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Resumo

Epidermélise Bolhosa representa um grupo heterogéneo de patologias genéticas que causam bolhas e
cortes em resposta ao minimo trauma mecanico na pele. As vérias formas de Epidermélise Bolhosa podem
ser agrupadas em trés tipos principais; Epidermdlise Bolhosa Simplex, Epidermdlise Bolhosa Distréfica
(forma dominante ou recessiva) e Epidermdlise Bolhosa Juncional. Esta condi¢do pode variar de relativa-
mente leve, a uma doenca incapacitante e, as vezes, fatal. Epidermdélise Bolhosa Distréfica é a forma mais
grave deste grupo de doencas, apresentando uma freqiiéncia estimada de 1: 35.000 nascidos vivos na
populacdo mundial. Epidermdlise Bolhosa Distréfica € uma doenca genética herdada causada por muta-
¢cdes que afetam a funcéo correta do gene do colageno tipo VII (COL7AL). Este gene codifica para uma
proteina que da forma as microestruturas responsaveis por manter as camadas da pele unidas. Alteraces
neste gene resultam na adesdo defeituosa e na formacao das bolhas. Pesquisas no gene COL7A1 conclui-
ram que cada paciente tem sua prépria mutacdo genética, freqiientemente tendo como resultado um
fendtipo clinico variavel. Neste trabalho, nés descrevemos o diagndstico clinico e os achados moleculares
de uma paciente brasileira.
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Abstract

Epidermolysis Bullosa is a group of genetic disorders causing blistering and shearing of the skin from even
the gentlest friction, often from everyday activities. The various forms of Epidermolysis Bullosa can be
grouped into three main types: Simplex Epidermolysis Bullosa, Dystrophic Epidermolysis Bullosa (dominant
or recessive form) and Junctional Epidermolysis Bullosa. This condition can vary from a relatively mild to
an incapacitating, and sometimes fatal, disorder. Dystrophic Epidermolysis Bullosa is the severe form of
Epidermolysis Bullosa affecting 1 in 35,000 live births over the world’s population. Dystrophic Epidermolysis
Bullosa is an inherited genetic disorder caused by mutations affecting the correct function of the collagen
type VII gene (COL7AL). This gene encodes for a protein forming microstructures, responsible for keeping
the layers of the skin together. Defects in the gene, result in defective adhesion and in the formation of
blisters. Research into COL7A1 has concluded that patients have their own genetic mutation, often resulting
in variable clinical phenotype. In this paper we describe the clinical diagnosis and the molecular findings of
a Brazilian patient.
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Introducéo

Epidermdlise Bolhosa (EB) representa um
grupo heterogéneo de patologias mechano-
bulosos, com severidade clinica altamente varia-
vel, podendo apresentar heranga autossomica
recessiva ou autossémica dominante (FINE et al.,
1991; CHRISTIANO et al., 1996). A EB é dividida
tradicionalmente em trés grandes categorias base-
adas no nivel de separagdo do tecido dentro da
zona da membrana basal (BMZ) (UITTO;
CHRISTIANO, 1992). Na forma simples (EBS), a
separacdo do tecido ocorre dentro dos
queratindcitos basais no lado epidérmico da mem-
brana basal; na forma juncional (EBJ), a formacéo
da bolha ocorre dentro da membrana licida do
lado dérmico-epidérmico basal proprio da lamina;
e na forma distréfica grave (EBD), a segmentacgéo
do tecido ocorre no lado dérmico da BMZ cuténea
(PULKKINEN; UITTO, 1999).

O progresso na definicdo da base
molecular de diversas formas da EB ¢é ilustrado
melhor pelas variantes distréficas de EB (EBD),
um subgrupo da doenca que possui padrdo de
heranca autossémico recessivo ou autossémico
dominante (UITTO; CHRISTIANO, 1994).

