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RESUMO

Objetivos: Epidermdlise Bolhosa Congénita (EBC) é um grupo heterogéneo de
genodermatoses caracterizado por fragilidade da pele e mucosas que leva a formacdo de
bolhas e erosdes. Infecgdo € uma das principais complicaces associadas a doenca, e a sepse
permanece como importante causa de mortalidade entre os pacientes. Nosso objetivo neste
estudo foi investigar e analisar aspectos bacterioldgicos de colonizacdo dos pacientes com
EBC. Métodos: Realizamos um estudo transversal no Departamento de Dermatologia da
UFCSPA, que recrutou pacientes com EBC provenientes de diferentes regides do pais,
durante um periodo de dois anos. Dados clinicos foram coletados através de anamnese e
exame fisico/dermatolégico. A investigacdo bacteriolgica foi realizada em espécimes
clinicos coletados de cinco sitios corporais através de swabs. Presenca de Staphylococcus
aureus e Pseudomonas aeruginosa foi confirmada por testes bioquimicos. Isolados de S.
aureus foram adicionalmente investigados quanto a presenca dos genes nuc e mecA, através
da técnica de PCR, e quanto ao perfil de suscetibilidade antimicrobiana, através do método
disco difusdo. Resultados: Oitenta e nove pacientes com EBC foram incluidos no estudo. S.
aureus foi 0 agente mais frequentemente encontrado colonizando todos os sitios investigados,
com uma prevaléncia geral de 51,7%. Pacientes colonizados por S. aureus nas narinas e no
umbigo apresentaram um risco 3,4 vezes superior de também apresentar o agente nas lesdes
de pele. O gene mecA, que codifica resisténcia a meticilina, foi verificado em 24,7% de todos
os isolados de S. aureus (MRSA). A frequéncia de colonizacdo por MRSA entre nossos
pacientes foi 15,7%. Pseudomonas aeruginosa foi identificada em 9% da nossa amostra.
Conclus6es: Este foi o primeiro estudo brasileiro sobre colonizagdo microbiana em pacientes
com EBC. As altas taxas de colonizagdo pelo S. aureus e, em especial, pela sua variante

MRSA, reforcam a necessidade de se conhecer o perfil bacteriolégico dessa populacdo



especifica, para a instituicdo de tratamentos mais eficazes, com menor risco de cronificacdo
de feridas e de complicacdes infecciosas graves.
Palavras-chave: Epidermdlise Bolhosa Congénita; genodermatose; infeccdo; colonizag&o;

Staphylococcus aureus; resisténcia antimicrobiana.



ABSTRACT

Objective: Epidermolysis bullosa (EB) is a large heterogeneous group of genodermatosis
characterized by skin and mucosal fragility that leads to blister and erosion formation. One of
the most common complications of the disease is infection and sepsis still figures as an
important cause of death among this patients. Our aim was to investigate and analyze
bacteriological aspects of colonization of patients with EB in our country. Methods: We
conducted a cross-sectional study at the Department of Dermatology from UFCSPA,
recruiting patients with EB from different regions of Brazil, during a 2-year period. Clinical
data was obtained through anamnesis and physical/dermatological examination.
Bacteriological investigation was performed in clinical specimens collected through swabs
from 5 body sites. Presence of Staphylococcus aureus and Pseudomonas aeruginosa was
confirmed by biochemical tests. S. aureus isolates were further submitted to nuc and mecA
genes investigation by PCR assay and also to antimicrobial susceptibility analysis by disk
diffusion method. Results: Eighty-nine patients with EB were included in our study. S.
aureus was the most frequent agent founded colonizing all body sites, with an overall
prevalence of 51.7%. Patients with S. aureus colonization of the anterior nares and bellly
button had a 3.4 times higher risk of also having skin lesions colonized by the same agent.
The mecA gene was seen in 24.7% of all S. aureus isolates. Frequency of colonization by
MRSA among our patients was 15.7%. Pseudomonas aeruginosa was identified in 9% of our
sample. Conclusions: This was the first study on microbiological aspects of colonization of
EB patients in Brazil. The high colonization rates by S. aureus in this population, especially
by its MRSA variant, emphasize the importance of new medical approaches in order to

minimize risks of wound healing delay and life-threatening infections.



Keywords: Inherited epidermolysis bullosa; genodermatosis; infection; colonization;

Staphylococcus aureus; antimicrobial resistance.
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1 INTRODUCAO

A Epidermolise Bolhosa Congénita (EBC) ¢ um grupo de desordens cutaneas
geneticamente transmitidas, caracterizado por uma fragilidade mecénica da pele que leva a
formagao de bolhas esponténeas ou secundérias a pequenos traumas (FINE, 2010a; FINE;
MELLERIO, 2015; HAS; FISCHER, 2018).

A fragilidade cuténea, principal caracteristica da doenca, decorre de mutacfes em
genes de qualquer uma das proteinas estruturais da pele. Sdo elas as queratinas 5 e 14, a
transglutaminase 5, a laminina 332, o0s colagenos tipo VII e XVII, o antigeno do pénfigo
bolhoso 1, a plectina, a integrina alfa-6-beta-4, a kindlina-1, e 0s componentes desmossomais
placofilina-1, placoglobina e desmoplaquinas (FINE, 2016; FINE et al., 2014; HAS;
FISCHER, 2018).

A doenca pode se apresentar de quatro formas classicas, cada uma delas intimamente
relacionada ao tipo de mutacdo genética envolvida e as suas consequentes alteracdes
proteicas, podendo acometer a epiderme, a juncdo dermoepidérmica ou a derme superior
(FINE et al., 2014). Elas sdo denominadas Epidermdlise Bolhosa Simples (EBS),
Epidermolise Bolhosa Juncional (EBJ), Epidermolise Bolhosa Distréfica (EBD) e Sindrome
Kindler (FINE et al., 2008c; HAS; FISCHER, 2018).

Até o presente momento, mais de trinta entidades nosoldgicas foram descritas, todas
com caracteristicas genéticas e fenotipicas distintas. As subdivisdes clinicas sdo feitas de
acordo com o padrao de heranca apresentado, o tipo de mutacdo envolvido, a analise da
morfologia e distribuicdo das lesdes, o nivel de clivagem da bolha e a extensdo de
acometimento cutaneo e extracutaneo (BOEIRA et al., 2013; FINE, 2010a; FINE et al.,

2008c; HAS; FISCHER, 2018).
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Ha escassez de dados epidemiologicos sobre a frequéncia da doenca no Brasil. Nos
Estados Unidos, estima-se uma prevaléncia e incidéncia, respectivamente, de 11.07 e 19.57
por milhdo de nascidos vivos (FINE, 2016).

Com relacdo aos subtipos de EBC, as taxas de incidéncia por 1 milhdo de nascidos
vivos foram as seguintes: 7.87 para EBS, 2.68 para EBJ, 5.17 para EBD e 2.37 para subtipo
indeterminado. Ja as taxas de prevaléncia por 1 milhdo de nascidos vivos foram 6.0 para EBS,
0.5 para EBJ, 2.9 para EBD e 1.3 para subtipo indeterminado (FINE, 2016).

Apesar de rara, a EBC representa um sério problema social devido ao grande impacto
na vida dos pacientes e das suas familias. As condi¢des impostas pela doencga sdo capazes de
gerar sintomas fisicos limitantes, com prejuizo emocional, alteragdes comportamentais e
impasses econdmicos (FINE; MELLERIO, 2009a, 2009b; MARGARI et al., 2010).

O diagndstico é clinico e laboratorial, sendo a microscopia eletrdnica da bidpsia
cutanea e 0 mapeamento da membrana basal por imunofluorescéncia ambos considerados
padrdo-ouro para o diagnostico ndo molecular da EBC (FINE; MELLERIO, 2015). O
mapeamento da membrana basal por imunofluorescéncia também tem sido empregado na
classificacdo dos diferentes tipos de EBC. A subclassificacdo da doenca costuma ser realizada
através do acompanhamento clinico (avaliacdo fenotipica e modo de transmissdo), de
imunohistoquimica ou através de técnicas de biologia molecular para a detec¢do de mutacdes
especificas (FINE et al., 2008c, 2014; HAS; FISCHER, 2018; OLIVEIRA et al., 2010;
PETRONIUS et al., 2003; SAUNDERSON et al., 2019), e é de suma importancia para a sua
determinacdo prognostica. Atraves dela, é possivel identificar eventuais riscos de
manifestacdes extracutaneas graves como flictenas ou cicatrizes oculares, deformidades em
pés e maos, estenoses esofdgicas ou traqueolaringeas, complicacBes genitourinrias,

neoplasias e mortes prematuras por causas especificas (FINE et al., 2008c).
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A doenca estd associada a elevada morbidade e isso se deve, em grande parte, a
tendéncia a desenvolver erosdes e ulceragdes cronicas. Tal condicdo predispde o paciente a
indmeras complicagfes como infecgBes locais e sistémicas, atraso do crescimento e
desenvolvimento e surgimento de neoplasias cutaneas malignas, entre outras (FINE, 2010a;
FINE et al., 2004c, 2008a, 2008b, 2008d, FINE; MELLERIO, 2009a, 2009b, 2015).

Apesar das melhorias em relagcdo aos cuidados das lesdes e da maior disponibilidade
de antibidticos de amplo espectro, a sepse bacteriana permanece sendo uma das principais
causas de mortalidade infantil em pacientes com EBC, sendo mais observada nas suas formas
generalizadas (FINE et al., 2008b; MELLERIO, 2010).

Ha& poucos estudos cientificos acerca do perfil de colonizagdo microbiana das lesGes de
pacientes com EBC. Os agentes mais comumente identificados por eles foram Staphylococcus
species, Streptococcus species, Diptheroids, Pseudomonas aeruginosa e Candida sp. O uso
cronico de antibidticos pelos pacientes gera a preocupagdo de aumentar o risco de resisténcia
bacteriana e a dificuldade no manejo das complicacGes (BOEIRA et al., 2013; BRANDLING-
BENNETT; MOREL, 2010; FINE; MELLERIO, 2015; MELLERIO, 2010; SINGER et al.,
2018; VAN DER KOOI-POL et al., 2014). A elevada morbidade da doenca, associada ao
risco de sepse grave, torna imprescindivel a identificacdo dos agentes colonizadores nesse tipo
de paciente. A partir disso, é possivel o emprego de antibioticoterapia dirigida para a cura das
lesGes infectadas evitando-se, assim, a cronificacdo das mesmas e o elevado risco de infeccdes
sistémicas. Nesse sentido, a presente dissertacdo teve como objetivo a investigacdo do perfil

bacteriolégico de colonizacdo da pele de pacientes com diagnostico de EBC.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 DEFINICAO DE EPIDERMOLISE BOLHOSA CONGENITA

A Epidermolise Bolhosa Congénita € uma doenca rara, transmitida de forma genética
e caracterizada por diferentes niveis de fragilidade cutdnea que levam ao surgimento de
bolhas e demais complica¢fes de maneira espontanea ou apds traumas minimos (BOEIRA et
al.,, 2013; FINE, 2010a; FINE; MELLERIO, 2015; HAS; FISCHER, 2018; PAlI,

MARINKOVICH, 2002).

2.2 HISTORICO

Os primeiros registros da doenca datam de 1870, quando Ferdinand Von Hebra a
descreveu sob o nome de erblichen pemphifus (FINE et al., 1999). O seu nome atual foi
cunhado por Koebner, em 1886. As formas simples e distrofica foram reconhecidas por
Hallopeau, em 1898, enquanto a forma juncional somente foi identificada em 1935, por
Herlitz, que a nomeou EB letalis (FINE; MELLERIO, 2015).

Pouco se sabia sobre a patogénese e a classificacdo da doenca até que o uso da
microscopia eletrénica de transmissdo permitiu que Pearson, em 1962, pudesse caracterizar e
classificar de forma mais precisa cada um dos 3 subtipos principais de EBC existentes na
época, com base no nivel ultraestrutural de clivagem das bolhas (PEARSON, 1962).

As alteracOes proteicas envolvidas na génese da doenca somente foram aventadas na
década de 1980, apés a realizagdo de estudos com anticorpos monoclonais e policlonais, que

levou ao desenvolvimento da técnica de mapeamento por imunofluorescéncia. Através dela,
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observou-se que alguns subtipos de EBC poderiam ser identificados de acordo com as suas
caracteristicas antigénicas (HINTNER et al., 1981 apud FINE et al., 2008c).

A partir da década de 1990, iniciaram-se as pesquisas genéticas envolvendo a origem
da doenca. Elas levaram a descoberta da base molecular por trds de praticamente todos os
subtipos reconhecidos de EBC até a atualidade, com a identificacdo de alteragdes nos genes
responsaveis pela sintese das proteinas estruturais da pele (AUMAILLEY et al., 2006;
EPSTEIN, 1992; FINE; MELLERIO, 2015; PULKKINEN; UITTO, 1999; VARKI et al.,
2007).

Ap6s o Terceiro Consenso Internacional sobre Diagndstico e Classificacdo da
Epidermdlise Bolhosa Congénita, realizado em Viena, no ano de 2007, um quarto subtipo
principal da doenca foi adicionado a classificacdo: a Sindrome Kindler (FINE et al., 2008c).

Devido ao constante e crescente nimero de descobertas, um grupo de experts
mundiais se reuniu novamente em Londres, em junho de 2013, no intuito de revisar todos 0s
dados obtidos até aquele momento sobre a doenca. Durante essa, que ficou conhecida como a
quarta reunido internacional, foram analisados e reformulados os termos e regras para a
subclassificacdo adequada dos pacientes, mantendo-se o foco na origem molecular de cada

subtipo, sempre que possivel (FINE et al., 2014).

2.3 EPIDEMIOLOGIA

As estimativas para incidéncia e prevaléncia da EBC em nivel mundial tém sido
calculadas por técnicas bastante variadas dentre as diferentes populagdes, conferindo elevada
heterogeneidade de publicacbes (BOEIRA et al., 2013; FINE, 2016). Os estudos mais

rigorosos e melhor delineados foram realizados com base nos registros do National
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Epidermolysis Bullosa Registry, nos Estados Unidos, gerando resultados mais confiaveis
(BOEIRA et al., 2013; FINE, 2010b).

Seus dados mais atuais derivam de um estudo transversal e longitudinal prospectivo
onde foram recrutados 3271 pacientes com diagndstico de EBC, entre os anos de 1986 e 2002,
com auxilio de instrumento desenvolvido pelo National Institutes of Health. Segundo os
autores, durante os 16 anos de pesquisa, houve um aumento na prevaléncia de EBC de 8,22
para 11,07 por milhdo de nascidos vivos, enquanto a incidéncia se manteve inalterada (19,6
versus 19,57 casos por 1 milhdo de nascidos vivos) (FINE, 2016).

Além de apresentar dados americanos, tal estudo ainda comparou seus resultados com
achados de outros estudos internacionais. Verificaram-se taxas de incidéncia e prevaléncia por
milhdo de nascidos vivos, respectivamente, de locais como Columbia Britanica (17,9 e 9,9),
Itdlia (20,1 e 10,1), Roménia (25 e 4,4) e Japdo (3,8 e 5,6-7,8). Algumas pesquisas apenas
apresentaram taxas de prevaléncia, como a australiana (10,3), a croata (9,6), a escocesa (49,0),
a norueguesa (54), a sul-africana (2,82) e uma segunda italiana (15,4) (FINE, 2016).

Com relacdo aos subtipos de EBC, as taxas de incidéncia por 1 milhdo de nascidos
vivos nos Estados Unidos foram as seguintes: 7,87 para EBS, 2,68 para EBJ, 5,17 para EBD e
2,37 para subtipo indeterminado. J& as taxas de prevaléncia por 1 milhdo de nascidos vivos
foram 6,0 para EBS, 0,5 para EBJ, 2,9 para EBD e 1,3 para subtipo indeterminado (FINE,
2016).

Em oposicdo ao que foi publicado anteriormente de que os achados norte-americanos
poderiam reproduzir fielmente as estimativas de incidéncia e prevaléncia da EBC ao redor do
mundo (FINE, 2010b), o estudo mais recente mostrou que, muito embora alguns dados sejam
semelhantes aos de outras pesquisas internacionais (CASTORI et al., 2008; INABA et al.,
1989; KHO et al., 2010; PAVICIC et al., 1990; TADINI et al., 2005), também foram

detectados dados muito discordantes com relacdo a prevaléncia e incidéncia de alguns
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subtipos de EBC em determinadas populacdes (DANESCU et al., 2015; HORN et al., 1997;
MCKENNA; WALSH; BINGHAM, 1992; SHINKUMA et al., 2010; YUEN et al., 2011).
Assim sendo, é importante ressaltar que tais dados ndo devem ser generalizados (FINE,
2016).

Embora algumas teorias ainda ndo passem de especulagdo, uma possivel explicacdo
para algumas das diferencas epidemioldgicas encontradas, especialmente no que diz respeito a
subclassificacdo da EBC, € a influéncia de fatores geogréficos (pequenas populacdes restritas
a determinadas areas), étnicos, religiosos, genéticos (frequéncia de mutacbes genéticas
transmitidas) e consanguinidade (ABAHUSSEIN et al., 1993; ABU SA’D et al., 2006; FINE,
2016; NAKANO et al., 2002).

Até o presente momento, ha escassez de dados epidemiolégicos acerca da doenga no
Brasil. Ndo ha registros nacionais publicados sobre incidéncia ou prevaléncia da EBC.
Recente estudo brasileiro para traducdo, adaptacdo e validacdo de instrumento que avalia
qualidade de vida (QoL) em pacientes com EBC publicou que, de um total de 57 pacientes,
sendo 40 criangas e 17 adultos, 12 foram classificados como portadores da forma simples, 43

como distroficos e 2 como juncionais (CESTARI et al., 2016).

2.4 CLASSIFICACAO CLINICA

Apds o ultimo Consenso Internacional sobre Diagnostico e Classificacdo da EBC,
realizado em Londres, no ano de 2013, uma nova abordagem para a classificacdo da doenca
foi introduzida. Denominada “onion skinning”, ela leva em consideracdo o tipo principal de
EBC presente (com base na identificacdo do nivel de clivagem da pele), caracteristicas
fenotipicas (como distribuicdo e gravidade da atividade da doenga, manifestacGes

extracutaneas especificas, entre outros), modo de heranga, proteina ultraestrutural envolvida e
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sua expressao na pele, gene envolvido e tipo de mutagdo presente (quando possivel, ainda
leva-se em consideracdo as mutagdes especificas identificadas e suas localizages) (FINE et
al., 2014; HAS; FISCHER, 2018).

Apesar de simples, essa nova proposta de classificagcdo demonstra ser de extrema
relevancia, pois vem padronizar a nomenclatura e a subclassificacdo da EBC, considerando os
recentes avancos e descobertas que possibilitaram um maior entendimento da doenca, tanto ao
nivel molecular quanto clinico (FINE et al., 2014).

Esquematicamente, a abordagem pode ser sumarizada nos seguintes passos
sequenciais: tipo principal de EBC - fendtipo (distribuicdo das lesGes e gravidade) - modo
de transmissdo -> sitio ultraestrutural de clivagem -> proteinas envolvidas (com ou sem
achados de mapeamento por imunofluorescéncia) = gene envolvido > mutagdo especifica
presente. Em situacBes clinicas onde o tipo de mutacdo especifica ja tiver sido identificado
previamente, uma forma resumida do esquema podera ser utilizada (FINE et al., 2014).

O novo esquema proposto mantém como primeira divisdo importante os quatro tipos
principais de EBC ja conhecidos: epidermdlise bolhosa simples (EBS), epidermdlise bolhosa
juncional (EBJ), epidermoélise bolhosa distrofica (EBD) e Sindrome Kindler (SK). A
subclassificacdo, por sua vez, sofreu modificacdo de nomenclaturas e também adicdo de
novos subtipos antes ndo classificados dessa forma (FINE et al., 2014; HAS; FISCHER,
2018).

O primeiro tipo principal de EBC, a EBS, hoje pode ser subdividido em suprabasal e
basal, cada um deles com uma série de novos subtipos. Correspondem aos subtipos
suprabasais da EBS: Peeling skin syndrome acral, EBS superficial, EBS acantolitica e as
sindromes de fragilidade cutanea por deficiéncia de desmoplaquina (EBS-desmoplaquina), de
placoglobina (EBS-placoglobina) e placofilina (EBS-placofilina). Os subtipos basais da EBS

sdo a EBS localizada, a EBS generalizada grave, a EBS generalizada intermediaria, a EBS
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com pigmentacdo mosqueada, a EBS circinada migratoria, a EBS autossdmica recessiva K14,
a EBS com distrofia muscular, a EBS com atresia pilorica, a EBS Ogna, a EBS autossémica
recessiva por deficiéncia do PB 230 e EBS autossdémica recessiva por deficiéncia de exofilina-
5 (FINE et al., 2014; FINE; MELLERIO, 2015).

