante de significado incerto. (*) Tempo em meses que o tecido tumoral ficou armazenado em bloco de parafina, compreendendo o periodo entre a data da cirurgia até a data de extragio do DNA. (%)
Tamanho da lesdo, em centimetros, conforme informagdo que consta em laudo patolégico — ndo corresponde ao tamanho da lesio macrodissecada. (*) Separagdo macroscopica do tecido tumoral e normal por
macrodissecgdes (raspagem manual da lamina). (°) Numero de cortes dos blocos de parafina que foram direcionados a extragio de DNA e espessura dos cortes em micrometros.
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Tabela 3 — Perfil qualitativo dos dados de sequenciamento gerado por amostra.

11760 b ot (o 6o Total de Cobertura  Tamanho Cobertura Bases Bases
ID do paciente ID da amostra P o) pog reads de médio das média de cobertas  cobertas
extensio” reads profundidade >10x >50x
XB00002 #Leucdcito 344.915.556 80,64 x 74,9204 4.538,03 x 99,59% 98,92%
XPSPACO02F0 7002 1001 Frozen *Tumor de estdbmago (fresco) 451.125.448 79,23 x 74,8763 5.464,47 x 99,59% 99,01%
7002 1001 FFPE *Tumor de estdmago (parafina) 148.942.842 60,8 x 73,545 381,23 x 99,14% 97,92%
XB00003 Leucocito 87.408.188 78,74 x 74,9057 1.406,36 x 99,78% 99,58%
XPSPACOIFO XB00032 Tumor de pele (parafina) 68.049.914 78,82 x 74,4417 1.002,79 x 99,38% 98,81%
XB00039 Tumor de pele (parafina) 63.312.242 67,37 x 74,3226 372,53 x 98,98% 97,77%
XB00040 Tumor de pele (parafina) 2.981.978 65,08 x na 14,54 x 67,27% na
XB00004 Leucécito 82.749.450 79,71 x 74,954 1.392,53 x 99,79% 99,53%
XPSPACO04F0
XB00048 Tumor de pele (parafina) 50.657.720 64,17 x 73,9184 365,95 x 98,81% 97,6%
XB00005 Leucécito 75.353.666 79,39 x 74,9187 1.275,74 x 99,78% 99,56%
XPSPACO5FO0
XB00050 Tumor de pele (parafina) 53.635.932 69,86 x 74,4867 356,59 x 99,09% 97,83%
XPSPACIOF] XB00010 Leucécito 76.178.702 77,65 x 74,9094 1.228,37 x 99,81% 99,63%
XB00064 Tumor de pele (parafina) 56.094.216 70,73 x 74,3759 413,89 x 99,07% 97,99%
XB00021 Leucécito 78.932.630 79,37 x 74,9279 1.312,1 x 99,74% 99,49%
XPSPAC32F0 XB00069 Tumor de pele (parafina) 73.319.970 72,89 x 74,958 614,84 x 99,49% 98,97%
XB00071 Tumor de pele (parafina) 77.253.908 79,02 x 74,8044 1.091,89 x 99,52% 99,06%
XB00072 Tumor de pele (parafina) 81.067.818 72,61 x 74,9662 652,96 x 99,5% 99%

Legenda: (ID) Identificagdo. (*) Amostras que foram sequenciadas na corrida 2. (*) Baseado no total de reads em regido alvo, determinada no desenho do painel génico

(também referido em inglés como On-Target Reads). (na) ndo avaliado.
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Em relacdo as caracteristicas histopatologicas dos tumores cutaneos selecionados para
o estudo, estes foram dos subtipos nodular e micronodular, puro ou associados a outro subtipo
(Tabela 2).

O tnico caso do estudo que desenvolveu tumores ndo cutdneos (tumores internos), foi
0 XPSPACO02F0. Aos 38 anos foi diagnosticado com carcinoma mucoepidermoide em glandula
submandibular, para o qual recebeu tratamento radioterapico adjuvante a cirurgia e
esvaziamento cervical. Aos 50 anos foi submetido a gastrectomia total e esvaziamento
linfonodal em decorréncia do adenocarcinoma géastrico misto invasivo e pouco diferenciado,
positivo para metastase linfonodal. Aos 52 anos foi diagnosticado com metéstase em figado, de
perfil imunohistoquimico sugestivo de tumor géstrico, € iniciou o tratamento quimioterapico.
Recebeu trés regimes quimioterapicos, ordenados conforme segue: (1) dois ciclos de Etoposide,
Leucovorin e 5-Fluorouracil; (2) dois ciclos de Paclitaxel e Carboplatina; e (3) dois ciclos de
Irinotecan e Cisplatina. Aos 54 anos foi a dbito em decorréncia da progressdo da doenga que
evoluiu com metastase sist€émica afetando figado, pulmao, peritonio e 0ssos.

Todos os seis pacientes foram diagnosticados com XP na infancia. O Gnico paciente
que foi a obito foi o XPSPACO02F0. Embora todos os pacientes apresentem manifestacdes
oculares, apenas os do grupo XP-C evoluiram com diminui¢do da acuidade visual ou perda de
visdo. Além de CBCs, todos os pacientes desenvolveram carcinoma espinocelular. Os pacientes
do grupo XP-C apresentam fenotipo mais agressivo quando considerado as manifestacoes
oculares e o numero de tumores desenvolvidos em determinado periodo. Exce¢do na
agressividade do fenotipo se faz para a paciente XP-C XPSPACIOFI1, filha de pais
consanguineos que tiveram no total quatro filhos diagnosticados com a sindrome. A paciente
XPSPACIOF1 ¢ a irma mais nova. A paciente XPSPAC32F0 foi diagnosticada com meses de
vida e, desde entdo, apresenta rotina sem nenhuma exposi¢do solar e casa adaptada com
lampadas de LED, no entanto, desenvolveu um numero grande de tumores de pele em curto
periodo de tempo.

O paciente XPSPACO04F0 ¢ o tnico caso do estudo detectado com uma unica copia
mutada de gene XP, apresentando uma variante germinativa patogénica no gene POLH em
heterozigose. Embora o mecanismo molecular da sindrome do XP ndo esteja completamente
elucidado para o paciente XPSPACO04F0, este apresenta fenotipo caracteristico da sindrome

XP. A Tabela 4 mostra o detalhamento clinico dos participantes.



Tabela 4 — Aspectos clinicos dos pacientes XP-C e XP-V.

ID do paciente o Gravidade dos Idadf - Nimero de tumores
Idade na 1 . nal Periodo de ~
(ID do CBC Grupo Sexo . ~ sintomas e . . o~ o Observacoes
manifestacio s biopsia avaliacao CBC CEC Melanoma
no estudo) XP oftalmologicos . A
de pele (idade ao inicio)
Pele: 30
- nodular (20)
XPSPACO02F0 . 36 anos - superficial (3) 22 (pele) Trabalhou em lavoura
2P01 XP-v M 8 anos Fotofobia 17 anos (17 anos) - esclerosante (2) 3 (labios) 9 (pele) até os 17 anos.
- metatipico (1)
- s/i (4)
Pele: 37
XPSPACO3F0 - nodular (21) Longos periodos sem
3poY - micronodular (7) acompanhamento
XP-C F 2 anos Tumor e perda 4 anos 18 anos ¢ 10 meses - superficial (1) g g)éetlfgs) 10 (pele) dermatologico ¢ sem
(XB00032 ) total da visdo (4 anos) - esclerosante (3) 2 (ocular) P uso de medidas
XB00039 - metatipico (1) fotoprotetoras (12/2007
XB00040) -s/i(4) a 09/2009 e outros).
Labios: 3
Pele: 82
- nodular (56) .
XPSPACO4F0 - micronodular (2) Tabagista por 6 anos.
. 22 anos e 3 meses . 7 (pele) Costume de frequentar
XP-V M 6 anos Fotofobia 12 anos (32 anos) - superficial (4) 2 (Idbios) 8 (pele) raia sem uso de
(XB00048) - esclerosante (1) p rotecio solar
- s/i (19) protee '
Labios: 2
Pele: 104
- nodular (60)
XPSPACO5FO0 - micronodular (2) Pouca exposicdo solar
il : A ) .
4po XP-C F 4 meses P?rfi a parcial da 1 anos 19 anos e 1 més superficial (18) 3 (pre lg) 29 (pele) desde o diagnostico da
visdo (5 anos) - esclerosante (12) 1 (labios) sindrome (aos 4 meses)
(XB00050) - metatipico (2) '

- s/i (10)
Labios: 2
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Cont/ Tabela 4

. Idade Numero de tumores”
o Gravidade dos o :
. Idade na 1 . nal Periodo de ~
ID do paciente Grupo Sexo " o sintomas Vel - e Observacdes
manifestacao s biopsia avaliacao CBC CEC Melanoma
XP oftalmolégicos 7 et
de pele (idade ao inicio)
XPSPACI0F1 Pele: 5 A -
9p11 Diminui¢io da 11 anos e 2 meses - nodular .(3) POSSlll. outros.3 {rmaos
XP-C F 10 anos . . 15 anos - superficial (1) 10 (pele) NA com diagnostico clinico e
acuidade visual (16 anos) .
(XB00064) -s/i(1) molecular do XP.
Labios: 1
XPSPAC32F0 Possui 1 irmao com
24P07 diagnostico clinico e
Diminuigdo da 2 anos e 11 meses Pele: 11 molecular do XP.
(XB00069 XP-C F 9 meses acuidade visual 4 anos (12 anos) - nodular (11) 4 (pele) I (pele) Nao frequenta escola por
XB00071 op¢do da mae - aulas com
XB00072) professores na residéncia.

Legenda: (ID) Identificagdo. (") Identifica¢do do participante conforme descrito na publicagdo prévia do grupo *°. (M) Masculino. (F) Feminino. (s/i) Sem informagdo -
indisponivel. (NA) Nio se aplica. (*) Revisdo de prontudrio hospitalar realizada em dezembro de 2019. Foram consideradas apenas lesdes revisadas em exame histopatologico.
(") Esta representado o componente histoldgico principal que subdivide o CBC nas principais categorias clinicas, porém n#o indica que essas lesdes sdo puras, sem associagao

de subtipos, sem diferenciagdo ou sem outros componentes
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4.2 AVALIACAO DE VARIANTES GERMINATIVAS

O sequenciamento do DNA de leucécito dos seis pacientes do estudo, ndo revelou
variantes germinativas clinicamente relevantes (patogénicas ou provavelmente patogénicas),
porém variantes de significado incerto foram detectadas em todos os pacientes avaliados, com
excecao do paciente XPSPACO02F0. Quando a avaliagao foi direcionada aos genes de interesse
para investigacdo germinativa (genes associados a fenotipos relevantes para a pergunta do
estudo), destacou-se apenas uma variante identificada no gene RGS22. A frequéncia do alelo
variante para as VUS germinativas foram avaliadas no tecido tumoral para identificagcdo de
ocorréncia de perda de heterozigose. Nenhuma das variantes germinativas avaliadas apresentou
perda de heterozigose nos tecidos tumorais (Tabela 5).

Entre as variantes germinativas classificadas como provavelmente benignas, cinco
ocorreram em genes de interesse para investigacdo germinativa: CLPTMIL, POLE, PTCHI,
PTCH2 ¢ RGS22. Os Apéndices 6 e 7 trazem a relacdo de todas as variantes germinativas
identificadas e classificadas como provavelmente benignas e benignas, respectivamente.

Em carater exploratorio, avaliamos oito SNPs de suscetibilidade a CBC reportados no
banco de dados publico Genome-Wide Association Study Catalog (GWAS Catalog), um
repositorio curado de todos os estudos de associagdo ampla de genomas (GWAS, do inglés
Genome-Wide Association Study) publicados e que avaliaram pelo menos 100.000 SNPs e
identificaram associagdes com p valor <1x107 4! (Tabela 6). Destacamos nessa avaliacdo dois
SNPs. O alelo menos comum [A] do rs3769823 no gene CASPS foi observado em todos os
pacientes do estudo, com excecdo da paciente XPSPACI10F1, com fendtipo mais brando da
sindrome e que desenvolveu o menor nimero de tumores CBC entre os pacientes avaliados; 5
CBCs em 134 meses (Tabela 4) com média de 1,2 tumores por ano. O alelo menos comum [A]
do rs1126809 no gene TYR foi observado no nosso estudo ocorrendo apenas na paciente
XPSPACOS5F0, que apresentou o maior numero de CBC dos casos avaliados no estudo; 104

CBCs em 229 meses (Tabela 4) com média de 5,3 tumores por ano.



Tabela S - Variantes germinativas classificadas como VUS identificadas nos pacientes XP-C e XP-V.

P LoH do alelo Preditores in
Paciente Identificador Varsome - l;relill::?()cl::l selvagem no SEDape
(e no dbSNP VAF c.(HGVS) p-(HGVS) Clinvar” ACMG" ( Ab[:‘a%M /gnomAD tumor? cla.ssiﬁcam a
Exomes v2.1.1) (VAF no Varla.nte.ct.)mo
tumor) prejudicial
CADD; DANN;
Nao MutationTaster;
XPSPACO3FO 0,47 FATHMM-MKL,
(XB00003) rs146190924 0,49 NM _015668.5:¢.2530G>A p.(Val844lle) ndo consta VvUs ndo consta/0.000938 CBC XB00032) FATHMM-XF;
(0,43 LRT; EIGEN;
CBC_XB00039) EIGEN PC; SIFT;
Polyphen2
MutationTaster;
FATHMM-MKL,
Nio FATHMM-XF;
15754054875 0,47 NM 001267550.2:¢.21859C>G p.(Leu7287Val) VUS VUS 0.000821/0.00000403 (0,51 EIGEN; EIGEN
CBC xBoooag) LC ST
= MetaSVM;
MetalR;
Polyphen2
XPSPACO04F0 CADD,; DANN;
(XB00004) MutationTaster;
FATHMM-MKL;
Nio FATHMM-XF;
15370932805 0,47 NM_001277115.2:c.10472G>A p.(Arg3491His) VUS Provavelmente , 400821/0.000647 (0,36 LRT, DEOGEN2;
benigna CBC_XB00048) EIGEN, EIGEN
- PC; SIFT;
PROVEAN;
PrimateAl;
Polyphen2
Nao
ndo consta 0,43 NM_012254.3:c.453 454delGGinsTT p.(Alal52Ser)  ndo consta VUS ndo consta/ndo consta (0,47 nio se aplica
XPSPACO5F0 CBC_XB00050)
(XB00005) Conflitante Provavelmente Nao CADD;
1872647861 0,48 NM_001267550.2:¢.2611G>T p.(Val871Leu)  (Provavelmente beniena ndo consta/0.0000717 (0,46 FATHMM-MKL;
benigna/VUS) & CBC _XB00050) SIFT; SIFT4G

47



Cont/ Tabela 5

Frequéncia e e Preditores in silico
Paciente Identificador n . Varsome - populacional > que classificam a
(amostra) e no dbSNP VAF S{RIEE (A9 Sl ACMG* (AbraOM/gnomAD (V:;, tl:lon::)lfl;or) variante como
Exomes v2.1.1) prejudicial
XPSPACO5F0 . ~ ~ Nao o .
(XB0000S) PCDHB3 15541148618 0,34 NM 018937.4:c.1737 1749del p.(Ala580ThrfsTer3) ndo consta VUS ndo consta/0.0049 (0,24 CBC XB00050) ndo se aplica
MutationTaster,
FATHMM-MKL,
XPSPACI10F1 Niéo FATHMM-XF,
(XB00010) TTN 1s562393563 0,48 NM 001267550.2:c.54146A>G p.(Asn18049Ser) ndo consta VUS nao consta/0.0000122 (0,45 CBC_XB00064) EIGEN; EIGEN PC;
’ - SIFT; PROVEAN;
REVEL; PrimateAl;
Polyphen?2
Nao
XPSPAC32F0 . - ndo consta/ (0,46 CBC_XB00069) ~ .
(XB00021) UGT2B10 15754926782 0,51 NM_001075.6:c.675A>G p-(1le225Met) ndo consta VUS 0.0000162 (0.49 CBC_XB00071) ndo se aplica

(0,41 CBC_XB00072)

Legenda: (") As ferramentas que forneceram as informagdes apresentadas sio frequentemente atualizadas — os dados apresentados foram obtidos de acesso realizado em margo
de 2020. (VAF) Frequéncia alélica da variante (do inglés, Variant Allele Fraction).
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Tabela 6 — SNPs de suscetibilidade a CBC reportados GWAS Catalog e identificados nos pacientes XP-C e XP-V.

Alelo de Frequéncia Frequéncia Genotipo
q * . populacional
Gene SNP risco OR populacional
++ | Mo gnomAD - | XpSPAC02F0 | XPSPACO03F0 | XPSPACO04F0 | XPSPACO05F0 | XPSPAC10F1 | XPSPAC32F0
(S/V) no AbraOM Genomes™
CLPTMIL | 13401681 C(S) 1.21; 1.23; 1.25 | 0,551* s/i C/C c/C T/T T/T T/T C/T
CLPTMIL |1s421284 T (S) 1.11;1.14 s/i s/i T/T T/T C/C C/C C/T C/T
CASPS 1s3769823 | A (S) 1.12 s/i 0,337 A/G A/G A/G A/G G/G A/A
PADI6 rs7538876 | A (V) 1.25;1.28 0,334 0,365 G/G G/A G/A A/A G/G G/G
RGS22 152199333 | C(S) 1.16 s/i s/i Cc/C C/T C/T C/T Cc/C Cc/C
TGM3 rs214803 C(S) 1.21 s/i 0,260 c/C A/A A/C C/A A/A A/A
1.49; 1.41; .
P53 1578378222 | G (V) 2.07: 2.16: 2.24 s/i 0,011 T/T T/T T/T T/T T/T T/T
TYR rs1126809 | A (V) 1.14;1.12 0,146 0,176 G/G G/G G/G G/A G/G G/G

Legenda: (S/V) Alelo selvagem / Alelo variante. (*) Odds ratio dos estudos depositados no GWAS Catalog. (s/i) Sem informagdo - indisponivel. (*) Valor estimado pela
subtragdo da frequéncia do alelo variante. () Os dados apresentados foram extraidos da base de dados do AbraOM por acesso ao website realizado em abril de 2020 e da base

de dados dbSNP Short Genetic Variations (referente ao gnomAD - Genomes) por acesso ao website realizado em junho de 2020.
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4.3 PERFIL MUTACIONAL DOS TUMORES

Foram utilizados dois algoritmos para identificacdo de variantes somaticas, o Mutect e
o Sentieon, nas 10 amostras de tumores (CBCs cutineos e géstricos) pareadas com tecido
normal do mesmo paciente (leucocito). Observamos que o Sentieon apresentou porcentagens
de cobertura média por base superiores ao do Mutect em todas as amostras (Figura 3A). Com
exce¢do da amostra de tumor gastrico armazenada em parafina, os valores de porcentagem das
bases com cobertura acima de 100x foi semelhante entre os algoritmos (Figura 3B).

O tumor gastrico teve o sequenciamento realizado em duas amostras que
corresponderam ao seu tecido armazenado em parafina e tecido congelado a fresco, ambos
obtidos da mesma peca cirurgica. Essa estratégia possibilitou que os dados de sequenciamento
gerados servissem como controle de qualidade de DNA em relagcdo ao meio de armazenamento
do tecido, permitindo entdo validar os valores de corte de cobertura e frequéncia alélica
estabelecidos nesse estudo como confidveis. O sequenciamento das duas amostras de tumor
gastrico foi realizado em corrida de sequenciamento independente dos CBCs e, portanto, pode
alcangar alta cobertura média de profundidade (Tabela 3). O tempo de armazenamento do tumor
gastrico em bloco de parafina foi proximo ao do CBC com maior tempo de armazenamento em
parafina (119 e 123 meses, respectivamente, Tabela 2), conferindo entdo maior confianga ao

extrapolar interpretagdes dos dados.
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Figura 3 — Comparacao nos valores de cobertura das bases para as variantes somaticas

identificadas pelos algoritmos Mutect e Sentieon.

(A) Gréfico de barras mostra a distribuicdo de cobertura média por base e por amostras entre os algoritmos Mutect
e Sentieon. (B) Grafico de barras mostra a porcentagem de bases cobertas mais de 100x em cada amostra, para os
algoritmos Mutect ¢ Sentieon. (FFPE) Tecido do tumor gastrico armazenado em parafina (do inglés, Formalin-

Fixed Paraffin-Embedded). (Fresh-Frozen) Tecido do tumor géstrico congelado a fresco.
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Para compreender a divergéncia entre o Mutect ¢ Sentieon em relagdo a porcentagem de
bases com cobertura acima de 100x na amostra de cancer gastrico armazenada em parafina
(FFPE), avaliamos a cobertura em relagdo a frequéncia alélica das variantes somaticas.
Observamos o numero de variantes identificadas pelo Sentieon foi maior quando comparada ao
Mutect, respectivamente 204 e 7 (Figura 4A), porém a frequéncia alélica das variantes
identificadas pelo Sentieon estava entre 0,8% - 3,1%, com cobertura variando entre 123x — 807x
(Figura 4B). As variantes identificadas pelo Mutect apresentaram frequéncia alélica entre 2,9%
-22,6% (Figura 4A), com cobertura variando entre 49x — 274x. Portanto, o Sentieon identificou
maior nimero de variantes com frequéncia alélica baixa. Pelos critérios de sele¢do de variantes
que estabelecemos na se¢do de materiais e métodos, levando em consideragdo principalmente
o tipo de material do estudo (DNA de amostra armazenadas em parafina), todas as variantes
identificadas pelo Sentieon devem ser desconsideradas por maior chance de serem artefatuais.
Ademais, a identificagdo de nimero maior de variantes em frequéncia alélica baixa quando
comparado o tumor gastrico FFPE e o tumor gastrico congelado a fresco (Frozen) (Figura 4A),
corrobora com o julgamento destas variantes serem artefatuais. Desta forma, consideramos que
os dados de sequenciamento do tumor géstrico validam os valores de corte da primeira sele¢ao
por filtragem (cobertura >300x e frequéncia alélica >5%) estabelecidos nesse estudo como

confiaveis.
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Figura 4 — Diferenca no numero de variantes somaticas identificadas pelos algoritmos Mutect

e Sentieon no tumor gastrico ¢ atribuida ao critério de filtragem por frequéncia alélica.

(A) Frequéncia alélica das variantes identificadas pelos algoritmos Mutect e Sentieon na amostra de tumor gastrico
de tecido armazenado em parafina e tecido congelado a fresco. Cada ponto do grafico boxplot representa uma
variante. (B) Grafico de dispersdo para comparar a relagdo entre a frequéncia alélica e a cobertura vertical da base
sequenciada, representadas por cada ponto, para as variantes identificadas pelo algoritmo Sentieon na amostra de
tumor gastrico armazenada em parafina. (VAF) Frequéncia alélica da variante (do inglés, Variant Allele Fraction).

(FFPE) Tecido armazenado em parafina (Formalin-Fixed Paraffin-Embedded). (Fresh) Tecido congelado a fresco.
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Buscando compreender melhor a concordancia na identificagdo de variantes somaticas
pelos diferentes algoritmos, comparamos as coordenadas gendmicas de todas as variantes
identificadas em todas as amostras. Encontramos que 14,6% das variantes identificadas pelo
Mutect e 20,3% das variantes identificadas pelo Sentieon eram comuns aos dois algoritmos. O
perfil de cobertura e frequéncia alélica das variantes somaticas discordantes mostra que a
maioria destas apresentam, no algoritmo Mutect, baixa cobertura (média de cobertura foi 398x)
e no algoritmo Sentieon apresentam baixa frequéncia alélica (média de frequéncia foi 2%)

(Figura 5).
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Figura S — Perfil de cobertura e frequéncia alélica das variantes somaticas discordantes entre

os algoritmos Mutect e Sentieon.