A epidermélise bolhosa distréfica € cau-
sada por mutacdes no gene do coldgeno tipo VIl
humano (COL7A1). A organizacdo de intron/exon
de COL7Al demonstra ter 118 éxons, maior nu-
mero de exons do que qualquer gene previamen-
te descrito. O COL7A1 tem 31.132 pb, do local do
inicio da transcricdo ao local da poliadenilacédo, é
aproximadamente trés vezes o tamanho do mRNA
do colageno tipo VII. Os introns do COL7A1 séo
pequenos, sendo que o menor destes tem somen-
te 71 nucleotideos, é o menor intron ja relatado
em um gene do coldgeno, e somente um intron
do COL7A1 tem mais de 1 kb de comprimento.
Todos os éxons na regido codificante da tripla hé-
lice do COL7A1 que ndo comegam com as sequén-
cias que correspondem as imperfeigbes da tripla
hélice, comecam com codons de residuos de Gli
da repeticdo Gli-X-Y. Isto é remanescente da es-
trutura fibrilar dos genes do coldgeno. Além disso,
a regido codificante da tripla hélice do COL7A1
contém muitos éxons de tamanhos recorrentes (por
exemplo, 25 éxons possuem 36 bp, 12 éxons pos-
suem 45 bp, 8 éxons possuem 63 bp), sugerindo
uma origem evolutiva distinta dos genes néo-
fibrilares do colageno. Seqiiéncias da por¢do 5' do

COL7A1 sdo apresentadas junto com uma sequén-
cia intergénica, de 3766 pb, que separa COL7A1
do gene subsequente, o qual codifica a proteina |
do complexo do citocromo bcl. A regido do
promoter COL7A1 apresenta auséncia de
homologia com regides promotoras de outros genes
expressados na pele (CHRISTIANO et al., 1994a).

A posicado genbmica do gene do colageno
tipo VIl (COL7A1) foi determinada por hibridacao
cromossdmica in situ com o DNA K-131. Os resul-
tados mapearam o gene COL7ALl no locus 3p21
(PARENTE et al., 1991). O colageno de tipo VII foi
identificado como o componente de proteina de
ancoramento de fibrilas em 1986 (BURGESON,
1993). MutacBes neste gene foram relatadas pri-
meiramente em 1993 (Christiano, 1993; Hilal, 1993),
sendo que em 1999, 172 mutag¢des tinham sido
relatadas (WHITTOCK et al., 1999).

O colageno de tipo VII é o principal com-
ponente coladgeno de ancoramento das fibrilas,
estruturas acessorias que estabilizam a associa¢ao
da membrana basal cutanea a derme subjacente.
Ele é expresso tanto por queratinécitos epidérmico
quanto por fibroblastos dérmicos (GRAS et al.,
2001).

Ambas as formas, autossémicas dominan-
tes e recessivas de EBD sdo causadas por muta-
¢cbes no gene COL7A1 (HOREV et al., 2003;
WOODLEY et al., 2003).

O local e a natureza das mutagdes deter-
minam o fenaotipo clinico que varia extensamente
de uma doenca relativamente leve, herdado tipi-
camente por heranga autossémica dominante, a
uma condigdo grave de mutilagdo herdada por
heranga autossomica recessiva (HOREV et al.,
2003).

As BMZ dos pacientes com EBD séao ca-
racterizadas pela falta ou pela diminuicdo do
ancoramento das fibrilas (BRIGGAMAN;
WHEEKER, 1975). Anormalidades neste
ancoramento de fibrilas tém sido observado ao
microscopio de eletrénico de transmissao, as quais
podem morfologicamente ser alteradas, reduzidas
em ndmero ou inteiramente ausente nos pacien-
tes afetados com EBD (TIDMAN; EADY, 1985;
MACGRATH et al., 1993).

Apesar de existirem duas formas de
epidermolise bolhosa, uma dominante e uma
recessiva, ambas ocorrem devido a mutacBes no
mesmo gene e é provavel que as muta¢des com
expressdes heterozigoticas produzam uma mudan-

26 Revista Estudos de Biologia, v.26,n.57, p.25-30, out./dez.2004



Epidermélise bolhosa distréfica: relato de um caso brasileiro

ca no produto do gene que causa o suicidio da
proteina. Por outro lado, as mutacBes recessivas
podem causar uma mudanca no produto do gene
de tal natureza que todo o produto do gene deve
ser do tipo mutante para que o fenotipo seja ex-
presso (OMIM * 120120).