A EBJ, segundo tipo principal de EBC, pode ser dividida inicialmente em formas
generalizadas e localizadas. Sdo formas generalizadas da EBJ a EBJ generalizada grave, a
EBJ generalizada intermediaria, a EBJ generalizada com atresia pil6rica, EBJ generalizada de
inicio tardio e a EBJ generalizada com envolvimento renal e respiratério. S8 formas
localizadas da doenga a EBJ localizada, a EBJ inversa e a Sindrome laringo-onico-cutanea
(LOC) (FINE et al., 2014; FINE; MELLERIO, 2015).

O terceiro tipo principal da doenca, a EBD, pode ser dividido inicialmente em formas
dominantes (EBDD) ou recessivas (EBDR). Sdo formas dominantes da EBD: a EBDD
generalizada, a EBDD acral, a EBDD pré-tibial, a EBDD pruriginosa, a EBDD apenas unhas
e a EBDD dermolise bolhosa do recém-nascido. Sdo formas recessivas da doenca: a EBDR
generalizada grave, a EBDR generalizada intermediaria, a EBDR inversa, a EBDR localizada,
a EBDR pré-tibial, a EBDR pruriginosa, a EBDR centripeta e a EBDR dermolise bolhosa do
recém-nascido (FINE et al., 2014; FINE; MELLERIO, 2015).

A Sindrome Kindler, quarto tipo principal da EBC, néo possui subclassificacdo até o

presente momento (FINE et al., 2014; FINE; MELLERIO, 2015).

2.5 PATOGENESE

A epidermolise bolhosa congénita é considerada o prototipo das doengas mecano-

bolhosas. Os diferentes niveis de fragilidade cutanea, responsaveis pelo surgimento das bolhas

e demais complicagOes associadas, decorrem de mutagOes nos genes que codificam as
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proteinas ultraestruturais da pele e mucosas, tornando-as reduzidas ou até mesmo ausentes
(FINE; MELLERIO, 2015; OLIVEIRA et al., 2010).

O local em que cada uma dessas proteinas reside (epiderme, juncdo dermoepidérmica
ou derme papilar superior) determina o nivel ultraestrutural de clivagem das bolhas e,
consequentemente, as manifestacdes clinicas de cada tipo principal e subtipo da doenca
(FINE; MELLERIO, 2015).

Nesse sentido, a identificacdo dos genes e das proteinas envolvidas foi de suma
importancia para o entendimento da doenca, para o seu diagndstico e também para a sua
classificacdo. Pode-se afirmar, em outras palavras, que a gravidade clinica e as demais
caracteristicas fenotipicas estdo intimamente associadas ao genétipo (FINE; MELLERIO,

2015).

2.5.1 Aspectos anatdmicos e fisioldgicos da pele

Para um melhor entendimento a respeito da patogénese e das consequentes
manifestacdes clinicas da epidermolise bolhosa congénita, sdo necessarias algumas nocdes
béasicas sobre a anatomia da pele humana.

A principal funcdo da pele é a de manter um ambiente interno que permita ao
organismo proteger o seu DNA e reproduzi-lo da maneira mais fidedigna possivel
(VANDERGRIFF; BERGSTRESSER, 2015).

A pele pode ser dividida, inicialmente, em duas camadas principais: a epiderme e a
derme. O limite entre elas consiste em um agregado especializado de moléculas de adesdo,
coletivamente conhecidas como membrana basal (jungdo dermoepidérmica) (BURGESON;

CHRISTIANO, 1997; VANDERGRIFF;, BERGSTRESSER, 2015).
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A epiderme é a camada mais externa da pele. Ela consiste em um epitélio
multiestratificado, composto basicamente por trés populagdes principais de células:
queratinocitos, melandcitos e células de Langerhans. A sua principal funcgéo é estabelecer uma
barreira entre 0 organismo e o meio externo, no intuito de protegé-lo contra substancias
toxicas e de evitar a perda de &gua (FUCHS, 1998; ROGNONI; WATT, 2018;
VANDERGRIFF; BERGSTRESSER, 2015).

Essa barreira € resultado de um complexo mecanismo de renovacgdo e diferenciacao
celular terminal, que se inicia com a proliferacdo da progénie das células epidérmicas, ainda
camada basal, e promove uma série de alteracGes moleculares e bioquimicas conforme elas
ascendem para a superficie. Todo esse processo resulta na formagdo dos diferentes estratos
epidérmicos (basal, espinhoso, granular e corneo) (ARIN et al., 2015; ROGNONI; WATT,
2018).

A derme, camada mais interna da pele, é composta por um gel de mucopolissacarideos
que é sustentado por uma matriz fibrosa contendo colageno e elastina. Rica em estruturas
vasculares, ela é responsavel por fornecer nutrientes e permitir a circulacdo de alguns tipos
celulares. A presenca de fibras nervosas € capaz de proporcionar as sensa¢fes cutaneas. Além
desses, outros trés tipos celulares residem na derme: mastdcitos, fibroblastos, macréfagos e
células dendriticas dérmicas (VANDERGRIFF; BERGSTRESSER, 2015).

A juncdo dermoepidérmica, também conhecida como zona da membrana basal, como
ja diz sua nomenclatura, localiza-se entre as duas camadas principais descritas cima. De
maneira ultraestrutural, ela pode ser dividida em quatro zonas descritivas. A primeira delas é
composta pelas membranas celulares dos queratindcitos basais, que contém
hemidesmossomos nos quais as citoqueratinas epiteliais se inserem. A segunda € denominada
lamina lucida, uma regido contendo filamentos de ancoragem e somente vista na microscopia

eletrbnica. A terceira € a lamina densa, que recebeu este nome devido ao seu aspecto elétron-
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denso na microscopia eletrénica. Por fim, a quarta zona corresponde a uma area sub-basal que
também contém fibrilas de ancoragem (BURGESON; CHRISTIANO, 1997).

O conjunto de moléculas nela presentes proporciona ndo somente a adesdo entre 0s
queratindcitos basais e a derme, mas também uma interface dindmica de trocas entre eles.
Além de conferir resisténcia contra forcas de cisalhamento, a juncdo dermoepidérmica
também controla o transito de moléculas entre a epiderme e a derme e influencia o
comportamento dos queratindcitos através da modulacdo da polaridade celular, da
proliferacdo, da migracdo e da diferenciacdo. Ela ainda possui papel importante durante a
morfogénese e o desenvolvimento, cicatrizacdo de lesbes e remodelamento cutaneo
(BURGESON; CHRISTIANO, 1997; KOSTER et al, 2015, VANDERGRIFF;
BERGSTRESSER, 2015).

Conforme mencionado anteriormente, cada tipo e subtipo de EBC esta intimamente
associado a alteracdo de uma proteina estrutural especifica da pele, que pode estar localizada
em qualquer uma das suas trés estruturas principais: epiderme, juncdo dermoepidérmica ou
derme. O local da sua residéncia, portanto, € que vai definir o nivel de clivagem das bolhas
(FINE; MELLERIO, 2015). Nesse sentido, a figura 1 é muito elucidativa, mostrando as
diferentes camadas da pele e relacionando-as com as principais proteinas encontradas e com

0s subtipos da doenca.
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Figura 1- Representacdo esquematica das diferentes
camadas da pele, demonstrando a localizacdo de cada uma
das principais proteinas-alvo envolvidas na patogénese da
doenca, bem como sua relacdo com o0s principais tipos de

EBC
EB type Mutated protein
Transglutaminase S
EBS suprabasal Plakoglobin
Plakophilin 1
Dosmoplakin
Keratin § /14, plectin, BP230,
EBS basal exophilin 5, kindlin-1
. 4,i ——
JEB Lamina lucida :'m.?gvm'(:ﬂ"' ‘mt?mnso;:
KS <
DEB Sub-lamina densa
Collagen VI

Fonte: Fine et al. (2014)

2.5.2 Proteinas-alvo

2.5.2.1 Epiderme

AlteracBes provocadas nas proteinas estruturais localizadas na epiderme levam ao
desenvolvimento do tipo simples da EBC, que possui nivel de clivagem intraepidérmico. Tais
estruturas podem residir em nivel suprabasal ou basal (FINE; MELLERIO, 2015).

As proteinas que residem em nivel suprabasal sdo a transglutaminase-5, a
desmoplaquina, a placoglobina e a placofilina-1. Ja as proteinas de nivel basal sdo as
citogueratinas 5 e 14, a plectina, a integrina alfa-6-beta-4, o antigeno do penfigbide bolhoso

tipo 1 e a exofilina-5 (FINE et al., 2014).
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A relacdo entre tais proteinas e o subtipo clinico decorrente das suas alteragcdes pode
ser verificada na tabela 1:

Tabela 1 - Subtipos clinicos da EBS e suas respectivas proteinas-alvo

EBS Tipo
Principal
Suprabasal ~ Peeling skin syndrome acral

EBS superficial
EBS acantolitica

Subtipos EBS Proteinas-alvo

Transglutaminase 5
Desconhecida
Desmoplaquina,
placoglobina
Sindromes de fragilidade cutanea

- Deficiéncia de desmoplaquina Desmoplaquina

- Deficiéncia de placoglobina Placoglobina

- Deficiéncia de placofilina Placofilina 1
Basal EBS localizada K5; K14

EBS generalizada grave K5; K14

EBS generalizada intermediaria K5; K14

EBS com pigmentacdo mosqueada K5

EBS circinada migratoria K5

EBS autossdmica recessiva K14 K14

EBS com distrofia muscular Plectina

EBS com atresia pilorica Plectina; Integrina alfa-

6-beta-4
EBS Ogna Plectina

EBS autossémica recessiva — deficiéncia  Antigeno do penfigdide
de PB 230 bolhoso 1 (PB 230)
EBS autossémica recessiva — deficiéncia Exofilina 5

de exofilina 5

PB 230: Antigeno do penfigdide bolhoso 1; EBS: Epidermdlise bolhosa simples.
Fonte: Adaptado de Fine et al. (2014)

2.5.2.2 Juncéo dermoepidérmica (zona da membrana basal)

AlteracGes nas proteinas localizadas na juncdo dermoepidérmica, mais precisamente
no nivel da lamina lGcida, sdo responsaveis pela forma juncional da epidermdlise bolhosa
congénita (FINE; MELLERIO, 2015). S&o elas: a laminina-332, o colageno XVII, a integrina
alfa-6-beta-4 e a subunidade alfa-3 da integrina (FINE et al., 2014; FINE; MELLERIO,
2015).

A descricdo de cada subtipo clinico da EBJ com sua proteina-alvo correspondente

pode ser vista na tabela 2:
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Tabela 2 - Subtipos clinicos da EBJ, suas proteinas-alvo e os genes mutados

Subtipo de Nivel de  Proteinas- Padrdo de Genes mutados
EBJ formacdo alvo marcacao
das antigénica
bolhas
EBJ Grave Intra-LL ~ Laminina-332 Ausente ou LAMAS3, LAMBS3,
generalizada muito LAMC2
reduzida
Intermediaria Intra-LL ~ Laminina-332 Reduzida LAMA3, LAMBS,
LAMC2
Com atresia Intra-LL  Colageno Ausente ou COL17Al
pilorica XVII reduzida ITGB4, ITGB6
Integrina alfa-
6-betad
Inicio tardio Intra-LL  Colageno Reduzida COL17A1
ou sem XVII ou positiva
bolhas com padrao
aparentes anormal
Com Intra-LL ~ Subunidade Ausente ou  ITGA3
comprometimento alfa 3 da normal
respiratorio e integrina
renal
EBJ localizada Localizada Intra-LL ~ Colageno Ausente ou COL17A1
XVII reduzida ITGB4
Integrina alfa- Reduzida
6-beta-4 Reduzida LAMAS, LAMB3,
Laminina-332 LAMC2
Inversa Intra-LL ~ Laminina-332 Reduzida LAMA3, LAMB3,
LAMC2
Sindrome LOC Sem Isoformaalfa Normal LAMA3A
bolhas 3 da laminina-
332

EBJ: Epidermolise bolhosa juncional; Intra-LL: Intra-l&mina lucida.
Fonte: Adaptado de FINE et al. (2014)

2.5.2.3 Derme papilar superior

O plano de clivagem da EBD ¢é abaixo da Iamina densa, na derme papilar superior. E

nesse local que residem as fibrilas de ancoragem do colageno VII, proteina-alvo de todos 0s

subtipos distroficos da doenca. Embora elas permanecam com tamanho e estrutura normais

nos subtipos dominantes da EBD, elas podem estar em ndmero reduzido. Ja& nos subtipos

recessivos, por sua vez, elas podem estar completamente ausentes (FINE; MELLERIO, 2015).
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A tabela 3 mostra a relacdo de cada subtipo clinico de EBD com as alteragdes

Tabela 3 - Subtipos clinicos de EBD e suas proteinas-alvo

encontradas no colageno tipo VII, a proteina-alvo envolvida.

Subtipo de EBD Nivel de formacéo da Proteina Gene
bolha alterada mutado

EBDD (todos exceto Dérmico (sublamina Colageno VII COL7AL

dermdlise bolhosa do densa)

recém-nascido)

EBDD e EBDR Dérmico (sublamina Colageno VII COL7AL

dermolise bolhosa do densa)

recém-nascido

EBDR generalizada Dérmico (sublamina Colageno VII COL7AL

grave densa)

EBDR generalizada Dérmico (sublamina Colégeno VI COL7A1

intermediaria densa)

EBDR localizada Dérmico (sublamina Colageno VII COL7AL
densa)

EBDR todos outros Dérmico (sublamina Colageno VII COL7AL

tipos densa)

EBD: Epidermolise bolhosa distrofica; EBDD: Epidermolise bolhosa distréfica dominante; EBDR:
Epidermolise bolhosa distréfica recessiva.
Fonte: Adaptado de FINE et al. (2014)

2.5.3 Aspectos genéticos

Desde o inicio da década de 1990, técnicas de biologia molecular vém sendo
amplamente desenvolvidas e empregadas no estudo da patogénese das genodermatoses, em
especial na EBC, considerada o prototipo dessas afeccdes (FINE et al., 2008c; PULKKINEN;

UITTO, 1999).
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2.5.3.1 Heranga

O padréo de heranca de cada tipo e subtipo da EBC pode variar. A maioria das formas
de EBS é transmitida de maneira autossdmica dominante, como a EBS localizada, a EBS
generalizada grave, a EBS generalizada-outra, a EBS Ogna, e a EBS com pigmentagéo
mosqueada. As formas suprabasais (como a EBS acantolitica, a EBS por deficiéncia de
placofilina, a EBS por deficiéncia de placoglobina e a EBS por deficiéncia de
desmoplaquina), além da EBS com distrofia muscular, da EBS com atresia pildrica e da EBS
autossomica recessiva possuem transmissdo autossomica recessiva (FINE; MELLERIO,
2015).

Até o presente momento, todas as formas de EBJ foram transmitidas de maneira
autossdémica recessiva, com excecao de uma familia que apresentou uma mutagdo dominante-
negativa no gene codificador do colageno tipo XVII (FINE; MELLERIO, 2015).

Assim como a EBS, o tipo distréfico também pode ser transmitido de maneira
autossomica dominante ou recessiva. As formas que apresentam heranca autossémica
dominante sdo a EBDD generalizada, a EBDD acral, a EBDD pré-tibial, a EBDD pruriginosa,
a EBDD apenas unhas e a EBDD do recém-nascido. J& as formas que apresentam heranca
autossdmica recessiva sdo a EBDR generalizada grave, EBDR generalizada outra, EBDR
inversa, EBDR pré-tibial EBDR centripeta e a EBDR do recém-nascido (FINE et al., 2014;
FINE; MELLERIO, 2015).

A Sindrome Kindler somente é transmitida de maneira autossémica recessiva,

conforme reportado até o momento (FINE; MELLERIO, 2015).

2.5.3.2 Genes associados
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Atualmente, um grande numero de mutag6es genéticas ja foi identificado e associado a
subtipos especificos da doenga, auxiliando ndo somente na confirmacdo do seu diagndstico,
mas também na sua subclassificacdo (FINE et al., 2008c, 2014; HAS; FISCHER, 2018).

Com relacdo a epidermdlise bolhosa simples, por exemplo, ja foram identificadas
mutacdes em dez genes no total. Cinco deles, quando mutados, geram os subtipos suprabasais
da doenca, a saber: TGM5 (que codifica a transglutaminase 5), DSP (que codifica a
desmoplaquina), JUP (que codifica a placoglobina), PKP1 (que codifica a placofilina-1). Os
cinco restantes sdo responsaveis por subtipos basais da EBS: KRT5 (que codifica a
citogqueratina 5), KRT14 (que codifica a citoqueratina 14), EXPH5 (que codifica a exofilina 5),
PLEC (que codifica a plectina) e DST (que codifica o antigeno do penfigéide bolhoso 1)
(FINE et al., 2014).

A epidermolise bolhosa juncional, por sua vez, esta relacionada a mutagGes em oito
genes ja identificados. Alteracbes nos genes LAMA3, LAMB3 e LAMC2, que codificam a
laminina-332, podem dar origem a diversos subtipos da doenca, tais como a EBJ generalizada
grave, a EBJ generalizada moderada, a EBJ localizada e a EBJ localizada inversa. O gene
LAMASA, que codifica a cadeia alfa-3 da laminina-332, esta associado ao desenvolvimento da
Sindrome Laringo-onico-cutanea (LOC), um subtipo de EBJ caracterizado pela presenca de
bolhas e erosGes com acometimento predominante da face e do pescoco, além de alteracdes
oculares (lesbes conjuntivas, simbléfaro e granulomas palpebrais) e respiratorias
(anormalidades dos tecidos moles da laringe) (FINE et al., 2014). Alteracdes no COL17AL,
que codifica o coldgeno XVII, podem levar aos subtipos de EBJ generalizada denominados de
moderado e de inicio tardio, bem como a EBJ localizada. O gene ITGB4, que codifica a
integrina alfa-6-beta-4, foi associado a EBJ generalizada com atresia pilérica e também a uma
forma de EBJ localizada. Mutacfes no gene ITGA6, também associado a sintese da integrina

alfa-6-beta-4, foi relacionado & EBJ generalizada com atresia pilérica. Por fim, alteracbes em
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ITGA3, que codifica a subunidade alfa-3 da integrina, podem ser responsaveis por uma forma
de EBJ generalizada com comprometimento renal e respiratorio (FINE et al., 2014).

O terceiro tipo principal de EBC conhecido, a epidermdlise bolhosa distréfica, tem na
sua origem mutacOes no gene COL7A1, que codifica o coldgeno VII. Os diferentes niveis de
expressdo da proteina, que pode estar apenas reduzida ou completamente ausente, sdo
responsaveis pelos variados subtipos e expressdes fenotipicas da doenca (FINE et al., 2014).
A Sindrome Kindler, quarto e altimo tipo principal da EBC, esta associada a muta¢cdes no
gene FERMT1 (KIND1), que codifica a kindlina-1 (FINE et al., 2014). A tabela 4 apresenta,
de maneira resumida e objetiva, cada tipo principal e subtipo da EBC, relacionando-os as
mutacdes encontradas em cada gene responsavel pelas alteragdes proteicas.

Os avancos nos métodos diagnosticos, especialmente em relacdo a biologia molecular,
tém proporcionado a identificacdo de um nimero crescente de genes envolvidos na origem da
doenca, bem como seus mecanismos de mutacdo e novos fendtipos associados. Sdo exemplos
dessas novas descobertas 0s genes CD151, cujas mutacdes levam a um fenétipo de fragilidade
cutanea associada a doenca renal, o gene KLHL24, cujas mutacGes podem levar a EBC com
envolvimento cardiaco e neuroldgico, além de mutacdes no gene PLEC1a, que levam a um
fenotipo de EBC simples, porém sem distrofia muscular. Um fendtipo de Sindrome LOC foi
identificado também decorrente de alteracdes no gene da plectina, e ndo no LAMAS3A, sendo
chamado de Sindrome LOC-like (HAS; FISCHER, 2018).

Outro aspecto interessante é que, apesar de monogénicas, as doencas geneticamente
heterogéneas como a EBC podem apresentar fendtipos que sdo decorrentes de mutacdes em

diferentes genes (HAS; FISCHER, 2018).