Quando considerado apenas as 1.047 variantes somaticas Uinicas com frequéncia alélica
>5% e cobertura >300x, o algoritmo Sentieon contribuiu com a identificacdo de apenas 72
variantes. Nao houve concordancia entre os dois algoritmos para nove destas 72 variantes
identificadas. As nove amostras foram inspecionadas visualmente no IGV para avaliar o
alinhamento e confirmar a frequéncia da variante. Com exce¢do de uma variante, todas as
demais foram validadas por apresentar bom alinhamento, sequencias de boa qualidade e nao
estar persente nas amostras normais pareadas de leucocitos. A variante ndo validada,

chr17:7578711:CTTTTTTT>C, corresponde a uma regido ndo codificante do gene 7P53 e
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ocorreu dentro de uma regiao de homopolimero onde foram detectadas sequéncias com delegao
de 2 a 7 bases. Essa variante estd presente em todas as amostras avaliadas no estudo, incluindo
as amostras normais de leucocitos, em baixa frequéncia e/ou baixa cobertura, preferencialmente
em uma orienta¢do de sequéncia de bases, refor¢ando nosso julgamento em ser uma variante
artefatual e ndo uma variante verdadeira.

Também para inspecdo visual no IGV selecionamos duas variantes somaticas em
tanden, identificadas apenas pelo algoritmo Mutect. O critério para selegdo foi valores extremos
de cobertura de sequenciamento. As sequéncias de ambas amostras estdo alinhadas

corretamente e, portanto, julgamos ser variantes verdadeiras (Figura 6).
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Figura 6 — Imagens dos alinhamentos das sequéncias vistas pelo visualizador IGV.

As bases em destaque nas sequéncias individuais geradas pelo sequenciamento das amostras de CBC XB00032 e

XB00071 sdo as que diferem da sequéncia referéncia.

Diante dos dados expostos acima, optamos por seguir com a analise de todas as variantes

somaticas, incluindo as que ndo foram concordantes entre os dois algoritmos. Considerando
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que o maior volume de variantes foi identificado pelo Mutect, priorizamos os valores de
cobertura e frequéncia alélica deste algoritmo para as variantes concordantes.

As variantes somaticas identificadas por cada algoritmo foram avaliadas pelo programa
VarSeq (Golden Helix) para anotacdo e filtragem das variantes somaticas possivelmente
verdadeiras, aplicando filtros que selecionaram aquelas com cobertura >300x e frequéncia
alélica >5%. Adicionalmente, foram aplicados os critérios mais restritivos de filtragem para
selecionar variantes com cobertura >300x e VAF >25% e variantes com cobertura >600x e
VAF entre 5 - 25%. Ap0s restringir os critérios de filtragem, nenhuma variante foi identificada
nas amostras de CBC XB00064 e tumor gastrico FFPE.

Para avaliar o perfil de variantes somaticas identificadas nas amostras, consideramos
variantes sindnimas e ndo sinonimas, variantes em sitios candnicos de splicing e variantes em
regides intrOnicas, totalizando entdo 623 variantes na avaliagao.

A proporgao de alteragdes de bases do tipo transi¢do (Ti) e transversdo (Tv) foi avaliado.
Valor baixo na razao Ti/Tv foi observado para a amostra de tumor géstrico congelado a fresco
(Frozen) e para a amostra de CBC XB00048, esta tiltima diferindo das demais amostras de CBC

que apresentaram valores altos (Figura 7).

razao Ti/Tv

CBC_XB00071 90,0
CBC_XB00050 65,0

CBC_XB00072 60,0

CBC_XB00039 47,0

CBC_XB00069 25,0

CBC_XB00032 24,3

CBC_XB00048 0,7

Gastrico_Fresh-Frozen 0,3

Figura 7 — Valores de Ti/Tv obtidos em cada amostra.

Para a avaliacdo do perfil de troca de bases, apenas as sete amostras de CBCs foram
consideradas devido ao pequeno niimero de variantes somadticas identificadas na amostra de
tumor gastrico de tecido congelado a fresco (n=15). Observamos que 93,4% (582/623) das SNVs

eram alteracdes C:G>T:A e 28,5% (n= 166) destas alteracdes ocorreram em nucleotideos
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adjacentes, compondo entdo a alteragao em dinucleiotideos CC>TT (ou GG>AA). A frequéncia
de alteragdes C:G>T:A no contexto de bases YC ou CY ¢ alteragcdes G>A no contexto de bases
yG ou Gy (onde Y =C ou T e onde y = G ou A) foi de 93,1% (n= 580). A frequéncia das
alteragdes G:C>T:A, que podem ser induzidas por estresse oxidativo como também por
radiag¢do UV, foi de 2,5% (n= 16). Para avaliar a frequéncia dessas alteragdes ponderando efeito
menor da radiacdo UV, consideramos apenas alteragdes C>A que ocorreram no contexto de
bases RCR e alteragdes G>T que ocorreram no contexto de base rGr (onde R=AouGer=T
ou C), uma vez que as citosinas deste contexto de base ndo estdo envolvidas na formagdo de
fotodimeros quando expostas a radiacdo UV, estando, portanto, mais relacionadas a oxidagao
da guanina '*?. Observamos que a taxa de alteragdes G:C>T:A no contexto RCR ou rGr foi de
0,4% (n=3).

Ao avaliar o perfil de variantes somaticas em cada um dos sete CBCs, com excegdo do
tumor XB00048, confirmamos que o perfil de variantes identificado € consistente com o perfil
de mutagdes induzidas por radiacdo UV, com mais de 95% das variantes representando
alteracdes tipicamente fotoinduzidas (C:G>T:A e G:C>T:A) (Figura 8). Observamos que 45%
das alteragdes identificadas no CBC XB00048 ndo representam mutagdes tipicamente
fotoinduzidas. O tumor XB00048 foi desenvolvido pelo paciente XPSPACO04FO0, unico caso do
estudo com uma Unica copia alterada de gene XP (POLH) em tecido constitutivo.

C>G, T>A, T>C, T>G
B G:C>T:Aem RCR ou rGr
G:C>T:Aem ¥C, CY, yG ou Gy
W C:G>T:A em RCR ou rGr
WC:G>T:Aem YC, CY, yG ou Gy
mDNP
XB000T71  XBOO0OO72
J
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| NPSPACOIFD  XPSPACOSFO |
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Figura 8 — Perfil das trocas de bases identificadas nas sete amostras de CBCs.

(DNP) Dinucleiotideos polimorficos CC>TT ou GG>AA.

Na avaliacao da carga mutacional, foi observado que quando nenhum filtro de selecdo

foi aplicado (Tabela 7 - Total - Mutect), duas amostras de CBC se destacam com maior carga
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mutacional, acima de 600 mutagdes/Mb, a XB00048 ¢ XB00050. O tempo de armazenamento
em parafina dessas duas amostras foi de 59 (XB00048) e 78 meses (XB00050), estando entre
as amostras do estudo armazenadas por menor tempo. A carga mutacional da amostra de tumor
gastrico armazenada por 119 meses em parafina (204.4 mutacdes/Mb) foi ligeiramente menor
quando comparada com duas das trés amostras de CBC armazenadas em parafina por tempo
menor (22 meses). Apos restringir os critérios de filtragem por cobertura e frequéncia alélica
(Tabela 7 - Selegao) para desconsiderar possiveis variantes artefatuais (cobertura >300x e VAF
>25% e variantes com cobertura >600x e VAF entre 5 - 25%), a amostra com maior carga
mutacional (294,5 mutagdes/Mb) foi a XB00032, cujo tecido ficou armazenado em parafina
por 123 meses (Tabela 2). Os valores obtidos para a avaliagdo da carga mutacional na amostra
de tumor gastrico, comparando o tecido armazenado em parafina e o tecido congelado a fresco,
aumenta nossa confiangca em selecionar variantes somaticas possivelmente verdadeiras ao
aplicar os filtros de cobertura e frequéncia alélica mais restringentes. Conforme esperado, os
sete tumores de pele CBC apresentaram valores maiores quando comparado ao tumor gastrico

Frozen (Tabela 7 - Selegao).

Tabela 7 - Carga mutacional dos tumores.

D do Amostra Total - Mutect Sele¢ao
participante D Tumor Numero de Carga Nimero de Carga
variantes | mutacional | variantes | mutacional
Frozen Gastrico-fresco 31 30,0 5 4.8
XPSPACO02F0
FFPE Gastrico-parafina 211 204.4 0 0
XB00032 CBC-parafina 438 4244 304 294,5
XPSPACO3F0
XB00039 CBC-parafina 534 517.4 47 45,5
XPSPACO04F0 XB00048 CBC-parafina 683 661.7 29 28,1
XPSPACOS5FO0 XB00050 CBC-parafina 700 678.2 66 63,9
XPSPAC10F1 XB00064 CBC-parafina 456 441.8 0 0
XB00069 CBC-parafina 272 263.5 26 25,2
XPSPAC32F0 XB00071 CBC-parafina 291 281.9 90 87,2
XB00072 CBC-parafina 442 428.2 61 59,1

Na sequéncia, restringimos a avaliagdo de variantes somaticas excluindo aquelas que
ndo ocorreram em regido codificante ou sitio de splicing, bem como variantes sinonimas. No
total, a avaliacdo de variantes somaticas em oito amostras de CBC pareadas identificou 262
variantes em sete amostras, com uma média de 37 variantes por amostra (minimo de 11 e
maximo de 127). Apenas duas variantes somaticas foram identificadas na amostra de tumor

gastrico de tecido congelado a fresco.
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Todas as variantes somaticas identificadas foram classificadas como SNV. Em relacao
ao efeito da alteracdo, 235 foram classificadas como missense (substituicado de um aminoacido)
e 29 como perda de funcao (LoF, do inglé€s Loss of Function). Entre as variantes LoF, 27 sdo
substitui¢des de bases em regides codificantes (alteracdes nonsense) e duas sdo substituicdes
de bases em sitio candnico de splicing. Todas as variantes foram identificas em heterozigose.
A média da frequéncia alélica das variantes identificas foi 32%, sendo que a maioria das

amostras (85,2%) apresentou variantes com frequéncia alélica >20%.

4.4 PERFIL DE GENES MUTADOS NOS TUMORES

Dos 114 genes avaliados no painel, 71 apresentaram variantes somaticas nas sete
amostras de CBCs avaliadas. Vinte e sete genes apresentaram variantes em mais de uma
amostra de CBC (Tabela 8) e nenhuma variante foi recorrente entre as amostras, porém
observamos duas variantes ocorrendo entre duas amostras de dois pacientes e outra variante
ocorrendo em trés amostras de um mesmo paciente. Nenhum gene foi compartilhado entre as
sete amostras de CBC. Variantes LoF foram observadas em 11 genes.

Todos os sete CBCs avaliados apresentaram variantes somaticas em genes considerados
importantes para o desenvolvimento e/ou progressao do CBC. Nesse sentido, foram
identificadas variantes nos genes GLI3, GLI2, SHH, PTCH1, PTCH2, SUFU e SMO, que fazem
parte da via Sonic Hedgehog, e nos genes CASPS, ERBB2, FBXW7, HRAS, LATSI, LATS2,
MYCN, NOTCHI, NOTCH2, NRAS, PPP6C, PTPNI14, RACI, YAPI e TP53. Seis das sete
amostras avaliadas apresentaram pelo menos uma variante somatica em gene da via Sonic
Hedgehog. Outros genes identificados como frequentemente mutados em CBCs também
apresentaram variantes somaticas nas amostras do nosso estudo, a saber: ARID1A4, C7, DPCRI,
PCDHB3 e TMEM 132D, que apresentaram variantes em mais de uma amostra, ¢ CDKN2A4,
CDKNIA, CRNKLI1, CSMDI1, CSMD2, CSMD3, DCC, DPPI10, ITIH2, KCNT2, NEBL,
PPPIR3A e RBI.



Tabela 8 — Nimero de variantes somaticas por gene alterado em mais de uma amostra de CBC e distribui¢ao dos genes entre as amostras.

Gene

Numero de
variantes

Nimero de
variantes LoF

Numero de
CBCs com
variante

Identificaciao da amostra de CBC

XPSPACO3F0

XPSPACO04F0
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Legenda: (*) Gene incluido na lista do COSMIC Cancer Gene Census (CGC) - que cataloga genes que contém muta¢des com implicag@o causal na tumorigénese, mutagdes drivers. A cor verde
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O gene mais frequentemente mutado foi o 77N, com o total de 56 variantes somaticas
detectadas em seis das sete amostras de CBC. Este gene com 364 exons codifica a maior
proteina humana, a titin '*3. Do total de variantes identificadas no gene TTN, apenas duas nio
representavam alteragdes tipicamente fotoinduzidas (C:G>T:A). Curiosamente, a inica amostra
de CBC que ndo apresentou variante em 77N (XB00039) foi da mesma paciente
(XPSPACO03F0) que no outro CBC avaliado (XB00032), apresentou o maior nimero de
variantes nesse gene (29). Para avaliar se essas 29 variantes estavam presentes em frequéncia
alélica inferior ao limite atribuido pelos critérios estabelecidos no estudo e, por isso, nao
estavam presentes na lista final de variantes, selecionamos algumas delas por amostragem para
inspe¢ao visual no IGV e confirmamos que estas ndo estavam presentes na amostra XB00039.

As duas variantes somaticas identificadas em mais de duas amostras de CBCs sao do
tipo missense. A variante p.Gly34995Glu no gene 77N foi identifica no CBC de dois pacientes,
XPSPACO04F0 (amostra XB00048) e XPSPACOSF0 (amostra XB00050). A variante
p-Leu412Phe no SMO foi identificada nos trés CBCs da paciente XPSPAC32F0: XB00069
(VAF 19,5%; cobertura 503x), XB00071 (VAF 24,8%; cobertura 763) e XB00072 (VAF
14,5%; cobertura 491). Por apresentar frequéncia alélica e cobertura abaixo dos valores de corte
considerados no estudo, a variante identificada nas amostras XB00069 e¢ XB00072 foi
eliminada na etapa de selegdo por filtragem, porém a inspe¢do visual do alinhamento das
sequencias pelo programa IGV confirma ser uma variante verdadeira. Por esta razdo, o gene
SMO nao esté listado na Tabela 8. Nao sabemos se essa diferen¢a na frequéncia alélica pode
ser justificada por diferentes porcentagens de células tumorais no tecido, uma vez que esse
parametro histoldégico ndo foi avaliado. Embora esses tumores tenham sido removidos no
mesmo procedimento cirdrgico e sejam anatomicamente proximos (Tabela 2), compartilham
apenas essa variante, sugerindo entdo ndo serem tumores clonais.

Para investigar a frequéncia alélica das variantes somaticas identificadas nos genes
mutados entre as sete amostras de CBCs, consideramos apenas genes com mais de trés
variantes. Ao avaliar a mediana da frequéncia alélica observamos que a maioria dos genes
(16/20) apresentam valores acima de 30% (Figura 9). Apenas duas variantes apresentaram
frequéncia alélica maior que 50%, uma variante missense no gene FLG (p.Ser3935Leu) e uma

variante nonsense no gene PTPNI14 (p.GIn159Ter), ambas com frequéncia alélica de 83%.
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Figura 9 — Distribui¢do das variantes somaticas identificadas entre as sete amostras de CBCs

em relagdo a frequéncia alélica.
Diagrama de caixa mostrando a distribui¢do dos valores de frequéncia alélica da variante (VAF) divididos em trés

quartis, com indicagdo da mediana e com linhas fora das caixas indicando valores minimos e 0s maximos.

Fizemos uma avaliagdo comparativa entre dados da literatura de CBCs com os dados
gerados no presente estudo. Inicialmente avaliamos se as variantes somaticas identificadas entre
as sete amostras do nosso estudo também estavam registradas no COSMIC v91 e no cBioPortal.
O COSMIC é um repositorio publico que disponibiliza informagdes sobre mutagdes somaticas
identificadas nos estudos realizados no projeto Sanger Institute Cancer Genome Project e
também identificadas nos dados importados dos projetos International Cancer Genome
Consortium (ICGC) e The Cancer Genome Atlas (TCGA). O COSMIC tem em seu repositorio
dados de estudos que, juntos, avaliaram 735 CBCs. A maioria dos tumores sdo esporadicos. O
repositorio publico de dados do cBioPortal contém informagdes de um unico estudo em CBC,
ndo disponivel no COSMIC *. Os dados depositados no cBioPortal correspondem ao
sequenciamento do exoma de 126 CBCs pareados tumor/normal (100 esporadicos e 26 de
pacientes com sindrome de Gorlin) e sequenciamento de painel de 167 CBCs sendo 40 destes
pareados (163 esporadicos ¢ 4 de pacientes com sindrome de Gorlin). Observamos que 24
variantes somaticas foram identificadas em comum (Tabela 9). Pelo banco de dados publico de

cancer COSMIC, nenhuma destas ¢ considerada mutagao driver devido ao pequeno numero de
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registros na base de dados, embora as variantes p.Arg248Trp e p.Argl96Ter no TP53 sdo
alteracdo recorrentes com 944 e 422 registros, respectivamente.

Na sequéncia, extraimos dos dados do COSMIC e cBioPortal a informagdo da
porcentagem de mutacdes nos 27 genes do nosso estudo que apresentaram variantes somaticas
em mais de uma amostra de CBC. Em avaliacdo comparativa sem aplicar métodos estatisticos,
observamos que os genes drivers classicos de CBC listados no nosso grupo de 27 de genes
(PTCHI e TP53) apresentam frequéncia similar quando comparados os dados de amostras nao
homogéneas do COSMIC e os dados homogéneos do cBioPortal, estando entre os genes mais
mutados em CBCs esporadicos e ndo esporadicos. Embora o nimero de CBCs que avaliamos
no nosso estudo seja pequeno para estabelecer quais genes sdo frequentemente mutados em
CBCs de pacientes com sindrome do XP, observamos que o padrao de genes alterados em maior
numero de CBCs do nosso estudo difere ao incluir FLG, APC, DNAHI1, DPCRI(MUCL3),
PTPNI14, NOTCH2, LATSI, BRCA2 antes do PTCHI e TP53 (Figura 10).



Tabela 9 — Variantes somaticas identificadas em comum com os CBCs contendo dados disponiveis no COSMIC e cBioPortal.

ID do caso_amostra do

Numero de casos da
literatura com a variante

XPSPAC32F0 XB00072

Vismodegib)

Gene HGYVS c. HGYVS p. nosso estudo detectada no CBC Origem do estudo Estudo
(caracteristica)
ANK2 c.4280G>A p.Argl427GIn  XPSPACO03F0_XB00032 2 COSMIC e cBioPortal 3,33
ERBB2* ¢.590C>T p-Pro197Leu XPSPAC32F0_XB00069 1 cBioPortal 3
FLG ¢.5170G>A p.Glyl724Arg  XPSPACO3F0 XB00039 2 COSMIC ¢ cBioPortal 2,
KDR" c.3728C>T  p.Prol243Leu  XPSPAC32F(0_XB00071 1 cBioPortal 3
LATSI” c244C>T  p.Arg82Ter XPSPAC32F0_XB00071 2 (resisténcia ao Vismodegib)  COSMIC e cBioPortal 32,3
MYCN' c.188C>T p.-Pro63Leu XPSPAC32F0 _XB00069 4 cBioPortal 3
MYHY" c.1603C>T  p.Pro535Ser XPSPAC32F0_XB00071 3 cBioPortal 33
NEBL c.1996C>T  p.Pro666Ser XPSPACO03F0_XB00032 1 cBioPortal 3
NOTCH2®  ¢.2507C>T  p.Pro836Leu XPSPAC32F0_XB00072 1 cBioPortal 33
PTCHI" c.2048C>T  p.Ser683Phe XPSPACO03F0_XB00032 1 cosMiC 144
5 (1 sindrome de Gorlin e 1 pds
PTCHI" c.1993C>T  p.Arg665Cys  XPSPACO3F0 XB00032 terapia para transplante de COSMIC 32145146 147
orgao)
PTCHI® c.2308C>T  p.Arg770Ter XPSPACO5F0_XB00050 1 CcosMiIC 148
PTCHI" c.1703C>T  p.Pro568Leu  XPSPACO5F0 XB00050 1 (metéstase) COSMIC 144
RACI® c.85C>T p.Pro29Ser XPSPAC32F0 XB00071 2 (1 resisténcia ao Vismodegib) cBioPortal 33
x XPSPAC32FO_XB00069 11 (2 resisténcia ao .
SMO c.1234C>T p.Leu412Phe = XPSPAC32F0_XB00071 COSMIC e cBioPortal 3,3
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Cont/ Tabela 9

Numero de casos da
Gene HGVSc.  HGVS p. fzs‘:(‘)’ case_amostra do 32‘;:2::;: comaLTANe  Origemdoestudo  Estudo
(caracteristica)
TMEMI132D c.1541C>T  p.Pro514Leu  XPSPACO03F0 XBO00032 1 (resisténcia ao Vismodegib)  cBioPortal 33
TP53* c.632C>T  p.Thr2lllle  XPSPACO3F0_XB00032 3 (1 HPV positivo) COSMIC 149150 151
P53’ ¢742C>T  p.Arg248Trp  XPSPACO3F0_XB00039 i,zis(;;n;égé)é nibigAo pelo cosmIC e cBioPortal 12,19, 20,15 154 3
P53 c.586C>T  p.Argl96Ter  XPSPACO3FO XB00039 i,zs(élézse‘;f;“’la a0 COSMIC e cBioPortal %, 31,155 32 33
TP53" c.380C>T  p.Serl27Phe XPSPACO5F0 XB00050 5 (2 resisténcia ao Vismodegib) COSMIC e cBioPortal ', 3
TN ¢.34252C>T p.Leul1418Phe XPSPACO3F0 XB00032 1 COSMIC 32
TTN c.6023G>A  p.Gly2008Asp XPSPACO3F0 XB00032 1 cBioPortal 3
TN c.76865G>A p.Trp25622Ter XPSPAC32F0_XB00071 1 cBioPortal 3
TTN c41260G>A p.Gly13754Ser XPSPAC32F0 XB00072 1 cBioPortal 3

Legenda: (") Gene incluido na lista do COSMIC Cancer Gene Census (CGC) - que cataloga genes que contém mutagdes com implicagdo causal na tumorigénese, mutagdes
drivers.
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Figura 10 — Genes em comum com os CBCs depositados no COSMIC e cBioPortal.

A porcentagem de CBC que apresentam variantes nos genes relacionados ¢ mostrada de forma agrupada para
comparacao dos valores entre amostras do nosso estudo em pacientes com sindrome do XP, amostras dos estudos
depositados no COSMIC e amostras do estudo depositado no cBioPortal (tumores esporadicos e tumores de
pacientes com sindrome de Gorlin). Dados ausentes no cBioPortal foram recuperados da publicagdo do estudo de

Bonilla et al. 3

Embora nosso estudo tenha casuistica pequena para avaliar o poder estatistico de
associacoes, notamos que o CBC com maior carga mutacional (XB00032) e o tumor que
apresentou as duas variantes somaticas com maior frequéncia alélica nos genes FLG e PTPNI14
(XB00039) foram diagnosticados na paciente que menos fez uso de medidas fotoprotetoras,
desenvolveu grande nimero de tumores cutdneos € tumor em conjuntiva ocular (XPSPACO03F0)
(Tabela 4). O CBC XB00064 que ndo apresentou variantes no painel de genes avaliado foi da
paciente XP-C com fen6tipo menos agressivo da sindrome, que desenvolveu o menor nimero
de tumores entre os seis pacientes do estudo (XPSPACI0F1). Vale ressaltar que, antes de
aplicar critérios mais restringentes para selecdo de variantes, o CBC XB00064 apresentou
variantes somadticas missense em frequéncia alélica de 5% nos genes ATR (p.Serl660Leu),
PTCHI (p.Leul397Phe) e TTN (p.Arg31255Lys e p.Argl18933Lys).