O quadro clinico da EBD dominante va-
ria de um fendtipo mais leve, expresso por bolhas
localizadas em pontos de trauma até o0 mais grave,
em que ocorrem bolhas generalizadas e subsequen-
temente cicatrizagdo (DAS; SAHOO, 2004). Na EBD
dominante, todas as mutacdes relatadas até agora
resultam em substituicdo de glicina na regido tri-
plo-helicoidal (CHRISTIANO et al., 1996).

A maioria dos pacientes com EBD
recessiva é heterozigota composta, portadora de
duas mutagOes diferentes no gene COL7A1, como
mostrado por analises de mutagédo Uitto et al. (1994)
e estudos haplotipicos (WINBERG et al., 1997). Em
mutilacBes severas da EBD, ambas as mutacdes
resultam freqientemente em PTC, niveis baixos
de mRNA e falta da proteina do coladgeno VIl na
pele (CHRISTIANO et al., 1994b).

Além da pele e do sistema musculoes-
guelético, uma variedade de outros drgdos pode
estar afetada nos pacientes com o EBD, especial-
mente aqueles com forma recessiva da EBD. Além
de bolhas, outras doengas de pele, como neoplasma
cutaneo, eczema, dermatite atdpica e alergias séo
observadas em pacientes com EBD. Os 6rgaos mais
comumente afetados em pacientes com EBD séo
os dentes, o trato gastrintestinal, o trato respirato-
rio superior, o trato geniturinério, os olhos e o sis-
tema cardiovascular (DAS; SAHOO, 2004).

A Epidermolise Bolhosa Recessiva tipo
Hallopeau-Siemens (HS-REBD) ocorre geralmen-
te devido a presenca de mutacdes que conduzem
a um PTC em ambos os alelos, o que resulta na
auséncia de COLVII e ancoramento de fibrilas na
juncdo dérmica/epidérmica da pele do paciente.
As formas mais leves da Epidermolise Bolhosa
Recessiva conhecida como sendo tipo néo-
Hallopeau-Siemens (nHS-REBD) derivam de com-
binacdes de tipos diferentes de mutacdes (PTC,
missense, splicing) conduzindo a expressao altera-
da, mas parcialmente funcional, das moléculas de
COLVII e ancoramento de fibrilas. As manifesta-
¢Oes varidveis da doenca dependem completamen-
te da segunda mutacdo (GARDELLA et al., 2002).

Neste artigo, nds apresentamos o caso de
uma paciente brasileira com caracteristicas clini-

cas sugestivas de EBD e confirmacao diagndstica
por meio de rastreamento de mutacdes no gene.

Relato de Caso

A paciente brasileira T.V., do sexo femi-
nino, oito anos de idade, foi encaminhada ao Hos-
pital de Clinicas com 21 dias de idade, apresentan-
do historia de bolhas nos membros e de auséncia
de pele no ter¢o inferior da perna e no pé. Nao ha
nenhuma histéria similar da doenga em sua fami-
lia. Foram observadas bolhas de tamanhos dife-
rentes nos bragos, nos pés e no tronco. T.V. apre-
sentou também &reas brilhantes vermelhas no ter-
co inferior da perna e do pé e reducdo do diame-
tro da perna com atrofia dos dedos.

Com sete meses, além das bolhas, apre-
sentou distrofia da 1.2 e 2.2 unhas das méos. Apds
tratamento apropriado, o ferimento no terco infe-
rior da perna esquerda apresentou acentuada me-
Ihora com aumento do didametro da perna e maior
mobilidade dos dedos.

Na evolucéo, apresentou algumas infec-
¢cdes secundarias, dificuldade de degluticdo, sen-
do encaminhada para orientacéo gastroenterolégica
e mais tarde para a corre¢do das aderéncias e da
posicdo viciosa do dedo. Neste momento, foi
diagnosticada com EBD.