Tabela 4 — Tipos de mutagdes conhecidas nos principais subtipos de EBC

Tipo de EBC Subtipo de EBC Genes mutados Tipo de mutacao

EBS Suprabasal TGM5 MS, Del, Indels, Ins
DSP NS, Del, MS
PKP1 Spl, NS, Del, Indels, Ins
JUP NS, Spl
Basal KRT5 MS, Del, Spl, NS, Indels
KRT14 MS, Del, NS, Spl, Indels,
EXPH5 Ins
PLEC Del, NS, Ins
DST NS, Del, Ins, Spl, Indels,
MS
NS
EBJ Generalizada grave LAMA3 NS, Del, Spl
LAMB3 NS, Del, Spl, Ins
LAMC2 NS, Del, Spl, Indels
Generalizada/locali LAMA3 MS, NS, Spl, Ins
zada LAMB3 MS, NS, Spl, Del, Ins,
LAMC2 Indels
COL17A1 NS, Del, Indels, Ins, Spl
ITGB4 NS, Del, Spl, Ins, MS
COL17A1 Del, Spl, MS
Inicio tardio ITGB4 MS
Com atresia pilérica 1TGA6 NS, MS, Del, Spl, Ins,
ITGA3 Indels
Com alteragdo Del, MS, NS, Spl
respiratoria e renal  LAMA3A MS, Del, Spl
Sindrome LOC
Ins, NS
EBD EBDR generalizada COL7Al NS, Del, Spl, Ins, Indels,
grave MS
EBDR generalizada COL7Al
e localizada MS, NS, Del, Spl, Ins,
EBDD (todos) COL7Al Indels
MS, Spl, Del
Sindrome Sindrome Kindler FERMT1 (KIND1) NS, Del, Spl, Ins, Indels

Kindler

Del: Delecéo; EBC: Epidermdlise bolhosa congénita; EBD Epidermdlise bolhosa distréfica; EBDD:
Epidermolise bolhosa distréfica dominante; EBDR: Epidermdélise bolhosa distrofica recessiva; EBJ:
Epidermolise bolhosa juncional; Indels: Pequena delecdo/insercdo; Ins: Insercdo; MS: Mutacdo missense;
NS: Mutagéo nonsense; Spl: Mutacéo splice site.

Fonte: Adaptado de Fine et al. (2014)
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2.6 MANIFESTACOES CUTANEAS

As manifestacdes cutaneas, bem como sua gravidade e distribuicdo, sdo fundamentais
para a determinacdo do fendtipo da EBC e, consequentemente, sua classificacdo clinica.
Apesar disso, é comum haver sobreposicao de achados entre os diferentes subtipos da doenca,
assim como modificagdo dos mesmos ao longo dos anos (FINE; MELLERIO, 2015).

A fragilidade cuténea, as bolhas e as eroses sdo caracteristicas comuns a todos 0s
subtipos. Durante o exame clinico, é possivel induzir a formacgédo de bolhas através de minima
friccdo sobre a pele dos pacientes com EBC. Essas lesdes recém-formadas podem servir,
inclusive, de amostra de pele para exame anatomopatoldgico e testes imunohistoquimicos. No
entanto, nem todas as formas da doenga irdo responder ao estimulo da friccdo com a mesma
intensidade. Os subtipos EBS localizada e EBDD, por exemplo, tendem a formar bolhas
apenas nos locais geralmente acometidos (FINE; MELLERIO, 2015).

As cicatrizes, consequéncia direta das lesées primarias da EBC, também sdo comuns a
todos os tipos clinicos, e possuem uma tendéncia maior a serem atréficas. Sua frequéncia é
mais alta nos subtipos onde a clivagem da pele ocorre na juncdo dermoepidérmica (zona da
membrana basal), especialmente no nivel da lamina densa, além das formas generalizadas e
nos casos de acometimento extracutaneo. Dessa forma, é possivel entender porque elas estéo
presentes em todos os pacientes com EBDR e apenas em 15% daqueles com EBS. Por esse
mesmo motivo, achados como unhas ausentes ou distroficas, milia e alopecia cicatricial do
couro cabeludo possuem distribuicdo semelhante nos diversos subtipos da doenca (FINE;
MELLERIO, 2015).

Quando as manifestacbes sdo comuns a varios subtipos clinicos, caracteristicas como a

distribuicdo das lesdes e a gravidade do quadro € que irdo auxiliar na definicdo do fendtipo.
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Os pacientes com o0s subtipos EBJ e EBDR, por exemplo, tendem a concentrar lesdes nas
areas intertriginosas. Na EBJ generalizada intermediaria, por sua vez, as lesdes tendem a
surgir em é&reas acrais. Como ja diz a nomenclatura, pacientes com a EBD pré-tibial
apresentam lesdes quase exclusivamente na area de pele que recobre a tibia. Na EBDR
centripeta, as bolhas iniciam em regiGes acrais e tendem a progredir lentamente em direcdo ao
tronco (FINE et al.,, 2008c; FINE; MELLERIO, 2015). Em criangas pequenas, essa
diferenciacdo clinica através da avaliacdo do padrdo de acometimento corporal pode ser mais
dificil, particularmente devido a inespecificidade de algumas apresentacfes nessa faixa etéria.
Em algumas situages, entretanto, a presenca de alteragcGes mais especificas pode ser a chave
para o diagnostico (FINE et al., 2008c; FINE; MELLERIO, 2015).

Com relacdo a EBS, algumas consideracGes sdo importantes. O inicio da atividade da
doenca se da tipicamente ao nascimento ou imediatamente apds, com excecdo da EBS
localizada, que pode vir a se manifestar somente na infancia tardia ou até mesmo no inicio da
idade adulta. Como regra geral, as formas simples cursam com menos cicatrizes, menos milia
e menos distrofia ungueal quando comparadas aos demais tipos principais. A EBS localizada
é 0 subtipo mais comum. Nela, as lesdes costumam acometer primariamente as palmas e
solas, podendo haver hiperidrose associada. Esse envolvimento pode ser brando ou grave. As
formas graves da EBS localizada, diferentemente das formas leves, caracterizam-se por um
acometimento mais extenso, que pode avancar das palmas e solas em direcdo aos membros.
Nesses casos, as bolhas normalmente ja se apresentam ao nascimento. Bolhas agrupadas em
arranjo arqueado ou policiclico (“herpetiforme”), associadas a queratodermia palmoplantar
difusa e comprometimento da mucosa oral, sdo caracteristicas da EBS generalizada grave.
Esse subtipo estd associado a uma elevada morbidade e, em alguns casos, a morte precoce
durante a infancia. Outra forma generalizada da EBS, a EBS generalizada intermediéria, se

caracteriza pela distribuicdo disseminada de bolhas e erosbes, porém sem configuracéo
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herpetiforme. A formacdo de cicatrizes, milia e as altera¢cbes ungueais também sdo menos
comuns. Além disso, esse subtipo tende a poupar as palmas e solas (BOEIRA et al., 2013;
FINE, 2010b; FINE et al., 2008c; FINE; MELLERIO, 2015; SPRECHER, 2010).

Em relacdo aos subtipos mais raros da EBS, alguns achados podem ser muito Uteis na
sua distin¢do clinica. Hiperpigmentacao reticulada, por exemplo, € muito sugestiva de um
subtipo de EBS denominado EBS com pigmentagdo mosqueada (FINE, 2010b; FINE et al.,
2008c; FINE; MELLERIO, 2015). A descamacao superficial da pele, na auséncia de bolhas,
sugere uma EBS superficial (FINE et al., 2008c; FINE; MELLERIO, 2015; SPRECHER,
2010). Na EBS com distrofia muscular, as bolhas sdo generalizadas, apresentam inducao
variavel, os sintomas musculares normalmente se manifestam na vida adulta, e pode haver
comprometimento dentario. Na EBS com atresia pilorica, as bolhas também séo
generalizadas, e 0s sintomas gastrintestinais ja estdo presentes ao nascimento. Devido ao
acometimento extenso pela doenca, seu prognostico costuma ser reservado, com elevada
mortalidade ainda durante a infancia (BOEIRA et al., 2013; FINE, 2010b; FINE et al., 2008c;
SPRECHER, 2010). Na EBS Ogna, ha uma tendéncia a formacao de equimoses e hematomas,
além de bolhas hemorragicas e onicogrifose. O acometimento € predominantemente acral,
porém pode se disseminar (FINE, 2010b; FINE et al., 2008c; KOSS-HARNES et al., 2002;
OLAISEN; GEDDE-DAHL, 1973; SPRECHER, 2010). A EBS circinada migratoria
normalmente se manifesta ao nascimento, e pode ser caracterizada pela presenca generalizada
de bolhas que evoluem para eritema circinado migratorio e hipercromia pés-inflamatéria
(FINE et al., 2008c).

Ja com relagdo as formas da EBJ, altera¢cBes da mucosa oral, alopecia e alteracGes
ungueais sdo vistas com certa frequéncia. Uma caracteristica comum a todos os subtipos é a
hipoplasia do esmalte dentario. A grande maioria dos pacientes ja apresentam lesGes ao

nascimento. Pacientes com EBJ generalizada grave costumam apresentar erosées e tecido de
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granulacdo exuberante, acometendo de maneira simétrica areas como regides periorificiais,
axilas, dorso superior, cervical posterior e periungueal. Além disso, complicacGes
extracutaneas sdo bastante frequentes e comprometem extensamente mucosa e conjuntiva
oculares, trato respiratorio, trato gastrintestinal e genitourinario. A mortalidade precoce é
elevada, mas os que sobrevivem a infancia podem ter os sinais e sintomas mais graves
amenizados com o tempo, tornando anormalidades dentérias, ungueais e do couro cabeludo
mais aparentes. As caracteristicas erosdo e hipergranulacdo periorificiais tendem a
permanecer (BOEIRA et al., 2013; FINE, 2010b; FINE et al., 2008c; FINE; MELLERIO,
2015; NAKANO et al., 2002; TOSTI; DE FARIAS; MURRELL, 2010; TOSTI; DUQUE-
ESTRADA; MURRELL, 2010; WRIGHT, 2010).

Um segundo subtipo generalizado é a EBJ generalizada intermediaria, também
presente ao nascimento, com lesdes disseminadas, cicatrizes atréficas, alteragdes ungueais que
podem ser desde distrofia até anoniquia, além de hipo ou hiperpigmentacéo pos-inflamatoria.
As complicagdes extracutaneas associadas a esse subtipo, embora possam estar presentes, sdo
muito menos frequentes do que na forma grave. Um subtipo raro de EBJ é associado a atresia
pilorica. Seus achados clinicos sdo muito semelhantes aos da EBS com atresia pildrica, e a sua
diferenciacéo se da através da verificacdo do nivel de clivagem da pele (BOEIRA et al., 2013;
FINE, 2010b; FINE; MELLERIO, 2015; NAKANO et al., 2002; PUVABANDITSIN, 2001;
TOSTI; DE FARIAS; MURRELL, 2010; TOSTI; DUQUE-ESTRADA; MURRELL, 2010;
WRIGHT, 2010). A EBJ inversa, por sua vez, recebe esse nome pelo acometimento de areas
intertriginosas, esdfago e vagina (FINE, 2010b; FINE et al., 2008c). Por fim, a Sindrome
LOC se caracteriza pela presenca de bolhas, erosdes, tecido de granulagédo e cicatrizes de
maneira localizada, com acometimento preferencial da cabeca e do pescoco. Alteracdes das
vias aéreas superiores, do aparelho ungueal e da conjuntiva ocular também estdo presentes

(FINE, 2010b; FINE et al., 2008c; PHILLIPS et al., 1994).



39

Conforme visto anteriormente, a EBD € primariamente subdividida em dominante e
recessiva, conforme seu modo de transmissdo. Na sua forma dominante, as lesdes se
manifestam inicialmente de maneira generalizada, ao nascimento ou na infancia. Conforme os
pacientes se tornam mais velhos, as bolhas tendem a surgir em areas mais localizadas. O
acometimento da mucosa oral e dos dentes é mais brando. Algumas variantes podem se
apresentar com bolhas em &reas predominantemente acrais, enquanto outras se manifestam de
maneira mais generalizada, com les6es albopapuloides. As cicatrizes sdo geralmente atroficas,
e a presenca de milia e distrofia ungueal é bastante frequente. O acometimento esofagico é
comum entre 0s pacientes, com progressdo para disfagia. Apesar disso, ndo costuma haver
complicagdes mais graves (BOEIRA et al., 2013; BRUCKNER-TUDERMAN, 2010; FINE,
2010b; FINE; MELLERIO, 2009b, 2009a; HORN; TIDMAN, 2002).

Além dessas, ha também outras formas mais raras da EBDD. A EBDD pré-tibial,
mencionada previamente, se caracteriza pela presenca de bolhas, cicatrizes e pépulas ou
placas com coloracao eritemato-violacea, confinadas a regido pré-tibial (FINE, 2010b; FINE
et al., 2008c; FINE; MELLERIO, 2015; FURUE et al., 1986). A EBDD acral costuma cursar
com lesdes exclusivas das maos e dos pés, porém sem evoluir para pseudossindactilia (FINE,
2010b; FINE et al., 2008c). A EBDD pruriginosa, como ja sugere sua nomenclatura, pode se
apresentar acompanhada de prurido intenso ou até mesmo intratavel (FINE, 2010b; FINE et
al., 2008c; MCGRATH; SCHOFIELD; EADY, 1994). A dermolise bolhosa do recém-nascido
se manifesta com lesdes generalizadas, ja ao nascimento, com tendéncia a formacdo de
cicatrizes atroficas focais. A atividade da doenca costuma esmaecer e cessar até 0s 24 meses
de idade (FINE, 2010b; FINE et al., 2008c; HASHIMOTO; MATSUMOTO; IACOBELLI,
1985).

Ja na sua forma recessiva, a EBDR pode acometer os individuos tanto de maneira leve

quanto extensa e grave. De maneira geral, a atividade da doenca tem inicio j& ao nascimento.
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As formas leves costumam cursar com acometimento acral e ungueal, porém com poucas
alteracbes mucosas e, consequentemente, menos complicacbes multissistémicas. O seu
subtipo mais grave, denominado EBDR generalizada grave, apresenta bolhas disseminadas,
que tipicamente se concentram nas areas acrais e podem levar a pseudossindactilia em maos
(“em luvas de boxe”) e pés, além de causarem contraturas importantes. Nesse subtipo, o
acometimento ungueal, dentério e mucoso é mais extenso. Estruturas do trato gastrintestinal e
genitourinario sdo comumente envolvidas, dando origem a estenoses e obstrucGes
importantes, anemia e déficit de crescimento e desenvolvimento (BOEIRA et al., 2013;
BRUCKNER-TUDERMAN, 2010; FINE, 2010b; FINE et al., 2008c; FINE; MELLERIO,
2015; HORN; TIDMAN, 2002). Um subtipo mais raro corresponde a EBDR inversa,
caracterizada pelo surgimento de bolhas e erosdes restritas a areas intertriginosas, base do
pescogo, dorso superior e regido lombo-sacral. Pode haver comprometimento importante da
cavidade oral, es6fago e trato genitourinario (FINE, 2010b; FINE et al., 2008c). Outro subtipo
raro diz respeito a dermolise do recém-nascido transmitida de maneira recessiva.
Diferentemente da sua forma dominante correspondente, a forma recessiva é precocemente
fatal. O risco de carcinoma epidermoéide da pele estd presente em todas as formas (FINE,
2010b; FINE; MELLERIO, 2009a).

Devido a possibilidade de clivagem em diferentes niveis ultraestruturais da pele, a SK
apresenta-se de maneira variada, podendo simular clinicamente os demais tipos classicos da
EBC. As bolhas tendem a ser acrais, com surgimento ao nascimento ou durante os primeiros
dias de vida. Outros achados clinicos incluem poiquilodermia difusa progressiva, xerodermia,
atrofia cutanea em &areas como abdome, coxas, joelhos e cotovelos, liquenificacdo da pele,
fotossensibilidade e fusdo de quirodactilos e pododactilos. O aparelho ungueal, os dentes e 0
couro cabeludo podem ser normais ou apresentar alteracbes minimas. O acometimento

mucoso é frequente, com bolhas e erosdes que podem levar a estenoses e obstrugdes
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gastrintestinais, respiratdrias, genitourinarias e também a alteracGes oculares. Assim como em
algumas formas distroficas, as lesdes de pele também podem sofrer transformacdo maligna,
evoluindo para carcinomas epidermdéides (BOEIRA et al., 2013; FINE, 2010a; FINE et al.,
2008c; MAHAJAN et al., 2005; WIEBE; LARJAVA, 1999).

As complicagGes cutaneas e as manifestacbes extracutdneas relacionadas a cada
subtipo da EBC serdo abordadas detalhadamente na secdo de numero 2.9, intitulada

Complicagdes clinicas.

2.7 ASPECTOS MICROBIOLOGICOS

A presenca de erosdes sobre a pele, caracteristica marcante da doenga, leva a um
comprometimento importante da sua funcdo de barreira. Como consequéncia, pode haver
progressao para lesdes crbnicas e significativo aumento no ndmero de microorganismos
oportunistas que ali se instalam, em especial as bactérias. O grau de acometimento de cada
ferida por tais agentes, também referido na literatura como balango ou carga bacteriana,
costuma se apresentar através de um gradiente continuo, constituido de quatro fases distintas
(EDWARDS; HARDING, 2004; MELLERIO, 2010; VAN DER KOOI-POL et al., 2014).

Na primeira fase, denominada de contaminacdo, hd a inoculacdo bacteriana na
superficie das lesdes. Ali, elas permanecem sem se replicar e sem causar qualquer tipo de
dano tecidual. A segunda fase, chamada de colonizacdo, corresponde ao momento em que a
proliferacdo bacteriana tem inicio, entretanto, a pequena quantidade de microbios ainda nédo
retarda a cicatrizacdo e também ndo causa avango das areas acometidas. Quando a
proliferagdo aumenta mais um pouco, atinge-se entdo a fase denominada de colonizagédo
critica, agora ja com prejuizo e dificuldade de cura, porém ainda sem provocar aumento das

lesBes. Por fim, atinge-se a quarta e Ultima fase, que é a infecgdo propriamente dita. De uma
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maneira geral, ela surge acompanhada de progressdo da area acometida, exsudato purulento,
odor desagradavel, dor, além de eritema e edema circundantes. Sinais e sintomas sistémicos
também podem estar presentes nesse momento (CUTTING; WHITE, 2004; MELLERIO,
2010; SIBBALD; WOO; AYELLO, 2006). Alguns autores ainda descrevem uma quinta etapa
evolutiva, que se refere a invasdo bacteriana e sepse (EDWARDS; HARDING, 2004; VAN
DER KOOI-POL et al., 2014). InformagGes provenientes da observacdo desse processo
ressaltam que toda ferida cronica deve ser considerada, ao menos, contaminada (VAN DER
KOOI-POL et al., 2014).

Em oposicdo ao que ocorre em doencas como a dermatite atopica e a fibrose cistica,
onde as associagdes entre colonizacdo e infec¢do bacterianas também sdo muito frequentes e
ja foram amplamente estudadas (BREUER et al., 2002; GOSS; MUHLEBACH, 2011; HON
et al.,, 2016; KEDZIERSKA et al., 2008; LIPNHARSKI et al.,, 2013; MIMICA, 2012;
MUHLEBACH, 2017; PALLER et al., 2019; PETRY et al.,, 2014; RANGEL; PALLER,
2018; TOMI; KRANKE; ABERER, 2005), ainda ha escassez de dados epidemioldgicos sobre
suas caracteristicas e seu impacto nos pacientes com EBC (BRANDLING-BENNETT,;
MOREL, 2010; MELLERIO, 2010; VAN DER KOOI-POL et al., 2014).

Os poucos estudos publicados, norte-americanos e europeus em sua maioria, relatam
gue os agentes mais comumente identificados nos pacientes com EBC foram Staphylococcus
species, Streptococcus species, Diptheroids, Pseudomonas aeruginosa e Candida sp
(BOEIRA et al., 2013; BRANDLING-BENNETT; MOREL, 2010; FINE; MELLERIO,
2009a, 2015; SINGER et al., 2018). Ndo h4, até o presente momento, estudos nacionais
publicados que possuam enfoque semelhante.

O patégeno mais frequentemente associado aos processos infecciosos foi o
Staphylococcus aureus, porém qualquer espécie microbiana pode estar envolvida nesse tipo

de complicacdo. As cepas meticilina-resistentes do S. aureus (MRSA) ainda s&o incomuns
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nos pacientes com EBC, no entanto, sua frequéncia tem aumentado, assim como na populacéo
geral (DELEO et al., 2010; FINE; MELLERIO, 2009a; GORWITZ et al., 2008; MORAN et
al., 2006; SINGER et al.,, 2018; STEFANI; VARALDO, 2003; VIVONI et al., 2006).
Espécies gram-negativas, tais como Pseudomonas sp e Escherichia coli, s8o mais
frequentemente encontradas em lesdes de pele localizadas nos membros inferiores, porém
nem sempre atuam como patdgenos importantes (FINE; MELLERIO, 2009a).