Em relac¢do ao tumor géstrico, as duas variantes somaticas identificadas ocorreram nos
genes RB1 (variante nonsene p.Glu675Ter) e GLI3 (variante missense p.Leul258Ile) (Apéndice
8). Apenas a variante identificada no gene RB/ esta registrada no COSMIC porém sem relacao
com tumor gastrico. Na inspe¢ao visual utilizando o IGV confirmamos que as sequencias do
tecido armazenado em parafina dessa mesma pega tumoral ndo apresentaram as variantes

identificadas no tecido congelado a fresco.
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5 DISCUSSAO

Nesse trabalho, foram avaliados seis pacientes portadores de variantes germinativas
clinicamente relevantes nos genes XPC ou POLH/XPV. Foram investigados 114 genes por
sequenciamento de alto desempenho explorando variantes germinativas e somaticas, avaliando
oito carcinomas basocelulares cutaneos e dois fragmentos de um tumor gastrico.

Buscando explorar a co-ocorréncia de variantes germinativas que predispusessem ao
maior risco para tumores de pele e outros fendtipos associados a sindrome do XP, avaliamos os
seis pacientes incluidos no estudo. Variantes germinativas patogénicas ou provavelmente
patogénicas ndo foram identificadas nos genes avaliados. Identificamos em 5/6 pacientes
variantes de significado incerto (VUS) ocorrendo nos genes DNAHII, PCDHB3, RGS22,
SLC27A45, TTN e UGT2BI10, com informa¢dao limitada, ou sem informacdao, sobre sua
associacdo com cancer de pele e com pouca informacgdo disponiveis em bancos de dados. A
perda de heterozigose do alelo selvagem no tumor ¢ 0 mecanismo mais comum para inativagao
bialélica em genes supressores tumorais ¢ sua identificacdo pode, portanto, auxiliar na
classificagdo de VUS '*157 Todas as VUS que identificamos foram avaliadas quanto a perda
de heterozigose do alelo selvagem no tumor, e esse evento nao foi observado para nenhuma
VUS.

Variantes germinativas em DNAHI1 sdo encontradas em pacientes com sindrome de
Kartagener, caracterizada por situs inversus e imotilidade ciliar, também chamada de discinesia
ciliar primaria. O gene DNAH]I1 codifica a dineina ciliar, geradora da for¢a mecanica no
movimento ciliar. Perda ou modifica¢ao da estrutura da dineina clinicamente reduz o clearance
do muco nas vias aéreas e seios sinusais e reduz a motilidade espermatica **!>°. Como membro
de complexos de proteinas motoras associadas a microtibulos, a dineina desempenha um papel
indispensavel na ativacao da MAPK quinase 3/6 ¢ p38 regulando processos como sobrevivéncia
celular, diferenciagio e migracio celular, bem resposta inflamatoria e resposta imunolégica '¢°.
Um estudo caso controle que avaliou pacientes com cancer de mama negativas para variantes
germinativas em BRCAI e BRCA?2 identificou um caso entre 54 avaliados apresentando
variantes germinativas, classificadas como potencialmente deletérias, ocorrendo nos genes
DNAH]11 (delegdo frameshift) e TTCS (variante nonsense) '°!.

Para os genes PCDHB3, RGS22, SLC2745 e UGT2B10 poucas variantes germinativas

do tipo SNV e indel foram descritas, sendo elas VUS, benignas ou provavelmente benignas de
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acordo com os bancos de dados ClinVar e Varsome. O gene PCDHB3 codifica uma proteina de
adesdo c¢lula-célula dependente de célcio. O gene RGS22 codifica uma proteina reguladora
negativa da via de sinalizagdo GTPase. O gene SLC27A45 participa da sintese de Acetil-CoA
envolvido no metabolismo da bile. O gene UGT2BI0 codifica uma uridina 5'-difosfo-
glucuronosiltransferase importante no processo de glicuronida¢do do metabolismo de fase Il e
eliminagdo de xenobidticos toxicos e compostos endogenos. Com excegdo ao gene RGS22 que
confere aumento no risco para CBC '®2, nenhum dos demais genes foram descritos previamente
como associados a predisposi¢@o ao cancer ou modificadores de risco.

Variantes germinativas patogénicas no gene 77N, com diferentes padrdes de heranca e
ocorrendo em dominios diversos da proteina, sdo identificadas em doengas cardiacas
(cardiomiopatia dilatada) e musculares esqueléticas. Variantes germinativas patogénicas em
TTN sao também identificadas em praticamente todos os individuos das populacdes controle
dos estudos, colocando em questionamento sua relevancia na correlagio com o fenétipo 6.

Vale ressaltar que, embora a intens@o primaria do estudo era avaliar a co-ocorréncia de
variantes germinativas, esse objetivo foi comprometido devido alteracao na metodologia do
estudo. O sequenciamento de exoma apresenta cobertura média de 120x a 150x %4, um valor
baixo para identificar variantes somaticas em amostras armazenadas em parafina e com massa
de DNA insuficiente para validagdes. Desta forma, optamos pelo sequenciamento de painel
génico, uma metodologia que confere maior cobertura, priorizando a busca de variantes em
genes relevantes para o desenvolvimento e progressdo do carcinoma basocelular ou genes
frequentemente mutados nesse tumor. Consequentemente, diminui-se o nimero de genes com
maior relevancia clinica para investigacdo germinativa.

Entre os genes do painel com maior interesse para investigacao germinativa estavam os
genes BLM (associado a Sindrome de Bloom), MLH]I (associado a Sindrome de Lynch e de
Muir-Torre), PTCHI, PTCH2 e SUFU (associados a Sindrome de Gorlin), BRCA! (associado
a Anemia de Fanconi), TYR (associado ao Albinismo Oculocutaneo) e CDKN2A (associado ao
Melanoma Familial). Os genes listados apresentam penetrancia variavel, porém sao fortemente
associados com os fenotipos especificos, para os quais estavamos interessados em avaliar co-
herangas que justificassem maior predispdem ao desenvolvimento de tumores de pele. No
entanto, neste estudo detectamos apenas variantes provavelmente benignas em dois destes
genes, PTCHI e PTCH?2 (Apéndice 5).

Também estavam inclusos genes que se destacaram por apresentar SNPs associados
com o aumento no risco para desenvolver cancer de pele melanoma e ndo melanoma em estudos

de GWAS. Nesse sentido, foram considerados os genes CLPTM 1L, CASP8, HERC2, PADIG6,
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RGS22, TGM3, e TYR '5-18_ Genes que codificam proteinas sensoras ou efetoras em processos
de reparo do DNA, tais como BRCA2, PMS2, POLE, RPAI e TP53, também estavam incluidos
na lista de genes de maior interesse para avaliagdo germinativa.

No nosso estudo, foi identificada uma variante germinativa no gene CLPTMIL
(rs376590693) classificada como provavelmente benigna pelos critérios de classificacdo de
patogenicidade estabelecidos. O gene CLPTMIL codifica a proteina cleft lip and palate
transmembrane protein [-like e pouco se sabe sobre sua funcdo, porém foi observada
associacdo com apoptose induzida pela cisplatina '®. A associagdo dessa variante com risco
para desenvolvimento de tumor nao foi relatada na literatura ¢ nem no GWAS Catalog. Os
critérios da ACMG niao foram elaboradoras para classificar variantes de baixa penetrancia e
variantes em genes sem clara definicio de correlagdo com o fenétipo '**. Sendo assim, nio
devemos desconsiderar possivel papel modificador de risco de variantes provavelmente
benignas ou benignas (Apéndices 6 e 7) identificadas nos genes do nosso painel de maior
interesse para investigacao germinativa.

Variantes germinativas em genes que codificam proteinas que apresentam papel central
na regulacdo da pigmentagdo, tais como receptor da melanocortina-1 (MCIR), proteina
sinalizadora agouti (ASIP), tirosinase (TYR) e tirosinase relacionada a proteina (TYRP1),
conferem risco maior para cancer de pele, incluindo tumores pigmentados ¢ nao pigmentados
e possivelmente interagem com variantes em outros genes !’°. Variantes sométicas no gene

33171 ¢ a inativacdo da

CASPS8 que potencialmente inibem a apoptose sdo observadas em CBCs
caspase-8 em queratindcitos basais da epiderme ativa inflamag¢do cutidnea cronica e
hiperproliferagdo em camundongos '72.

Duas pacientes XP-C com fendtipos distintos, principalmente no que se refere ao
nimero de tumores desenvolvido ajustado pelo tempo de seguimento, apresentaram genotipos
em SNPs associados com aumento no risco para CBC que sugerem uma possivel explicacao
para heterogeneidade clinica. O SNP rs3769823[A] no gene CASP8 ' nio foi identificado
apenas na paciente XPSPAC10F1 que desenvolveu o menor nimero de tumores CBC entre os
pacientes avaliados. Por outro lado, o SNP rs1126809[A] no gene TYR 7174 foi observado
apenas na paciente XPSPACOS5F0, que apresentou o maior nimero de CBC entre os casos
avaliados (Tabela 4). Os estudos que identificaram a associac¢ao de risco destes SNPs avaliaram
populagdes com ancestralidade europeia. A frequéncia populacional do SNP 7YR rs1126809[A]
no banco de dados ABraOM (banco do projeto Arquivo Brasileiro Online de Mutagdes) ¢ de
14,6%. De acordo com a base de dados dbSNP Short Genetic Variations foram descritos 4

alelos para na posicdo genomica referente ao SNP CASPS rs3769823. No banco de dados
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ABraOM esta reportado apenas o alelo variante [G] (frequéncia = 63%), detectado na maioria
dos pacientes do estudo (5/6), ndo sendo, portanto, possivel determinar a frequéncia
populacional do alelo de risco, o alelo selvagem [A]. No entanto, ao avaliar os dados de
frequéncia populacional do gnomAD - Genomes observa-se que a frequéncia do alelo de risco
[A] (frequéncia = 33,7%) € menor do que a observada para o alelo [G] (frequéncia = 66,2 %).

Embora nossos dados ndo fornegam parametros suficientes para avaliar o importante
papel da exposicdo e fotoprotecdo modulando a gravidade na expressdao do fendtipo, essa
associacdo ¢ amplamente reconhecida na sindrome do XP.

Nosso estudo avaliou o perfil de mutagdes somaticas de oito CBCs desenvolvidos pelos
pacientes XP. Todos os tumores selecionados para o estudo sdo provenientes de bidpsias, sendo
o tecido fixado em formalina e armazenado em parafina. A formalina ¢ um fixador de tecidos,
o mais amplamente utilizado na pratica histolégica devido sua excelente capacidade de
preservar tecidos e seus componentes, facil manuseio, menor toxicidade e compatibilidade com
coloragdes diversas '*%. Fixa¢des em formalina acima de uma semana induzem ligacdes
cruzadas entre acidos nucleicos, proteinas e outros componentes teciduais, o que resulta no
bloqueio da amplificagdo do DNA por reagdo de PCR 7>, A diminuigdo do pH da formalina
ao longo do tempo aumenta a taxa de formacdo de sitios apurinicos ou apirimidinicos e,
eventualmente, decomposi¢do e degradacdo, podendo resultar em DNA fragmentado e baixo
rendimento em reacdo de amplificacio por PCR '*°. A formalina também interage com os
acidos nucleicos ao romper ligagdes de hidrogénio entre as bases adenina e timina, favorecendo
o processo de desnaturacdo e criando sitios para outras interagcdes quimicas '*%. Quando
comparado ao DNA de tecidos congelados a fresco, os tecidos fixados em formalina exibem
alta quantidade de trocas C:G>T:A nao reproduziveis, geradas apos reagao de amplificacao por
PCR em sitios onde a citosina deu origem a uracila (ou a timina, para citosina metilada) por
processo de deaminagdo hidrolitica induzido pela formalina. Foi demonstrado que essas trocas
ja sdo observadas apds o terceiro dia de fixagdo 37177,

A identificacdo de variantes somadticas por sequenciamento NGS em amostras
originadas de tecido que foi fixado em formalina e armazenado em parafina € crucial na rotina

178 sendo,

clinica para avaliar o perfil tumoral e selecionar terapias alvos para genes drivers
portanto, essencial garantir que variantes falso positivas sejam excluidas nas analises. Nesse
sentido, buscando eliminar variantes somaticas artefatuais estabelecidas pela deaminagdo de
citosinas ndo metiladas, estudos recentes t€ém avaliado o pré-tratamento do DNA com a enzima
uracil-DNA glicosilase (UDG/UNG) comercial, antes da etapa de amplificagdo do DNA 40179,

Fisiologicamente a UDG atua na via celular de reparo por excisdo de bases (BER) reconhecendo
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as uracilas originadas da deaminagdo de citosinas ndo metiladas e criando sitios abasicos que
serdo processados pelas demais enzimas da via ', In vitro, o tratamento com UDG remove as
citosinas deaminadas, impedindo que estas gerem trocas artefatuais C:G>T:A. Estes estudos,
além de demostrarem uma eficiente redugao de variantes artefatuais pos tratamento com UDG,
mostram que variantes somadticas artefatuais ocorrem geralmente em frequéncias alélicas
baixas, menor que 10% %17,

Embora no nosso estudo as amostras de tumor armazenado em parafina nao tenham
passado pela etapa de pré-tratamento com UDG, nossos dados sugerem que variantes
artefatuais, geradas pelo processo de fixagdo em formalina, foram excluidas pela aplicagdo do
critério restringente de selegdo por frequéncia alélica e cobertura. Quando comparando dois
tecidos de um mesmo tumor gastrico, um congelado a fresco e outro armazenado em parafina,
foi observado que as variantes identificadas pelo algoritmo Mutect apresentaram valor de razao
Ti/Tv (trocas de bases transicao/transversdo) de 7 na amostra de parafina e 0,4 na amostra de
tecido fresco (dado ndo mostrado). Para as amostras de CBCs foi observado valor médio de
razao Ti1/Tv de 29,9. Apds aplicar os critérios de selecdo de variantes por cobertura e frequéncia,
e considerando variantes identificadas pelos dois algoritmos utilizados no estudo, observamos
que a amostra de tecido de tumor géstrico em parafina teve todas as variantes excluidas,
enquanto a amostra congelada apresentou valor semelhante de razdo de Ti/Tv (0,3). Para as
amostras de CBCs foi observado valor médio de razao Ti/Tv de 44.6.

179 o tratamento com enzima UDG comercial de amostras de

No estudo de Berra et al.
melanoma cutineo, cancer de pulmao e cancer colorretal, armazenadas em parafina, mostrou
uma reduc¢do maior na razdo Ti/Tv (em média de 75,5%), no entanto, nosso estudo avalia
tumores de pacientes sindromicos cujo mecanismo de reparo falho resulta no aumento de
alteracdes do tipo transicdo. A razdo de Ti/Tv ¢ maior em regides codificantes. Para
sequenciamento total do exoma ¢ esperado valor de 2,766 enquanto que para o sequenciamento
total do genoma a razdo encontrada tem valores entre 2,0 e 2,1 '¥!. O estudo de Freudenberg-
Hua et al. '"*? que avaliou a razdo de Ti/Tv ponderando diferentes categorias funcionais,
considera como normalidade razdo de Ti/Tv entre 1,82 e 3,02 quando considerado regido
codificante e ndo codificante, variantes sindnimas ¢ nao sinonimas.

O perfil gendnimo dos CBCs avaliados no nosso estudo mostra trés genes nao drivers
mutados em maior nimero de tumores (4PC, FLG e TTN). Sobretudo, ao avaliar um painel
génico customizado e que incluiu 11 genes que atuam na via SHH (GLI1, GLI2, GLI3, GSK3B,
PRKACG, PTCHI, PTCH2, SHH, SMO, STK36 e SUFU), nossos resultados mostram que no

grupo de tumores avaliados, CBCs de pacientes XP pouco explorados na literatura, os dados se
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assemelham ao apontar o papel central da via Sonic Hedgehog observada em trabalhos que
avaliam CBCs esporadicos e de pacientes com sindrome de Gorlin 2*22. Dos oito tumores
avaliados no nosso estudo, apenas um (CBC XB00048) ndo apresentou variante somatica
missense ou de perda de fungdo em genes desta via. Entre os genes da via Sonic Hedgehog o
PTCHI] foi o que apresentou variantes somaticas em maior numero de amostras (4/8 CBCs),
corroborando com os dados que mostram sua alta frequéncia em CBCs esporadicos (57-75%)
29,323,122

A variante somadtica missense p.Leu412Phe no SMO foi detectada em trés CBCs
desenvolvidos pelo paciente XPSPAC32F0. Por ter sido detectada nos trés tumores sincronicos,
a variante provavelmente apresenta papel driver nestes tumores, embora possivelmente os trés
tumores ndo sejam clonais. Mutagdes no gene SMO sdo encontradas em cerca de 20% dos
tumores esporadicos *. A variante p.Leu412Phe no SMO possui 54 registros no COSMIC e, no

estudo de Sharpe et al. 3

, foi identificada em uma amostra de CBC primadrio e recidivado apos
tratamento com inibidor da via Sonic Hedgehog (Vismodegib). Por esse motivo os autores
sugerem que o SMO tem papel driver naquele tumor e, sobretudo, atribui ao gene a reativacao
da via de Sonic Hedgehog e, consequentemente, resisténcia do tumor ao tratamento com
Vismodegib.

Em CBC resistentes a Vismodegib ¢ observado mutagdes em SMO em maior a
frequéncia '?2, pelo menos 2,2 vezes maior quando comparada ao tumores ndo tratados **. Essa
associacdo ¢ reforcada pela observacdo de que CBCs de pacientes com sindrome de Gorlin,
com variantes germinativas no gene PTCH1, geralmente ndo apresentam mutagdes somaticas
em SMO e sd3o mais responsivos ao tratamento com inibidores de SMO **122183 Nossos dados
indicam que a ativacdo da via Sonic Hedgehog nos CBCs de pacientes XP, também
preferencialmente ndo ocorre por ativagdo de SMO. A avaliagdo de maior nimero de CBCs
confirmando essa observacdo, pode sugerir que terapia com inibidores de SMO podem ser
efetiva para uma parcela consideravel de tumores que um paciente XP desenvolver. Pelo menos
dois estudo ja mostraram a efetividade do uso de Vismodegib no tratamento de CBCs em
pacientes XP 6184,

Um dos trés CBCs desenvolvidos pela paciente XPSPAC32F0, o CBC_XB00071,
também apresentou a variante nonsense p.Arg82Ter no gene supressor tumoral LATSI. No
comparativo com os outros dois CBCs da paciente, o CBC XB00071 apresentou carga
mutacional maior (Tabela 7) e 100% das variantes tipicas de alteragdes fotoinduzidas
(C:G>T:A) (Figura 8). No estudo de Sharpe et al. *? essa variante foi detectada no CBC

recidivado, o que reforga sua relevancia no processo carcinogénico.
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Mutagdes em LATS! sio encontradas em até 16% dos CBCs 3. LATS! é uma proteina
quinase supressora tumoral que atua na via de sinalizacdo Hippo, uma cascata de fosforilagdes
que resulta na inativagdo de YAP, por LATS1/2 inibindo sua atividade como fator de
transcricdo, sendo mantido no citoplasma. A translocacdo de LATS1/2 do nucleo para o
citoplasma, onde desempenham seu papel efetor na via Hippo, é realizada por PTPN14 2.
Mutagdes de perda de funcdo no gene PTPNI4 estdo associadas com localizagdo nuclear de
YAPI, sugerindo que PTPNI14 possa ser um novo gene supressor tumoral em CBC. Mutagdes
PTPN14 sao encontradas em 23% dos CBCs, indicando a importancia da ativagdo da via Hippo-
YAP na carcinogénese do CBC 3.

No nosso estudo, identificamos mutagdes de perda de fungdo no gene PTPNI4
ocorrendo em trés CBCs, CBC_ XB00039, CBC_ XB00050 ¢ o CBC XB00069. A variante
identifica no CBC_ XB00039 apresentou frequéncia alélica de 82%, sugerindo ainda mais seu
papel como driver nesse tumor por conferir vantagem seletiva '*°. O CBC_XB000438 foi o tinico
CBC do estudo que ndo apresentou variantes somaticas em genes da via Sonic Hedgehog,
porém apresentou duas variantes de perda de fungdo no LATS1, sugerindo entdo o papel driver
da via Hippo-YAP também nesse tumor.

O CBC_XB00048 também se diferenciou dos demais CBCs por apresentar 45% das
variantes somaticas nao representadas por mutagdes tipicamente fotoinduzidas (C:G>T:A e
G:C>T:A no contexto de YC ou CY). Os estudos em tumores de pele sdo unanimes em apontar
que o perfil de mutagdes predominante ¢ de transi¢do C>T, sugerindo papel importante da
mutagénese induzida pela radiacdo ultravioleta. Este perfil ¢ observado tanto nos CBCs
esporadicos quanto nos CBCs de pacientes com sindrome de Gorlin 2.

Um estudo recente que avaliou o sequenciamento do exoma explorando o perfil de
mutagdes que sao induzidas por radiagio UVA em linhagem de fibroblasto de pacientes XP-V
(XP30RO, homozigota para mutagao p.Ala35fs no gene POLH) mostrou aumento expressivo
de transi¢cdes C>T, principalmente ocorrendo em potenciais dimeros de pirimidinas, e destacou
a similaridade da assinatura mutacional com a identificada em cancer de pele baseado nos dados
do COSMIC. Foi também observado nivel alto de transigdes C>T e transversdes C>A na
linhagem de fibroblasto de pacientes XP-V nido irradiada com UVA #’, perfil este semelhante
ao que encontramos no tumor.

O CBC XB00048 foi diagnosticado no paciente XPSPACO04F0, tinico caso do estudo
com uma unica copia alterada de gene XP (POLH) em tecido constitutivo. O perfil germinativo
desse paciente precisa ser melhor explorado para identificar eventos menos comuns que possam

elucidar o mecanismo de inativacao do outro alelo do gene POLH, como variantes intronicas



74

profundas que afetam splicing ou variantes em regido promotora, bem como outros eventos
bioldgicos de inativagdo génica como epimutagdo constitucional (metilacdo do promotor).

O gene TP53, um dos primeiros genes caraterizados quanto ao perfil predominante de
transi¢gdes C>T em tumores cutaneos, também considerado gene driver no CBC, apresentou
variantes somaticas em 3/8 CBCs avaliados no nosso estudo. Mutagao no 7P53 sdo encontradas
entre 28 - 66 % dos CBCs esporadicos ¢ 24% dos CBCs de pacientes com sindrome de Gorlin
293233122 Embora pouco explorado, foi demonstrado que linhagem celular de cancer de pele
(BCC/KMCI1) com mutagdes no gene 7P53 sdo mais resistentes a atividade efetora do
Imiquimod em induzir a producdo de espécies reativas de oxigénio para estimular a via
ATM/ATR e contribuir com a ativagio do processo de apoptose dependente de p53 '*°.

Com base nos dados inicialmente observados em tumores de pulmdo ndo pequenas
c¢lulas e melanoma, muitos estudos tem mostrado evidencias concretas de que qualquer tumor
com alta carga mutacional responde melhor a imunoterapia e acredita-se que essa associagao
esta relacionado com niveis maiores de neoantigenos ¢ melhor indugdo de resposta imune
tumoral 87188 A carga mutacional varia entre os diferentes tumores conforme demonstrado
pelo estudo que avaliou 167 tipos de cancer, mostrando variacdo entre 0,8 mutacdes/Mb
(sindrome mielodisplésica) a 45,2 muta¢cdes/Mb (carcinoma espinocelular de pele) '2°. Valores
maiores costumam ser encontrados em tumores relacionados a exposi¢do a carcindgenos
(radiacdo UV e tabaco, por exemplo) '*°. Mesmo entre amostras de um mesmo tipo de tumor,
algumas se destacam com carga mutacional maior '%°.

