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RELATO DE CASO
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RESUMO

0 termo “epidermélise bolhosa” descreve um grupo de afecces cuténeas causadas por mutacdes
em genes que codificam proteinas relacionadas a aderéncia dermoepidérmica. Nos Estados
Unidos, estima-se a ocorréncia de 50 casos de epidermolise bolhosa por 1 milhdo de nascidos
vivos, sendo 92% deles da forma simples, 5% da forma distréfica, 1% da forma juncional e 2% nao
classificados. A epidermdlise bolhosa do tipo distréfica foi associada a padroes autossomicos,
dominante e recessivo. A epidermélise bolhosa causa sérios impactos psicolégicos, econdmicos
e sociais, e ndo hé tratamento curativo atualmente — apenas controle dos sintomas. A selegéo
embriondria é disponivel para portadores de epidermdlise bolhosa, a fim de evitar a perpetuacéo
da condigdo em seus descendentes.

Descritores: Epidermoélise bolhosa distréfica; Colageno tipo VII; Membrana basal; Hereditariedade;
Aconselhamento genético

ABSTRACT

Epidermolysis bullosa describes a group of skin conditions caused by mutations in genes encoding
proteins related to dermal-epidermal adhesion. In the United States, 50 cases of epidermolysis
bullosa per 1 million live births are estimated, 92% of which classified as simplex, 5% dystrophic, 1%
junctional and 2% non-classified. Dystrophic epidermolysis bullosa is associated with autosomal,
dominant and recessive inheritance. Epidermolysis bullosa causes severe psychological, economic
and social impacts, and there is currently no curative therapy, only symptom control. Embryonic
selection is available for epidermolysis bullosa patients in order to prevent perpetuation of the
condition in their offspring.

Keywords: Epidermolysis bullosa dystrophica; Collagen type VII; Basement membrane; Heredity;
Genetic counseling

INTRODUGAO

O termo “epidermolise bolhosa” (EB) hereditaria compreende um conjunto
de afeccoes dermatoldgicas caracterizadas pelo aparecimento de dermatoses
mecanobolhosas em resposta ao trauma minimo, limitadas a pele e/ou as
mucosas.” Ha quatro categorias principais (simples, distréfica, juncional
e sindrome de Kindler) classificadas de acordo com o nivel de separagido do
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tecido na zona da membrana basal observado por mi-
croscopia de transmissao eletronica e mapeamento por
imunofluorescéncia indireta.>¥ Na forma simples, a
separacao ocorre nos queratindcitos basais; na forma
distréfica, a separacido ocorre na derme abaixo da la-
mina densa da zona de membrana basal (ZMB); e, na
forma juncional, a separacao ocorre na lamina licida
da ZMB.® Além disso, os subtipos de EB podem ser
classificados de acordo com o modo de transmissao, a
gravidade clinica e os achados moleculares.®

Variantes patogénicas em 20 diferentes genes que
causam mudanca na aderéncia entre os queratindcitos
ou na jun¢ao dermoepidérmica levam a heterogeneidade
genética e alélica observada em EB.® O grande espec-
tro fenotipico dos pacientes varia desde o envolvimento
cutaneo e extracutaneo grave, causado pela auséncia de
proteinas de adesdo (devido a mutacdes de perda de fun-
¢d0), até a fragilidade cutdnea moderada, causada por
defeitos moleculares mais simples, como a substitui¢ao
de aminoacidos.® Novos genes ¢ mecanismos associados
a condig¢do sao publicados regularmente.®

A EB simples (EBS) tem padrao de heranca au-
tossomico dominante na maior parte dos casos e ocorre
em consequéncia de variacoes em 14 genes diferentes,
sendo KRT14 e KRT5 responsaveis por 60 a 70% dos
casos de EBS. Os pacientes podem apresentar bolhas
localizadas, generalizadas, intermediarias ou graves.®
A forma recessiva da EBS é causada por mutacoes no
gene da plectina (PLEC).® A maioria dos casos reces-
sivos caracteriza-se por bolhas generalizadas e distrofia
muscular, com fraqueza muscular observada na primei-
ra década de vida.®