As taxas estimadas de colonizagéo pelo S. aureus na populacdo humana geral séo de
cerca de 30% (KLUYTMANS; VAN BELKUM; VERBRUGH, 1997; VAN DER KOOI-
POL et al., 2014; WERTHEIM et al., 2005), sendo as narinas o principal sitio carreador, com
uma prevaléncia que varia de 25% a 37% (GORWITZ et al., 2008; KLUYTMANS; VAN
BELKUM; VERBRUGH, 1997; WERTHEIM et al., 2005). Outros sitios carreadores
conhecidos sdo a pele, o perineo, a faringe, o trato gastrintestinal, a vagina e as axilas
(LAUDERDALE et al., 2010; MERMEL et al., 2011; VAN DER KOOI-POL et al., 2014).

Embora ndo ocorra infeccdo na maioria das pessoas, a colonizacdo bacteriana é
considerada um importante fator de risco para tal complicacdo (GORWITZ et al., 2008; VON
EIFF et al., 2001), particularmente quando o agente envolvido é um S. aureus MRSA
(DAVIS et al., 2004; ELLIS et al., 2004; GORWITZ et al., 2008), cuja prevaléncia nasal na
populacdo geral é em torno de 1,5% (GORWITZ et al., 2008). Em situacdes onde a barreira
cutanea se encontra danificada, ou quando ha comprometimento do sistema imunoldgico, o S.
aureus pode passar de um simples comensal a um patdgeno importante, com elevado
potencial de gerar infeccdo e de desenvolver resisténcia antimicrobiana (LOWY, 1998, 2003,
VAN DER KOOI-POL et al., 2014). A partir das narinas, ele pode se disseminar e acometer
outros sitios. Nesse sentido, acredita-se que grande parte dos processos infecciosos possa ser

evitada adotando-se medidas para erradicacéo da colonizagéo bacteriana (YU et al., 1986).
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Uma coorte conduzida na Holanda avaliou a frequéncia de colonizacdo por S. aureus
em um total de 62 pacientes com EBC, com e sem lesdes cronicas, durante um periodo de
dois anos. As taxas encontradas foram surpreendentemente elevadas, ndo somente nas lesdes,
mas também nas narinas e na faringe (KOOI-POL et al., 2012; VAN DER KOOI-POL et al.,
2013a). A taxa de colonizagdo nasal encontrada correspondeu a 62%, nos pacientes sem
lesBes cronicas, enquanto aqueles que as possuiam chegaram a ser colonizados em 75% dos
casos. Esses valores sdo notadamente superiores aos encontrados na populagéo geral (25 a
37%) (KLUYTMANS; VAN BELKUM; VERBRUGH, 1997; WERTHEIM et al., 2005) e
também no grupo-controle do estudo, constituido por profissionais saudaveis da area da saude
(39%) (KOOI-POL et al., 2012). Quanto a colonizacdo da faringe, a frequéncia foi de 55%
nos pacientes com lesdes cronicas, bastante superior aos 26% e 23% detectados em pacientes
sem as lesbes e no grupo-controle, respectivamente (KOOI-POL et al., 2012). A taxa de
colonizacdo nas lesdes cronicas foi de 92%, enquanto lesdes mais recentes apresentaram um
valor de 69% (KOOI-POL et al., 2012).

Em contraste, um estudo retrospectivo que analisou culturas realizadas a partir de
amostras de 30 pacientes com EB, nos Estados Unidos, mostrou que ndo houve correlacao
entre colonizacdo nasal pelo S. aureus e sua presenca nas lesdes ou desenvolvimento de
infeccdo (BRANDLING-BENNETT; MOREL, 2010), entretanto, limitacdes quanto ao seu
desenho e execucdo podem comprometer a validade dos seus resultados. Tais achados foram
concordantes com os de outro estudo, desta vez realizado em criancas com infeccOes
recorrentes de pele, onde as cepas de S. aureus encontradas nas lesdes ndo foram as mesmas
encontradas colonizando as narinas. Assim sendo, foi sugerido que a colonizagdo bacteriana
das narinas poderia ndo ter valor como fator de risco para infeccGes de pele em criangas

(CHEN et al., 2009).
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A influéncia da colonizacdo das lesdes pelo S. aureus sobre a cura e a cicatrizacdo das
mesmas ainda é discutido de maneira controversa na literatura (BOWLER; DUERDEN;
ARMSTRONG, 2001; BRANDLING-BENNETT; MOREL, 2010; VAN DER KOOI-POL et
al., 2014). Entretanto, conforme mencionado anteriormente nesta secao, a alta prevaléncia do
agente nas lesdes crbnicas, superior a verificada em lesdes agudas ou subagudas, pode ser um
indicativo de que a presenca e proliferacdo bacteriana local pode, sim, retardar tal processo
(BRANDLING-BENNETT; MOREL, 2010; TRENGOVE et al., 1996; VAN DER KOOI-
POL et al., 2014).

Outra questdo interessante, abordada em alguns estudos que realizaram a tipificacao
molecular dos isolados de S. aureus, diz respeito ao padrdo de colonizagédo dos pacientes com
EBC pelo referido agente. A populacdo geral costuma ser colonizada pelas cepas bacterianas
mais prevalentes no meio em que vive. Entretanto, é sabido que os individuos saudaveis
tendem a disponibilizar um ndmero restrito de nichos para a ocupacdo bacteriana, que serdo
rapidamente preenchidos pela cepa que estiver melhor adaptada. Embora possa haver
alternancia de cepas a cada determinado periodo de tempo, como via de regra, todos sdo
colonizados predominantemente por uma Unica cepa. O mesmo ndo ocorre com 0S pacientes
portadores de EBC. Neles, ja foram identificadas mdltiplas cepas distintas de S. aureus
colonizando simultaneamente 0 mesmo paciente e podendo, inclusive, habitar locais muito
préximos. Essa particularidade se torna especialmente relevante devido ao risco em potencial
gue esses patdgenos apresentam de causar infeccdes estafilococicas graves (VAN DER
KOOI-POL et al., 2013b, 2014).

As cepas de S. aureus possuem caracteristicas moleculares que as distinguem de
demais isolados bacterianos. O gene nuc, por exemplo, é um gene especifico do S. aureus e,
dessa forma, a sua detecgdo pode ser muito Gtil para a identificacdo de tal agente em

espécimes clinicos (CHEN et al., 2017; SUDHAHARAN et al., 2015). O gene mecA, por sua
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vez, é biologicamente responsavel pela resisténcia & meticilina. Ele codifica a chamada
proteina de ligagcdo da penicilina 2a (PBP2a), capaz de manter a sintese da parede celular
enquanto as demais proteinas sao inibidas pelos antibidticos -lactamicos. Quando associada
a investigacgdo do gene nuc, a sua deteccdo é particularmente atil para uma rapida
identificacdo e diferenciacdo de cepas S. aureus MRSA (CHAMBERS; DELEO, 2009;
CHEN et al., 2017; FISHOVITZ et al., 2014; POZZI et al., 2012; STURENBURG, 2009;
SUDHAHARAN et al., 2015).

Além da presenca do gene mecA, uma serie de outras caracteristicas estdo
relacionadas ao aumento da patogenicidade do MRSA, dentre elas um fator de viruléncia
denominado toxina Leucocidina de Panton-Valentine, associado a cepas comunitarias. Ela é
capaz de induzir a necrose e, dessa forma, levar a apoptose e destruicdo dos leucocitos
mononucleares e polimorfonucleares (BHATTA et al., 2016). O MRSA é considerado a mais
prevalente bactéria multirresistente da atualidade (VAN DUIN; PATERSON, 2016). Quando
comparado a outras cepas, ele € associado a um numero muito maior de complicacGes
infecciosas que evoluem para desfechos desfavoraveis, incluindo situagdes ameacadoras a
vida (CAVALCANTE et al., 2017; DAVIS et al., 2004; DELEO et al., 2010; ELLIS et al.,
2004; GORWITZ et al., 2008; WITTE, 2009). O aumento da sua frequéncia em ambientes
intra e extra-hospitalares tem tornado o manejo terapéutico dos quadros infecciosos cada vez

mais desafiador e oneroso (DELEO et al., 2010; STEFANI; VARALDO, 2003).

2.8 DIAGNOSTICO

2.8.1 Testes ndo moleculares
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A avaliacdo diagnostica e a classificagdo dos tipos e subtipos de EBC iniciam com a
investigacdo do nivel de clivagem da pele, preferencialmente em bolhas recentemente
induzidas, através de dois testes especificos: a microscopia eletrénica de transmissédo (MET) e
0 mapeamento antigénico de imunofluorescéncia ou imunomapeamento (IMM) (FINE et al.,
2014; SAUNDERSON et al., 2019). Ambos séo considerados padrdo-ouro para o diagnostico
ndo molecular da EBC, havendo uma discrepancia observada entre eles de apenas 3% (FINE;
MELLERIO, 2015).

Através da MET, é possivel definir o nivel ultraestrutural de formagdo das bolhas e,
dessa forma, fazer distin¢do entre os quatro tipos principais da doenca. Além disso, ela pode
ser utilizada de maneira quantitativa e qualitativa, com o objetivo de avaliar estruturas
especificas da pele que estdo sabidamente alteradas em nimero ou aparéncia na EBC, tais
como tonofilamentos basilares, desmossomos, hemidesmossomos, filamentos e fibrilas de
ancoragem, dentre outros (FINE et al., 2008c; FINE; MELLERIO, 2015).

Apesar das vantagens da MET no diagnostico e classificacdo da EBC, dificuldades
técnicas e a falta de laboratorios capacitados e confiaveis para a sua realizacdo podem levar a
achados equivocados com certa frequéncia. Dessa forma, muito embora a MET permaneca
ocupando importante espaco no ambiente académico e na pesquisa, 0 seu emprego de maneira
rotineira tende a diminuir cada vez mais no cenario mundial (FINE et al., 2008c). A tabela 5
apresenta os principais achados de microscopia eletrénica para cada tipo e subtipo de EBC,
bem como suas localizag¢6es dentre as camadas da pele.

O mapeamento antigénico de imunofluorescéncia, por sua vez, utiliza anticorpos
monoclonais direcionados a estruturas da zona de membrana basal e antigenos epidérmicos,
realizando uma avaliacdo qualitativa e quantitativa da expressdo e distribuicdo dessas
proteinas na pele. Assim sendo, além de identificar o nivel de clivagem da pele e,

consequentemente, o tipo principal de EBC presente, essa técnica pode ainda facilitar a
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subsequente subclassificagdo da doenca, uma vez que os diferentes subtipos de EBC iréo
apresentar variados niveis de intensidade dos marcadores antigénicos para as proteinas
mutadas. As amostras bioldgicas sdo coletadas de bolhas espontaneas recentes ou induzidas
(FINE et al., 2008c, 2014; FINE; MELLERIO, 2015).

Quando comparado & MET, o imunomapeamento apresenta uma série de vantagens. A
técnica € mais simples de ser executada, mais rapida e também menos onerosa. Os
equipamentos necessarios, tais como um crio-micrétomo e um microscopio de fluorescéncia,
sd0 mais acessiveis e de facil instalagdo. Além disso, quando mantidos em temperatura
adequada, os meios apropriados de transporte garantem que espécimes permanecam viaveis
para anélise mesmo ap0s varias semanas da coleta. Atualmente, diversos laboratdrios ao redor
do mundo sdo capazes de desenvolver a técnica, utilizando séries de anticorpos relevantes

para a EBC e seguindo protocolos ja bem estabelecidos (FINE et al., 2008c).
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Tabela 5 - Achados ultraestruturais de microscopia eletronica nos tipos principais e
subtipos selecionados de EBC

Tipo ou subtipo de EBC

Sitio ultraestrutural
da clivagem

Achados ultraestruturais

EB simples (EBS)
Localizada

Generalizada grave

Com distrofia muscular

Autossdmica recessiva
Superficial
Acantolitica letal

Com atresia pildrica

EB juncional (EBJ)
Generalizada grave

Generalizada intermediaria
Com atresia pildrica

EB distrofica dominante
Generalizada grave
Dermdlise bolhosa do

recém-nascido

EB distréfica recessiva
Generalizada grave
Generalizada intermediaria

Dermdlise bolhosa do
recém-nascido

Camada basal

Camada basal no
citoplasma subnuclear
Predominantemente na
camada basal
Queratindcitos basais
Interface entre camadas
granular e cornea
Suprabasal com

acantolise
Camada basal baixa

Lamina lucida

Lamina lUcida

Lamina lucida

Sublamina densa

Sublamina densa

Sublamina densa
Sublamina densa

Sublamina densa

Separacéo pode evoluir para
camada suprabasal
Aglomerados densos e
circunscritos de queratina
Integragéo reduzida dos
filamentos de queratina aos
hemidesmossomos
Filamentos de queratina
ausentes ou reduzidos

Retracdo perinuclear dos
filamentos de queratina
Integracao reduzida dos
filamentos de queratina aos
hemidesmossomos

Hemidesmossomos muito
reduzidos ou ausentes; lamina
densa ausente
Hemidesmossomos normais
ou reduzidos em
numero/tamanho

Placas hemidesmossdmicas
pequenas com lamina densa
atenuada

Fibrilas de ancoragem
normais ou reduzidas
Corpos estelares elétron-
densos na camada basal,
fibrilas de ancoragem
reduzidas

Fibrilas de ancoragem
ausentes ou rudimentares
Fibrilas de ancoragem
reduzidas ou rudimentares
Corpos estelares elétron-
densos na camada basal;
fibrilas de aconragem
reduzidas

EB: Epidermolise bolhosa.
Fonte: adaptado de FINE et al. (2008c)
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Entretanto, é importante ressaltar que o imunomapeamento € um exame “operador-
dependente” e, portanto, seu sucesso depende da experiéncia de quem o executa e o interpreta.
Resultados falso-negativos podem surgir decorrentes de adeséo inadequada ao anticorpo
secundario, aparente perda da marcacdo antigénica pelo uso de preparagdes de anticorpos fora
do prazo de validade, bem como diferengas na intensidade da adeséo do anticorpo ao tecido
relacionadas ao lote ou marca dos produtos utilizados (FINE et al., 2008c). Além disso, é
importante frisar que a técnica utilizada € apenas semiquantitativa e, por esse motivo, ndo é
capaz de distinguir de forma acurada todos os subtipos de EBC existentes (Fine et al. 1999,
apud FINE et al., 2008b). A tabela 6 mostra, de forma resumida, as alteracfes antigénicas

encontradas em determinados subtipos de EBC.

Tabela 6 - Alteracdes antigénicas encontradas em pele com EBC através da técnica de
mapeamento por imunofluorescéncia

Antigeno Marcacdo anormal em Padréo de marcacao
Citoqueratina 14 (K14)  EBS autossomica recessiva Ausente ou muito reduzido
Laminina-332 EBJ generalizada grave Ausente ou muito reduzido
EBJ generalizada Reduzido
intermediaria
Colégeno tipo XVII EBJ generalizada Ausente
intermediaria Reduzido
EBJ localizada
Colageno tipo VII EBDR generalizada grave Ausente ou muito reduzido
EBDR generalizada Reduzido
intermediaria
EBDR inversa Variavel
EBD dermdlise do RN Granular entre

queratindcitos basais e
suprabasais; ausente ou
muito reduzido na JDE

Plectina EBS com distrofia muscular ~ Ausente ou reduzido
EBS com atresia pildrica Ausente ou reduzido
EBS Ogna Reduzido

Integrina alfa-6-beta4 EBJ com atresia pilorica Ausente ou reduzido
EBS com atresia pildrica Ausente ou reduzido
EBJ generalizada Reduzido
intermediaria

Kindlina 1 Sindrome Kindler Ausente, reduzido ou

normal
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EBD: Epidermdlise bolhosa distréfica; EBJ Epidermolise bolhosa juncional; EBS: epidermélise bolhosa
simples; JDE: Juncdo dermoepidérmica; RN: Recém-nascido.
Fonte: Adaptado de FINE et al. (2008c¢)

2.8.2 Testes moleculares

Apo0s a correta identificacdo do nivel de clivagem da pele e do seu perfil antigénico,
recomenda-se, sempre que possivel, a analise das mutac6es genéticas causadoras. A avaliacao
genética ira permitir ndo somente a subclassificacdo mais precisa da doenga, mas também a
possibilidade, no futuro, de terapia molecular. No momento, os achados genéticos
correspondem a maneira mais assertiva de se estabelecer modo de transmissdo da doenca,
permitindo o aconselhamento genético acurado. Entretanto, devido a grande variabilidade
com relacdo a gravidade e historia natural da doenca, muito provavelmente com influéncia de
fatores ambientais e modificadores genéticos, ndo se recomenda estabelecer prognostico
apenas com base nos achados moleculares (FINE et al., 2014). Vale ressaltar também que a
analise de mutacGes genéticas ainda ndo é considerada um teste de primeira linha para o
diagnostico da EBC, com excecdo dos casos de diagnostico pré-natal e pré-implantacédo
(FINE et al., 2008c; FINE; MELLERIO, 2015), embora ja haja um movimento nessa direcéo

(SAUNDERSON et al., 2019).

2.9 COMPLICACOES CLINICAS

Até este momento, ha escassez de dados com base em evidéncias cientificas que
descrevam a histéria natural de cada tipo principal de EBC. Esse fato gera a preocupagéo de
que, por falta de entendimento das particularidades de cada subtipo da doenga, alguns
médicos assistentes, especialmente ndo especialistas, possam estabelecer progndsticos e tomar

condutas equivocadas com base em riscos que foram erroneamente generalizados para todos
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0s pacientes. Nesse sentido, fazem-se imprescindiveis o estudo e a compreensdo das
complicagdes associadas a cada tipo de EBC (FINE et al., 2008b).

Além da pele, muitos outros tecidos podem ser acometidos pela formacéo de bolhas e
erosdes, levando a um aumento consideravel da morbidade. Isso costuma ser visto
predominantemente nas formas mais graves e generalizadas, embora cada subtipo tenha as
suas particularidades. Além das complicacGes locais diretamente relacionadas ao surgimento
das lesbes ou aos seus processos cicatriciais, uma série de outras afeccGes j& foi sabidamente
relacionada a determinados subtipos de EBC, tais como anemia, retardo do crescimento e
desenvolvimento, infecgdes locais e sistémicas, insuficiéncia renal, malignidades e até mesmo
morte prematura. Tais fatos reforcam a necessidade e a relevancia de uma total compreensao
do comportamento natural e dos riscos associados a cada forma especifica da doenca, no
intuito de minimizar as complicacbes e de proporcionar melhor qualidade de vida aos

pacientes (FINE et al., 2008b; FINE; MELLERIO, 2009b).

2.9.1 Infeccéo

As infecgbes de pele sdo comuns a todos os tipos e subtipos de EBC, porém exercem
papel mais importante nas formas generalizadas graves da EBDR e da EBJ (FINE;
MELLERIO, 2009a). Esses pacientes acometidos de maneira extensa pela doenga, mesmo
com cuidados extremos, dificilmente conseguem permanecer livres de infeccdo (MOY et al.,
1990). Muitos sdo os fatores de risco para o desenvolvimento de infeccBes cutaneas. As
extensas areas de pele danificada e desprotegida tornam-se mais propensas a penetracdo
microbiana. Além disso, o meio Umido da superficie das feridas proporciona um aumento na
proliferacdo bacteriana. Esses fatores locais, aliados a anormalidades imunoldgicas e

deficiéncias nutricionais, especialmente nos subtipos mais graves de EBC como a EBJ
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generalizada grave, acabam tornando os pacientes mais vulneraveis aos processos infecciosos
(BOEIRA et al., 2013; PAI; MARINKOVICH, 2002).

Conforme visto anteriormente, o0 patégeno mais frequentemente associado a esse tipo
de complicacdo € o Staphylococcus aureus, porém qualquer espécie microbiana pode estar
envolvida (FINE; MELLERIO, 2009a).

As infecgOes sistémicas sdo menos comuns nos pacientes com EBC. A sepse era a
principal causa de mortalidade em criancas com EBC algumas décadas atras, no entanto,
melhorias em relagdo ao manejo topico das lesbes, particularmente com o desenvolvimento de
curativos mais sofisticados, além do uso de antibidticos topicos e sistémicos mais potentes,
porém mais seletivos, muito provavelmente foram o0s responsaveis por uma reducdo
significativa do nimero de casos graves nos paises desenvolvidos. Atualmente, apontam-se
como principais fatores de risco para sepse e morte por sepse nesses paises 0 uso de cateteres
invasivos e o uso indiscriminado de antimicrobianos tépicos e sistémicos, com consequente
inducdo de resisténcia bacteriana (FINE, 1986; FINE et al., 2008b; FINE; MELLERIO,
2009a).