No nosso estudo, observamos que, ao ajustar o calculo para descartar possiveis variantes
artefatuais, o tumor gastrico difuso apresentou carga mutacional de 4,8 mutacdes/Mb. Um
estudo recente avaliou 63 pacientes com cancer gastrico avancado por sequenciamento de
painel contendo 161 genes relevantes para tumores so6lidos, painel comercialmente conhecido
como Oncomine Comprehensive (Thermo Fisher Scientific) e que interroga 409 genes
relacionados ao cancer para calcular a carga mutacional considerando mutagdes SNVs
sindnimas e ndo-sindnimas. Embora houvesse representagao de tumores do subtipo com células
em anel de sinete, estes ndo foram classificados entre nio diferenciado ou subtipo difuso. Os
autores identificaram que os valores de carga mutacional variaram entre 0 e 446 mutagdes/Mb,
com média de 4,23 mutagdes/Mb. O valor de corte considerado para alta carga mutacional foi
14,31 mutagdes/Mb e alta carga mutacional mostrou associagdo significativa com maior taxa

de resposta e maior sobrevida livre de progressdo apds imunoterapia com bloqueadores de

checkpoints 1°.
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O estudo que avaliou o sequenciamento completo do exoma de 12 CBCs esporadicos
contendo >80% de células tumoral (cobertura média de 65x), identificou 75,8 mutagdes/Mb de
DNA codificante %°. Atwood et al. '?? ao avaliar 14 CBC esporadicos de tecido fresco por
sequenciamento completo do exoma (cobertura média de 114x), identificaram carga mutacional
média de 42 mutagdes/Mb, variando entre 5 - 107 mutagdes/Mb. O estudo de Sharpe et al. 2
avaliou 27 CBC esporadicos por sequenciamento completo do exoma (cobertura média de 67x)
e identificou carga mutacional média de 50,5 mutagdes/Mb, variando entre 2,4 - 162,2
mutagdes/Mb. CBCs de pacientes com sindrome de Gorlin apresentam carga mutacional menor
quando comparado aos tumores esporadicos, com média variando entre 21 e 33,5 mutacdes/Mb
3233 No nosso estudo observamos que os CBC de pacientes com sindrome de XP apresentam
carga mutacional média de 75,4 mutagdes/Mb, variando de 0 a 294,5 mutacdes/Mb (Tabela 7).
Pacientes XP acumulam maior nimero de mutagdes devido deficiéncia no mecanismo de reparo
de lesdes induzidas no DNA, incluindo lesdes induzidas por radiagdo UV. Por essa razdo, seria
esperado valor médio maior de carga mutacional quando comparado aos CBCs esporadicos.

Os tumores de pele CBC estdo entre os tumores com carga mutacional mais elevada
2932122 “inclusive quando comparado a carcinomas espinocelulares de pele e melanoma cutineo
123_E discutivel o quanto a alta carga mutacional do CBC reflete o comportamento biolégicos
do tumor, que apresenta crescimento lento e raramente sofre metastase ». De forma geral, é
também discutido que variagdes nos valores de carga mutacional podem ser consequéncia de
questdes metodoldgicas atribuidas ao célculo, tais como cobertura de sequenciamento,
alinhamento do genoma ou o algoritmo e critérios usados para selecionar variantes.
Sabidamente, o célculo da carga mutacional ¢ influenciado pelo tamanho da regido do genoma
em investigacdo (sequenciamento de exoma ou painel génico) e, consequentemente,
profundidade de sequenciamento. Nao existe uma padronizagdo sobre qual o melhor método
para determinar a carga mutacional. Na pesquisa, 0 método mais comum € o exoma, no entanto,
na pratica clinica, os painéis contendo poucos genes (300-500) sio os escolhidos !

Um estudo recente que investigou a carga mutacional considerando mutagdes nao
sindnimas do tipo SNVs e pequenas indels em regides codificantes no sequenciamento de
exoma de tumores depositados na base de dados do TCGA, propds o uso de painel contendo
524 genes representativos para 15 tipos de tumores e que mostrou correlagdo com resultados
gerados por sequenciamento de exoma '®*. Os valores de corte para identificar tumores com
maior probabilidade de resposta ao tratamento nao sdo consistentes entre os diferentes estudos
e, de fato, devem ser flexiveis levando em consideragdo o tipo do tumor, o tamanho da regido

avaliada, a considera¢do ou ndo de mutagdes sindnima e quais genes sdo considerados na
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avalia¢do, uma vez que mutagdes hotspot e genes frequentemente mutados podem influenciar
nos resultados '¢41%0,

O painel utilizado no nosso estudo abrange 29 dos 524 genes do estudo de Xu et al. 1%,
incluindo o gene titin (77N). Um estudo recente que avaliou a representatividade da carga
mutacional quando comparada dados de sequenciamento do exoma (10.224 amostras do 7CGA
para 33 tipos de tumores) com dados de sequenciamento NGS de gene alvo, o TTN (24 amostras
de cancer colorretal), mostrou correlagdo alta em tumores reconhecidamente hipermutados (>10
mutagdes por Mb) tais como melanoma cutaneo, cancer colorretal, carcinoma de endométrio,
adenocarcinoma de pulmao e carcinoma urotelial de bexiga 2.

O TTN ¢ encontrado frequentemente mutado em varios tipos de tumores, conforme
observado nos dados do COSMIC. No nosso estudo foi o gene que apresentou maior nimero
de variantes somaticas, especialmente alteragdes tipicamente fotoinduzidas (C:G>T:A),
ocorrendo em maior numero de CBC, 6/8 tumores quando considerado critérios restringentes
de selegdo por frequéncia alélica e cobertura de sequenciamento. Também foi o gene que
apresentou o maior numero de variantes germinativas entre os casos avaliados (3/6 casos). Este
gene codifica uma proteina grande (>30.000 aminodacidos) e, por esse motivo, apresenta maior
risco de acumular mutacdes causadas por erros randomicos no reparo do DNA. Foi
demonstrado que a alta frequéncia de mutagdes ¢ também atribuida ao baixo nivel de expressao
e tempo de replicagdo mais longo durante o ciclo celular. Portanto, suspeita-se que a maioria
das mutacdes nesse gene sejam neutras (passengers), categorizando assim o gene 77N como
um gene neutro, nio associado ao cancer .

Considerando o papel relevante do gene 77N em avaliar a carga mutacional de amostras
de cancer de pele, ressaltamos a diferenca observada em duas amostras de CBC de uma mesma
paciente do nosso estudo, a paciente XPSPACO3F0, que menos fez uso de medidas
fotoprotetoras. O tumor que apresentou 294,5 mutagdes/Mb (maior carga mutacional entre os
CBCs avaliados no estudo), teve o maior nimero de variantes somaticas ndo sindnimas em
regido codificante do gene 77N (n= 29; amostra XB00032). Por outro lado, o tumor que
acumulou 45,5 muta¢des/Mb foi o tnico CBC avaliado no estudo que ndo apresentou variantes
em TTN (amostra XB00039). Estes CBCs, ambos desenvolvidos na regido da face, sdo de
subtipos histoldgicos diferentes; curiosamente o CBC com menor carga mutacional é do subtipo
mais agressivo (micronodular) (Tabela 2). Também curiosamente, 0 CBC com menor carga
mutacional foi desenvolvido ap6s um longo periodo de 21 meses sem avaliacdo dermatologica

(Tabela 4).
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De forma geral, observamos grande variacdo no perfil de genes contendo variantes
somaticas. Diferengas no nimero de mutagdes em tumores de pele (subtipo nao especificado)

também foi observado no estudo de Tan et al. '»3

que avaliou o perfil de mutagdes missenses
dos dados do COSMIC v68. Foi observado que cerca de 25% dos tumores apresentaram mais
de 125 mutagdes missenses enquanto outros 25% tiveram apenas duas mutagdes no maximo.
Os autores sugerem que diferengas podem ser devido a diferentes subtipos de tumores de pele
e concluem que a razao para essa diferenga ainda precisa ser elucidada. O trabalho de Tate et
al. ' mostrou que uma mutagio de perda de fungio bialélica no gene LATS! foi detectada em
CBC infiltrativo de um paciente com sindrome de Gorlin, porém nao foi detectada no CBC
superficial do mesmo paciente. Tumores de regides de exposi¢do cronica ao sol (face, couro
cabeludo, antebrago e parte superior do torax) aparentemente apresentam maior nimero de
variantes em comparagdo com tumores de regides de exposi¢do intermediaria (ndo
especificadas). Sobretudo, para tumores desenvolvidos em regides de exposicao intermediaria,
¢ observada tendéncia no aumento do nimero de variantes relacionado ao aumento na idade do
paciente .

Depois do gene TTN, o segundo gene identificado com maior nimero de variantes
somaticas no nosso estudo, ocorrendo em mais da metade dos CBC avaliados, foi o FLG que
codifica a proteina filagrina, essencial para manter a hidrata¢ao cutanea. Sua deficiéncia pode
compromete a adesdo celular e a maturacdo dos queratinocitos. Quando detectada em tecido
constitutivo em homozigose, mutacdes no FLG representam fator de risco aumentado para
dermatite atopica e ictiose vulgar podendo, nesse grupo, também aumentar a suscetibilidade em
desenvolver ceratose actinica '°>!%. A associacdo do gene FLG com tumores cutineos é pouco
explorada. Um estudo caso controle mostrou nao existir associacao entre mutagoes de perda de
fungdo no gene FLG e o desenvolvimento de melanoma cutaneo '*’. Sua regulagdo positiva foi
encontrada no estudo que avaliou o perfil de expressdo génica de dois CBCs '8,

O estudo de Moreno et al. 4’

mostrou a contribuigdo importante de transversdes C>A,
potencialmente originadas de bases oxidadas, no DNA de linhagem de paciente XP-V nao
irradiada com UVA. Este dado refor¢a a hipotese amplamente discutida na literatura de que a
mutagénese basal causada por estresse oxidativo, pode estar associada com a ocorréncia de
tumores internos. Devido ao nimero pequeno de variantes identificadas no tumor gastrico
avaliado no nosso estudo, a avaliacdo do perfil de mutagdes nao pode ser realizada.
Sabidamente, nosso painel ndo prioriza genes com alta frequéncia mutacional em

tumores gastricos, incluindo genes que definem o subtipo difuso de pior progndstico (genes

CDHI e RHOA), desenvolvido pelo paciente do nosso estudo. Neste sentido, apenas estdo
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inclusos no nosso painel os genes APC, ARIDIA, CSMD3, CTNNBI, FLG, PIK3CA e TP53
164.199-202 N3o foram identificadas variantes somaticas ou germinativas em nenhum dos oito
genes. Possivelmente, essa baixa representativa de genes drivers para cancer gastrico,
contribuiu com a auséncia da identificacdo de variantes somaticas em genes relevantes.
Variantes foram identificadas no gene RBI e GLI3. O RBI codifica uma proteina associada a
cromatina e que, entre varias funcgdes celulares, destaca-se seu papel em controlar a transcri¢ao
de genes envolvidos no ciclo celular, atuando como regulador negativo do ciclo celular, bem
como seu papel de inibir replicagdo do DNA 2%, O GLI3 atua como fator de transcrigdo, com
papel importante na via Sonic Hedgehog, controlando o desenvolvido do tecido, imunidade e
em diferentes processos tumorigénicos, entre eles crescimento independente de ancoragem,
angiogénese, proliferacio e migracdo 2°*. As duas variantes identificadas nesses dois genes
foram detectadas em frequéncia alélica baixa (0.05) na amostra do tumor congelada a fresco,
porém ndo foram detectadas na segunda amostra do mesmo tumor armazenada em parafina,

possivelmente devido heterogeneidade tumoral ou contamina¢do com amostra normal.
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6 CONCLUSAO

A caracterizacdo molecular dos pacientes com sindrome do Xeroderma Pigmentoso
fornece informagdes relevantes para compreender variacdes na expressividade do fenotipo.
Nesse estudo, variantes germinativas patogénicas ou provavelmente patogénicas ndo foram
detectadas nos genes avaliados. Variantes de significado incerto foram observadas em genes
ndo associados a sindromes de predisposi¢do ao cancer. No entanto, identificamos uma
sugestiva associacao de dois SNPs modificadores de risco para carcinoma basocelular cutdneo
modulando a apresentagao clinica de duas pacientes XP-C, em relagdo ao niimero de tumores
desenvolvidos.

Os carcinomas basocelulares cutaneos dos pacientes com sindrome do Xeroderma
Pigmentoso avaliados no estudo apresentam perfil de mutacdes semelhantes ao observado em
carcinomas basocelulars cutaneo esporadicos, com prevaléncia de alteragdes consistentes com
mutagénese induzida por radiagdo ultravioleta (C:G>T:A e G:C>T:A). No entanto, observamos
representacao reduzida dessa assinatura de mutacdes no carcinoma basocelular desenvolvido
pelo paciente heterozigoto para alteragdo germinativa patogénica no gene POLH/XPV. A busca
do perfil somatico de mutagdes no contexto de deficiéncia nas proteinas de reparo relacionadas
a sindrome do Xeroderma Pigmentoso e consequente acimulo de maior nimero de mutagdes,
ndo revelou maior carga mutacional comparado a carcinomas basocelulares esporadicos.

Embora maior numero de carcinomas basocelulares tenha apresentado variantes
somaticas em trés genes nao classicos na carcinogénese desse tumor cutaneo (APC, FLG ¢
TTN), o papel das vias Sonic Hedgehog e Hippo, bem caracterizadas em carcinomas
basocelulares somaticos e de pacientes com sindrome de Gorlin, foi também destacado em
carcinomas basocelulares de pacientes XP. Nos tumores avaliados a ativagdo da via Sonic
Hedgehog nao ocorre preferencialmente por mutagdes ativadoras no SMO.

Apenas duas variantes somadticas foram identificadas na amostra de tumor gastrico
congelada a fresco ocorrendo em baixa frequéncia alélica nos genes RB/ e GLI3, de relevancia

desconhecida na carcinogénese do tumor gastrico.
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Comité de Etica em
Cancer Center Pesquisa - CEP
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Os membros do Comité de Iitica em Pesquisa em Seres Humanos da Fundagdo Antonio
Prudente — A.C. Camargo Cancer Center, em sua Gltima reunidio de 04/10/2016. aprovaram a
realizagio do projeto n® 2284/16 intitulado: “Perfil gendomico da sindrome do Xeroderma

Pigmentoso no Brasil: avaliagiio de alteragoes germinativas e somaticas™.

Pesquisador responsavel: Dr. Jodo Pedreira Duprat Neto

Aluno: Karina Miranda Santiago (Doutorado)

Para iniciar o projeto, ¢ necessirio aguardar a aprovagio da CONEP para este primeiro
centro. ;

Informagoes a respeito do andamento do referido projeto deveriio ser encaminhadas ao
CEP dentro de 06 meses em relatorio (modelo CEP).

Sdo Paulo. 20 de outubro de 2016.
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Rua Professor Antonio Prudente, 211 » Liberdade * Sao Paulo / SP = CEP 01509-900
{11) 2189-5000 * www.accamargo.org.br
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Apéndice 1 - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE).

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)
Obrigatorio para Pesquisa Clinica em Seres Humanos- Resolugdo do Conselho Nacional de Saude (CNS) No
466, de 12 de dezembro de 2012,e Res CNS 251/97 do Ministério da Saude

I- DADOS DE IDENTIFICACAO DO PARTICIPANTE DA PESQUISA OU RESPONSAVEL LEGAL

1.NOME DO PARTICIPANTE:
DOCUMENTO DE IDENTIDADE (RG):
CADASTRO DE PESSOAS FISICAS (CPF):

DATA NASCIMENTO: / / SEXO: M F
TELEFONES: DDD () /DDD( )
ENDERECO:

Ne COMPLEMENTO: BAIRRO:
CIDADE: CEP:
EMAIL:

2.RESPONSAVEL LEGAL:

NATUREZA (grau de parentesco, tutor, curador etc.):
DOCUMENTO DE IDENTIDADE (RG):
CADASTRO DE PESSOAS FISICAS (CPF):

DATA NASCIMENTO: / / SEXO: M F
TELEFONES: DDD () /DDD ()
ENDERECO:

Ne COMPLEMENTO: BAIRRO:
CIDADE: CEP:
EMAIL:

II - DADOS SOBRE A PESQUISA CIENTIFICA

1. TITULO DO PROTOCOLO DE PESQUISA:
Perfil genomico da sindrome do Xeroderma Pigmentoso no Brasil: avaliagdo de alteragdes germinativas e
somaticas

2. PESQUISADOR RESPONSAVEL:
Dr. Jodo Pedreira Duprat Neto (Departamento de Oncologia Cutinea do A.C.Camargo Cancer Center)

3. PESQUISADORES ENVOLVIDOS:

e Karina Miranda Santiago (Departamento de Oncogenética do A.C.Camargo Cancer Center)

e  Dra. Maria Paula Curado (Departamento de Epidemiologia do A.C.Camargo Cancer Center)

Dr. Alexandre André B. A. da Costa (Departamento de Oncogenética do A.C.Camargo Cancer Center)

Enf. Luciana Facure Moredo (Departamento de Oncologia Cutanea do A.C.Camargo Cancer Center)

Dr. Antonio Hugo J. F. M. Campos (Departamento de Anatomia Patologica do A.C.Camargo Cancer Center)

Dr. Clovis Antonio Lopes Pinto (Departamento de Anatomia Patologica do A.C.Camargo Cancer Center)

Dra. Maria Isabel A. de S. W. Achatz (Clinical Genetics Branch do Cancer do National Institute of Health,

nos Estados Unidos da América)

e Dra. Sharon A. Savage (Divisdo de Epidemiologia e Genética do Cancer do National Institute of Health, nos
Estados Unidos da América)

e Dr. Carlos Frederico Martins Menck (Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de Sdo Paulo)

4. DURACAO DA PESQUISA:
3 anos

III - INFORMACOES AO PARTICIPANTE



O(a) senhor(a) esta sendo convidado (a) para participar de um projeto de pesquisa realizado no A.C.Camargo
Cancer Center em colaboracdo com a Universidade de Sao Paulo e o Instituto Nacional do Cancer dos Estados
Unidos da América (National Institute of Health - NIH). O convite esta sendo feito porque quando o(a) senhor(a)
participou de um estudo prévio realizado nesta institui¢do, pelos mesmos pesquisadores do presente estudo, o(a)
senhor(a) recebeu a informagao de que possui alteragdes no DNA que sdo encontradas em quem tem o diagnostico
da sindrome do Xeroderma Pigmentoso ou em familiares de quem apresenta o diagnostico.

O DNA ¢ também conhecido como material genético e se apresenta na forma de um codigo que é responsavel pelo
desenvolvimento dos seres vivos e pela transmissdo das suas caracteristicas, por exemplo, a cor da pele. O DNA
¢ organizado em diferentes partes (conhecidas como genes) e cada parte determina como nosso organismo deve
funcionar. Temos em nosso DNA um conjunto de oito genes que trabalham para corrigir as agressdes que a
radiac@o ultravioleta (vinda do sol, por exemplo) provoca na pele e nos olhos. Quando algum desses oito genes
sofre uma falha no seu codigo (também chamada de alteracdo ou mutagio) ele passa a ndo funcionar corretamente.
Como consequéncia, a pele ndo terd a capacidade de se recuperar sozinha das agressdes causadas pela radiagdo
ultravioleta e, como resultado, o risco de desenvolver cancer de pele aumenta.

Pessoas que nascem com essa falha sdo diagnosticadas como portadores da sindrome do Xeroderma Pigmentoso.
Essa falha que a pessoa apresenta foi recebida do pai ¢ da mae e pode ser transmitida para seus filhos. A melhor
forma de tratar esta doenga ¢ evitar radicalmente a exposicdo a radiagdo ultravioleta, principalmente a exposigdo
ao sol.

Este documento fornece informagdes sobre o estudo para o qual vocé esta sendo convidado a participar.

IV - REGISTRO DAS EXPLICACOES DO PESQUISADOR AO PARTICIPANTE OU SEU
REPRESENTANTE LEGAL SOBRE A PESQUISA, CONSIGNANDO:

1. OBJETIVOS DA PESQUISA

O principal objetivo da pesquisa é compreender melhor as causas dos sintomas da sindrome do Xeroderma
Pigmentoso. Iremos verificar se existem no DNA outras alteragdes que possam explicar diferengas na gravidade
da doenga (niimero de cancer e tipos de cancer).

2. PROCEDIMENTOS QUE SERAO UTILIZADOS E PROPOSITOS

O(a) senhor(a) esta sendo convidado a participar deste estudo e sua aceitacdo sera formalizada pela assinatura
deste documento. Apoés ler, compreender, esclarecer suas duvidas e assinar este termo, o(a) senhor(a) estara
permitindo que o Biobanco do A.C.Camargo Cancer Center entregue para os pesquisadores deste estudo, uma
pequena quantidade do seu material genético que foi anteriormente obtido e que ficou guardado. O material
genético que estamos nos referindo foi obtido de uma amostra de seu sangue e/ou do excedente do seu tumor, que
foi guardado em um freezer ou em um bloco de parafina.

Uma pequena quantidade de material genético obtida do seu material guardado neste Biobanco sera enviada para
o NIH, nos Estados Unidos, onde sera avaliado por uma técnica conhecida como “sequenciamento do exoma”.

O estudo ndo tera custo e o(a) senhor(a) ndo recebera nenhum tipo de remuneragio financeira pela participagao.
Conforme as normas existentes no Brasil, o(a) senhor(a) tem os seguintes direitos, gratuitos, que séo assegurados
pelos pesquisadores:

a) a protegdo de sua privacidade e confidencialidade;

b) as informagoes associadas ao seu material biologico humano utilizado nesta pesquisa;

¢) as informagdes obtidas durante a pesquisa a partir de seu material bioldgico humano utilizado;

d) as informagdes genéticas obtidas durante a pesquisa a partir do seu material biolégico humano utilizado,
inclusive, aquelas que impliquem em riscos para doengas ndo preveniveis ou riscos familiares;

e) ao aconselhamento genético, quando aplicavel.

Caso o(a) senhor(a) tenha interesse em saber os resultados, porém ndo o pode fazer pessoalmente, pedimos que
indique o nome de uma pessoa de sua confianga para recebé-lo mediante a apresentagdo de uma procuragao:

Nome: Grau de Parentesco: Telefone:
() Email:
Endereco:




3. DESCONFORTOS E RISCOS ESPERADOS DECORRENTES DO PROCEDIMENTO

Os riscos que prevemos para esta pesquisa sao relacionados a perda de sua privacidade e acesso indevido aos seus
dados, inclusive aqueles relacionados as suas amostras que serdo utilizadas. Entretanto, asseguramos que seus
dados pessoais serdao mantidos em sigilo, protegidos por meio do uso de codigos e somente os pesquisadores
envolvidos nesse projeto terdo acesso as informagdes.

4. BENEFiCIOS QUE PODERAO SER OBTIDOS

O maior beneficio da pesquisa é permitir a identificacdo de alteragdes responsaveis pelos sintomas da sindrome e
assim, proporcionar um conhecimento que te auxiliard em agdes e decisdes futuras.

A caracterizagdo genética e clinica da sindrome possibilitara aos médicos e pesquisadores a melhor compreensao
da doenga ¢ o futuro desenvolvimento de estratégias de diagnodstico mais eficazes.

5. CONFIDENCIALIDADE

A confidencialidade de suas informagdes sera mantida ¢ sua identidade sera preservada, sendo que somente os
membros da equipe da pesquisa e do Comité de Etica em Pesquisa terdo acesso aos registros.