A EB distréfica (EBD) tem como caracteristica cli-
nica principal a presenca de bolhas tensas serosas ou
hemorragicas que evoluem para cicatrizes. Pode apre-
sentar padrao de heranga autossOmico recessivo ou a
forma autossomica dominante. Todas as formas estao
associadas a variagdoes no gene COL7A1, responsavel
pela codificacao do colageno tipo VIL.®)

Todas as formas de EB juncional (EBJ) sao her-
dadas de forma autossOmica recessiva. Sdo causadas
por variagoes nos genes LAMA3, LAMB3, LAMC2,
COLI17A1, ITGA6, ITGB4 ¢ ITGA3. O fendtipo varia
de acordo com o gene e as variagdes observadas.®

Na sindrome de Kindler, observam-se como carac-
teristicas fenotipicas bolhas localizadas ou generaliza-
das, poiquiloderma, fotossensibilidade e envolvimento
de membranas mucosas. E causada por variacoes no
gene FERMT1I, que codifica a proteina Kindlin-1, com
padrio de heranga autossomico recessivo.®

Assim, o diagnostico de EB é determinado por
andlise clinica e anatomopatoldgica. No entanto, para
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o aconselhamento genético reprodutivo e a realizacao
da investigacdo genética embriondria, € fundamental
conhecer a mutacio responsavel pela condicao e seu
padrao de heranca.

RELATO DE CASO

Paciente do sexo feminino, 28 anos, procurou aconse-
lhamento genético por diagndstico clinico de EB e de-
sejo de evitar a propagacao para seus descendentes. Re-
feriu pai e irma com a doencga e negou consanguinidade
entre os pais. Os trés apresentam historia de bolhas
recorrentes em maos e pés, precipitadas por trauma,
unhas distroficas, cicatrizes atréficas, lesoes em mucosa
e milia. Os pacientes ndo apresentavam envolvimento
oftalmoldgico, gastrintestinal ou fusido de dedos.

Foram solicitados sequenciamento dos genes KRTS5
e KRT14 (associados a forma simples) pela metodolo-
gia de Sanger, bidpsia das lesoes e investiga¢ao anato-
mopatoldgica. O conhecimento da mutagao especifica é
fundamental para a realizagdo da andlise genética em-
brionaria, chamada pré-implantation genetic diagnosis
(PGD) e atualmente denominada pré-implantation
genetic testing-monogenic (PGT-M).

Nao foram observadas variantes patogénicas nos
genes KRTS5 e KRTI4. A bidpsia mostrou anticorpos po-
sitivos contra antigeno penfigoide bolhoso, laminina-1 e
colagenos tipos IV e VII, sugerindo EBD. Foi realizado
o sequenciamento dos éxons 73 ao 76 do gene COL7A1,
pela metodologia de Sanger, que demonstrou a presen-
ca da variante patogénica c.6182G>A p.Gly2061Glu
(NM_000094) em heterozigose, confirmando o resulta-
do da biopsia. A pesquisa dos éxons 73 ao 76 do gene
COL7A1 foi realizada nos demais membros afetados da
familia, e a mesma variante patogénica foi observada
em heterozigose.

Foi realizado o estudo de ligacao da mutacao a mar-
cadores do tipo STR proximos a esta, para a realizagao
da andlise embriondria. O teste desenvolvido por um
laboratério externo é uma combinacio de estudo gené-
tico direto (por amplificagdo por reacao em cadeia da
polimerase — PCR — da sequéncia do COL7A1) e indi-
reto (amplificacdo por PCR dos marcadores polimorfi-
cos ligados ao gene COL7A1 — 5’: D3S1568, D3S3629,
D3S2384; 3: D3S1581, D3S2420 e D3S1767), utilizan-
do PCR multiplex fluorescente. A anélise de fragmen-
tos dos produtos de PCR foi realizada por eletroforese
capilar (EC) por meio do AB 3130 (ThermoFisher).