Dados de pesquisa realizada nos Estados Unidos mostraram a sepse como causa de
morte na idade de 1 ano presente em todos os subtipos de EBC, com excecdo de dois, com
uma frequéncia que variou de 0,4% no subtipo EBDR generalizada intermediaria até 19,5%
no subtipo EBJ generalizada intermediaria. O risco cumulativo de morte por sepse observado
foi de 11% e 20% para as formas EBJ generalizada grave e EBJ generalizada intermediéria,
respectivamente, aos 12 meses de idade. Esse risco aumentou para 17,5% nos pacientes com
EBJ generalizada grave, aos 8 anos de idade, e para 24,2% nos pacientes com EBJ
generalizada intermediaria, aos 15 anos (FINE et al., 2008b; FINE; MELLERIO, 2009a).

Pacientes com o subtipo EBS generalizada grave também apresentaram uma taxa de

mortalidade por sepse em torno de 2% aos 12 meses de idade, sendo ela a principal causa de
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morte nesse subtipo e nessa faixa etéria. Ndo foram observados riscos em idades posteriores.
A mortalidade por sepse observada nos demais subtipos de EBC durante a infancia foi baixa.
Observou-se um aumento de 8% no risco para 0s pacientes com o diagnostico de EBDR
generalizada grave na idade de 35 anos, porém muito provavelmente associado a
complicacdes de metéastases de carcinoma epidermdide da pele (FINE et al., 2008b; FINE;
MELLERIO, 2009a).

Embora a preocupacdo em torno da mortalidade por sepse seja uma realidade para
poucos subtipos da EBC (EBJ e EBS generalizada grave) nos paises desenvolvidos, nos
paises do terceiro mundo, como é o caso do Brasil, o cenario € outro. Aqui, a sepse permanece
como importante fator de risco para mortalidade entre os pacientes com EBC (FINE et al.,

2008b; MELLERIO, 2010).

2.9.2 Demais complicagdes

Os pacientes com EBC apresentam um risco aumentado para o desenvolvimento de
tumores cutdneos malignos. O mais frequente deles é o carcinoma epidermoéide da pele,
considerado a principal complicacdo entre a populacdo adulta portadora de EBC,
especialmente entre os pacientes com o subtipo EBDR generalizada grave (FINE, 2010a;
FINE et al., 2008b, 2009, FINE; MELLERIO, 2009a, 2015). Embora menos frequente, o
melanoma maligno também pode ocorrer em criancas diagnosticadas com EBC, ja tendo sido
relatado em algumas formas simples e distréficas (FINE et al., 2009). Além disso, criancas
com EBC podem desenvolver nevos melanociticos bastante pigmentados, grandes e
irregulares que, apesar de benignos, assemelham-se a melanomas malignos, os denominados
“nevos EB” (FINE; MELLERIO, 2015). Por fim, pacientes com o subtipo EBS generalizada

grave apresentaram maior risco de desenvolver carcinoma basocelular do que o observado na
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populacdo branca norte-americana geral ou em pacientes com a forma localizada da EBS
(FINE et al., 2009; FINE; MELLERIO, 2009a).

A alopecia pode ser um achado comum a muitos subtipos de EBC, entretanto, nenhum
padrdo especifico foi reportado até o momento (BOEIRA et al., 2013). Dependendo da
extensdo da doenca e do nivel de clivagem das bolhas, ela pode ser focal ou difusa, transitéria
ou evoluir para cicatrizes de maneira irreversivel. Além do couro cabeludo, os cilios e as
sobrancelhas também podem ser acometidos em diferentes graus. Pacientes com
comprometimento sistémico por anemia ou sepse podem, ainda, desenvolver rarefacdo capilar
decorrente de eflavio telégeno. Além da alopecia, alguns subtipos de EBC também podem
cursar com alteragdes da haste capilar (DANG et al., 2008; HAMADA et al., 2002;
MCGRATH et al., 1997; TOSTI; DUQUE-ESTRADA; MURRELL, 2010).

Os tecidos moles da cavidade oral e os dentes estdo comumente alterados nos
pacientes com EBC, uma vez que bolhas e erosdes séo muito frequentes nesse local. Embora
pacientes com as formas juncional e distréfica recessiva sejam os mais frequentemente
acometidos, muito provavelmente devido a correlacdo com a gravidade e a atividade da
doenca, 0s demais subtipos também podem apresentar alteracfes (FINE; MELLERIO, 2009a,
2015, WRIGHT; FINE; JOHNSON, 1993, 1994). S&o elas: hipoplasia do esmalte dentario,
caries, perda precoce da denti¢do, microstomia e anquiloglossia (FINE; MELLERIO, 2009a,
2015; WILDER et al., 2017; WRIGHT; FINE; JOHNSON, 1994).

Alteracbes musculoesqueléticas, de uma forma geral, também sdo frequentes nos
pacientes com EBC. Sua principal complicacdo é a pseudossindactilia, caracteristica marcante
das formas distroficas recessivas, especialmente da EBDR generalizada grave, embora
também ja tenha sido observada nos subtipos EBDD, EBJ e EBS generalizada grave (FINE;
MELLERIO, 2009a, 2015). Seu manejo é particularmente dificil, em especial devido as

inimeras recorréncias (MARIN-BERTOLIN et al.,, 1999 apud LURIA et al., 2014;
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RASHIDGHAMAT; MCGRATH, 2017; TERRILL et al.,, 1992). Qutras complicacfes
musculoesqueléticas comuns a varios tipos de EBC sdo a osteopenia, a osteoporose, as
fraturas dsseas e as contraturas (FINE; MELLERIO, 2009a, 2015). A distrofia muscular,
muito menos frequente, esta associada a um subtipo raro de EBC onde mutagdes no gene da
plectina (PLEC1) levam & propensdo ao desenvolvimento de bolhas intraepidérmicas e
distrofia muscular, denominado EBS com distrofia muscular (FINE et al., 1989; FINE;
MELLERIO, 2009a, 2015; KYROVA et al., 2016; NIEMI, 1988; ROUAN et al., 2000).

A anemia é uma complicacdo observada com certa frequéncia na EBC, especialmente
nos subtipos mais graves, como na EBDR e na EBJ (FINE et al., 2008c; SIDWELL,; YATES;
ATHERTON, 2000). Ela pode ocasionar sintomas como reducdo da energia e disposicéo,
dispneia, reducdo da tolerancia para atividades fisicas, atraso na cura de lesbes cutaneas e
anorexia (FINE; MELLERIO, 2009a). Acredita-se que a sua etiologia seja multifatorial
(FINE; MELLERIO, 2009a; SIDWELL,; YATES; ATHERTON, 2000; WEISS, 1999).

A maioria das criancas com formas graves de EBC apresenta atraso no crescimento e
no desenvolvimento puberal, com comprometimento da altura final e da massa 6ssea total. A
incidéncia exata dessas alteracGes no contexto das doencas crénicas e, no caso especifico da
EBC, é incerto (FINE; MELLERIO, 2009a; MARTINEZ; ALLGROVE; BRAIN, 2010).
Acredita-se que 0s principais mecanismos envolvidos na origem dessas desordens sejam
derivados de um estado inflamatdrio exacerbado e de deficiéncias nutricionais (FINE;
MELLERIO, 2009a; MARTINEZ; ALLGROVE; BRAIN, 2010) e, quanto mais
precocemente a doenca se manifesta, maior é o impacto sobre o crescimento e o
desenvolvimento puberal da crianca (MARTINEZ; ALLGROVE; BRAIN, 2010; MCKAY et
al., 1998; POZO; ARGENTE, 2002).

Muitas sdo as complicagdes otorrinolaringologicas que podem surgir no contexto da

EBC, envolvendo estruturas anatbmicas como as orelhas, a cavidade nasal, a orofaringe e as
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vias aéreas superiores (supraglote, glote, subglote e traqueia) (FINE et al., 2007; FINE;
MELLERIO, 2009b). As orelhas externa e interna podem ser acometidas de maneira priméria
pelo surgimento de bolhas e erosbes, com formacdo de crostas e eventuais infeccoes
secundarias. Além disso, pode haver formacdo de milia, desenvolvimento de otites, evolugéo
para cicatrizes e estenoses do conduto auditivo externo, bem como perda auditiva (FINE et
al., 2007; FINE; MELLERIO, 2009b).

As vias aéreas superiores também podem ser afetadas de maneira direta pelo
surgimento de inflamacdo, bolhas, erosdes, crostas, tecido de granulagdo abundante, nédulos,
cistos estenoses e obstrucdes. A afeccdo mais comumente relatada nos pacientes com EBC foi
a rouquiddo, que pode corresponder a um sinal precoce de envolvimento laringeo. Estridor
inspiratério e dispneia também podem ser observados (BERSON et al., 1992; FINE et al.,
2007; FINE; MELLERIO, 2009b; GONZALEZ; ROTH, 1989; KENNA; STOOL;
MALLORY, 1986; THOMPSON; AHMED; DUDLEY, 1980; YUEN et al., 2012).

A complicacao respiratéria mais preocupante, sem sombra de dividas, diz respeito a
evolucdo para estenoses e obstrucdes graves, até mesmo fatais, especialmente em criancgas
pequenas. Esse tipo de complicacdo pode ser visto na EJB generalizada em geral, porém com
maior frequéncia na forma generalizada grave. Alguns subtipos de EBDR e EBS também
podem ser acometidos, bem como a Sindrome LOC (FINE et al., 2007; FINE; MELLERIO,
2009b, 2015; GONZALEZ; ROTH, 1989; IDA et al., 2012; YUEN et al., 2012).

A cardiomiopatia dilatada ¢ uma complicacdo infrequente. O subtipo mais associado a
essa afeccdo é a EBDR generalizada grave, porém ela também ja foi observada em pacientes
com os subtipos EBDR generalizada intermediaria e EBJ generalizadas grave e intermediaria
(FINE et al., 2008d; FINE; MELLERIO, 2009a; MELVILLE et al., 1996; SIDWELL;
YATES; ATHERTON, 2000). A sua etiologia ainda é incerta, porém acredita-se que seja

multifatorial. Dentre os possiveis desencadeantes ja foram citados anemia grave, sobrecarga
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de ferro pelo excesso de transfusfes sanguineas, deficiéncias nutricionais (especialmente dos
micronutrientes selénio e carnitina), bem como miocardites virais (FINE; MELLERIO,
2009a; MELVILLE et al., 1996; MORELLI et al., 2001; SIDWELL; YATES; ATHERTON,
2000). Além disso, a coexisténcia de doenca renal nessa populagéo confere um risco adicional
de desenvolver a doenca cardiaca (FINE et al., 2008d; FINE; MELLERIO, 2009a).

Assim como os demais sistemas revestidos por epitélio, o trato gastrintestinal também
pode sofrer com o surgimento de lesbes préprias da EBC. De maneira geral, qualquer por¢do
pode ser acometida, com exce¢do do figado, do pancreas e da vesicula biliar, levando a
consideravel morbidade decorrente de complica¢des importantes, tais como anemia refratéria,
hipoalbuminemia, sindromes disabsortivas e retardo no crescimento e desenvolvimento
(FINE; MELLERIO, 2009b, 2015).

O sintoma do trato gastrointestinal alto mais comumente observado é a disfagia. Em
alguns subtipos distréficos como na EBDR generalizada grave, na EBDR inversa, na EBDR
generalizada intermediaria, bem como na EBJ generalizada grave e na Sindrome Kindler, a
ocorréncia de bolhas e erosbes esofagicas pode evoluir para cicatrizes e estenoses, que € a
complicacdo gastrintestinal mais grave e temida, embora raramente haja obstru¢do completa
(FINE et al., 2008a; FINE; MELLERIO, 2009b, 2015). Demais alteracdes observadas, porém
de maneira muito menos frequente, sdo refluxo gastroesofagico, espasmos esofagicos,
laceracdo de Mallory Weiss e perfuracdo esofagica (FINE et al., 2008a).

As complicacBes gastricas sao pouco comuns, com um namero pequeno de pacientes
apresentando gastrite ou Ulcera gastrica. A atresia pilorica é observada em alguns pacientes
com o subtipo juncional que hoje é denominado EBJ com atresia pilérica. Quanto aos achados
gastrintestinais baixos, a alteracdo observada com maior frequéncia é a constipacao intestinal.
Outros achados encontrados, porém com uma frequéncia muito inferior, sdo diarreia,

laceraces retais, prolapso retal, estenose retal, fistulas, fissuras e estenoses anais, encoprese,
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megacolon, doenca inflamatdria intestinal, hemorroidas, diverticulose e intussuscepcéo (FINE
et al., 2008a).

As alteracBes associadas a EBC podem ocorrer em qualquer por¢do do trato
genitourinario e também nos rins (ALMAANI; MELLERIO, 2010; FINE; MELLERIO,
2009b; KRETKOWSK, 1973). A fragilidade extrema do urotélio, com formacao de vesiculas,
bolhas e cicatrizes ao longo do seu trajeto, pode levar a complicagbes como inflamacéo
persistente do musculo detrusor, estenoses e obstrucdes parciais desde o meato uretral até os
ureteres, com formacdo de hidroureteres e até mesmo hidronefrose, além de predisposicéo a
pielonefrite (ALMAANI; MELLERIO, 2010; FINE et al., 2004c; FINE; MELLERIO, 2009b,
2015). As formas distroficas e juncionais sao as mais acometidas por esse tipo de complicacao
(ALMAANI; MELLERIO, 2010; CHAN et al., 2007; FINE et al., 2004c; FINE; MELLERIO,
2009b, 2015; MUTLUBAS et al., 2007). Além das complicacOes renais derivadas de causa
obstrutiva, algumas outras condic¢des j& foram relatadas em associa¢do com a EBC, tais como
glomerulonefrite pds-estreptococica, nefropatia por IgA e amiloidose secundaria (ALMAANI;
MELLERIO, 2010; CHAN et al., 2007; FINE et al., 2004c; FINE; MELLERIO, 2009b;
MANN et al., 1988; MUTLUBAS et al., 2007).

A pele e a cornea compartilham muitas caracteristicas ultraestruturais e bioquimicas
semelhantes (DESTRO; WALLOW:; BRIGHTBILL, 1987), motivo pelo qual sdo comuns as
alteracdes oculares secundarias a EBC, especialmente nas formas EBJ e EBD (FIGUEIRA,;
MURRELL; CORONEO, 2010; FINE et al., 2004b; FINE; MELLERIO, 2009b; GRANEK;
BADEN, 1980; MELLADO et al., 2018; TONG et al, 1999). As complicacdes
oftalmoldgicas mais frequentes incluem afeccdes agudas e fugazes, tais como injecao
conjuntival, com hiperemia ocular e lacrimejamento, além da formac&o de vesiculas, bolhas e
erosdes. Entretanto, também sdo relatadas condigdes mais crbénicas como formagdo de

cicatrizes corneanas, pannus, simbléfaro, anquilobléfaro, ectropio, catarata, erros de refracdo,
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ambliopia, estrabismo e obstrugdo do ducto lacrimal, dentre outras (FIGUEIRA; MURRELL;
CORONEO, 2010; FINE et al., 2004b; FINE; MELLERIO, 2009b, 2015; MELLADO et al.,
2018; TONG et al., 1999).

Apesar de rara, a EBC representa um sério problema social devido ao grande impacto
na vida dos pacientes e das suas familias. As condi¢des impostas pela doenca sdo capazes de
gerar sintomas fisicos limitantes, com prejuizo emocional, alteracbes comportamentais,
afetivas, escolares, além e impasses econdmicos (CESTARI et al., 2016; FINE et al., 2005;
MARGARI et al., 2010). O aspecto psicossocial da doenca ainda tem sido analisado com
pouca frequéncia, refletido no pequeno nimero de publicacdes a esse respeito (ANDREOLI et
al., 2002; FINE et al., 2005; MARGARI et al., 2010). Alguns estudos mostram elevada
frequéncia de sintomas psiquiatricos entre pacientes com EBC, tais como somatizagdo,
ansiedade, obsessdo, compulsdo, depressdo, fobia, ideias paranoicas, hostilidade, raiva,
alteracdo da percepcao corporal e distdrbios afetivos (FINE; MELLERIO, 2009a; MARGARI
et al., 2010). Além disso, ha relato de agravamento clinico que culminou com suicidio ou
tentativa de suicidio em uma minoria dos casos (FINE; MELLERIO, 2009a). Ndo parece

haver prejuizo intelectual associado a doenca (ANDREOLI et al., 2002).

2.10 TRATAMENTO

N&do ha, até o presente momento, tratamento especifico para a EBC. A abordagem
terapéutica esta fundamentada, basicamente, na prevencdo de lesbes, no manejo das
complicacgdes e na reabilitagdo dos pacientes. Devido a grande extensdo da doenca, capaz de
acometer multiplos érgaos e sistemas, torna-se imprescindivel que os pacientes tenham acesso
a equipes multidisciplinares. Para o adequado planejamento terapéutico, recomenda-se,

inicialmente, o exame global dos pacientes, com avaliacdo da extensdo de superficie corporal
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acometida e do tipo de lesdo apresentada (bolhas intactas, erosdes ou feridas cronicas).
Sugere-se que essa avaliacdo de toda a pele seja realizada ao menos a cada 6 meses, embora
alguns pacientes possam ser bastante relutantes (BOEIRA et al., 2013; EL HACHEM et al.,
2014; FALABELLA et al., 1999; FINE; MELLERIO, 2015; GARCIA-DOVAL; DAVILA-
SEIO; LANGAN, 2013; SHIN et al., 2011).

O principal cuidado diz respeito & prevencao de traumas mecanicos e de infec¢Ges. De
uma maneira geral, as crian¢as pequenas sdo mais vulnerdveis e necessitam de atencdo
especial. Recomenda-se que elas sejam manipuladas de forma gentil, através de técnicas
especificas. A area das fraldas deve ser adequadamente protegida por cremes de barreira (a
base de éxido de zinco, por exemplo), e as proeminéncias 6sseas devem ser revestidas por
espumas proprias para essa finalidade. O uso de roupas justas deve ser evitado, devido ao
atrito causado sobre a pele. Criangcas maiores também devem vestir roupas e calcados
confortaveis, bem como ter as areas de maior atrito devidamente cobertas e protegidas, como
os joelhos e cotovelos, por exemplo (BOEIRA et al., 2013; EL HACHEM et al., 2014; FINE;
MELLERIO, 2015; GARCIA-DOVAL,; DAVILA-SEIJO; LANGAN, 2013).

O manejo das lesbes pode variar dependendo dos achados clinicos. Na presenca de
bolhas intactas, por exemplo, sugere-se a punctura e 0 esvaziamento, para evitar o aumento da
area acometida. A pele deve ser mantida sobre o local, como uma forma de protecéo adicional
ao uso de curativos estéreis. As crostas e os tecidos desvitalizados, quando presentes, devem
ser gentilmente removidos, no intuito de diminuir o processo inflamatério (BOEIRA et al.,
2013; GARCIA-DOVAL; DAVILA-SENO; LANGAN, 2013; MELLERIO et al., 2007;
SHIN et al., 2011; SPRECHER, 2010).

As lesdes devem ser higienizadas com produtos de baixa toxicidade, como soro
fisiolégico ou agua. Algumas medidas como banhos com hipoclorito de sédio em uma

concentracdo de 0,005% ou com é&cido acético a 0,25%, além do uso de solucGes contendo
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clorexidina ou cloreto de benzalconio podem auxiliar na reducdo da colonizagdo bacteriana.
Em situacOes especificas, antibidticos topicos e sistémicos poderdo ser associados, entretanto,
0 seu uso continuo € desencorajado devido ao risco de induzir resisténcia bacteriana
(BOEIRA et al., 2013; FALABELLA et al., 1999; FINE; MELLERIO, 2015; GARCIA-
DOVAL; DAVILA-SEIJO; LANGAN, 2013; LARA-CORRALES et al., 2010; MELLERIO,
2010; MELLERIO et al., 2007; POPE et al., 2012; RASHIDGHAMAT; MCGRATH, 2017,
SHIN et al., 2011).

O critério para uso de antibidticos tdpicos é a presenca de trés das seguintes
caracteristicas: lesdo cronica que ndo cicatriza, exsudato em quantidade aumentada, eritema,
presenca de tecidos friaveis ou necréticos e odor desagradavel. A recomendacdo para uso de
antibioticos sistémicos, por sua vez, baseia-se na presenca de pelo menos trés dos seguintes
achados: lesbes extensas, diferenca de temperatura maior que 5,4°C, eritema ou edema nas
bordas, presenca de exsudato em abundéncia e odor fétido (BOEIRA et al., 2013; GARCIA-
DOVAL,; DAVILA-SEIJO; LANGAN, 2013).