6. DANOS RELACIONADOS A PESQUISA

Qualquer dano resultante da sua participacdo no estudo sera avaliado ¢ tratado de acordo com os beneficios e
cuidados a que o(a) senhor(a) tem direito. Em caso de qualquer dano relacionado a pesquisa, direto ou indireto,
imediato ou tardio, previsto ou ndo neste TCLE, o(a) senhor(a) recebera assisténcia integral e incondicional e tera
direito a indenizacdo, por parte do pesquisador, do patrocinador e das institui¢des envolvidas nas diferentes fases
da pesquisa. Ao assinar este formulario de consentimento o(a) senhor(a) ndo esta abrindo mao de qualquer um dos
seus direitos legais.

O presente ato de leitura e assinatura deste documento esta sendo realizado durante o seu comparecimento em uma
consulta de rotina na instituicdo com o Departamento de Oncogenética, Departamento de Oncologia Cuténea ou
qualquer outra especialidade. Se, em algum momento, houver a necessidade de convoca-lo em dias e horas fora
de suas consultas de rotinas na instituicdo, seus gastos com deslocamento ¢ alimentagdo (assim como de seu
acompanhante, se vocé necessitar de um) serdo cobertos pela pesquisa.

7. ACOMPANHAMENTO, ASSISTENCIA E RESPONSAVEIS

O pesquisador e a equipe envolvida na pesquisa se comprometem a dar informagao atualizada ao longo do estudo,
caso este seja o seu desejo.

EM CASO DE DUVIDA OU ESCLARECIMENTOS SOBRE O ESTUDO, entrar em contato com o médico Dr.
Jodo Pedreira Duprat Neto ou com a representante da equipe de pesquisadores Karina Miranda Santiago nos
telefones (011) 2189-5000 ramal 5181ou (011) 2189-5000 ramal 5136, respectivamente, de segunda-feira a
quinta-feira das 8 horas as 18 horas e sexta-feira das 8 horas as 17 horas.

V - OBSERVACOES COMPLEMENTARES:

O Biobanco, local onde sua amostra e seu material genético esta guardado, esta registrado na Comissdo Nacional
de Etica em Pesquisa (CONEP) com o nimero B-001. A CONEP é uma comissdo do Conselho Nacional de Satde
(CNS) criada através da Resolugdo 196/96, com a fungdo de implementar as normas ¢ diretrizes regulamentadoras
de pesquisas envolvendo seres humanos.

Os dados fornecidos, coletados e obtidos neste protocolo de pesquisa, poderdo ser utilizados em estudos futuros.
Neste caso, entraremos em contato novamente com vocé para que possa receber a informacgdo apropriada e
autorizar esse(s) novo(s) estudo(s).



Em qualquer ocasido e a qualquer tempo, o(a) senhor(a) tera o direito de acesso as informagdes e resultados obtidos
com a utilizagdo de sua amostra, recebendo orientagdes quanto as suas implicagdes, incluindo aconselhamento
genético quando necessario.

A sua participagdo neste estudo é voluntaria, tendo o direito de retirar-se a qualquer momento. A recusa ou
desisténcia da participac@o nesse estudo ndo ira prejudicar seu acompanhamento médico e tratamento.

Esta pesquisa podera ser interrompida durante a sua realizagdo e ap6s o aval do CEP da institui¢do, em casos onde:
a) O pesquisador responsavel decida que algum motivo ou situacdo possa por em risco a seguranga do participante
ou; b) O CEP julgue que o estudo esteja sendo conduzido de maneira eticamente inaceitavel.

VI - QUEM DEVO CONTATAR EM CASO DE DUVIDAS:

Pesquisador Responsavel: Dr. Jodo Pedreira Duprat Neto - CRM 49571

Nucleo de Cancer de Pele A.C.Camargo Cancer Center

Endereco: Rua Professor Antdnio Prudente, 211 - Ambulatério Fernando Gentil, bloco A - Sdo Paulo - 01509-010
Telefone para contato: (011) 2189-5000 ramal 5136

Representante da equipe de pesquisadores: Karina Miranda Santiago

Departamento de Oncogenética do A.C.Camargo Cancer Center

Endereco: Rua Professor Antonio Prudente, 211 - 1° subsolo, bloco A - Sdo Paulo - 01509-010
Telefone para contato: (011) 2189-5000 ramal 5181

Se o pesquisador responsavel ndo fornecer as informagdes/ esclarecimentos suficientes, por favor, entre em contato
com o Comité de Etica em Pesquisa (CEP) em Seres Humanos da Fundagio Anténio Prudente - A.C.Camargo
Cancer Center, em Sao Paulo, pelo telefone (11) 2189-5000, ramais 2069 ou 5020 de segunda-feira a quinta-feira
das 8 horas as 18 horas e sexta-feira das 8 horas as 17 horas. O CEP ¢ um colegiado interdisciplinar ¢ independente,
que deve existir nas instituicdes que realizam pesquisas envolvendo seres humanos no Brasil, criado para defender
os interesses dos sujeitos em sua integridade e dignidade e para contribuir no desenvolvimento da pesquisa dentro
dos padrdes éticos.

Na impossibilidade de contato com as referéncias acima, o(a) senhor(a) pode solicitar informagdes do estudo para
a Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP) pelo do telefone (61) 3315-2951 / fax (61) 3226-6453 / ou
e-mail conep@saude.gov.br. A fungdo da CONEP como uma comissdo do Conselho Nacional de Satide (CNS)
criada através da Resolucdo 196/96, ¢ implementar as normas e diretrizes regulamentadoras de pesquisas
envolvendo seres humanos.

Este documento sera elaborado em 2 (duas) vias. O(a) senhor(a) recebera uma das vias originais ¢ a outra sera
arquivada pelo pesquisador em seu arquivo de pesquisa.

Eu, R

na data de / / declaro ter lido, compreendido e discutido o contetido do presente termo ¢

concordo em participar desse estudo de forma livre e esclarecida autorizando os procedimentos acima

relacionados:

Assinatura do participante Assinatura do responsavel pela pesquisa
Dr. Jodo Pedreira Duprat Neto
CRM 49571



Apéndice 2 - Termo de Assentimento (TA).

TERMO DE ASSENTIMENTO (TA) - 0 a 12 anos
RESOLUCAO 466/12 CNS/MS

Vocé esta sendo convidado (a) a participar da pesquisa que tem um nome grande e complicado, se chama “Perfil
gendmico da sindrome do Xeroderma Pigmentoso no Brasil: avaliagdo de alteragdes germinativas e somaticas”.
Queremos saber, com essa pesquisa, por qual motivo sua pele fica machucada quando vocé fica no sol e, porque
vocé tem essas manchinhas, precisando as vezes ser retiradas por cirurgias.

Vocé s6 ira participar se seus pais ou responsaveis permitirem. Porém, vocé ndo precisa participar da pesquisa se
ndo quiser, ¢ um direito seu, e ndo terd nenhum problema se desistir.

A pesquisa sera feita em Sao Paulo, no A.C.Camargo Cancer Center e nos Estados Unidos da América, no Instituto
Nacional do Cancer.

Caso vocé aceite participar da pesquisa, vamos usar um material que foi retirado do seu sangue ou de um
machucado que vocé teve na pele, e que ja esta guardado aqui no hospital. Portanto, vocé ndo precisa fazer um
novo exame. Nao doi.

Este estudo permite que os médicos possam ajudar outras criangas e adultos que possuem a mesma doenga que
vocé tem.

Nao sera necessario pagar para participar dessa pesquisa ¢ nos ndo daremos a seus pais ou responsaveis dinheiro
por sua participacao.

Ninguém sabera que vocé estd participando da pesquisa, ndo falaremos para outras pessoas, nem daremos a
estranhos as informagdes que vocé nos der. Os resultados da pesquisa vdo ser mostrados para médicos e
pesquisadores, mas sem dizer que sdo seus, sera segredo.

Quando terminarmos a pesquisa vocé e seu familiar poderao, se quiserem, receber os resultados.

Se vocé tiver alguma duvida, vocé, seus pais ou seu responsavel podem perguntar aos pesquisadores e médicos
que estdo te convidando para participar deste estudo através do telefone (11) 2189-5000, ramal 5181 ou 5136.
Vocés poderdo falar com o pesquisador Dr. Jodo Pedreira Duprat Neto ou a representante da equipe de pesquisa
Karina Miranda Santiago.

Eu, , nascido (a) em
] , entendi as coisas ruins e as coisas boas que podem acontecer se eu participar dessa pesquisa.
Entendi que posso dizer “sim” e participar, mas que, a qualquer momento, posso dizer “ndo” e desistir que ninguém
vai ficar furioso. Os pesquisadores tiraram minhas davidas e conversaram com os meus responsaveis. Este

documento tem uma pagina e foi entregue para mim em duas vias, ou seja, recebi duas folhas iguais. Uma via sera
guardada pelos pesquisadores e a outra ficara com os meus responsaveis. Eu concordo em participar da pesquisa
na data de / /

Assinatura do participante menor Assinatura do responsdvel pela pesquisa
Dr. Jodo Pedreira Duprat Neto CRM 49571



TERMO DE ASSENTIMENTO (TA) - 12 a 18 anos
RESOLUGAO 466/12 CNS/MS

Vocé esta sendo convidado (a) a participar da pesquisa chamada “Perfil genémico da sindrome do Xeroderma
Pigmentoso no Brasil: avaliagdo de alteragdes germinativas e somaticas”. Nesta pesquisa pretendemos entender
melhor a doenga que vocé tem, conhecida como sindrome do Xeroderma Pigmentoso. Faremos uma busca de
alteracdes genéticas que podem ser responsaveis pelos sintomas desta doenca.

A sindrome do Xeroderma Pigmentoso ¢ uma doenga rara, que passa dos pais para os filhos, e que deixa a pele e
os olhos mais sensiveis a luz solar e a outras fontes de luz ultravioleta, aumentando o risco de ter cancer. A melhor
forma de diminuir o risco € evitar a exposicao as fontes de radiag@o ultravioleta.

Quando vocé teve um tumor de pele que foi operado no A.C.Camargo Cancer Center, o seu tumor foi guardado
no hospital. Quando vocé participou de outro estudo sobre esta mesma sindrome, seu sangue foi coletado e também
ficou guardado no hospital.

Apds vocé aceitar participar dessa nova pesquisa, uma parte do DNA (material genético responsavel pelo
desenvolvimento dos seres vivos e pela transmissdo das nossas caracteristicas aos nossos familiares) sera obtida
do seu sangue e/ou seu tumor e sera enviado para o Instituto Nacional do Cancer dos Estados Unidos da América
(NCI/NIH - EUA), onde sera feito o teste genético.

Vocé ndo se expde a riscos ao participar da pesquisa ja que suas informagdes pessoais (nome, idade, onde mora)
nao serdo mostradas para ninguém. No entanto, caso sejam identificados e comprovados danos provenientes desta
pesquisa, vocé tera direito a indenizagao.

Para participar desta pesquisa, o responsavel por vocé devera autorizar e assinar um termo de consentimento. A
participacdo € gratuita, ou seja, nem vocé nem seu responsavel precisa pagar nada, mas € importante saber também
que vocé ndo sera pago por ter participado. O ganho desta pesquisa, tanto para a instituigdo quanto para vocé sera
por ter mais profissionais da satide com ainda mais conhecimento para te ajudar a enfrentar a doenca que vocé e
outras pessoas tém. Todas as suas dividas serdo respondidas e vocé estara livre para participar ou ndo. O
responsavel por vocé podera solicitar o cancelamento da sua participacdo neste estudo a qualquer momento. Caso
vocé decida ndo participar, ndo se preocupe, pois vocé ndo serd punido ou recebera um tratamento diferente.

O estudo pode levar até tr€s anos para ser concluido. Quando terminar, os resultados estardo disponiveis para vocé
e para o seu responsavel. Estes resultados poderdo ser mostrados em aulas e trabalhos, porém vocé ndo precisa se
preocupar, pois os seus dados pessoais ndo serdo revelados a ninguém. Também garantimos que seu DNA ndo
sera liberado para outro uso sem a sua permissao ou do seu responsavel.

Este documento encontra-se impresso em duas vias originais, sendo que uma sera arquivada pelo pesquisador ¢ a
outra ficara com vocé.

Em caso de qualquer duvida, vocé podera consultar no A.C.Camargo Cancer Center o pesquisador responsavel,
Dr. Jodo Pedreira Duprat Neto (Departamento de Oncogenética - Rua Professor Antonio Prudente, 211 - Complexo
Ambulatorial Fernando Gentil - Bloco A - Sdo Paulo - CEP 01509010 - telefone 11 2189-5000, ramal 5136) ou
representante da equipe de pesquisa Karina Miranda Santiago (Departamento de Oncogenética - Rua Professor
Antonio Prudente, 211 - 1° subsolo - Bloco A - Sdo Paulo - CEP 01509010 - telefone 11 2189-5000, ramal 5181).
Caso ndo obtenha respostas, vocé pode entrar em contato com o Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos
(telefone 11 2189-5000, ramais 2069 ou 5020).

Eu, , nascido (a) em
/] portador (a) do RG e do CPF ,

na data de / / recebi o termo de assentimento e me foi dada a oportunidade de ler. Fui informado
(a) dos objetivos da presente pesquisa, de maneira clara e detalhada e esclareci minhas davidas. Sei que a qualquer
momento poderei solicitar novas informagdes, ¢ 0 meu responsavel poderd modificar a decisdo de participar se

assim o desejar. Tendo o consentimento do meu responsavel ja assinado, declaro que concordo em participar dessa

pesquisa.

Assinatura do participante menor Assinatura do responsavel pela pesquisa
Dr. Jodo Pedreira Duprat Neto CRM 49571



Apéndice 3 - Painel de Genes para Sequenciamento de Nova Geragao.

Estimativa de bases nao

Gene alvo Posicio genomica ecsgil);;t(;l:?% ) cobertas' d~evido regioes
de repeticoes
ACD chr16:67691414-67694713 71,5 0
ANK?2 chr4:113739264-114304896 100 0
ANKMY1 chr2:241418838-241508626 99 113
APC chr5:112043194-112181936 99,5 58
ARIDIA chr1:27022523-27108595 100 0
ATR chr3:142168076-142297668 98,9 137
BLM chr15:91260557-91358859 99,5 26
BRAF chr7:140419126-140624564 100 0
BRCAI chr17:41196311-41277500 94,5 376
BRCA2 chr13:32889610-32973825 98 221
c7 chr5:40909353-40983041 98,2 95
CASPS chr2:202098165-202152434 98,5 97
CCND3 chr6:41902670-42018095 97,2 145
CDKNI14 chr6:36644276-36655116 100 0
CDKN24 ¢chr9:21967750-21995300 100 0
CLPTMIL chr5:1317858-1345214 99,5 0
CRNKL1 chr20:20015011-20036691 100 0
CSMD1 chr8:2792874-4852494 100 0
CSMD?2 chr1:33979608-34631445 99,2 134
CSMD3 chr8:113235156-114449328 99,9 11
CTNNBI1 chr3:41236327-41301587 99 59
DcCC chr18:49866541-51057784 97,3 120
DNAHI11 chr7:21582832-21941457 98,1 286
2\555’&) chr6:30908748-30921998 100 0
DPPI0 chr2:115199875-116603328 98,3 170
DYRKIA chr21:38738091-38889753 98 190
E2F3 chr6:20402397-20493941 100 0
ERBB? chr17:37844166-37886679 95,1 488
FBXW7 chr4:153242409-153457253 100 0
FGFR4 chr5:176513886-176525145 100 0
FLG chrl:152274650-152297722 100 0
GLI1 chr12:57853901-57866045 100 0
GLI2 chr2:121493178-121750229 100 0
GLI3 chr7:42000547-42277476 100 0
GLISI chr1:53971909-54199877 100 0
GLIS2 chr16:4364761-4389598 100 0
GLRA3 chr4:175558064-175750465 99 97
GPR139 chr16:20042806-20085239 100 0
GRIN2A4 chr16:9852375-10276611 100
GSK3B chr3:119540169-119813264 99,5 35
HERC2 chrl15:28356185-28567309 98,4 285




Cont/ Apéndice 3

Estimativa de bases

Gene alvo Posicio genomica esfi(:rl::;;u{% ) nﬁ(ffobertas deyi:io
regides de repeticoes

HRAS chr11:532241-537287 100 0
INTS1 chr7:1509912-1545510 98,2 171
ITIH? chr10:7745231-7791483 100 0
KCNT2 chr1:196194908-196578355 100
KDR chr4:55944643-55991756 100 0
KNSTRN chr15:40674921-40686447 96,5 128
KRAS chr12:25357722-25403870 98,8 82
LATS1 chr6:149979288-150039392 98,6 118
LATS?2 chr13:21547170-21635686 100 0
MLHI chr3:37034822-37107380 96,8 124
MYCN chr2:16080685-16087129 100 0
MYHI chr17:10395623-10421898 100 0
MYH9 chr22:36677326-36784063 98,4 145
NEBL chr10:21068901-21463116 100 0
NLGN1 chr3:173114073-174004434 100
NOTCHI chr9:139388895-139440314 100
NOTCH2 chr1:120454175-120612240 100 0
NPAPI chr15:24920540-24928593 96 166
NRAS chr1:115247089-115259515 100 0
OR4N2 chr14:20187173-20296531 100 0
OR5M3 chr11:56236963-56238014 100
o104 chr16:21689830-21772050 97,4 190
OXAIL chr14:23235730-23241007 97,1 33
PADI6 chrl:17698690-17728195 100 0
PCDHB2 chr5:140474226-140476962 100 0
PCDHB3 chr5:140480233-140483406 100 0
PCDHGAI chr5:140710251-140892546 100 0
PCDHGB3 chr5:140749830-140752376 100 0
PIK3CA chr3:178865901-178957881 100 0
PMS2 chr7:6012869-6048756 95,7 167
POLE chr12:133200347-133263951 97,8 364
POMI21L12 chr7:53103348-53104617 100 0
PPIAL4G chr1:143767143-143767881 92,9
PPPIR3A4 chr7:113516831-113715975 100
PPP6C chr9:127908851-127952218 100 0
PREX? chr8:68864352-69149265 99,3 82
PRKACG chr9:71627468-71629039 100 0
PRKAGI chr12:49396056-49412980 94,3 258
PRKARIA chr17:66507920-66547460 100 0
PRKARIB chr7:588833-767307 100 0
PRKCI chr3:169940152-170023769 99,4 36
PTCHI chr9:98205261-98279339 97,8 354




Cont/ Apéndice 3

Estimativa de bases nao

Gene alvo Posicio gendmica es?;:::;;“{;) ) cobertas deviflo~ regioes
de repeticoes

PTCH2 chr1:45285515-45308735 100 0
PTPNI14 chr1:214522038-214725792 96,4 606
PTPRD chr9:8314245-10612755 100
RACI chr7:6414153-6443608 100
RBI chr13:48877886-49056122 100 0
RGS22 chr8:100973163-101143496 94,7 256
RIOK1 chr6:7389728-7418270 100 0
RPAI chr17:1732995-1803376 100 0
RPL22 chr1:6241328-6269449 100 0
SHH chr7:155592679-155604967 100 0
SLC2745 chr19:58990878-59023780 76,5 1663
SMARCBI chr22:24129149-24176703 100 0
SMO chr7:128828712-128853386 100 0
SRC chr20:35973087-36034453 100 0
STATSB chr17:40351185-40428735 98,3 104
STEAP4 chr7:87905743-87936206 96,7 187
STK19 chr6:31938867-31950598 100 0
STK36 chr2:219536748-219567439 100 0
SUFU chr10:104263743-104393292 100 0
SULTIC3 chr2:108863650-108881807 100 0
TGM3 chr20:2276631-2321724 100 0
TMEM1I132B chr12:125671347-126146917 99,4 82
TMEM132D chr12:129556269-130388211 100 0
TMEM?222 chr1:27648650-27662891 100 0
TNFAIP2 chr14:103589778-103603776 100 0
TOP24 chr17:38544767-38574202 100 0
TP53 chr17:7565096-7590856 86,5 509
TTN chr2:179390715-179695529 100 0
TYR chr11:88910619-89028927 99,9 3
UGT2B10 chr4:69681710-69696914 100 0
YAPI chr11:101981191-102104154 100 0




Apéndice 4 - Pepiline para identificacdo, sele¢do e classifica¢do de variantes

~
g |/
Limpeza das reads - Mapeamento (Novoalign -
trimagem GRCh37/hgl9) S ~
Sequenciamento LN v Selegiio de VG:
J
. : : l ) *  SNVseindels
( b A *  Cobertura =50x
Juncdo das amostras pareadas ; . . 7 =250
& parg —— Retirada das reads duplicadas VAF>25% L e i
tumor/normal (MarkDuplicates - Picard) +  Ausente ou VAF <1% no ExAC e ESP
(SAMtools) | * e *  Regido codificante
Inpur de dados I e *  Sindnimas, se patogénicas ou VUS
N (. FASTQ ) *  Posigdes -2, -1 e+1,+2
Processamento /(ﬁ r N A . tIIR ';nlrnn Z‘rlcgiitzl in:c[lgéni;i;:.‘ Si} I?\TGE‘TPI[SIS
g . onsulta em banco de dados: ABraOM, ClinVar ¢
. Ouipui de dados . R L Realinhamento local para Varsome (ACMG)
. (.VCF e xls) Retirada das reads duplicadas e arsame. L5
M Vs regides de indels +  Inspegio visual no IGV
9 ._ - \ : v
\ I.-' l -
Chamada de variantes Chamada de variantes - . . e
~ i, ., o : ! Selecio de VS: \
X germinativas (VG) | somaticas (VS)
Ideptlﬁcaqﬁo, 50]39_50 ¢ . (GATK HaplotpeCaller) ) | (Mutect e Sentieon) . SNVse indels
classnfica?éo das var'la_ntes . I +  Cobertura >300x
| germinativas e somaticas ; : «  VAF>5%
b ( ‘ *  Ausente ou VAF <0,1% no normal
Anotagio (SnpLff e ANNOVAR) *  Regido codificante
e re-anotagiio (VarSeq) *  Posigdes -2, -l e +1, +2
1
: b Critério de confianca para FFPE:
Analises
- *  VAF >25% e cobertura de =300x
L * VAF 5% a 25% e cobertura de =600x
R -
AN S

Legenda: (VS) Variante Somatica. (VG) Variante Germinativa. (SNVs) Variantes de nucleotideo tnico (do inglés, Single Nucleotide Variant). (VAF) Frequéncia alélica da

variante (do inglés, Variant Allele Fraction). (VUS) Variantes de significado incerto (do inglés, Variant of Uncertain Significance). (IGV) programa Integrative Genomics

Viewer. (FFPE) Tecido de tumor armazenado em parafina (do inglés, Formalin-Fixed Paraffin-Embedded).



Apéndice 5 - Participantes e caracteristicas das amostras excluidas do estudo.