Sua primeira consulta com um geneticista
foi aos seis anos de idade, quando foi
diagnosticada com EBD recessivo, uma vez que
ambos os pais sdo normais e ndo ha nenhum outro
membro afetado da familia. Foram realizadas ana-
lises moleculares, na regido COL7Al do gene, e a
mutacdo Q2417X (Whittock et al., 1999) foi en-
contrada no gene do colageno VII, confirmando
o diagnéstico. A segunda mutacdo nao foi en-
contrada até a presente data. A analise molecular
foi realizada no Departamento de Dermatologia
e Biologia Cutanea da Universidade de Thomas
Jefferson, usando a seguinte metodologia: PCR
para amplificar todos os 118 éxons do COL7Al e
analise dos heteroduplexes por dHPLC
(denaturing  high-performance liquid
chromatography, cromatografia liquida
desnaturante de alta performance) para identifi-
car anormalidades. Além disso, foi realizado
sequienciamento para confirmar mutacdes.
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Discussao

A Epidermdlise Bolhosa (EB) é um gru-
po heterogéneo de doencas bolhosas heredita-
rias que podem potencialmente apresentar risco
de morte a recém-nascidos e criancas. O diag-
nostico exato em recém-nascidos pode ser difi-
cil e depende de uma combinacdo de técnicas
clinicas, histolégicas e moleculares (DAS;
SAHOO, 2004).

A investigacdo molecular cuidadosa de
EBD recessiva tem implicacOes importantes para o
aconselhamento genético e para o desenvolvimento
de correcdo genética. Estes resultados permitem o
diagnostico pré-natal em familias de risco (aque-
las que tm ao menos uma crianga afetada). O
teste baseado na busca de mutacdes no DNA fetal
pode ser executado a partir da 102 semana de ges-
tacdo. A identificacdo precisa das mutacdes permi-
te também a definicdo da terapia génica especifica
para a alteracdo em questdo. O conhecimento da
consequéncia das mutacdes a nivel protéico
(detectavel contra a proteina ndo detectavel) tam-
bém é importante para definir a metodologia de
terapia génica a ser utilizada, a fim de restaurar a
expressao normal introduzindo uma cépia do gene
normal do colageno VII em células epidérmicas
(HOVNANIAN, 2001).

A auséncia de outros membros da familia
afetados nédo estabelece, por si s6, 0 modo de trans-
missao como autossémico recessivo, porque a iden-
tificacdo de pessoas afetadas aparentemente isola-
das pode também ser o resultado de uma mutagao
espontanea ou de penetréncia incompleta de uma
caracteristica autossdmica dominante (DAS;
SAHOO, 2004).

Embora somente um namero limitado de
mutacdes seja conhecido, € grande a
heterogeneidade molecular do EBD, sendo que a
combinagdo de duas mutacdes diferentes leva a
diferentes consequéncias nos polimeros do
colageno VII, os quais sdo relacionadas as grandes
variedades de fendétipos bioldgicas e clinicas. Nes-
te contexto, determinadas situa¢des mais simples
podem ser preditas: as muta¢des que conduzem a
duas terminagdes prematuras do codon (PTC) da
tradugdo causam um fendtipo severo de mutila-
¢do; um PTC em combinagdo com uma outra mu-
tacdo pode causar um fenétipo grave ou leve de
EBD, dependendo da segunda mutacdo (WINBERG
et al., 1997).

Como ainda ndo foi detectada a segunda
mutacdo no gene do colageno tipo VII, ndo pode-
mos afirmar que o fendtipo de T.V. € apresentado
somente por causa do produto da mutacdo de
Q2417X.

Este trabalho ressalta a importéncia da
caracterizacdo molecular completa (triagem das
mutacdes), tanto para melhor definir a correlacdo
gendtipo/fenétipo, como para possibilitar um
aconselhamento genético e um progndstico mais
acurado.
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