As areas erosadas devem sempre ser cobertas por curativos, tanto para favorecer a
reepitelizacdo, como para promover alivio sintomatico e evitar infeccdes secundarias. A
escolha do curativo deve ser individualizada para atender as necessidades de cada lesdo,
entretanto, apenas aqueles ndo adesivos podem ser aplicados na pele dos pacientes com EBC.
De uma maneira geral, ao se escolher o material mais apropriado, deve-se sempre considerar
0 tipo de lesdo apresentada, a extensdo do acometimento, o nivel de exsudacdo, a presenca de
infeccdo, a localizacdo, a frequéncia das trocas e o custo (BOEIRA et al., 2013; FINE;
MELLERIO, 2015; GARCIA-DOVAL; DAVILA-SEINO; LANGAN, 2013; MELLERIO et
al., 2007).

Nos ultimos anos, uma grande variedade de curativos vem sendo desenvolvida, cada

um com composicao e indicagBes bastante especificas, ideais para pacientes que necessitam
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de um manejo personalizado. Atualmente, a espuma de silicone € considerada a cobertura
mais completa, pois oferece protecdo, absor¢do do exsudato, hidratacdo e, em alguns casos,
acdo antimicrobiana (quando acrescida de aditivos como a prata, por exemplo). Feridas
exsudativas, em geral, se beneficiam das espumas e de outras modalidades mais absortivas.
Para feridas mais ressecadas, além da espuma de silicone, ha a possibilidade de usar curativos
a base de hidrogéis, de celulose biossintética ou de membranas de silicone macio (BOEIRA et
al., 2013; FINE et al., 2008c; FINE; MELLERIO, 2015; GARCIA-DOVAL; DAVILA-
SEIJO; LANGAN, 2013; MELLERIO et al., 2007).

Quando ha necessidade de desbridamento, além dos curativos de hidrogéis e de
celulose biossintética, também podem ser utilizados os hidrocoldides. De uma forma geral, o
tratamento precoce das feridas e 0 uso das coberturas adequadas diminui a necessidade de
desbridamento, que pode ser realizado de maneira suave durante o banho. As feridas muito
colonizadas ou infectadas podem se beneficiar de uma série de curativos com propriedades
antimicrobianas, que é proporcionada pela presenca de prata, mel medicinal ou PHMB na sua
composicdo, entre outros. Uma opcao mais simples e acessivel pode ser construida com gaze
embebida em vaselina, muito Util como cobertura primaria de feridas cronicas (BOEIRA et
al., 2013; FINE et al., 2008c; FINE; MELLERIO, 2015; MELLERIO et al., 2007). Além
disso, novas modalidades de terapia local incluem o uso de bioequivalentes de pele, derivados
de cultura de tecidos, que podem ser incluidos no arsenal terapéutico de feridas cronicas e
recalcitrantes (FALABELLA et al., 1999; FINE; MELLERIO, 2015; SHIN et al., 2011).

O status nutricional dos pacientes possui influéncia direta na cicatrizacdo das feridas.
Assim sendo, alguns deles podem necessitar de suplementacdo adequada e, eventualmente,
auxilio de gastrostomia ou dilatagdo esofagica (BIRGE, 1995; BOEIRA et al., 2013; FINE;
MELLERIO, 2009a; GARCIA-DOVAL; DAVILA-SENNO; LANGAN, 2013; HAYNES,

2006; MELLERIO et al., 2007; SHIN et al., 2011; SPRECHER, 2010). Devido a tendéncia a
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desenvolver anemia, recomenda-se 0 monitoramento dos niveis séricos de hemoglobina que,
idealmente, devem manter-se acima de 8g/dL. A suplementacdo oral ou sistémica de ferro
pode ser necesséria, bem como a realizacdo de transfusfes sanguineas. O uso de eritropoietina
ou darbepoietina alfa também pode ser considerado nessas situa¢es (BOEIRA et al., 2013;
FINE; MELLERIO, 2009a, 2015; GARCIA-DOVAL; DAVILA-SEIJO; LANGAN, 2013;
MELLERIO et al., 2007).

O desconforto causado pela hiperidrose plantar, que pode ser bastante problematica
nos pacientes com EBS, pode ser minimizado com aplicagdes tdpicas de cloreto de aluminio
ou injecOes de toxina botulinica. Essa ultima, inclusive, ja foi associada a uma diminuic¢do na
formagdo de bolhas e calosidades, e também no alivio da dor (ABITBOL; ZHOU, 2009;
BOEIRA et al., 2013; FINE; MELLERIO, 2015; SWARTLING et al., 2010). A analgesia
deve ser prescrita conforme a gravidade do sintoma, podendo ser utilizados medicamentos
como paracetamol ou acetaminofen, anti-inflamatdrios ndo esteroidais ou até mesmo
opioides. A dor neuropatica parece ter boa resposta ao uso da amitriptilina ou da gabapentina
(BOEIRA et al., 2013; GARCIA-DOVAL,; DAVILA-SEIJO; LANGAN, 2013; MELLERIO
et al., 2007).

A fenitoina sistémica, utilizada no passado nas formas EBJ e EBDR por seu efeito
inibidor da colagenase, ndo se mostrou eficaz em estudo controlado e randomizado
(CALDWELL-BROWN et al., 1992; FINE; JOHNSON, 1988; FINE; MELLERIO, 2015;
LANGAN; WILLIAMS, 2009; RASHIDGHAMAT; MCGRATH, 2017). Alguns outros
medicamentos sistémicos como a tetraciclina (FINE; MELLERIO, 2015; MELLERIO et al.,
2007; WEINER et al., 2004), a ciclosporina (FINE; MELLERIO, 2015; TAKAHASHI et al.,
2016) e a talidomida (FINE; MELLERIO, 2015; OZANIC BULIC et al., 2005) podem ter
algum beneficio sintomatico para os subtipos EBS e EBD pruriginosa. O uso de retindides

sistémicos para a prevencdo de carcinomas epidermoides cutaneos nos pacientes com EBDR
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ainda precisa ser melhor estudado (FINE, 2010a; FINE et al., 2004a; FINE; MELLERIO,
2015; PAI; MARINKOVICH, 2002).

Conforme visto anteriormente, 0s pacientes mais graves s80 0S mais propensos a
complicagdes cutdneas e extracutaneas. Por esse motivo, é muito importante que eles sejam
acompanhados rotineiramente e, preferencialmente, por equipes multidisciplinares. O
diagndstico e o tratamento precoce de tais manifestagdes, com o auxilio dos profissionais
especializados de cada area, sdo capazes de proporcionar maior chance de cura e também
menor risco de sequelas graves (BOEIRA et al., 2013; FINE; MELLERIO, 2009a, 2009b,
2015; SHIN et al., 2011).

Como perspectivas para o futuro, espera-se que a terapia génica possa se tornar
realidade para todos os pacientes com EBC, especialmente para aqueles com os subtipos mais
graves. Ha diversos estudos em andamento nessa area que testam muitas possibilidades
terapéuticas inovadoras. As técnicas para tratamento local de feridas recentemente estudadas
abrangem desde transferéncia génica e correcdo genética com transplante de queratindcitos,
até injecdo intradérmica de células do estroma mesenquimal, de colageno humano tipo VII e
de fibroblastos alogénicos normais, essa Ultima ja sendo testada em ensaios clinicos. Além
disso, enxertos de pele e bioequivalentes sintetizados através de engenharia genética tem tido
um efeito positivo para os pacientes com EBC que, devido a pouca idade ou a caracteristicas
préprias da doenca, ndo eram candidatos a procedimentos desse tipo (BOEIRA et al., 2013;
FINE, 2010c; FINE; MELLERIO, 2015; RASHIDGHAMAT; MCGRATH, 2017; SHIN et
al., 2011).

Uma possibilidade para tratamento sistémico da EBC, aventada nos ultimos anos, € o
transplante de células-tronco da medula Gssea, especialmente para o subtipo EBDR.
Entretanto, diversos ensaios clinicos ainda estdo sendo conduzidos na tentativa de provar o

real valor e o beneficio dessa técnica, considerando-se a sua agressividade e 0s riscos em
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potencial (BOEIRA et al., 2013; FINE; MELLERIO, 2015; KIURU et al., 2010;
RASHIDGHAMAT; MCGRATH, 2017; TOLAR et al., 2009; UITTO, 2018; WAGNER et

al., 2010).



67

3 JUSTIFICATIVA

A Epidermdlise Bolhosa Congénita é um grupo raro de genodermatoses, entretanto,
0 impacto na vida dos pacientes e dos seus familiares é imensurdvel. As infeccdes locais
das lesdes sdo complicagfes comuns da doenca e a sepse, embora menos frequente nos
dias atuais, permanece como uma das principais causas de mortalidade, correspondendo a
24% dos Obitos em menores de 15 anos com a forma juncional da doenga (EBJ)
(BRANDLING-BENNETT; MOREL, 2010; FINE et al., 2008b). Apesar da importancia
de se aprimorar a abordagem terapéutica, poucos avan¢os foram feitos nesta area. Ha
escassez de dados na literatura mundial e ndo ha estudos nacionais com enfoque
semelhante. Apesar do avanco em terapias que envolvem transplante de células-tronco e
terapia génica, ndo existe até 0 momento um protocolo de tratamento para esses pacientes.
Enquanto essas novas estratégias ndo se tornam disponiveis, € necessario maior
investimento em pesquisa e desenvolvimento de técnicas para a prevencdo das lesdes e 0
adequado controle das suas complicac@es. Neste sentido, o presente trabalho torna-se de
fundamental importancia, pois visa a obtencdo de dados objetivos e cruciais para o
estabelecimento de novas terapias, através da investigacdo e analise do perfil
bacteriolégico dos pacientes com EBC e da sua correlacdo com evolucéo clinica e histéria

de complicacdes.
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4 OBJETIVOS

4.1 GERAL

Investigacdo da presenca de Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa em
pele e mucosa de pacientes com epidermdlise bolhosa congénita e seu perfil de resisténcia

antimicrobiana.

4.2 ESPECIFICOS

e Avaliacdo das caracteristicas moleculares dos isolados de S. aureus;

e Avaliagéo da relagédo entre prevaléncia de colonizagdo por S. aureus e cada subtipo
clinico de epidermolise bolhosa congénita confirmado por biologia molecular;

e Avaliacdo da prevaléncia dos isolados de S. aureus resistentes a meticilina;

e Avaliacdo da relagdo entre prevaléncia de isolados S. aureus MRSA e cada subtipo

clinico de epidermolise bolhosa congénita.
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5 METODOS

5.1 DELINEAMENTO

Trata-se de um estudo transversal, utilizando uma amostra por conveniéncia.

5.2 CONTEXTO

O presente trabalho consiste na segunda fase do projeto “Perfil microbiolégico dos
pacientes diagnosticados com Epidermélise Bolhosa Congénita no Servi¢o de Dermatologia
da UFCSPA”.

Ap0s a primeira etapa da pesquisa, que deu origem a um estudo piloto, optou-se por
expandir o tamanho amostral e recrutar pacientes com diagnostico confirmado de
epidermdlise bolhosa congénita também em outros centros medicos do pais.

Para tanto, nosso projeto teve apoio da DEBRA Brasil, associa¢do nacional sem fins
lucrativos que visa apoiar pacientes e familiares com a doenca, bem como promover
campanhas e atividades educacionais que possam levar informacdo a populacdo geral. Da
mesma forma, recebemos importante apoio da ACPAPEB, da Appapeb, da AAPEB-SP e da
APPEB-DF, associacdes de pais e pacientes com epidermdlise bolhosa congénita de Santa

Catarina, do Parana, de Sdo Paulo e do Distrito Federal, respectivamente.

5.3 POPULACAO E AMOSTRA

5.3.1 Local
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O presente trabalho foi desenvolvido no Ambulatério de Dermatologia Pediatrica da
Universidade Federal de Ciéncias da Saude de Porto Alegre (UFCSPA), localizado no Centro
de Saude Santa Marta, em Porto Alegre, e no Hospital da Crianca Santo Antdnio, da
Irmandade Santa Casa de Misericordia de Porto Alegre. Outros centros médicos do pais
atuaram como colaboradores, recrutando e encaminhando amostras e pacientes. Eles estdo
localizados nos estados de Santa Catarina (através da ACPAPEB), Parana (através da
Appapeb), Sdo Paulo (através da AAPEB-SP), Maranhdo (Hospital Infantil Dr. Juvéncio
Matos) e no Distrito Federal (através da APPEB-DF).

As andlises microbioldgicas foram todas processadas no Laboratério de Microbiologia
da Universidade Federal de Ciéncias da Saude de Porto Alegre (UFCSPA). O estudo genético
dos pacientes foi realizado no Laboratdrio de Genética Médica e Evolugdo da Universidade

Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS).

5.3.2 Amostra

Por se tratar de uma doenca rara, a amostragem deste estudo foi realizada por
conveniéncia. Todos os pacientes com diagnéstico clinico ja firmado de EBC que se
encontravam em acompanhamento nos centros de dermatologia de Porto Alegre, Santa
Catarina, Sdo Paulo, Maranhédo e Distrito Federal foram convidados a participar do estudo,
durante suas consultas de rotina ou via contato telefénico. Para os pacientes menores de 18
anos, o convite foi feito aos seus pais ou representantes legais.

Durante um periodo de dois anos (Outubro de 2015 a Outubro de 2017), foram
recrutados 109 voluntarios, de ambos os géneros, sem limitacdo por faixa etaria. Apos leitura
e posterior assinatura dos Termos de Consentimento Livre e Esclarecido e de Concessédo de

Imagem, todos os pacientes foram submetidos a avaliagdo clinica, coleta de material biolégico
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para avaliacdo bacterioldgica e genética, e registro fotogréafico. Todas essas etapas foram
realizadas em um unico tempo, durante a consulta médica de rotina, por profissional médico
habilitado.

Para o diagnostico clinico, foi levado em consideracdo aquele realizado pelo
dermatologista assistente, na sua cidade de origem, além da avaliacdo dos registros
fotogréficos de cada paciente. Quando houve discordancia entre as fotografias e o diagndstico

clinico presumido, foi considerada como diagnostico final a nossa avaliacéo.

5.3.3 Critérios de inclusao

Individuos com diagndéstico de EBC de qualquer género e idade, em acompanhamento

médico nos centros de dermatologia envolvidos no estudo.

5.3.4 Critérios de exclusao

Pacientes que ndo puderam realizar as etapas da avaliacdo clinica, bacterioldgica e

genética, além dos que ndo concordaram em assinar os Termos de Consentimento Livre e

Esclarecido e de Concessdo de Imagem.

5.4 COLETA DOS DADOS

5.4.1 Avaliacao clinica

A avaliagdo clinica abordou dados de anamnese, exame fisico geral e exame

dermatolégico. Os dados coletados foram devidamente preenchidos em uma ficha clinica
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especifica (Apéndice A), que foi desenvolvida pela prépria equipe pesquisadora para essa
finalidade. Nesse mesmo momento, todos os pacientes foram fotografados com énfase nos

achados clinicos relevantes.

5.4.1.1 Anamnese

Os dados investigados nesta primeira etapa da avaliagdo clinica foram identificacéo,
naturalidade, procedéncia, idade atual, idade ao diagnoéstico, histéria médica familiar e
historia médica pessoal pregressa, incluindo revisdo geral de sistemas, relatos do inicio dos
sintomas, frequéncia e facilidade na inducdo de bolhas, infecches prévias e uso de

antimicrobianos tépicos e sistémicos.

5.4.1.2 Exame fisico geral

O exame fisico geral consistiu na coleta de dados antropométricos como peso, altura e
calculo do IMC, bem como avaliacdo de marcos do desenvolvimento infantopuberal.

Nesse momento, também foi realizado o exame da cavidade oral dos pacientes, ndo
somente em busca de alteragdes na mucosa e tecidos moles, mas também na denticdo
(presenca de hipoplasia do esmalte dentario e de caries), muito comuns em alguns subtipos de

EBC.

5.4.1.3 Exame dermatol6gico
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Como terceira etapa da avaliacdo clinica, foi realizado o exame dermatoldgico
completo e detalhado. Alteracdes cuténeas classicas dos diversos subtipos de EBC foram
pesquisadas e registradas na ficha clinica anteriormente mencionada.

Destacam-se como o0s achados investigados a presenca e distribuicdo de bolhas, milia,
cicatrizes atroficas, alteragdes ungueais (distrofia e anoniquia), tecido de granulagdo,
anormalidades do couro cabeludo, ceratodermia, nevos atipicos, lesGes albopapuldides,

pseudossindactilia e lesdes suspeitas de neoplasia maligna da pele.

5.4.2 Avaliacao bacteriologica

A pesquisa bacterioldgica deu-se através do cultivo e andlise de material bioldgico
coletado por swabs de cinco sitios anatbmicos previamente determinados: conduto nasal
anterior, axilas, cicatriz umbilical, regido anal e lesdo erosada (esta Ultima, quando presente no
momento da consulta). As espécies bacterianas Staphylococcus aureus e Pseudomonas
aeruginosa foram ativamente pesquisadas em meios proprios para 0 Seu crescimento. As
coletas foram realizadas de maneira padronizada, durante as consultas de rotina, por
profissional médico capacitado. Os swabs utilizados continham meio de conservacdo para 0
transporte. As amostras foram enviadas ao Laboratério de Microbiologia da UFCSPA para

analise.

5.4.2.1 Cultivo bacteriologico

As amostras foram semeadas de forma padronizada em Agar Sangue (Oxoid,

Basingstoke, Reino Unido), para a observacdo de hemolise, e também em meios seletivos e

diferenciais como Agar Manitol (Oxoid, Basingstoke, Reino Unido), para a deteccio de S.
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aureus, e Agar MacConkey (Oxoid, Basingstoke, Reino Unido), para a deteccdo de
Pseudomonas aeruginosa. O material semeado foi incubado a 35+2°C por um periodo de 18 a
24 horas.

Os microorganismos que cresceram em Agar Sal Manitol, que fermentaram o meio
produzindo col6nias amarelas (caracteristicas de S. aureus), e que apresentaram algum tipo de
beta-hemolise no Agar Sangue, foram entdo submetidos aos testes de catalase e coagulase,
além da coloracdo de Gram. Foram considerados S. aureus os isolados positivos nos trés
primeiros testes, e que apresentaram agregados de cocos Gram-positivos semelhantes a
“cachos de uva” na coloragéo.

Os isolados que apresentaram coldnias lactose negativas e crescimento caracteristico
de Pseudomonas em Agar MacConkey, foram submetidos ao teste da oxidase em tiras
reagentes e coloragdo de Gram. Foram considerados Pseudomonas aeruginosa os isolados
positivos para o teste da oxidase e que se apresentaram como bacilos Gram-negativos na

coloracédo de Gram.

5.4.2.2 Avaliacdo molecular dos isolados de Staphylococcus aureus

As cepas de Staphylococcus aureus isoladas dos cultivos e identificadas através dos
testes bioquimicos acima descritos foram também submetidas a avaliacdo de suas
caracteristicas moleculares. A presenca do gene nuc foi pesquisada através da técnica
convencional da reacdo em cadeia da polimerase (PCR), conforme previamente descrito
(MUSTAPHA et al., 2016). Resisténcia & meticilina foi confirmada através da investigacdo
do gene mecA, através da técnica de PCR convencional (KONDO et al., 2007), e também

através do tradicional método Kirby-Bauer, usando cefoxitina (DME, Séo Paulo, Brasil).
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5.4.2.3 Andlise de suscetibilidade antimicrobiana dos isolados de Staphylococcus aureus

O perfil de suscetibilidade aos antimicrobianos comumente utilizados no tratamento de
infecgBes estafilocdcicas foi realizado através do método de disco-difusdo em &gar, conforme
recomendacdes do Clinical and Laboratory Standards Institute - CLSI (2015). Os isolados
foram testados frente aos seguintes agentes antimicrobianos: Cefoxitina (30pg), Clindamicina
(2ng), Eritromicina (15ug), Levofloxacina (5pg), Linezolida (30ug), Penicilina (10 UI),

Rifampicina (5ug), Teicoplanina (30ug) e Trimetoprima/Sulfametoxazol (25ug).

5.4.3 Avaliacao genética

Foram coletadas amostras de saliva de 91 pacientes, bem como amostras de sangue
dos 22 pacientes restantes. O material biolégico foi devidamente armazenado e encaminhado
ao Laboratorio de Genética Médica e Evolucdo da UFRGS para a extracdo do DNA e a
investigacdo das mutacOes. A extracdo do DNA das amostras de saliva e sangue foi realizada
através dos Kits Oragene-DNA OG-500 (DNA Genotek, Canada) e Pure Link Genomic DNA
(Invitrogen, EUA), respectivamente, de acordo com as instruc6es dos fabricantes.

Para este estudo, foi desenvolvido um painel multigénico através de sequenciamento
de nova geracdo (NGS), que incluiu a analise dos genes KRT5, KRT14, PLEC, TGM5,
LAMA3, LAMB3, LAMC2, COL17Al, ITGB4, COL7Al e FERMTL, todos sabidamente
envolvidos na origem dos principais tipos e subtipos da EBC. O painel foi desenhado com
auxilio do software lon AmpliSeq Designer (Thermo Fisher Scientific, EUA), incluindo um
total de 574 amplicons e apresentando um tamanho total de 62.72 Kb.