Gene Origem da ID da Tumor
ID do participante XP amostra de amostra Tempo Tamanho . . Tumor e N. cortes/ Principal motivo da exclusiao
DNA de DNA em ) Idade Topografia Histologia normal 4
1 (cm) 3 Espessura’
bloco separado
TU parafina XB00029 74 1,2x0,5x0,3 41 Pele mandibular CBC nodular Sim 25/5 Integridade indeterminada do DNA
XPSPACO1FO xPv _ _
(7000-1001) Leucécito XB00001  NA NA NA NA NA NA NA Exclusio do par ¢ alteragio na
metodologia do estudo
XPSPACO2F0 TU parafina XB00030 230 0,4x0,3x0,2 41 Pele glabela CBC nodular Nio 16/5 Rendimento do DNA de 50ng
XPV
(7002-1001) TU parafina XB00031 99 1,4x0,6x0,4 52 Pele retro auricular CBC nodular Sim 10/5 Rendimento do DNA de 10ng
A CEC vegetante bem . Altera¢o no desenho do estudo:
TU parafina NA 150 3,0x2,0x1,3 19 Conjuntiva bulbar (olho) diferenciado Sim 20/5 DNA niio extraido
TU parafina® XB00033 94 1,2x0,6x0,6 23 Pele submandibular CBC nodular Sim 12/5 Rendimento do DNA de 20ng
TU parafina’  XB00034 94 1,0x0,5x0,5 23 Pele sobrancelha CBC micronodular ¢ Sim 12/5 Rendimento do DNA de 10ng
esclerodermiforme
TU parafin ~ XB00035 94 2,4x13x0,6 23 Pele mento CBC micronodular e Nio 24/5 Rendimento do DNA de 50ng
XPSPACO3F0 esclerodermiforme
XPC 4 CBC micronodular, . .
(7003-1001) TU parafina’ XB00037 94 1,1x0,6x0,6 23 Pele mento : Sim 12/5 Rendimento do DNA de 10ng
esclerodermiforme e ulcerado
TU parafina® XB00038 94 1,4x0,7x0,6 23 Pele malar CBC nodular Sim 10/5 Rendimento do DNA de Ong
TU parafina® XB00040 94 2,2x2,0x0,7 23 Pele mento CBC micronodular e ulcerado ~ Nao 22/5 Sequenciamento nao gerou dado
TU parafina® XB00042 94 1,0x0,4x0,6 23 Pele frontal CBC micronodular Sim 12/5 Rendimento do DNA de 10ng
TU parafina® XB00043 94 1,0x0,5x0,4 23 Pele supercilio CBC micronodular Sim 12/5 Rendimento do DNA de 10ng
XPSPACO04F0 Melanoma superficial Clark . .
(7004-1001) XPV TU parafina XB00044 151 1,2x0,8x0,6 45 Pele lombar 111 Breslow 0.4 Sim 4/10 Rendimento do DNA de 30ng
. - . Alteragdo no desenho do estudo:
TU parafina NA 170 0,8x0,6 13 Mucosa jugal (boca) Tumor de colisdo (CBC/CEC)  Sim 11/5 DNA ndo extraido
TU parafina~ XB00049 140 04x0,3x02 16 Pele de antebrago Melanoma superficial Clark i, 1/10 Rendimento do DNA de Ong
IV Breslow 1.55
TU parafina® XB00051 87 0,3x0,2x0,1 20 Pele nasal CBC nodular Nio 12/5 Rendimento do DNA de 10ng
XPSPACO5FO XPC
(7005-1001) TU parafina® XB00052 87 0,3x0,2x0,1 20 Pele frontal CBC nodular Nio 12/5 Rendimento do DNA de 10ng
TU parafina® XB00053 87 1,2x0,8x0,2 20 Pele mandibular CBC nodular Sim 10/5 Rendimento do DNA de Ong
TU parafina® XB00054 87 0,6x0,3x0,2 20 Pele sobrancelha CBC nodular Sim 12/5 Rendimento do DNA de 20ng
TU parafina XB00055 51 2,0x1,5 23 Pele malar CBC nodular Nio 20/5 Rendimento do DNA de 30ng
. . Rendimento do DNA de 30ng e
XPSPACOTFO TU parafina XB00056 49 0,3x0,2 11 Pele palpebra CBC nodular Sim 17/5 sendtipo duplicado
(7006-1001) Xpc Exclusio d Iteraga
Saliva XB00006  NA NA NA NA NA NA NA XCLUS30 CO par ¢ atieragao na

metodologia do estudo




Cont/ Apéndice 5

Tumor
Gene Origem da ID da N.
ID do participante XP amostra de amostra Tempo Tamanho Tumor e Oy Principal motivo da exclusdo
DNA de DNA em ) Idade Topografia Histologia normal
1 (cm) 3 Espess
bloco separado 4
ura
XPSPACOTF1 Alteragdo no desenho do
(7006-2002) XPC®  Saliva XB00007  NA NA NA NA NA NA NA o do‘?
Familiar assintomatico
XPSPACO7F2 Alteragao no desenho do
(7006-2001) XPC* Saliva XB00008 NA NA NA NA NA NA NA estu doc
Familiar assintomatico
R . . Alteragdo no desenho do
TU parafina na 203 2,0x0,8 22 Conjuntiva bulbar (olho) CBC nodular Sim 10/5 estudo: DNA ndio extraido
TU parafina  XB00057 152 1,4x0,7 26 Pele antebrago glreeﬁ‘;‘zvmg;;perﬁc‘a' Clark 11 Sim 10/5 Rendimento do DNA de Ong
TU parafina XB00058 151 0,4x0,3x0,2 26 Pele nasal CBC nodular Nio 18/5 Rendimento do DNA de 50ng
XPSPAC10F0 ¥PC TU parafina” XB00059 136 0,8 27 Pele mandibular CBC nodular Sim 11/5 Rendimento do DNA de Ong
(7007-1001) TU parafina® XB00060 136 0,5 27 Pele mandibular CBC nodular Sim 15/5 Rendimento do DNA de 10ng
TU parafina” XB00061 136 2,0 27 Pele mento CBC nodular Sim 10/5 Rendimento do DNA de 10ng
TU parafina” XB00062 136 0,4 27 Pele frontal CBC nodular Sim 10/5 Rendimento do DNA de Ong
Leucécito XB00009  NA NA NA NA NA NA NA Exclusio do par ¢ alteragio na
metodologia do estudo
XPSPACI0F1 . . .
(7007-1002) TU parafina XB00063 151 0,3x0,2 20 Pele nasal CBC nodular e esclerodermiforme Sim 11/5 Rendimento do DNA de 30ng
XPSPACI10F2 . Alteragdo no desenho do
(7007-1003) XpPC Saliva XB00011 NA NA NA NA NA NA NA estudo
XPSPAC10F3 . Alteragdo no desenho do
(7007-1004) XpPC Saliva XB00012 NA NA NA NA NA NA NA estudo
XPSPACIOF4 Alteragdo no desenho do
(7007-2002) XPC*  Saliva XB00013 NA NA NA NA NA NA NA estu d:
Familiar assintomatico
XPSPACI1FO TU parafina XB00065 124 0,3x0,2x0,1 28 Pele nasal CBC nodular Niao 16/5 Rendimento do DNA de 10ng
7008-1001 XPY Exclusdo do par e alteragdo na
(7008-1001) Leucécito XB00014  NA NA NA NA NA NA NA ;
metodologia do estudo
XPSPACI3F0 - Alteragdo no desenho do
(7009-1001) XPC Leucocito XB00015 NA NA NA NA NA NA NA estudo
XPSPACI13F1 - Alteragéo no desenho do
(7009-1002) XPC Leucdcito XB00016 NA NA NA NA NA NA NA estudo
XPSPACI13F2 Alteragao no desenho do
(7009-1003) XPC*  Leucécito XB00017 NA NA NA NA NA NA NA estu doc
Familiar assintomatico
XPSPACI3F3 Alteragdo no desenho do
(7009-2002) XPC"  Leucécito XB00018 NA NA NA NA NA NA NA ¢

Familiar assintomatico

estudo




Cont/ Apéndice 5

Gene Origem da ID da o
ID do participante XP amostra de amostra Tempo Tamanho Tumor e N. cortes/ Principal motivo da exclusio
DNA de DNA em 2 Idade Topografia Histologia normal E : 4
bloco' (em, separado® spessura

TU parafina XB00066 151 0,5x0,3x0,2 31 Pele pescogo CBC nodular Sim 12/5 Rendimento do DNA de 30ng

TU parafina na 74 0.3%0.3 38 Lingua CEC queradamente Nio 12/5 Alteragilo no dgsenho do estudo:
XPSPAC16F0 xrC dlferepcla(%o DNA nio extraido
(7010-1001) Fresco XB00026 20 NA 39 Lingua (recidiva) cclji]?ecrell?ziﬁll:o bem Sim™ NA Alteragdo no desenho do estudo

Leucécito XB00019  NA NA NA NA NA NA NA Exclusio do par ¢ alteragio na

metodologia do estudo
XPSPAC27FO TU parafina XB00067 98 0,2x0,3 20 Pele pré auricular CBC nodular Nao 22/5 Rendimento do DNA de 10ng
XPC Exclusio d r e alteragdo n:
(7011-1001) Leucécito XB00020  NA NA NA NA NA NA NA clusao do par ¢ alteragdo na
metodologia do estudo

TU parafina’  XB00068 22 0,3x0,2 14 Pele pré auricular CBC nodular superficial Sim 15/5 g;t;ﬁ;fjge indeterminada ¢ gendtipo
f%?zpﬁggffo XPC TU parafina® XB00070 22 0,2 14 Pele malar CBC nodular Sim 15/5 Rendimento do DNA de 40ng

TU parafina* XB00073 22 0,2x0,2 14 ::izs:lcizno CBC nodular Nao 15/5 Integridade indeterminada
?%?gﬁggzz)}- 1 XpPC Leucocito XB00022 NA NA NA NA NA NA NA Alteragéo no desenho do estudo
XPSPAC32F2
(7012-2002) XPC* Leucocito XB00023 NA NA NA NA NA NA NA Alteragéo no desenho do estudo
Familiar assintomatico
XPSPAC32F3
(7012-2001) XPC” Leucocito XB00024 NA NA NA NA NA NA NA Alteragdo no desenho do estudo

Familiar assintomatico

Legenda: (ID) Identificagdo. (") Carreador heterozigoto da variante. (TU) Tumor. (¥) Tumores sincronicos. (NA) Nao se aplica. (') Tempo em meses que o tecido tumoral ficou
armazenado em bloco de parafina, compreendendo o periodo entre a data da cirurgia até a data de extragdo do DNA. (?) Tamanho da lesdo, em centimetros, conforme informagio
que consta em laudo patolégico — ndo corresponde ao tamanho da lesdo macrodissecada. (*) Separagdo macroscépica do tecido tumoral e normal por macrodissecgdes (raspagem
manual da 14mina). () Namero de cortes dos blocos de parafina que foram direcionados a extragio de DNA e espessura dos cortes em micrometros. (**) Porcentagem de tumor

determinada e com valor atribuido de 100%.



Apéndice 6 - Variantes germinativas classificadas como provavelmente benigna, identificadas nos pacientes XP-C e XP-V.

" . Frequéncia A N
Paciente Gene Identificador c(HGVS) p(HGVS) clinvar* Varsome - ACMG* e el Frequlenc.la populacional t‘otal gnf)mAD Exomes
(amostra) no dbSNP populacdes com freq maxima >0,01)
AbraOM
. . . . . 0.00589
POLE rs5745068 NM_006231.3:c.6494G>A p.(Arg2165His) Benigna/Provavelmente benigna Benigna 0.006568 (0.0141 Sul da Asia ¢ 0.0118 Judia Ashkenazi)
. N . 0.00319
XPSPACO2FO NPAPI rs150300590 NM_018958.3:¢.3028G>A p.(Gly1010Arg) ndo consta Provavelmente benigna  0.001642 (0.0119 Finlandesa)
(XB00002) . N . 0.0104
DPPI10 rs114821649 NM_001178037.2:¢c.15G>T p-(Glu5Asp) nao consta Provavelmente benigna  0.003284 (0.0271 Finlandesa ¢ 0.0161 Buropeia nfo-Finlandesa)
. Conflitante . N
ANK2 rs200628845 NM_001148.6:¢.5240C>G p.(Pro1747Arg) (Provavelmente benigna/VUS) Benigna nao consta 0.00034
. x . 0.00211
FLG rs150427834 NM_002016.2:c.8692G>C p.(Glu2898Gln) ndo consta Provavelmente benigna  0.005833 (0.0278 Africana)
. . . 0.00334
FLG 1572698904 NM_002016.2:¢.2414C>T p.(Ser805Phe) nao consta Provavelmente benigna  0.002463 (0.014 Finlandesa)
. - . 0.00198
FLG rs13376095 NM_002016.2:¢.1494G>C p.(Glu498Asp) nao consta Benigna 0.007389 (0.0267 Africana)
. s . ~ 0.0015
CSMD2 15187099966 NM_052896.4:c.9946G>A p.(Val3316Met) ndo consta Provavelmente benigna  ndo consta (0.0149 Finlandesa)
GLIS1 rs142735388 NM_147193.2:¢.1289C>T p.(Pro430Leu) nao consta Provavelmente benigna  0.002463 0.00378
. Conflitante . ~
XPSPACO3F0 GRIN24  1s142670870 NM_001134407.3:¢.3535T>G p.(Ser1179Ala) (Provavelmente benigna/VUS) Benigna ndo consta 0.0000358
(XB00003) Conflitante 0.00162
TIN 1s72646823 NM_001267550.2:¢.55553A>G p.(Lys18518Arg)  (Benigna/Provavelmente Benigna 0.004105 X .
. (0.017 Judeu Ashkenazi)
benigna/VUS)
. Conflitante . 0.00207
TTN 1572650029 NM_001267550.2:¢.32350C>G p.(Leul0784Val) (Benigna/VUS) Benigna 0.008210 (0.0118 Africana e 0.0171 Judeu Ashkenazi)
. . . . 0.0018
TIN 1572648964 NM 001267550.2:¢.21173G>A p-(Gly7058Asp) Benigna/Provavelmente benigna Benigna 0.006568 (0.0169 Judeu Ashkenazi)
PPPIR34 15145687954 NM_002711.4:¢c.2482C>G p.(Pro828Ala) ndo consta Provavelmente benigna  0.002463 0.00047
Conflitante
DNAHI1 15145239537 NM_001277115.2:c.7765G>A p.(Val25891le) (Benigna/Provavelmente Provavelmente benigna  0.002463 0.000557
benigna/VUS)
GLISI rs111547294 NM_147193.2:¢.527G>A p.(Gly176Asp) ndo consta Provavelmente benigna ~ 0.006568 0.000676
XPSPACO4F0 MYHI rs149572767 NM_005963.4:c.5708T>A p-(1le1903Asn) nao consta Provavelmente benigna  0.004105 (000(()) 1117 .3Iu deu Ashkenazi)
(XB00004) Conflitante 0.00622
TTN rs146983095 NM_001267550.2:c.17888A>G p-(Glu5963Gly) (Benigna/Provavelmente Benigna 0.004105 :

benigna/VUS)

(0.0114 Europeia ndo-Finlandesa)




Cont/ Apéndice 6

Paciente Identificador A - ) " Frequéncia Frequéncia populacional total gnomAD Exomes
(D) Gene 1o dbSNP c.(HGVS) p-(HGVS) ClinVar Varsome - ACMG populacional AbraOM __ (populades com freq ia maxima >0,01)
XPSPACO04F0 . ~ .
(XB00004) RGS22 15141562773 NM_015668.5:c.1663T>A p.(Cys555Ser) nao consta Provavelmente benigna  0.002463 0.000164
FLG rs149855516 NM_002016.2:¢.2589G>T p.(Arg863Ser) ndo consta Provavelmente benigna  0.000831 0.000223
. ~ . 0.00134
LATS2 rs149434310 NM_014572.3:¢.3037G>A p.(Aspl013Asn)  ndo consta Provavelmente benigna ~ 0.000821 (0.0194 Africana)
XPSPACOSFO 4752 1561745905 NM_014572.3:¢.2556C>G p.(Asp852Glu) ndo consta Provavelmente benigna ~ 0.000821 0.00139
(XB00005) (0.0201 Africana)
. . . . 0.00153
RBI rs4151539 NM_000321.2:¢.1574C>G p-(Ala525Gly) Benigna/Provavelmente benigna  Benigna 0.001642 (0.0194 Africana)
. . Conflitante . ~
DNAHI11 15201261243 NM_001277115.2:¢.2486G>A p-(Arg829His) (Provavelmente benigna/VUS) Provavelmente benigna  ndo consta 0.000398
. ~ . 0.00109
FLG rs146433981 NM_002016.2:¢.4550A>C p.(Tyr1517Ser) ndo consta Provavelmente benigna  0.006568 (0.0144 Africana)
. - . 0.00103
FLG rs150525217 NM_002016.2:¢.3604G>A p.(Gly1202Arg) ndo consta Provavelmente benigna  0.006568 (0.0144 Africana)
XPSPACIOF] ARIDI4 rs1430351844 NM_006015.6:¢.1645C>T p.(Pro549Ser) ndo consta Provavelmente benigna  néo consta ndo consta
(XB00010) CLPTMIL  rs376590693 NM_030782.5:¢.62T>C p.(Val21Ala) nao consta Provavelmente benigna  ndo consta 0.0000432
Conflitante 0.00569
DNAHI1 rs182389910 NM_001277115.2:¢.11233G>A  p.(Glu3745Lys) (Benigna/Provavelmente Benigna 0.004926 N .
benigna/VUS) (0.0323 Latina)
. . . . 0.00159
PTCHI rs115556836 NM_001083602.2:¢.1985C>T p.(Thr662Met) Benigna/Provavelmente benigna  Benigna 0.001642 (0.0221 Africana)
PTCH2 15201618166 NM_003738.5:¢.2932G>A p-(Val978lle) ndo consta Provavelmente benigna  ndo consta 0.000016
. ~ . 0.00254
NPAPI 1s34391654 NM_018958.3:c.479T>G p.(Vall160Gly) ndo consta Provavelmente benigna  0.006568 (0.0285 Africana)
XPSPAC32F0  CRNKLI 1577988877 NM_016652.5:¢.358C>A p.(GIn120Lys) ndo consta Provavelmente benigna ~ 0.008210 0.0015 =~
(XB00021) (0.0202 Africana)
. - . 0.0048
CSMD3 1s61759499 NM_198123.2:¢.9623A>T p-(Asn3208Ile) ndo consta Provavelmente benigna  0.003284 (0.0124 Sul da Asia)
PTPRD rs143674254  NM_002839.4:¢.3030G>C p-(GIn1010His) ndo consta Benigna 0.012315 0.00852

(0.0605 Latina)

Legenda: (") As ferramentas que forneceram as informacdes apresentadas sio frequentemente atualizadas — os dados apresentados foram obtidos de acesso realizado em margo

de 2020.



Apéndice 7 - Variantes germinativas classificadas como benigna, identificadas nos pacientes XP-C e XP-V.

Paciente Identificador . @ _ ' Frequéncia Frequéncia populacional total gnomAD Exomes
(i) Gene 1o dbSNP c.(HGVS) p.(HGVS) Clinvar Varsome - ACMG populacional AbraOM _ (populagdes com frequéncia méxima >0,01)
XPSPACO5FO . . . 0.00133

(XB00005) NOTCHI 15111309246 NM_017617.5:c.6991G>A p-(Ala2331Thr)  Benigna Benigna 0.004926 (0.0189 Africana)

XPSPACI0F1 . . . 0.00111

(XB00010) NOTCHI 15116317506 NM_017617.5:¢.6454G>C p-(Gly2152Arg) Benigna Benigna 0.000821 (0.0157 Africana)

Legenda: (") As ferramentas que forneceram as informacdes apresentadas sio frequentemente atualizadas — os dados apresentados foram obtidos de acesso realizado em margo
de 2020



Apéndice 8 - Variantes somaticas identificadas nos tumores dos pacientes XP-C e XP-V.

Cobertura

dopacicnte=Nipgide Coordenada | byt | Gene NM referéncia | Efeito | VAF | da posigio | HGVS c. HGVS p. SIFT | Polyphen2 | Mutation | FATHMM | bp ypAN
tumor_ID do tumor gendmica i Taster MKL
XPSPACO2F0_Gastrico_Frozen | 13:49033886 | G/T | RBI NM _000321.2 | LoF | 0.054 | 351 c2023G>T | p.Glu675Ter | NA | NA D D NA
XPSPACO2F0_Gastrico_Frozen | 7:42004899 | G/T | GLI3 NM 0001685 | Mis__|0.052 | 477 c3772C>A__ | plLeul2s8lle [T |B T T N
XPSPAC03F0_CBC XB00032 | 1:27023760 | C/T | ARIDIA | NM 006015.4 | Mis | 0.429 | 865 c.866C>T | p.Pro289Leu |D | ProD D D D
XPSPACO3F0_CBC_XB00032 | 1:27058015 | C/T | ARIDIA NM 0060154 | LoF_ | 0.373 | 847 c1723C>T__ | p.GIn575Ter | NA_|NA D D NA
XPSPAC03F0_CBC XB00032 | 1:27099840 | C/T | ARIDIA NM 0060154 | Mis_ | 0.419 | 859 c3719C>T | pProl240Leu |D _ |B D D D
XPSPAC03F0_CBC XB00032 | 1:27101424 | C/T | ARIDIA NM 0060154 | Mis | 0.392 | 536 c4706C>T | pProl569Leu | D |B D D D
XPSPAC03F0_CBC _XB00032 | 1:27648845 | C/T | TMEM222 | NM 0321252 | Mis_ | 0.336 | 815 c.157C>T | p.Pro53Ser D | PoD D D D
XPSPAC03F0_CBC XB00032 | 1:27648846 | C/T | TMEM222 | NM 0321252 |Mis | 0.333 | 817 c.158C>T | pPros3Leu |D__ |B D D D
XPSPACO3F0_CBC_XB00032 | 1:34008457 | C/T | CSMD2 NM_001281956.1 | Mis__| 0.377 | 591 c9140G>A | p.Arg3047Gln_|T___|B T T N
XPSPAC03F0_CBC_XB00032 | 1:34083137 | C/T | CSMD2 NM_001281956.1 | Mis__| 0.368 | 787 c.5908G>A__ | p.Vall970Met |D | ProD D D N
XPSPACO3F0_CBC_XB00032 | 1:34312555 | C/A___| CSMD2 NM_001281956.1 | Mis__| 0.397 | 685 c963G>T __ |pLys32lAsn | T | ProD D D D
XPSPAC03F0_CBC_XB00032 | 1:34312571 | GIA__ | CSMD2 NM_001281956.1 | Mis__| 039 | 631 c947C>T | pPro3l6Leu |T | PoD D D D
XPSPAC03F0_CBC XB00032 | 1:34383803 | G/A__ | CSMD2 NM_001281956.1 | Mis | 0.347 | 684 c812C>T | p.Thi27llle [T | PoD D D D
XPSPACO3F0_CBC_XB00032 | 1:115256528 | T/A___| NRAS NM 0025244 | Mis__|0.338 | 805 c.I83A>T | pGln6lHis __|D__|B D D D
XPSPAC03F0_CBC XB00032 | 1:120539626 | G/A__| NOTCH2 | NM 0244083 | Mis | 0353 | 527 c745C>T | pLeu249Phe | T | ProD D D D
XPSPACO3F0_CBC_XB00032 | 1:120548045 | G/A | NOTCH2 | NM 0244083 | Mis | 0.37 | 88l c322C>T | pProl08Ser  |T | ProD T D N
XPSPAC03F0_CBC_XB00032 | 1:152275808 | C/T | FLG NM_002016.L | Mis_ | 0.366 | 749 c.11554G>A | p.Gly3852Arg | D | PoD T T N
XPSPACO3F0_CBC_XB00032 | 1:152277751 | C/T | FLG NM_002016.1 Mis__ | 0.335 | 538 c9611G>A__ | p.Gly3204Glu_|T__|B T T N
XPSPACO3F0_CBC _XB00032 | 1:152277752__|C/T___| FLG NM _002016.1 | Mis | 0.327 | 544 c9610G>A__ | p.Gly3204Arg_|D__|B T T N
XPSPAC03F0_CBC XB00032 | 1:152283757 | C/T | FLG NM _002016.1 | Mis | 0.38 | 847 c3605G>A__ | p.Glyl202Glu | T | ProD T T D
XPSPACO3F0_CBC_XB00032 | 1:152286754 | C/T | FLG NM_002016. | Mis__|0.429 | 807 c.608G>A | pArg203Lys [T |B T T N
XPSPAC03F0_CBC XB00032 | 1:196311291 | GIA__| KCNT2 NM 1985033 | Mis_ | 0.307 | 612 c.1471C>T | pHis491Tyr | D | PoD D D D
XPSPACO3F0_CBC_XB00032 | 1:196392206 | G/A__| KCNT2 NM_198503.3 | Mis__| 0.369 | 648 c.1159C>T | p.Arg387Cys | D __ | ProD D D D
XPSPAC03F0_CBC_XB00032 | 2:116101408 | C/T | DPPI0 NM_001321905.1 | Mis__| 0.386 | 456 c242C>T | p.SerSiLeu T |B D D N
XPSPAC03F0_CBC XB00032 | 2:116101464 | GIA | DPPI0 NM_001321905.1 | Mis | 0.443 | 499 c298G>A | pAspl00Asn [T |B D D D
XPSPAC03F0_CBC _XB00032 | 2:121554996 | C/T | GLI2 NM 0052704 | Mis__| 0.407 | 863 c.100C>T | p.Pro34Ser D _|B D D D
XPSPAC03F0_CBC XB00032 | 2:121554997 | C/T | GLI2 NM 0052704 | Mis | 041 | 863 c101C>T | pPro34leu  |D _ |B D D D
XPSPACO3F0_CBC_XB00032 | 2:121748159 | C/T | GLI2 NM 0052704 | Mis_ | 0.365 | 820 c4669C>T | p.Prol557Ser | T | PoD D D D
XPSPAC03F0_CBC_XB00032 | 2:179396514 | C/T | TIN NM_001267550.2 | Mis__| 0.375 | 849 c.104828G>A | p.Arg34943Gln | D | ProD D D D
XPSPACO3F0_CBC_XB00032 | 2:179400072 | C/T | TTIN NM_001267550.2 | Mis__| 0.425 | 862 c.101270G>A | p.Ser33757Asn | T |B D D N
XPSPAC03F0_CBC_XB00032 | 2:179412596 | C/T | TN NM_001267550.2 | Mis__| 0.401 | 853 .93757G>A_| p.Glu31253Lys | T | ProD D D D
XPSPAC03F0_CBC XB00032 | 2:179415805 | C/T | TTN NM_001267550.2 | Mis | 0.327 | 690 c91453G>A_| p.Gly30485Arg | D | ProD D D D
XPSPACO3F0_CBC_XB00032 | 2:179416888 | C/T | TN NM_001267550.2 | Mis__| 0.436 | 793 c.90739G>A | p.Asp30247Asn [T |B D D D
XPSPAC03F0_CBC XB00032 | 2:179423274 | C/T | TIN NM_001267550.2 | Mis__| 0.295 | 781 c.86912G>A | p.Gly28971Glu | D _ | ProD D D D
XPSPACO3F0_CBC_XB00032 | 2:179423275 | C/T__| TIN NM_001267550.2 | Mis__| 0.292 | 781 c.86911G>A | p.Gly28971Arg | D | ProD D D D