O casal foi submetido ao tratamento de reprodugao
assistida com injecdo intracitoplasmatica de esperma-
tozoides (ICSI). A estimulacido ovariana foi realizada
utilizando-se 200UI de hormonio foliculo-estimulante
(FSH) recombinante, a partir do segundo dia do ciclo
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menstrual. Quando o maior foliculo atingiu 14mm, foi
associado ao tratamento o antagonista do hormonio li-
berador de gonadotrofina (GnRH). Quando os folicu-
los maiores atingiram 17mm, uma dose de 5000IU de
gonadotrofina coridnica humana foi administrada, e 36
horas depois foi feita a captacdo de odcitos. Nos dois
ciclos, foram recuperados 15 odcitos maduros, que re-
sultaram em 4 embrides biopsiados e vitrificados (3 al-
cancaram o estagio de blastocisto em d5 e 1 em d6). As
bidpias realizadas foram criopreservadas e aguardam a
analise genética embriondria.

DISCUSSAO

O diagnéstico da EB € realizado a partir de achados
clinicos e laboratoriais, sendo a imuno-histoquimica
essencial para verificar o subtipo da doenca, pois cada
variante apresenta progndstico e riscos diferentes.©®

Clinicamente, a familia indicava ter a forma sim-
ples, visto que esta forma predominantemente apresen-
ta transmissao dominante e acomete maos, pés € muco-
sas. A analise imuno-histoquimica, porém, reclassificou
como forma distréfica, compativel com variacoes no
gene COL7AI, corroborando achados moleculares
(c.6182G>A). O padrao dominante de heranca e a me-
nor complexidade de apresentacdo clinica, que reme-
tiam a forma simples, complicaram a avaliacao.

O gene COL7A1 (gene ID: 1294), localizado em
3p21.3, codifica a cadeia alfa 1 do coldgeno 7, que, por
sua vez, ¢ composto por trés cadeias alfa idénticas, sen-
do o maior componente estrutural das fibrilas de anco-
ramento da jungdo dermoepidérmica. Variacdes neste
gene estao associadas a todas as formas de EBD. O c6-
don 2061 deste gene esta localizado em regiao altamen-
te conservada do dominio de tripla hélice. Analise pela
ferramenta in silico MutationTaster, que prediz o possi-
vel efeito da mutagdo na proteina, classificou-a como
patogénica. No entanto, esta mutaciao nao esta reporta-
da nem no ClinVar nem no EXAC. S6 ha um relato des-
ta variante no banco de dados HGMD®, que é o mes-
mo presente no registro internacional de pacientes com
EBD." Interessantemente, neste relato, o alelo variante
(6182A) foi observado em heterozigose composta com
outro alelo do gene COL7A1 (uma mutacao no intron
116 com potencial alteracao de splicing) e apresentagao
clinica mais grave.(”

E comum casais com histéria familiar de EB pro-
curarem avaliacdo pré-conceptiva. Neste contexto, o
PGT-M ¢ um procedimento seguro ¢ bem estabelecido
para evitar transmissibilidade de doengas hereditarias
graves, sendo alternativa ao diagndstico pré-natal e

interrupgao da gravidez. Ao identificar o tipo de EB, o
aconselhamento genético auxilia a esclarecer o padrao
de heranca na familia e orienta quanto ao risco de aco-
metimento da prole. Uma vez identificado, € possivel a
realizacdo do PGT-M, permitindo a selecao e a transfe-
réncia de embrioes livres das mutacoes.®

CONCLUSAO

Levando em consideracdo achados clinicos, andlise
imuno-histoquimica, sequenciamento génico e segrega-
¢ao alélica familiar, foi possivel reclassificar a epider-
molise bolhosa na variante distréfica com padrao de
heranca autossomico dominante, permitindo realizar
um diagndstico pré-implantacional, para selecionar em-
brioes livres da variante.
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