A biblioteca de amplicons foi preparada através do kit AmpliSeq Library 2.0 (Thermo

Fisher Scientific, EUA). O NGS foi realizado através da tecnologia lon Torrent, utilizando o
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chip de sequenciamento lon 318™ Chip Kit v2 BC e o kit de reagentes lon PGM™ Hi-Q™
View Sequencing Kit (Thermo Fisher Scientific, EUA), no equipamento denominado lon
Personal Genome Machine™ System. Os dados gerados pelo lon Torrent foram entdo
analisados através do software Torrent Suite 5.0.5, excluindo-se as leituras de baixa
qualidade. As sequéncias foram alinhadas ao genoma de referéncia humano hgl9. A chamada
e a anotacdo das variantes foram feitas através do software lon Reporter (v 5.10). As variantes
foram revisadas e verificadas através do software Ensembl Variant Effect Predictor (VEP) e
as leituras mapeadas foram visualizadas através do software Integrative Genomics Viewer

(IGV).

5.5 ASPECTOS ETICOS

Todos os procedimentos deste estudo foram realizados de acordo com os principios
éticos da Declaracdo Internacional de Helsinki (1964). O presente projeto foi apresentado ao
Comité de Etica e Pesquisa da Universidade Federal de Ciéncias da Saude de Porto Alegre
(UFCSPA), recebendo aprovacdo em 23 de novembro de 2015, através do numero de
protocolo 48778615.2.0000.5345. A parte envolvendo as analises genéticas foi aprovada
através do nimero de protocolo 59157016.6.0000.5347, da Plataforma Brasil.

Os pacientes portadores de EBC ou seus responsaveis legais foram adequadamente
informados sobre o embasamento técnico e cientifico pertinente ao projeto de pesquisa, por
meio dos Termos de Consentimento Livre e Esclarecido (Apéndices B e C). A realizacdo das
fotografias e o seu eventual uso para fins técnico-cientificos foram permitidos através da

leitura e posterior assinatura do Termo de Concessdo de Imagem (Apéndices D e E).
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Key Points

Question: What is the prevalence of Staphylococcus aureus among Brazilian patients
with inherited epidermolysis bullosa and what is the antimicrobial susceptibility profile of the

isolates?

Findings: In this cross-sectional study of 89 patients with epidermolysis bullosa, the
overall colonization rate by Staphylococcus aureus was 51.7%. MRSA was detected in 15.7%

of all patients, as well as a wide range of high other antimicrobial resistance rates.

Meaning: The unprecedented finding on high colonization rates of Brazilian patients
with inherited epidermolysis bullosa by methicillin-resistant Staphylococcus aureus brings
concern about life-threatening complications and acknowledges the need of new clinical

approaches.
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Abstract

Importance: Staphylococcus aureus has been pointed out as the most common
pathogen in epidermolysis bullosa. Regarding the high morbimortality rate due to infection

among these patients, it is urgent that their bacteriological aspects become unveiled.

Objective: To investigate the prevalence and antimicrobial resistance profile of

Staphylococcus aureus colonizing patients with inherited epidermolysis bullosa in Brazil.

Design: This cross-sectional study was conducted during a 2-year period, from

October 2015 to October 2017.

Setting: Patients were recruited from medical centers across the country.

Participants: We selected 109 individuals with epidermolysis bullosa from all ages
and both genders. Twenty participants were excluded due to the impossibility of collecting

clinical specimens.

Exposures: Clinical data were obtained through anamnesis and dermatological
examination. Bacteriological investigation was performed in clinical specimens collected
through swabs. Staphylococcus aureus was identified by biochemical tests. The nuc and
mecA genes were confirmed by PCR assay. Antimicrobial susceptibility was investigated by

disk diffusion method.

Main Outcomes and measures: Colonization by Staphylococcus aureus and by its
methicillin-resistant strains was described through frequencies and percentages. Association
among variables was verified using the Pearson’s Chi-Square test with Yate“s correction or

Fisher’s exact test and Poisson Regression with robust variance.
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Results: From 89 patients, 54 were female and 35 were male. The median age of the
group was 11 years (interquartile range, 0-59 years). The overall prevalence of
Staphylococcus aureus was 51.7% (46/89). The mecA gene was detected in 24.7% (19/77) of
all Staphylococcus aureus isolates, colonizing 15.7% (14/89) of all patients. Patients with
Staphylococcus aureus colonization of the anterior nares and bellly button had a 3.4 times
higher risk of having skin lesions colonized by the same agent (95% ClI, 1.3-8.8 and 2.0-5.7,

respectively; P =.012 and P <.001, respectively).

Conclusions and relevance: To date, there are a few reports worldwide regarding
Staphylococcus aureus features in patients with epidermolysis bullosa. The high frequency of
colonization and antimicrobial resistance observed in association with Staphylococcus aureus,
with special attention to the worrisome elevated prevalence of methicillin-resistant strains,
emphasize the importance of new medical approaches in order to minimize risks of wound

healing delay and life-threatening infections.
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Text
Introduction

Inherited epidermolysis bullosa (EB) is a group of rare genetic disorders characterized
by skin fragility that leads to blistering and erosions that may arise spontaneously or after
minimal trauma®~3. The molecular basis of the disease is already well-established since
several mutations in genes that encode sctructural proteins in the skin have been identified
over the past decades?1°. The damaged proteins may reside in any of three layers of the skin,
leading to different levels of blister formation: epidermis, dermoepidermal junction, dermis or

mixed 13812,

Currently, more than 30 genotypically or phenotypically different entities have been
described, revealing the large heterogeneity of the disease!*#1113, According to the last
International Consensus Meeting on Diagnosis and Classification of EB, it can be divided into
four major types: epidermolysis bullosa simplex (EBS), junctional epidermolysis bullosa

(JEB), dystrophic epidermolysis bullosa (DEB) and Kindler Syndrome (KS)128-10.13,

The diagnosis and classification of EB is made through clinical and laboratorial
evaluation. Every major type and subtype of the disease is defined by a combination of its
mode of transmission and phenotypic characteristics in association with its ultrastructural,
immunohistochemical and molecular findings*#4. Transmission electron microscopy and
immunofluorescence antigen mapping are both considered gold-standard methods for the non-
molecular diagnosis*®®3. DNA mutational analysis is considered the ultimate tool for a
precise definition of inheritance mode, type and subtype of the disease, targeted gene and

mutations involved. Therefore, it must be performed whenever possible!8914,

Because of the extensive impairment of epithelial-covered tissues and organs in the

body, multiple complications may contribute to the increased morbidity and mortality rates
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among this specific population>7. In this context, skin infection arises as a common
complication of all patients with EB*"8, especially among the most severely injured
ones™"1% Even though the overall frequency of systemic infection has decreased, sepsis still
figures as a cause of death among all patients with EB*'7, reaching a cumulative risk of
24.2% for the ones with the JEB generalized intermediate subtype, by the age of 15. In low
and middle-income countries such as Brazil, unfortunately, the reality seems to be even
worse®®. This paper presents the findings of a cross-country investigation on the prevalence
and antimicrobial resistance profile of Staphylococcus aureus colonizing patients with

inherited epidermolysis bullosa in Brazil.

Methods

We performed a cross-sectional study at the Department of Dermatology from
Universidade Federal de Ciéncias da Salude de Porto Alegre (UFCSPA), Brazil. Other medical
centers and institutions from across the country participated as contributors recruiting and
sending patients. They were: Hospital Infantil Dr. Juvéncio de Mattos from Maranhdo, the
Epidermolysis Bullosa Research Association of Brazil (DEBRA-Brasil) and the associations
of EB Patients and Families from Santa Catarina (ACPAPEB), Parana (Appapeb), Sdo Paulo
(AAPEB-SP) and Distrito Federal (APPEB-DF).

All patients with clinical and molecular diagnosis of EB were invited to participate,
during their routine medical appointments or via telephone call. Clinical and bacteriological
evaluations were conducted during a 2-year period (from October 2015 to October 2017).
Data and sample collection was performed in a systematic way, through a standardized
method, during a single-time regular visit, by a trained medical professional. The work has

been carried out in accordance with The Code of Ethics of the World Medical Association
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(Declaration of Helsinki) and was approved by the Research Ethics Committee of UFCSPA.
The required written informed consent was obtained from all patients included (and/or from
their parents or legal guardians in case they were underage).

For the clinical assessment, patients were asked about their familial EB history, age at
clinical onset, clinical manifestations (cutaneous and extracutaneous), frequency of skin
lesions and use of topical or systemic antibiotics. Physical examination was performed with
focus on EB specific findings such as blisters, erosions, scarring, milia, exacerbated
granulation tissue, palmoplantar keratoderma and possible extracutaneous complications.

Clinical specimens were collected through swabs (Copan TranSystem, Italy) from the
anterior nares, axillae, belly button, anal region and skin wounds. Staphylococcus aureus was
isolated from direct plating of clinical specimens in 5% sheep blood agar and mannitol salt
agar media (Oxoid, Basingstoke, UK) after 24 hours of incubation at 35+2°C. The identity of
the isolates was confirmed using conventional methods, such as Gram staining, catalase
activity and plasma coagulase production. All S. aureus were genotypically identified by
conventional polymerase chain reaction (PCR) for nuc gene, as previously described?.
Methicillin resistance was confirmed by conventional PCR for mecA gene?! and by the
traditional Kirby-Bauer method using cefoxitin (DME, S&o Paulo, Brazil), according to the
Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) guidelines (2015)??. Antimicrobial
susceptibility tests were performed by disk diffusion method for cefoxitin
(30pQg), clindamycin (2 pg), erythromycin (15 pg), levofloxacin (5 pg), linezolid (30ug),
penicillin (10 UI), rifampicin (5ug), teicoplanin (30 pg), and trimethoprim/sulfamethoxazole
(1.25 ng/ 23.75 pg) (DME, Séo Paulo, Brazil), according to CLSI. S. aureus ATCC 25923
was used as control. Microbiological tests were all run by the Microbiology Laboratory at

UFCSPA.
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Data analysis was performed using IBM SPSS v. 20.0. Categorical variables were
described through frequencies and percentages. The association between them was verified
using the Pearson’s Chi-Square test with Yate’s correction or Fisher’s exact test. Frequencies
were presented with their respective 95% confidence intervals. Brute prevalence ratios were
calculated using Poisson Regression with robust variance. The significance level was set at

5% for all comparisons (p < 0.05).

Results

During a 2-year period, 109 individuals with EB were enrolled. Twenty of them were
excluded due to unavailability for clinical specimens’ collection. From a total number of 89
patients included in this study, 54 were female and 35 were male. The median age of the
group was 11 years (interquartile range, 0-59 years). All patients had clinical EB diagnosis
confirmed by molecular biology. Three major types of EB were observed among the sample,
each one of them with both localized and generalized presentations. Their prevalence rates
were as follow: thirty-five (39.3%) had a generalized DEB subtype, twenty-four (27%) had a
localized DEB subtype, fifteen (16.9%) had a localized EBS form, twelve (13.5%) had a
generalized EBS form, two (2.2%) had a generalized JEB form and only one (1.1%) had a
localized JEB subtype. When we divided all patients according to the extent of skin
impairment, 49 (55%) of them presented with a generalized form of EB and 40 (44.9%) had a

localized subtype.

Of all patients, 46 (51.7%) showed at least 1 body site colonized by S. aureus, 28%
(25/89) of them with 2 positive sites or more. When each of the 5 body sites were analyzed
individually, it was possible to notice that the skin lesions and the anterior nares were the
most frequently colonized ones, with general colonization rates of 40% (CI 95%, 27-54.1%)

and 36.1% (C1 95%, 25.1 — 48.3%), respectively. Frequency of S. aureus in the axillae and
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belly button was 19.4% (ClI, 11.1 — 30.5%) and 17.8% (Cl, 9.8 — 28.5%), respectively. Only

one patient was positive for S. aureus in the anal region.

Twenty-six (53%) patients with generalized forms of EB were colonized by S. aureus,
against 20 (50%) with localized EB (P =.94). When we compared colonization rates by S.
aureus among patients with generalized DEB and patients with any other subtype of the
disease, the first group showed higher frequencies of colonization of the anterior nares
(42.3%), belly button (22.2%) and skin lesions (54.2%) than the latter one (29.5%, 13.6% and
24.1%, respectively). The difference was not statistically significant for the anterior nares (P
=.40) and belly button (P = .51), but was on the edge of significance for the skin lesions

comparison (P = .05).

In the same way, when we correlated the simplex and dystrophic types of EB with
their respective colonization rates of each body site by S. aureus, we found higher
colonization rates by S. aureus in skin lesions of patients with DEB (P =.01), but no
statistically significant difference among them concerning the other sites. Two out of 3
patients with JEB had swabs collected from the anterior nares, axillae, belly button and skin
lesions, with colonization rates by S. aureus of 100%, 50%, 50% and 100%, respectively.
However, due to their small number in our sample, we decided not to include them in the
comparative analysis. The comparison among colonization of common carriage sites such as
anterior nares, axillae and belly button by S. aureus and simultaneous colonization of skin

lesions by the same agent is showed in Table 1.

We identified a total of 77 isolates of S. aureus from our clinical specimens, all of
them confirmed by the presence of nuc gene through PCR assay. Among them, the prevalence
of antimicrobial resistance against nine different antibiotics varied from 0% (completely

susceptible) to 79.2%. The complete antimicrobial susceptibility profile of our isolates of S.
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aureus with their respective confident intervals is presented in Table 2 and for each major

type of EB in Table 3.

Frequency of methicillin-resistant S. aureus (MRSA) among our patients was 15.7%
(14/89), since molecular analysis showed that 24.7% (19/77) of all isolates of S. aureus
carried the mecA gene, which encodes resistance against methicillin?>-2, The identified
prevalence of mecA gene in S. aureus isolates from our patients with EBS, DEB and JEB was
35.7% (5/14), 22.4% (13/58) and 20% (1/5), respectively (P =.56). When we compared the
prevalence of mecA gene isolates in our patients according to the level of skin damage, we
found that 10 (52.6%) of the positive isolates were from patients with generalized forms of
EB and 9 (47.3%) were from patients with localized ones (P = .84). We also compared the
presence of mecA gene to the antimicrobial susceptibility profile of all S. aureus isolates, as

showed in Table 4.

Unfortunately, only 42 (47.2%) of our patients answered questions concerning the use
of antimicrobial agents (frequency and kind of antibiotics). Among those who answered, 34
(80.9%) referred recent use of topic or systemic agents (less than 6 months prior to this
investigation) and, interestingly, 16 of them (47%) said to use topic antibiotics in a frequency
of every 3 months or less and even on a daily, weekly or monthly basis. This group was
predominantly formed by patients with generalized subtypes of EB (60%). From the 8 (19%)
patients who answered infrequent use of antibiotics (once a year or less), 7 (87.5%) had

localized forms of EBS.

The most common topic antimicrobials used by our patients were fusidic acid (37.1%),
association of neomycin and bacitracin (25.7%), mupirocin (17.14%), gentamicin (11.4%)
and silver sulfadiazine (2.8%). Among the most frequent systemic antibiotics used by our

patients, there were cephalexin (26%), amoxicillin (21.7%), sulfamethoxazole/trimetoprim
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(13%), amoxicillin plus clavulanic acid (8.6%), azithromycin (8.6%), cefuroxime (4.3%),

penicillin (4.3%), tetracycline (4.3%), doxycycline (4.3%) and ceftriaxone (4.3%).

Discussion

The association between colonization and infection by S. aureus and diseases such as
atopic dermatitis and cystic fibrosis has already been widely studied?’-28:37:29-36 ¢’s frequency
and impact on EB, otherwise, have been evaluated in a much lesser extent'”3®, To date, there
have been only four reports on microbiological colonization aspects of EB patients
worldwide®4!, but only one was able to approach a broader antimicrobial susceptibility
profile of all S. aureus isolates*°. Considering that infection is one of the most common and
feared complications among EB patients, it is surprisingly worrisome that still so little is
known about the epidemiology of colonization of EB patients, as well as the characterization
of the main pathogens involved and their association to poor clinical outcomes. In this
context, this was the first Brazilian study on prevalence of colonization by S. aureus and its
antimicrobial resistance features in patients with EB.

The overall prevalence rate of S. aureus in our sample was remarkably higher than the
one observed in the general population (30%)%#4243, This finding was already expected
considering the nature of EB. It is possible to notice, however, that the general frequency of S.
aureus in our study was lower than the ones formerly reported in the US (up to 86%)3%*! and
in the Netherlands (around 75%)**. Considerably smaller sample sizes and a predominance of
more severe subtypes of EB in the aforementioned researches are important limitations that
may interfere with the comparison and be a reasonable explanation for the differences found.

It is a common knowledge that the anterior nares figure as the most frequent carriage

sites of S. aureus in human body8424345-47 There is also a general understanding that the
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strains from these sites can spread and colonize other body topographies, leading to a
potential source of infection once the skin barrier is damaged®®48, Our results showed an
important colonization rate of the anterior nares when compared to other body sites, second
only after skin lesions’ rate. Even though the frequencies observed in our study were lower,
these findings are consistent with data from previous studies that found high colonization
rates by S. aureus of the anterior nares and skin lesions of EB patients® 404449, This
information not only highlights the importance of those specific sites in terms of colonization,
but also brings special concern to a population in which large portions of skin are frequently
impaired and vulnerable!’.

Another finding that supports the relevance of knowing the colonization rates of
important carriage body sites in the EB population was the evidence in our sample that
individuals that were positive for S. aureus in the anterior nares and in the belly button
presented a 3.4 times higher risk of having it in the skin lesions as well. This data can be
especially important when planning new individualized and, therefore, more effective
prophylactic and therapeutic measures.

It is still controversial in the literature whether the presence of S. aureus in skin lesions
could delay wound healing or not 1738395051 Findings from a study with EB patients have
shown that chronic wounds were much more colonized by this bacteria than recent wounds,
suggesting that the agent probably interfere in the process®. In addition, another study of
chronic leg ulcers also revealed that higher densities of bacteria could possibly interfere in
wound healing®. In our sample, patients with the more aggressive form of EB (DEB
generalized), who are also the ones with the higher number of chronic wounds, presented S.
aureus colonization rates of their skin lesions interestingly more than twice higher than all the
others combined. This new data comes to favor the speculation that the presence of this strain

may already be sufficient to harm the healing progress. Interestingly, the comparison of
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colonization rates by S. aureus of all other body sites except for the skin lesions, including the
overall colonization rate between patients with generalized EB and patients with localized EB
showed absolutely no statistically significant difference. These findings suggest, differently
from what was otherwise expected, that the diagnosis of EB itself might already increase the
risk of bacterial colonization, regardless of the extent of skin impairment.

Data regarding prevalence of MRSA among EB patients are limited and derive from
three observational studies conducted in the US, which reports diverge considerably from one
another (6.7%, 26% and 50%)3%#!, Once again, such variation of results is probably due to
their small sample sizes, but it figures as an important limitation once it makes it difficult to
establish a comparison. Frequency of MRSA observed in our research, which evaluated a
much larger number of participants, was found to be much higher than previous colonization
rates of non-EB populations in Brazil (0%, 2.3%, 3%, 6.1%)3"°>** and also worldwide*®>>%°
It is interesting to notice that, even though our overall prevalence rate of S. aureus was lower
than previously reported3®*144 the frequency of MRSA was high among our patients. This is
consistent with data from a study that showed that EB patients were less colonized by S.
aureus than patients with atopic dermatitis, but presented the highest colonization rates by
MRSA*. We consider these findings are alarming once MRSA is more associated with life-
threatening complications and poorer outcomes than other strains*>485356-60 | addition, this
reinforces the possibility that the wide and indiscriminate use of antibiotics by EB patients
might be the origin of these increased rates of resistance, which can contribute to difficulties
in the management of complications.

A particular feature observed among MRSA strains in our study was their statistically
significant additional resistance against levofloxacin (36.8%) and
sulfamethoxazole/trimethoprim (52.6%), as well as the 31.6% resistance rate against

clindamycin. These findings are extremely concerning since both
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sulfamethoxazole/trimethoprim and clindamycin are important therapeutic options in the
current MRSA scenario®. All this information is supported by previous studies that affirmed
that MRSA is not only resistant to all -lactam antibiotics but also to many others, making its
infection each day more difficult and costly to manage®®-°°,

One important limitation of this study might have been the low rates of response to
some key questionings, especially regarding the profile of antibiotics usage. In addition to
that, there is also the fact that not every patient was available for swab collection from all 5
body sites. Those missing information might have contributed to the difficulty in establishing
some associations in this study. In spite of that, we believe our results provide completely
relevant and unprecedented information that may contribute in a positive way when managing
patients with EB in Brazil.