Cont/ Apéndice 8

Cobertura

e EAcC BETCIE COOAr de.:nada Ref/Alt | Gene NM referéncia Efeito | VAF | da posiciao | HGVS c. HGVS p. SIFT | Polyphen2 R e IR PROVEAN
tumor_ID do tumor genomica gendmica Taster MKL
XPSPACO03F0_CBC_XB00032 | 2:179431298 C/T TTN NM_001267550.2 | Mis 0.344 | 761 c.79561G>A | p.Gly26521Arg | D ProD D D D
XPSPACO03F0_CBC_XB00032 | 2:179432168 C/T TTN NM _001267550.2 | Mis 0.406 | 709 c.78691G>A | p.Asp26231Asn | D B D D D
XPSPACO03F0_CBC_XB00032 | 2:179433419 C/T TTN NM_001267550.2 | Mis 0.375 | 807 c.77440G>A | p.Asp25814Asn | T B D D D
XPSPACO03F0_CBC_XB00032 | 2:179444342 C/T TTN NM _001267550.2 | Mis 0.44 | 759 c.67582G>A | p.Glu22528Lys | T B D D D
XPSPAC03F0_CBC_XB00032 | 2:179456070 C/T TTN NM_001267550.2 | Mis 0.4 838 c.60382G>A | p.Glu20128Lys | T PoD D D D
XPSPACO03F0_CBC_XB00032 | 2:179470419 C/T TTN NM_001267550.2 | Mis 0.339 | 534 c.53603G>A | p.Argl7868Lys | T B D D N
XPSPACO03F0_CBC_XB00032 | 2:179472320 G/A TTN NM _001267550.2 | Mis 0.371 | 746 ¢.53095C>T | p.Argl7699Cys | D ProD D D D
XPSPACO03F0_CBC_XB00032 | 2:179494065 C/T TTN NM_001267550.2 | LoF | 0.378 | 702 c.44387G>A | p.Trpl4796Ter | NA | NA D D NA
XPSPACO03F0_CBC_XB00032 | 2:179504437 C/T TTN NM_001267550.2 | Mis 0.39 | 696 c.40865G>A | p.Gly13622Glu | D ProD D D D
XPSPAC03F0_CBC_XB00032 | 2:179539101 C/T TTN NM_001267550.2 | Mis 0.37 [ 586 c.34648G>A | p.Glul1550Lys | T ProD D D N
XPSPACO03F0_CBC_XB00032 | 2:179542387 G/A TTN NM_001267550.2 | Mis 0.395 | 801 c.34252C>T | p.Leul1418Phe | T B D T N
XPSPACO3F0_CBC_XB00032 | 2:179582871 C/T TTN NM _001267550.2 | Mis 0.377 | 589 c.24862G>A | p.Asp8288Asn | T B D T N
XPSPACO03F0_CBC_XB00032 | 2:179590617 G/A TTN NM_001267550.2 | Mis 0.371 | 684 c.20432C>T | p.Ser6811Phe | T B D D D
XPSPACO03F0_CBC_XB00032 | 2:179594636 A/T TTN NM 001267550.2 | LoF | 0.385 | 567 c.18344T>A | p.Leu6115Ter | NA | NA D D NA
XPSPAC03F0_CBC_XB00032 | 2:179596940 C/T TTN NM_001267550.2 | Mis 0.414 | 749 c.16756G>A | p.Glu5586Lys | T B D T N
XPSPACO03F0_CBC_XB00032 | 2:179606066 G/A TTN NM._001267550.2 | Mis 0.432 | 767 c.11894C>T | p.Pro3965Leu | D ProD D D D
XPSPAC03F0_CBC_XB00032 | 2:179612423 C/T TTN NM_133379.4 Mis 0.4 603 c.14704G>A | p.Glu4902Lys | D B D D N
XPSPACO03F0_CBC_XB00032 | 2:179614349 C/T TTN NM _133379.4 Mis 0.398 | 674 c.12778G>A | p.Glu4260Lys | D B T T N
XPSPACO03F0_CBC_XB00032 | 2:179638294 C/T TTN NM 133379.4 Mis 0.376 | 742 c.7489G>A p.Gly2497Ser | D ProD D D D
XPSPACO03F0_CBC_XB00032 | 2:179639189 C/T TTN NM_133379.4 Mis 0.356 | 393 c.6802G>A p.Glu2268Lys | T ProD D D D
XPSPACO03F0_CBC_XB00032 | 2:179640568 C/T TTN NM 133379.4 Mis 0.357 | 730 c.6023G>A p-Gly2008Asp | D ProD D D D
XPSPACO03F0_CBC_XB00032 | 2:179666865 C/T TTN NM_133379.4 Mis 0.387 | 631 c.295G>A p-Ala99Thr T ProD D D D
XPSPACO03F0_CBC_XB00032 | 4:55971048 C/T KDR NM_002253.2 LoF 10.339 | 545 c.1749G>A p.Trp583Ter NA | NA D D NA
XPSPACO03F0_CBC_XB00032 | 4:55972940 C/T KDR NM_002253.2 Mis 0.41 | 560 c.1450G>A p-Glu484Lys T B T D N
XPSPACO03F0_CBC_XB00032 | 4:114195680 A/C ANK2 NM_001148.4 Mis 0.409 | 673 c.1558A>C p-Met520Leu D ProD D D N
XPSPACO03F0_CBC_XB00032 | 4:114238943 C/T ANK2 NM _001148.4 Mis 0.378 | 651 c.2774C>T p-Ser925Leu T B T D N
XPSPACO03F0_CBC_XB00032 | 4:114267087 G/A ANK2 NM_001148.4 Mis 0.379 | 663 c.4280G>A p.-Argl427Gln | D ProD D D D
XPSPACO03F0_CBC_XB00032 | 4:153245348 G/A FBXW7 NM 033632.3 LoF |0.081 | 899 c.1843C>T p-GIn615Ter NA |[NA D D NA
XPSPACO03F0_CBC_XB00032 | 4:175598257 C/T GLRA3 NM 006529.3 Mis 0.4 625 c.899G>A p-Ser300Asn D B D D N
XPSPACO03F0_CBC_XB00032 | 5:40931237 C/T Cc7 NM_000587.3 Mis 0.448 | 453 c.134C>T p.Thr451le D ProD D D D
XPSPACO03F0_CBC_XB00032 | 5:40931239 C/T Cc7 NM_000587.3 LoF 0.37 [433 c.136C>T p.GIn46Ter NA | NA D D NA
XPSPACO03F0_CBC_XB00032 | 5:112174926 C/T APC NM_000038.5 Mis 0.364 | 845 c.3635C>T p.-Ser1212Phe | D B D D N
XPSPACO03F0_CBC_XB00032 | 5:140481797 G/A PCDHB3 NM _018937.4 Mis 0.385 | 715 c.1564G>A p-Glu522Lys D ProD D D D
XPSPAC03F0_CBC_XB00032 | 5:140711857 G/A PCDHGAI | NM_018912.2 Mis 0.354 | 686 c.1606G>A p-Asp536Asn D ProD T D D
XPSPACO03F0_CBC_XB00032 | 6:30917568 G/A DPCRI NM_080870.3 Mis 0.366 | 874 c.1327G>A p-Glu443Lys NA |B T T N
XPSPACO03F0_CBC_XB00032 | 6:30917872 G/A DPCRI NM _080870.3 Mis 0.304 | 860 c.1631G>A p-Arg544Lys NA |B T T N
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XPSPACO03F0_CBC_XB00032 | 6:150023132 G/A LATSI NM_004690.3 Mis 0.33 | 819 c.131C>T p-Pro44Leu T ProD D D N
XPSPACO03F0_CBC_XB00032 | 6:150023133 G/A LATS1 NM_004690.3 Mis 0.33 | 822 c.130C>T p.Pro44Ser T PoD D D N
XPSPAC03F0_CBC_XB00032 | 7:1515682 G/A INTS1 NM_001080453.2 | Mis 0.422 | 491 ¢.5404C>T p-Leul802Phe | T B D D N
XPSPACO03F0_CBC_XB00032 | 7:1523761 G/A INTS1 NM._001080453.2 | Mis 0.394 | 807 ¢.3307C>T p.Leul103Phe | D ProD D D N
XPSPACO03F0_CBC_XB00032 | 7:1536892 G/A INTS1 NM_001080453.2 | Mis 0.396 | 800 c.1484C>T p.Ser495Leu T B D D N
XPSPACO03F0_CBC_XB00032 | 7:21631079 C/T DNAHI1 NM_001277115.1 | Mis 0.357 | 488 c.2551C>T p-Pro851Ser T B T T N
XPSPACO03F0_CBC_XB00032 | 7:21723448 G/A DNAHI11 NM 001277115.1 | Mis 0.408 | 663 c.5507G>A p-Argl836Gln | T B T D N
XPSPACO03F0_CBC_XB00032 | 7:21912965 G/A DNAHI1 NM_001277115.1 | Mis 0.429 | 609 c.12041G>A | p.Arg4014Lys | T B T T N
XPSPACO03F0_CBC_XB00032 | 7:113519288 G/A PPPIR34 NM _002711.3 Mis 0.415 | 667 c.1859C>T p-Ser620Leu D B T D N
XPSPACO03F0_CBC_XB00032 | 7:113519478 C/T PPPIR34 NM_002711.3 Mis 0.414 | 667 c.1669G>A p.Ala557Thr T B T T N
XPSPACO03F0_CBC_XB00032 | 7:113519519 C/T PPPIR34 NM 002711.3 Mis 0.406 | 681 c.1628G>A p-Arg543Lys D B T T N
XPSPACO3F0_CBC_XB00032 | 7:155604758 G/A SHH NM 000193.3 Mis 0.423 | 794 c.59C>T p-Ser20Leu T B D D N
XPSPACO03F0_CBC_XB00032 | 8:3046419 G/A CSMD1 NM_033225.5 Mis 0.413 | 819 c.5513C>T p-Serl838Leu | T ProD D D D
XPSPACO03F0_CBC_XB00032 | 8:3047505 G/A CSMD1 NM 033225.5 Mis 0.405 | 771 c.5327C>T p-Serl776Phe | D ProD D D D
XPSPAC03F0_CBC_XB00032 | 8:101054094 G/A RGS22 NM_015668.4 Mis 0.373 | 692 c.1874C>T p-Thr6251le T B T D D
XPSPACO03F0_CBC_XB00032 | 8:113347669 G/A CSMD3 NM _198123.1 LoF 10.399 | 774 ¢.7054C>T p-GIn2352Ter | NA | NA D D NA
XPSPAC03F0_CBC_XB00032 | 8:114110984 C/T CSMD3 NM_198123.1 LoF 10.331 | 517 c.917+1G>A | NA NA [ NA D D NA
XPSPACO03F0_CBC_XB00032 | 8:114110985 C/T CSMD3 NM_198123.1 LoF 10.331 [ 517 c.917G>A p.Trp306Ter NA | NA D D NA
XPSPACO03F0_CBC_XB00032 | 8:114290821 C/T CSMD3 NM 198123.1 Mis 0.427 | 405 c.514G>A p.Glul72Lys T PoD D D N
XPSPACO03F0_CBC_XB00032 | 9:8486130 G/A PTPRD NM_002839.3 Mis 0.371 | 782 c.2687C>T p-Ser896Leu T ProD D D D
XPSPACO03F0_CBC_XB00032 | 9:21994146 C/T CDKN24 NM _058195.3 Mis 0.307 | 807 c.185G>A p-Arg62Lys D B D T D
XPSPAC03F0_CBC_XB00032 | 9:71628197 C/T PRKACG NM_002732.3 Mis 0.364 | 773 c.812G>A p-Arg271Gln T B T T N
XPSPACO03F0_CBC_XB00032 | 9:71628735 C/T PRKACG NM_002732.3 Mis 0.422 | 850 c.274G>A p-Glu92Lys D ProD T D D
XPSPACO03F0_CBC_XB00032 | 9:98231235 G/A PTCHI NM_000264.3 Mis 0.315 | 845 ¢.2048C>T p-Ser683Phe D ProD D D D
XPSPACO03F0_CBC_XB00032 | 9:98231290 G/A PTCHI NM_000264.3 Mis 0.419 | 867 c.1993C>T p-Arg665Cys D PoD D D N
XPSPACO03F0_CBC_XB00032 | 9:98239121 G/A PTCHI NM._000264.3 Mis 0.431 | 897 c.1522C>T p-Leu508Phe D ProD D D D
XPSPAC03F0_CBC_XB00032 | 9:127951862 G/A PPP6C NM_001123355.1 | Mis 0314 | 721 c.136C>T p-Leu46Phe D B T D N
XPSPACO03F0_CBC_XB00032 | 9:139391439 G/A NOTCHI NM 017617.4 Mis 0.327 | 649 c.6752C>T p-Ala2251Val | T B D D N
XPSPACO03F0_CBC_XB00032 | 9:139391472 G/A NOTCHI NM 017617.4 Mis 0.382 | 577 c.6719C>T p-Thr22401le T B D D N
XPSPACO03F0_CBC_XB00032 | 9:139401299 G/A NOTCHI NM _017617.4 Mis 0.327 | 771 c.3770C>T p.Prol257Leu | D PoD D D D
XPSPACO03F0_CBC_XB00032 | 9:139401300 G/A NOTCHI NM 017617.4 Mis 0.322 | 776 c.3769C>T p.-Pro1257Ser T B D D D
XPSPAC03F0_CBC_XB00032 | 9:139401423 C/A NOTCHI NM_017617.4 Mis 0.377 | 552 c.3646G>T p.-Vall216Leu | T PoD D D N
XPSPACO03F0_CBC_XB00032 | 10:7751043 G/A ITIH2 NM_002216.2 Mis 0.369 | 585 c.251G>A p-Arg84Gln D ProD D D D
XPSPAC03F0_CBC_XB00032 | 10:21108411 G/A NEBL NM_006393.2 Mis 0.355 | 667 c.1997C>T p.Pro666Leu D B D D D
XPSPACO03F0_CBC_XB00032 | 10:21108412 G/A NEBL NM_006393.2 Mis 0.357 | 665 c.1996C>T p-Pro666Ser T PoD D D D
XPSPACO03F0_CBC_XB00032 | 11:533552 C/G HRAS NM 005343.3 Mis 0.056 | 900 c.351G>C p-Lys117Asn D PoD D D D
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XPSPACO03F0_CBC_XB00032 | 11:56237291 G/A OR5SM3 NM_001004742.2 | Mis 0.426 | 450 c.683C>T p-Ser228Leu D ProD T D D
XPSPACO03F0_CBC_XB00032 | 11:101985044 | C/T YAPI NM 001282101.1 | Mis 0.441 | 901 c.491C>T p-Ser164Phe D ProD D D D
XPSPACO3F0_CBC _XB00032 | 12:129569150 | G/A TMEMI32D | NM _133448.2 Mis 0.395 | 588 c.1541C>T p-Pro514Leu T B T D D
XPSPACO03F0_CBC_XB00032 | 12:130184521 | C/T TMEM132D | NM_133448.2 Mis 0.394 | 721 c.802G>A p-Gly268Arg D ProD D D D
XPSPACO3F0_CBC _XB00032 | 12:133215780 | G/A POLE NM 006231.3 Mis 0.361 | 811 c.5483C>T p.Prol828Leu | D ProD D D D
XPSPAC03F0_CBC_XB00032 | 12:133215781 | G/A POLE NM_006231.3 Mis 0.358 | 823 c.5482C>T p-Pro1828Ser T ProD D D D
XPSPACO03F0_CBC_XB00032 | 12:133220511 | G/A POLE NM _006231.3 Mis 0.425 | 874 c.4202C>T p-Serl401Leu | D B D D D
XPSPAC03F0_CBC_XB00032 | 12:133256236 | G/A POLE NM_006231.3 Mis 0.343 | 652 c.425C>T p.Prol42Leu D B D D D
XPSPACO03F0_CBC_XB00032 | 12:133256237 | G/A POLE NM _006231.3 Mis 0.345 | 644 c.424C>T p-Pro142Ser T B D D D
XPSPACO3F0_CBC_XB00032 | 13:32953992 C/T BRCA2 NM_000059.3 Mis 0.393 | 614 ¢.9059C>T p-Ser3020Phe | T B T T N
XPSPACO03F0_CBC_XB00032 | 14:20296225 G/A OR4N2 NM_001004723.2 | Mis 0.267 | 760 c.618G>A p-Met2061le T B T T N
XPSPACO03F0_CBC_XB00032 | 16:9858269 G/T GRIN24 NM _000833.4 Mis 0.428 | 663 c.3132C>A p-His1044Gln | T B T D N
XPSPACO03F0_CBC_XB00032 | 17:7573930 G/A TP53 NM_000546.5 Mis 0.335 | 387 c.1097C>T p-Ser366Phe T B D D N
XPSPACO03F0_CBC_XB00032 | 17:7578217 G/A TP53 NM_000546.5 Mis 0.357 | 832 c.632C>T p.Thr2111le D ProD D D D
XPSPACO3F0_CBC _XB00032 | 17:10400478 C/T MYHI NM_005963.3 Mis 0.422 | 448 c.4564G>A p-Glul522Lys | D PoD D D N
XPSPACO03F0_CBC_XB00032 | 17:10417340 G/A MYHI NM_005963.3 Mis 0.456 | 752 c.635C>T p-Ser212Phe D B T D N
XPSPACO3F0_CBC _XB00032 | 17:41246274 G/A BRCA1 NM _007294.3 Mis 0.409 | 818 c.1274C>T p-Ser425Phe D ProD T T D
XPSPACO03F0_CBC_XB00032 | 17:41256239 G/A BRCAI NM_007294.3 Mis 0.352 | 671 c.341C>T p-Ser114Phe D ProD D D D
XPSPACO03F0_CBC_XB00032 | 20:2290836 C/T TGM3 NM _003245.3 Mis 0.407 | 859 c.194C>T p-Ser65Leu D ProD D D D
XPSPACO03F0_CBC_XB00032 | 20:36031771 G/A SRC NM_198291.2 Mis 0.446 | 836 c.1600G>A p-Glu534Lys D B D D N
XPSPACO03F0_CBC_XB00032 | 21:38845030 C/T DYRKIA NM_001396.4 Mis 0.326 | 791 c.55C>T p-Prol19Ser D ProD D D D
XPSPACO3F0_CBC _XB00032 | 21:38845031 C/T DYRKI14 NM 001396.4 Mis 0.331 | 792 c.56C>T p.Prol9Leu D ProD D D D
XPSPACO03F0_CBC_XB00039 | 1:27089500 C/T ARIDIA NM_006015.4 Mis 0.273 | 322 c.2456C>T p-Pro819Leu D PoD D D D
XPSPACO03F0_CBC_XB00039 | 1:45288167 G/A PTCH2 NM _003738.4 Mis 0.343 | 327 c.3532C>T p.-Pro1178Ser T B D T N
XPSPACO03F0_CBC_XB00039 | 1:152275558 G/A FLG NM_002016.1 Mis 0.833 | 305 c.11804C>T | p.Ser3935Leu | D B T T N
XPSPACO03F0_CBC_XB00039 | 1:152282192 C/T FLG NM_002016.1 Mis 0.411 | 392 c.5170G>A p-Glyl724Arg | T ProD T T N
XPSPACO3F0_CBC _XB00039 | 1:152284816 C/T FLG NM_002016.1 Mis 0.432 | 366 ¢.2546G>A p-Arg849Lys T B T T N
XPSPACO03F0_CBC_XB00039 | 1:152284885 C/T FLG NM_002016.1 Mis 0.379 | 346 c.2477G>A p-Arg826GIn T B T T N
XPSPACO03F0_CBC_XB00039 | 1:152285384 G/A FLG NM 002016.1 Mis 0.341 | 370 c.1978C>T p-Pro660Ser T B T T N
XPSPACO03F0_CBC_XB00039 | 1:152285642 C/T FLG NM_002016.1 Mis 0.435 | 460 c.1720G>A p-Glu574Lys T B T T N
XPSPACO03F0_CBC_XB00039 | 1:214557402 G/A PTPN14 NM_005401.4 Mis 0.353 | 454 c.1796C>T p.Thr5991le D ProD D D D
XPSPACO3F0_CBC _XB00039 | 1:214585062 G/A PTPNI14 NM _005401.4 LoF 0.827 | 393 c.475C>T p-GIn159Ter NA [ NA D D NA
XPSPACO03F0_CBC_XB00039 | 3:169998081 C/T PRKCI NM._002740.5 Mis 0.387 | 306 c.772C>T p-Arg258Trp D ProD D D D
XPSPACO3F0_CBC_XB00039 | 6:30919414 C/T DPCRI NM _080870.3 Mis 0.321 | 325 c.3173C>T p.-Serl058Phe | NA | ProD T T N
XPSPACO03F0_CBC_XB00039 | 7:6026694 G/A PMS2 NM_000535.6 Mis 0.311 | 334 c.1702C>T p-Pro568Ser T B T T N
XPSPACO03F0_CBC_XB00039 | 13:21549196 G/A LATS2 NM 014572.2 Mis 0.376 | 322 ¢.3080C>T p-Serl027Leu | T B T D N
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XPSPACO03F0_CBC_XB00039 | 17:7577539 G/A TP53 NM_000546.5 Mis 0.296 | 371 c.742C>T p-Arg248Trp D ProD D D D
XPSPACO03F0_CBC_XB00039 | 17:7578263 G/A TP53 NM_000546.5 LoF ]0.324 | 413 c.586C>T p-Argl96Ter NA | NA D D NA
XPSPAC04F0_CBC_XB00048 | 1:120491727 C/A NOTCH2 NM_024408.3 Mis 0.363 | 386 c.2502G>T p-Leu834Phe D PoD D D D
XPSPAC04F0_CBC_XB00048 | 2:179396358 C/T TTN NM _001267550.2 | Mis 0.307 | 306 c.104984G>A | p.Gly34995Glu | D ProD D D D
XPSPAC04F0_CBC_XB00048 | 2:179454624 T/C TTN NM_001267550.2 | Mis 0.358 | 302 c.61828A>G | p.Lys20610Glu | T B D D N
XPSPAC04F0_CBC_XB00048 | 2:202131282 C/IG CASPS NM_001228.4 Mis 0.267 | 323 c.73C>G p-Leu25Val D ProD D D D
XPSPAC04F0_CBC_XB00048 | 6:150001077 T/A LATS1 NM_004690.3 LoF 0314 | 344 c.2527A>T p.-Lys843Ter NA | NA D D NA
XPSPAC04F0_CBC_XB00048 | 6:150001079 A/T LATSI NM_004690.3 Mis 0.317 | 344 c.2525T>A p-11e842Asn D ProD D D D
XPSPAC04F0_CBC_XB00048 | 6:150004355 C/A LATS1 NM._004690.3 LoF ]0.332 | 374 c.1870G>T p-Glu624Ter NA |[NA D D NA
XPSPAC04F0_CBC_XB00048 | 6:150004998 C/A LATS1 NM_004690.3 Mis 0.38 [314 c.1227G>T p-Met4091le D B D D N
XPSPAC04F0_CBC_XB00048 | 7:21939044 C/A DNAHI11 NM _001277115.1 | Mis 0.405 | 317 c.13140C>A | p.Phe4380Leu | D ProD D D D
XPSPACO04F0_CBC_XB00048 | 22:36702523 C/A MYHY NM _002473.5 Mis 0.354 | 325 c.1974G>T p-Met6581le D ProD D D D
XPSPAC04F0_CBC_XB00048 | 1:17707603 C/G PADI6 NM_207421.4 Mis 0.326 | 436 c.497C>G p-Alal66Gly NA |B NA T NA
XPSPAC04F0_CBC_XB00048 | 7:21827137 G/A DNAHI11 NM 001277115.1 | Mis 0.453 | 342 c.9860G>A p-Arg3287GIln | T ProD D D D
XPSPACO5F0_CBC_XB00050 | 1:27105854 C/T ARIDI14 NM_006015.4 Mis 0.307 | 401 c.5465C>T p.Prol822Leu | T ProD D D D
XPSPACO5F0_CBC_XB00050 | 1:45293855 G/A PTCH2 NM_003738.4 Mis 0.361 | 319 c.1718C>T p-Ser573Phe T PoD D D N
XPSPACO5F0_CBC_XB00050 | 1:45294730 G/A PTCH2 NM_003738.4 Mis 0.335 | 344 c.1388C>T p.Ala463Val D PoD D D D
XPSPACO5F0_CBC_XB00050 | 1:45297439 G/A PTCH2 NM_003738.4 Mis 0.395 | 334 c.556C>T p-Leul86Phe D PoD D D N
XPSPACO5F0_CBC_XB00050 | 1:120508138 G/A NOTCH2 NM_024408.3 Mis 0.33 | 400 c.1619C>T p-Pro540Leu D ProD D D D
XPSPACO5F0_CBC_XB00050 | 1:214557847 G/A PTPN14 NM_005401.4 LoF 10.321 | 353 c.1351C>T p-GIn451Ter NA | NA D D NA
XPSPACO5F0_CBC_XB00050 | 2:179396358 C/T TTN NM _001267550.2 | Mis 0.324 | 309 c.104984G>A | p.Gly34995Glu | D ProD D D D
XPSPACO5F0_CBC_XB00050 | 2:179399704 C/T TTN NM_001267550.2 | Mis 0.35 [300 c.101638G>A | p.Glu33880Lys | D ProD D D D
XPSPACO5F0_CBC_XB00050 | 2:179404288 C/T TTN NM_001267550.2 | Mis 0.341 | 302 c.98504G>A | p.Arg32835Lys | T B D D N
XPSPACO5F0_CBC_XB00050 | 2:179424765 C/T TTN NM 001267550.2 | LoF | 0.285 | 319 c.86094G>A | p.Trp28698Ter | NA | NA D D NA
XPSPACO5F0_CBC_XB00050 | 2:179424766 C/T TTN NM_001267550.2 | LoF | 0.286 | 318 c.86093G>A | p.Trp28698Ter | NA | NA D D NA
XPSPACO5F0_CBC_XB00050 | 2:179469607 C/T TTN NM _001267550.2 | Mis 0.372 | 302 c.54209G>A | p.Argl8070Lys | T ProD D D N
XPSPACOS5F0_CBC_XB00050 | 3:169953053 C/T PRKCI NM_002740.5 Mis 0.396 | 396 c.137C>T p.Ser46Phe T B D D D
XPSPACO5F0_CBC_XB00050 | 3:173996839 G/A NLGNI NM 014932.3 Mis 0.341 | 308 c.1048G>A p-Ala350Thr D PoD D D D
XPSPACO5F0_CBC_XB00050 | 3:173998345 G/A NLGNI NM 014932.3 LoF ]0.277 | 311 c.1724G>A p.Trp575Ter NA [ NA D D NA
XPSPACO5F0_CBC_XB00050 | 5:112175502 C/T APC NM_000038.5 Mis 0.301 | 345 c.4211C>T p-Ser1404Phe | D ProD D D D
XPSPACO5F0_CBC_XB00050 | 6:30917625 G/A DPCRI NM_080870.3 Mis 0.336 | 377 c.1384G>A p-Glu462Lys NA |B T T N
XPSPACO5F0_CBC_XB00050 | 6:30918964 C/T DPCRI NM_080870.3 Mis 0.266 | 342 c.2723C>T p-Pro908Leu NA | ProD T T N
XPSPACO5F0_CBC_XB00050 | 6:36652233 C/T CDKNIA NM _001291549.1 | Mis 0.309 | 369 c.457C>T p-Leul53Phe T B T T N
XPSPACOS5F0_CBC_XB00050 | 9:98229542 C/A PTCHI NM_000264.3 Mis 0.405 | 574 c.2416G>T p.-Val806Phe D ProD D D D
XPSPACO5F0_CBC_XB00050 | 9:98229650 G/A PTCHI NM_000264.3 LoF 10.367 | 485 c.2308C>T p-Arg770Ter NA | NA D D NA
XPSPACO5F0_CBC_XB00050 | 9:98231106 G/A PTCHI NM _000264.3 Mis 0.379 | 541 c.2177C>T p-Pro726Leu T B D D D
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XPSPACO5F0_CBC_XB00050 | 9:98238341 G/A PTCHI NM_000264.3 Mis 0.349 | 470 c.1703C>T p-Pro568Leu D ProD D D D
XPSPACO5F0_CBC_XB00050 | 10:104268985 | C/T SUFU NM 016169.3 Mis 0.324 | 414 c.242C>T p-Ser81Phe D B D D N
XPSPACOSFO_CBC_XB00050 | 13:32912247 C/T BRCA2 NM_000059.3 Mis 0.292 | 308 c.3755C>T p.-Ser1252Phe | D B T T D
XPSPACO5F0_CBC_XB00050 | 15:91333978 C/T BLM NM_000057.3 LoF |0.275 | 305 ¢.2923C>T p-GIn975Ter NA |[NA D D NA
XPSPACO5F0_CBC_XB00050 | 17:7578550 G/A TP53 NM_000546.5 Mis 0.352 | 383 c.380C>T p.Ser127Phe D ProD D D D
XPSPACO5F0_CBC_XB00050 | 1:17721574 C/T PADI6 NM_207421.4 Mis 0.42 |370 c.1465C>T p-Pro489Ser NA | ProD NA D NA
XPSPACO5F0_CBC_XB00050 | 6:30918963 C/T DPCRI NM_080870.3 Mis 0.284 | 486 c.2722C>T p-Pro908Ser NA | ProD T T N
XPSPAC32F0_CBC_XB00069 | 1:152285188 G/A FLG NM_002016.1 Mis 0.194 | 657 c.2174C>T p-Thr7251le T B T T N
XPSPAC32F0_CBC_XB00069 | 1:214625164 G/A PTPN14 NM_005401.4 LoF ]0.261 | 791 c.328C>T p-Glnl110Ter NA |[NA D D NA
XPSPAC32F0_CBC_XB00069 | 2:16082374 C/T MYCN NM_005378.5 Mis 0.264 | 516 c.188C>T p.Pro63Leu D ProD D D D
XPSPAC32F0_CBC_XB00069 | 2:179411756 C/T TTN NM._001267550.2 | Mis 0.253 | 575 c.94496G>A | p.Arg31499Lys | T ProD D D N
XPSPAC32F0_CBC_XB00069 | 3:142257418 G/A ATR NM 001184.3 Mis 0.173 | 602 c.3631C>T p.Leul211Phe |D ProD D D D
XPSPAC32F0_CBC_XB00069 | 5:112173828 C/T APC NM_000038.5 Mis 0.226 | 667 c.2537C>T p-Ser846Phe D PoD D D N
XPSPAC32F0_CBC_XB00069 | 7:21934529 G/A DNAHI11 NM 001277115.1 | Mis 0.263 | 475 c.12961G>A | p.Glu4321Lys | D PoD D D D
XPSPAC32F0_CBC_XB00069 | 13:32914451 C/T BRCA2 NM_000059.3 LoF ]0.207 | 643 c.5959C>T p.GIn1987Ter | NA |NA D D NA
XPSPAC32F0_CBC_XB00069 | 17:37866080 C/T ERBB2 NM_004448.3 Mis 0.247 | 667 c.589C>T p-Prol197Ser T B D T N
XPSPAC32F0_CBC_XB00069 | 17:37866081 C/T ERBB2 NM_004448.3 Mis 0.246 | 672 c.590C>T p-Prol97Leu D B D D D
XPSPAC32F0_CBC_XB00069 | 17:38556609 G/A TOP24 NM_001067.3 Mis 0.221 | 757 c.2852C>T p-Pro951Leu D B D D D
XPSPAC32F0_CBC_XB00071 | 1:152278714 C/T FLG NM _002016.1 Mis 033 |814 c.8648G>A p-Arg2883Lys | T B T T N
XPSPAC32F0_CBC_XB00071 | 1:152279003 G/A FLG NM_002016.1 Mis 0.33 | 885 c.8359C>T p-Arg2787Cys | D B T T N
XPSPAC32F0_CBC_XB00071 | 1:152285066 C/T FLG NM_002016.1 Mis 0.335 | 911 c.2296G>A p-Gly766Arg T B T T D
XPSPAC32F0_CBC_XB00071 | 2:179433994 C/T TTN NM_001267550.2 | LoF | 0.267 | 918 c.76865G>A | p.Trp25622Ter | NA | NA D D NA
XPSPAC32F0_CBC_XB00071 | 2:179440037 C/T TTN NM_001267550.2 | Mis 0.249 | 897 c.70822G>A | p.Val23608Met | D ProD D D N
XPSPAC32F0_CBC_XB00071 | 2:179466234 C/T TTN NM _001267550.2 | Mis 0.309 | 889 c.55490G>A | p.Argl8497Lys | T B T D N
XPSPAC32F0_CBC_XB00071 | 2:179587584 C/T TTN NM_001267550.2 | Mis 0.261 | 886 c.22042G>A | p.Gly7348Arg | D ProD D D D
XPSPAC32F0_CBC_XB00071 | 2:179596585 C/T TTN NM _001267550.2 | Mis 0.302 | 905 c.17017G>A | p.Asp5673Asn | T B D D N
XPSPAC32F0_CBC_XB00071 | 2:179612842 G/A TTN NM_133379.4 Mis 0.259 | 895 c.14285C>T | p.Ser4762Phe | T B D T N
XPSPAC32F0_CBC_XB00071 | 2:179635171 C/T TTN NM 133379.4 Mis 0.232 | 792 c.8348G>A p-Arg2783Lys | T B T T N
XPSPAC32F0_CBC_XB00071 | 3:142280112 G/A ATR NM 001184.3 Mis 0.257 | 907 c.1322C>T p-Ser441Phe T B T T N
XPSPAC32F0_CBC_XB00071 | 4:55948737 G/A KDR NM_002253.2 Mis 0.246 | 853 c.3728C>T p.Prol243Leu | T ProD D D D
XPSPAC32F0_CBC_XB00071 | 4:55962473 G/A KDR NM_002253.2 Mis 0.27 | 858 c.2651C>T p-Ser884Phe D ProD D D D
XPSPAC32F0_CBC _XB00071 | 4:114254262 G/A ANK2 NM 001148.4 Mis 0.256 | 883 c.3277G>A p.Glul093Lys | D ProD D D D
XPSPAC32F0_CBC_XB00071 | 4:114278492 G/A ANK2 NM _001148.4 Mis 0.255 | 929 c.8718G>A p-Met29061le T B T T N
XPSPAC32F0_CBC_XB00071 | 4:175580319 C/T GLRA3 NM_006529.3 LoF ]0.216 | 636 c.957G>A p.Trp319Ter NA |NA D D NA
XPSPAC32F0_CBC_XB00071 | 4:175580320 C/T GLRA3 NM_006529.3 LoF ]0.218 | 629 c.956G>A p.Trp319Ter NA | NA D D NA
XPSPAC32F0_CBC_XB00071 | 5:1320797 G/A CLPTMIL | NM 030782.4 Mis 0.241 | 725 c.1466C>T p-Pro489Leu D ProD D D D
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XPSPAC32F0_CBC_XB00071 | 5:40976851 G/A Cc7 NM_000587.3 LoF ]0.282 | 882 c.2075-1G>A | NA NA | NA D D NA
XPSPAC32F0_CBC_XB00071 | 5:112154790 C/T APC NM_000038.5 Mis 0.241 | 896 c.1061C>T p-Pro354Leu D ProD D D D
XPSPAC32F0_CBC_XB00071 | 5:140481666 G/A PCDHB3 NM_018937.4 Mis 0.283 | 665 c.1433G>A p-Arg478Lys T B T T N
XPSPAC32F0_CBC_XB00071 | 5:140482361 G/A PCDHB3 NM 018937.4 Mis 0.266 | 541 c.2128G>A p-Ala710Thr D B T T D
XPSPAC32F0_CBC_XB00071 | 6:150023019 G/A LATS1 NM_004690.3 LoF |0.271 [ 927 c.244C>T p.Arg82Ter NA [ NA D D NA
XPSPAC32F0_CBC_XB00071 | 7:1519199 G/A INTS1 NM_001080453.2 | Mis 0.278 | 319 c.4196C>T p.Prol399Leu | T B T D N
XPSPAC32F0_CBC_XB00071 | 7:1519200 G/A INTS1 NM _001080453.2 | Mis 0.276 | 315 c.4195C>T p-Pro1399Ser T B T T N
XPSPAC32F0_CBC_XB00071 | 7:6426892 C/T RACI NM_018890.3 Mis 0.139 | 835 c.85C>T p-Pro29Ser D PoD D D D
XPSPAC32F0_CBC_XB00071 | 7:6426893 C/T RACI NM 018890.3 Mis 0.131 | 835 c.86C>T p-Pro29Leu D ProD D D D
XPSPAC32F0_CBC _XB00071 | 7:21721168 C/T DNAHI11 NM_001277115.1 | Mis 0.294 | 561 c.5333C>T p.Ser1778Phe | D PoD D D D
XPSPAC32F0_CBC_XB00071 | 7:128846398 C/T SMO NM_005631.4 Mis 0.248 | 763 c.1234C>T p-Leu412Phe T ProD D D D
XPSPAC32F0_CBC_XB00071 | 9:98209294 G/A PTCHI NM _000264.3 Mis 0.329 | 913 c.4244C>T p.Prol415Leu | D ProD D D N
XPSPAC32F0_CBC_XB00071 | 9:139390786 G/A NOTCHI NM _017617.4 Mis 0.267 | 610 c.7405C>T p-Pro2469Ser T PoD D D N
XPSPAC32F0_CBC_XB00071 | 9:139391908 G/A NOTCHI NM 017617.4 Mis 0.228 | 694 c.6283C>T p-Arg2095Cys | D ProD D D D
XPSPAC32F0_CBC _XB00071 | 12:129559218 | C/T TMEMI32D | NM_133448.2 LoF ]0.294 [ 879 ¢.2502G>A p.Trp834Ter NA [ NA D T NA
XPSPAC32F0_CBC_XB00071 | 12:133202759 | G/A POLE NM_006231.3 Mis 0.249 | 869 c.6475C>T p-Arg2159Cys | D B D D D
XPSPAC32F0_CBC_XB00071 | 18:50592432 G/A DCC NM_005215.3 Mis 0.274 | 825 c.1157G>A p-Arg386Gln T B D D N
XPSPAC32F0_CBC_XB00071 | 22:36708219 G/A MYHY NM_002473.5 Mis 0.073 | 675 c.1603C>T p-Pro535Ser D ProD D D D
XPSPAC32F0_CBC_XB00071 | 20:20033169 G/A CRNKLI NM 016652.5 Mis 0.256 | 905 c.301C>T p-His101Tyr D PoD D T N
XPSPAC32F0_CBC_XB00072 | 1:17715305 G/A PADI6 NM_207421.4 Mis 0.17 | 606 c.892G>A p-Val298Met NA | ProD NA D NA
XPSPAC32F0_CBC_XB00072 | 1:120458194 G/A NOTCH?2 NM_024408.3 Mis 0.171 | 656 c.7151C>T p-Pro2384Leu | T ProD D D N
XPSPAC32F0_CBC _XB00072 | 1:120491722 G/A NOTCH2 NM_024408.3 Mis 0.094 | 662 c.2507C>T p.Pro836Leu D ProD D D D
XPSPAC32F0_CBC_XB00072 | 1:152286205 G/A FLG NM_002016.1 Mis 0.165 | 654 c.1157C>T p-Ser386Phe D ProD T T D
XPSPAC32F0_CBC_XB00072 | 1:214557885 G/A PTPN14 NM_005401.4 Mis 0.171 | 610 c.1313C>T p-Ser438Leu D ProD D D D
XPSPAC32F0_CBC_XB00072 | 2:179400748 C/T TTN NM_001267550.2 | Mis 0.128 | 602 c.100726G>A | p.Gly33576Arg | T ProD D D D
XPSPAC32F0_CBC_XB00072 | 2:179403498 C/T TTN NM _001267550.2 | Mis 0.137 | 627 c.99058G>A | p.Glu33020Lys | T PoD D D D
XPSPAC32F0_CBC_XB00072 | 2:179403499 C/T TTN NM_001267550.2 | LoF | 0.137 | 628 c.99057G>A | p.Trp33019Ter | NA | NA D D NA
XPSPAC32F0_CBC_XB00072 | 2:179423271 C/T TTN NM_001267550.2 | Mis 0.17 | 671 c.86915G>A | p.Ser28972Asn | D ProD D D D
XPSPAC32F0_CBC_XB00072 | 2:179424995 C/T TTN NM _001267550.2 | Mis 0.166 | 718 c.85864G>A | p.Glu28622Lys | D ProD D D D
XPSPAC32F0_CBC_XB00072 | 2:179431418 C/T TTN NM_001267550.2 | Mis 0.158 | 632 c.79441G>A | p.Ala26481Thr | D ProD D D D
XPSPAC32F0_CBC_XB00072 | 2:179441692 C/T TTN NM _001267550.2 | Mis 0.152 | 678 c.69370G>A | p.Glu23124Lys | T PoD D D D
XPSPAC32F0_CBC_XB00072 | 2:179454870 C/T TTN NM_001267550.2 | Mis 0.148 | 705 c.61582G>A | p.Asp20528Asn | T B D D N
XPSPAC32F0_CBC_XB00072 | 2:179500879 C/T TTN NM _001267550.2 | Mis 0.146 | 637 c.41419G>A | p.Glul3807Lys | D PoD D D D
XPSPAC32F0_CBC_XB00072 | 2:179501193 C/T TTN NM_001267550.2 | Mis 0.126 | 627 c.41261G>A | p.Glyl13754Asp | D ProD D D D
XPSPAC32F0_CBC_XB00072 | 2:179501194 C/T TTN NM_001267550.2 | Mis 0.127 | 630 c.41260G>A | p.Gly13754Ser | T ProD D D D
XPSPAC32F0_CBC_XB00072 | 4:114288817 C/T ANK2 NM 001148.4 Mis 0.116 | 654 c.11128C>T | p.Pro3710Ser D ProD D D D
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XPSPAC32F0_CBC_XB00072 | 4:114288818 C/T ANK2 NM_001148.4 Mis 0.117 | 653 c.11129C>T | p.Pro3710Leu | D ProD D D D
XPSPAC32F0_CBC_XB00072 | 5:112155038 C/T APC NM_000038.5 Mis 0.125 | 607 c.1309C>T p-Pro437Ser D B D D N
XPSPAC32F0_CBC_XB00072 | 5:112155039 C/T APC NM_000038.5 Mis 0.125 | 601 c.1310C>T p-Pro437Leu D B D D D
XPSPAC32F0_CBC_XB00072 | 5:112174995 C/T APC NM_000038.5 Mis 0.134 | 648 c.3704C>T p-Serl1235Phe | D PoD D D N
XPSPAC32F0_CBC_XB00072 | 6:30918072 G/A DPCRI NM_080870.3 Mis 0.112 | 730 c.1831G>A p-Ala611Thr NA |B T T N
XPSPAC32F0_CBC_XB00072 | 6:30919725 G/A DPCRI NM_080870.3 Mis 0.131 | 680 c.3484G>A p-Valll62lle NA | PoD T T N
XPSPAC32F0_CBC_XB00072 | 6:30920880 C/T DPCRI NM_080870.3 Mis 0.155 | 656 c.4168C>T p-Prol1390Ser | NA | PoD T T N
XPSPAC32F0_CBC_XB00072 | 6:150004339 G/A LATSI NM_004690.3 Mis 0.137 | 714 c.1886C>T p-Ser629Phe D ProD D D D
XPSPAC32F0_CBC_XB00072 | 7:1513285 C/G INTS1 NM_001080453.2 | Mis 0.135 | 615 c.5874G>C p-Lys1958Asn | D PoD D D D
XPSPAC32F0_CBC_XB00072 | 13:32900697 C/T BRCA2 NM_000059.3 Mis 0.102 | 637 c.578C>T p-Ser193Phe D ProD D D N
XPSPAC32F0_CBC_XB00072 | 15:28369277 G/A HERC2 NM._004667.5 Mis 0.153 | 630 c.13094C>T | p.Pro4365Leu | D PoD D D D
XPSPAC32F0_CBC_XB00072 | 15:28493739 A/G HERC2 NM_004667.5 Mis 0.128 | 615 c.3194T>C p-Leul065Pro | D B D D D
XPSPAC32F0_CBC_XB00072 | 17:41243835 G/A BRCAI NM_007294.3 Mis 0.123 | 642 c.3713C>T p.Prol238Leu | D B T T N

Legenda: (Ref/Alt) Nucleotideo referéncia e nucleotideo alterado; (VAF) Frequéncia alélica da variante; (Mis) Missense; (LoF) Perda de funcio; (PoD) Possivelmente deletéria;
(ProD) Provavelmente deletéria; (B) Benigna; (D) Deletéria; (T) Tolerada; (N) Neutra; (NA) Nao se aplica.