MRSA is recognized nowadays as the most prevalent multidrug resistant bacteria and
also the best example of the spread of this kind of agent from hospitals to a community
environment®?. Preventing its spread is a major global concern. With this in mind, it seems
indispensable that the microbiological profile of the EB population becomes unveiled so that
new protocols of management can be established. We consider this might be the first step to
more effective approaches and also an important way to prevent further antibiotic resistance

that can lead to drastic complications.



104

Acknowledgements:

Author Contributions:

Dr. Kiszewski had full access to all the data in the study and takes responsibility for
the integrity of the data and the accuracy of the data analysis.

Concept and design: Kiszewski, Santin, Rossato

Acquisition, analysis or interpretation of data: All authors

Drafting of the manuscript: Santin, Kiszewski, Rossato

Critical revision of the manuscript for important intellectual content: Santin,
Kiszewski, Schuler-Faccini

Statistical analysis: Santin

Administrative, technical or material support: Schuler-Faccini, Mariath, Rossato

Supervision: Kiszewski, Schuler-Faccini

Conflict of Interest Disclosures:

The authors declare no conflict of interest of any kind, including relevant financial
interests, activities, relationships and affiliations.

Funding / Support:

None reported.

Additional Contributions:

The authors thank the patients with EB and their families for the participation in this
study. Acknowledgment is also given to all the medical professionals over the country that
helped recruiting and sending patients. Finally, the authors would like to thank DEBRA
Brasil, ACPAPEB, Appapeb, AAPEB-SP and APPEB-DF for embracing this project and for

all the collaboration. They were not compensated for their contribution.



105

References

1.

Fine J-D. Inherited epidermolysis bullosa. Orphanet J Rare Dis. 2010;5:12.

doi:10.1186/1750-1172-5-12

Pai S, Marinkovich MP. Epidermolysis bullosa: new and emerging trends. Am J Clin

Dermatol. 2002;3(6):371-380. doi:10.2165/00128071-200203060-00001

Has C, Fischer J. Inherited epidermolysis bullosa: New diagnostics and new clinical

phenotypes [published online April 20, 2018]. Exp Dermatol. doi:10.1111/exd.13668

Aumailley M, Has C, Tunggal L, Bruckner-Tuderman L. Molecular basis of inherited
skin-blistering disorders, and therapeutic implications. Expert Rev Mol Med.

2006;8(24):1-21. doi:10.1017/S1462399406000123

Varki R, Sadowski S, Uitto J, Pfendner E. Epidermolysis bullosa. Il. Type VII collagen
mutations and phenotype-genotype correlations in the dystrophic subtypes. J Med

Genet. 2007;44(3):181-192. doi:10.1136/jmg.2006.045302

Varki R, Sadowski S, Pfendner E, Uitto J. Epidermolysis bullosa. I. Molecular genetics
of the junctional and hemidesmosomal variants. J Med Genet. 2006;43(8):641-652.

d0i:10.1136/jmg.2005.039685

Smith FJD, Eady RAJ, Leigh IM, et al. Plectin deficiency results in muscular
dystrophy with epidermolysis bullosa. Nat Genet. 1996;13(4):450-457.

d0i:10.1038/ng0896-450

Fine J-D, Eady RAJ, Bauer EA, et al. The classification of inherited epidermolysis
bullosa (EB): Report of the Third International Consensus Meeting on Diagnosis and

Classification of EB. J Am Acad Dermatol. 2008;58(6):931-950.



10.

11.

12.

13.

14.

15.

106

doi:10.1016/j.jaad.2008.02.004

Fine J-D, Bruckner-Tuderman L, Eady RAJ, et al. Inherited epidermolysis bullosa:
Updated recommendations on diagnosis and classification. J Am Acad Dermatol.

2014;70(6):1103-1126. doi:10.1016/j.jaad.2014.01.903

Fine J-D. Inherited epidermolysis bullosa: past, present, and future. Ann N Y Acad Sci.

2010;1194(1):213-222. doi:10.1111/].1749-6632.2010.05463.x

Boeira VLSY, Souza ES, Rocha B de O, et al. Inherited epidermolysis bullosa: clinical
and therapeutic aspects. An Bras Dermatol. 2013;88(2):185-198. doi:10.1590/S0365-

05962013000200001

Soro L, Bartus C, Purcell S. Recessive dystrophic epidermolysis bullosa: a review of
disease pathogenesis and update on future therapies. J Clin Aesthet Dermatol.

2015;8(5):41-46.

Fine J-D, Mellerio JE. Epidermdlise Bolhosa. In: Callen JP, Cerroni L, Heymann W,
Hruza GJ, Mancini AJ, Patterson JW, Rocken M, Schwartz T, eds. Dermatologia. 3rd

ed. Rio de Janeiro, Brazil: Elsevier; 2015:501-514.

Saunderson RB, Vekic DA, Mallitt K, Mahon C, Robertson SJ, Wargon O. A
retrospective cohort study evaluating the accuracy of clinical diagnosis compared to
immunofluorescence and electron microscopy in children with inherited epidermolysis

bullosa [published online January 18, 2019]. Br J Dermatol. doi:10.1111/bjd.17648

Fine J-D, Johnson LB, Weiner M, Suchindran C. Cause-Specific Risks of Childhood
Death in Inherited Epidermolysis Bullosa. J Pediatr. 2008;152(2):276-280.e2.

doi:10.1016/j.jpeds.2007.06.039



16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

107

Fine J-D, Mellerio JE. Extracutaneous manifestations and complications of inherited
epidermolysis bullosa part 1. J Am Acad Dermatol. 2009;61(3):367-384.

doi:10.1016/j.jaad.2009.03.052

Mellerio JE. Infection and Colonization in Epidermolysis Bullosa. Dermatol Clin.

2010;28(2):267-269. d0i:10.1016/j.det.2010.01.004

Fine J-D, Mellerio JE. Extracutaneous manifestations and complications of inherited
epidermolysis bullosa part 11. J Am Acad Dermatol. 2009;61(3):387-402.

doi:10.1016/j.jaad.2009.03.053

Moy JA, Caldwell-Brown D, Lin AN, Pappa KA, Carter DM. Mupirocin-resistant
Staphylococcus aureus after long-term treatment of patients with epidermolysis
bullosa. J Am Acad Dermatol. 1990;22(5 Pt 1):893-895.

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/2112168.

Mustapha M, Bukar-Kolo YM, Geidam YA, Gulani IA. Phenotypic and genotypic
detection of methicillin-resistant Staphylococcus aureus in hunting dogs in Maiduguri

metropolitan, Borno State, Nigeria. Vet World. 2016;9(5):501-506.

Kondo Y, Ito T, Ma XX, et al. Combination of multiplex PCRs for staphylococcal
cassette chromosome mec type assignment: rapid identification system for mec, ccr,
and major differences in junkyard regions. Antimicrob Agents Chemother.

2007;51(1):264-274. doi:10.1128/AAC.00165-06

Clinical and Laboratoy Standards Institute (CLSI). Peformance standards for
antimicrobial susceptibility testing: twenty-fourth informational supplement. CLSI

document M100-S24. Wayne, PA: CLSI; 2015:124-139.

Chen C, Zhao Q, Guo J, Li Y, Chen Q. ldentification of Methicillin-Resistant



24.

25.

26.

217.

28.

29.

30.

108

Staphylococcus aureus (MRSA) Using Simultaneous Detection of mecA, nuc, and
femB by Loop-Mediated Isothermal Amplification (LAMP). Curr Microbiol.

2017;74(8):965-971. doi:10.1007/s00284-017-1274-2

Chambers HF, DelLeo FR. Waves of resistance: Staphylococcus aureus in the antibiotic

era. Nat Rev Microbiol. 2009;7(9):629-641. doi:10.1038/nrmicro2200

Fishovitz J, Hermoso JA, Chang M, Mobashery S. Penicillin-binding protein 2a of
methicillin-resistant Staphylococcus aureus. IUBMB Life. 2014;66(8):572-577.

d0i:10.1002/iub.1289

Pozzi C, Waters EM, Rudkin JK, et al. Methicillin Resistance Alters the Biofilm
Phenotype and Attenuates Virulence in Staphylococcus aureus Device-Associated
Infections. Sullam PM, ed. PLoS Pathog. 2012;8(4):e1002626.

doi:10.1371/journal.ppat.1002626

Paller AS, Kong HH, Seed P, et al. The microbiome in patients with atopic dermatitis.

J Allergy Clin Immunol. 2019;143(1):26-35. doi:10.1016/j.jaci.2018.11.015

Rangel SM, Paller AS. Bacterial colonization, overgrowth, and superinfection in atopic
dermatitis. Clin Dermatol. 2018;36(5):641-647.

doi:10.1016/j.clindermatol.2018.05.005

Breuer K, HAussler S, Kapp A, Werfel T. Staphylococcus aureus: colonizing features
and influence of an antibacterial treatment in adults with atopic dermatitis. Br J

Dermatol. 2002;147(1):55-61.

Kedzierska A, Kapinska-Mrowiecka M, Czubak-Macugowska M, Wdjcik K,
Kedzierska J. Susceptibility testing and resistance phenotype detection in

Staphylococcus aureus strains isolated from patients with atopic dermatitis, with



31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

109

apparent and recurrent skin colonization. Br J Dermatol. 2008;159(6):1290-1299.

doi:10.1111/5.1365-2133.2008.08817.x

Tomi NS, Krénke B, Aberer E. Staphylococcal toxins in patients with psoriasis, atopic
dermatitis, and erythroderma, and in healthy control subjects. J Am Acad Dermatol.

2005;53(1):67-72. doi:10.1016/j.jaad.2005.02.034

Hon KL, Tsang YC, Pong NH, Ng C, Ip M, Leung TF. Clinical features and
Staphylococcus aureus colonization/infection in childhood atopic dermatitis. J

Dermatolog Treat. 2016;27(3):235-240. doi:10.3109/09546634.2015.1093586

Muhlebach MS. Methicillin-resistant Staphylococcus aureus in cystic fibrosis. Curr

Opin Pulm Med. 2017;23(6):544-550. doi:10.1097/MCP.0000000000000422

Goss CH, Muhlebach MS. Review: Staphylococcus aureus and MRSA in cystic

fibrosis. J Cyst Fibros. 2011;10(5):298-306. doi:10.1016/j.jcf.2011.06.002

Mimica MJ. Staphylococcus aureus and cystic fibrosis. J Cyst Fibros. 2012;11(1):71.

doi:10.1016/j.jcf.2011.08.001

Lipnharski C, d’Azevedo PA, Quinto VP, Bessa G, Bonamigo RR. Colonization by S.
Aureusincreases the EASI and the number of appointments by patients with atopic
dermatitis: cohort with 93 patients. An Bras Dermatol. 2013;88(4):518-521.

d0i:10.1590/abd1806-4841.20132046

Petry V, Lipnharski C, Bessa GR, et al. Prevalence of community-acquired methicillin-
resistant Staphylococcus aureus and antibiotic resistance in patients with atopic
dermatitis in Porto Alegre, Brazil. Int J Dermatol. 2014;53(6):731-735.

doi:10.1111/ijd.12020



38.

39.

40.

41.

42.

43.

44,

45.

110

van der Kooi-Pol MM, Duipmans JC, Jonkman MF, van Dijl JM. Host—pathogen
interactions in epidermolysis bullosa patients colonized with Staphylococcus aureus.

Int J Med Microbiol. 2014;304(2):195-203. doi:10.1016/j.ijmm.2013.11.012

Brandling-Bennett HA, Morel KD. Common Wound Colonizers in Patients with
Epidermolysis Bullosa. Pediatr Dermatol. 2010;27(1):25-28. doi:10.1111/j.1525-

1470.2009.01070.x

Singer HM, Levin LE, Garzon MC, et al. Wound culture isolated antibiograms and
caregiver-reported skin care practices in children with epidermolysis bullosa. Pediatr

Dermatol. 2018;35(1):92-96. d0i:10.1111/pde.13331

Graber CJ, Shane AL, Weintrub P, Chambers HF. Clonality of Staphylococcus aureus
colonization over time in attendees of a camp for children with chronic dermatoses.

Pediatr Dermatol. 2011;28(5):519-523. doi:10.1111/j.1525-1470.2011.01508.x

Kluytmans J, van Belkum A, Verbrugh H. Nasal carriage of Staphylococcus aureus:
epidemiology, underlying mechanisms, and associated risks. Clin Microbiol Rev.

1997;10(3):505-520.

Wertheim HF, Melles DC, Vos MC, et al. The role of nasal carriage in Staphylococcus
aureus infections. Lancet Infect Dis. 2005;5(12):751-762. d0i:10.1016/S1473-

3099(05)70295-4

Kooi-Pol MM, Veenstra-Kyuchukova YK, Duipmans JC, et al. High genetic diversity
of Staphylococcus aureus strains colonizing patients with epidermolysis bullosa. Exp

Dermatol. 2012;21(6):463-466. doi:10.1111/].1600-0625.2012.01502.x

Gorwitz RJ, Kruszon-Moran D, McAllister SK, et al. Changes in the Prevalence of

Nasal Colonization with Staphylococcus aureus in the United States, 2001-2004. J



46.

47.

48.

49.

50.

51.

52.

111

Infect Dis. 2008;197(9):1226-1234. doi:10.1086/533494

Mermel LA, Cartony JM, Covington P, Maxey G, Morse D. Methicillin-Resistant
Staphylococcus aureus Colonization at Different Body Sites: a Prospective,
Quantitative Analysis. J Clin Microbiol. 2011;49(3):1119-1121.

doi:10.1128/JCM.02601-10

Lauderdale T-LY, Wang J-T, Lee W-S, et al. Carriage rates of methicillin-resistant
Staphylococcus aureus (MRSA) depend on anatomic location, the number of sites
cultured, culture methods, and the distribution of clonotypes. Eur J Clin Microbiol

Infect Dis. 2010;29(12):1553-1559. doi:10.1007/s10096-010-1042-8

DelLeo FR, Otto M, Kreiswirth BN, Chambers HF. Community-associated meticillin-
resistant Staphylococcus aureus. Lancet. 2010;375(9725):1557-1568.

d0i:10.1016/S0140-6736(09)61999-1

van der Kooi-Pol MM, de Vogel CP, Westerhout-Pluister GN, et al. High Anti-
Staphylococcal Antibody Titers in Patients with Epidermolysis Bullosa Relate to Long-
Term Colonization with Alternating Types of Staphylococcus aureus. J Invest

Dermatol. 2013;133(3):847-850. doi:10.1038/jid.2012.347

Bowler PG, Duerden BI, Armstrong DG. Wound Microbiology and Associated
Approaches to Wound Management. Clin Microbiol Rev. 2001;14(2):244-269.

doi:10.1128/CMR.14.2.244-269.2001

Pope E, Lara-Corrales I, Mellerio J, et al. A consensus approach to wound care in
epidermolysis bullosa. J Am Acad Dermatol. 2012;67(5):904-917.

doi:10.1016/j.jaad.2012.01.016

Trengove NJ, Stacey MC, McGechie DF, Mata S. Qualitative bacteriology and leg



53.

54.

55.

56.

S7.

58.

59.

112

ulcer healing. J Wound Care. 1996;5(6):277-280.

Cavalcante FS, Pinheiro MV, Ferreira D de C, et al. Characteristics of methicillin-
resistant Staphylococcus aureus in patients on admission to a teaching hospital in Rio
de Janeiro, Brazil. Am J Infect Control. 2017;45(11):1190-1193.

doi:10.1016/j.ajic.2017.06.003

Santos HB, Machado DP, Camey SA, Kuchenbecker RS, Barth AL, Wagner MB.
Prevalence and acquisition of MRSA amongst patients admitted to a tertiary-care

hospital in brazil. BMC Infect Dis. 2010;10(1):328. doi:10.1186/1471-2334-10-328

Otter JA, Herdman MT, Williams B, Tosas O, Edgeworth JD, French GL. Low
prevalence of meticillin-resistant Staphylococcus aureus carriage at hospital admission:
implications for risk-factor-based vs universal screening. J Hosp Infect.

2013;83(2):114-121. doi:10.1016/j.jhin.2012.10.008

Stefani S, Varaldo PE. Epidemiology of methicillin-resistant staphylococci in Europe.

Clin Microbiol Infect. 2003;9(12):1179-1186.

Davis KA, Stewart JJ, Crouch HK, Florez CE, Hospenthal DR. Methicillin-Resistant
Staphylococcus aureus (MRSA) Nares Colonization at Hospital Admission and Its
Effect on Subsequent MRSA Infection. Clin Infect Dis. 2004;39(6):776-782.

doi:10.1086/422997

Ellis MW, Hospenthal DR, Dooley DP, Gray PJ, Murray CK. Natural History of
Community-Acquired Methicillin-Resistant Staphylococcus aureus Colonization and

Infection in Soldiers. Clin Infect Dis. 2004;39(7):971-979. doi:10.1086/423965

Witte W. Community-acquired methicillin-resistant Staphylococcus aureus: what do

we need to know? Clin Microbiol Infect. 2009;15(7):17-25. doi:10.1111/j.1469-



60.

61.

113

0691.2009.03097.x

Vivoni AM, Diep BA, de Gouveia Magalhaes AC, et al. Clonal Composition of
Staphylococcus aureus Isolates at a Brazilian University Hospital: Identification of
International Circulating Lineages. J Clin Microbiol. 2006;44(5):1686-1691.

d0i:10.1128/JCM.44.5.1686-1691.2006

van Duin D, Paterson DL. Multidrug-Resistant Bacteria in the Community: Trends and
Lessons Learned. Infect Dis Clin North Am. 2016;30(2):377-390.

doi:10.1016/j.idc.2016.02.004



Tables

114

Table 1. Association of EB Wound Colonization by S. aureus and Colonization of Other

Body Sites
S. aureus % S. aureus in wounds PR (Cl 95%) P
Anterior nares
Positive 64.7 3.4 (1.3-8.8) .01
Negative 19.0
Axillae
Positive 62.5 1.9 (0.9-3.9) .09
Negative 33.3
Belly button
Positive 100.0 3.4 (2.0-5.7) <.001
Negative 29.4

PR: Prevalence ratio. Cl 95%: Confidence interval of 95%. P value obtained through Poisson Regression with

robust variance.

Table 2. Overall Frequency of Antimicrobial Resistance Among S. aureus Isolates

(n=77)
Antibiotic % Resistance (C195%)
CFO 23.4 (14.5-34.4)
CLI 29.9 (20.0-41.4)
ERI 54.6 (42.8-65.9)
LNZ 0 (0-4.7)
LVX 9.1 (3.7-17.8)
PEN 79.2 (68.5-87.6)
RIF 3.9 (0.8-11.0)
TEC 0 (0-4.7)
SXT 13.0 (6.4-22.6)

CFO: Cefoxitin, CLI: Clindamycin, ERI: Erythromycin, LNZ: Linezolid, LVX: Levofloxacin, PEN: Penicillin,
RIF: Rifampicin, TEC: Teicoplanin, SXT: Sulfamethoxazole/Trimethoprim, CI195%: confidence interval of 95%.
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Table 3. Comparison of S. aureus Antimicrobial Resistance Among Each Different type

of EB
Antibiotic EBS DEB JEB P
n=14, n(%) n=58, n(%) n=5, n(%)

CFO 5 (35.7) 12 (20.7) 1 (20.0) 0.45
CLI 6 (42.9) 16 (27.6) 1 (20.0) 0.54
ERI 8 (57.1) 33 (56.9) 1 (20.0) 0.30
LNZ - - - >.99
LVX 3(21.4) 4(6.9) - 0.16
PEN 10 (71.4) 46 (79.3) 5 (100.0) 0.54
RIF 1(7.1) 2 (3.4) - 0.57
TEC - - - >.99
SXT 3(21.4) 7(12.1) - 0.45

CFO: Cefoxitin, CLI: Clindamycin, ERI: Erythromycin, LNZ: Linezolid, LVX: Levofloxacin, PEN: Penicillin,
RIF: Rifampicin, TEC: Teicoplanin, SXT: Sulfamethoxazole/Trimethoprim. P value obtained through Fisher’s

Exact Test.

Table 4. Frequency of Antimicrobial Resistance between negative and positive mecA

gene S. aureus isolates from EB patients

Antibiotic mecA negative mecA positive P
n=58, n(%) n=19, n(%)

CFO 2 (3.4) 16 (84.2) <.001
CLI 17 (29.3) 6 (31.6) 0.99
ERI 29 (50.0) 13 (68.4) 0.25
LNZ - - >.99
LVX - 7 (36.8) <.001
PEN 44 (75.9) 17 (89.5) 0.33
RIF 1(1.7) 2 (10.5) 0.14
TEC - - >.99
SXT - 10 (52.6) <.001

CFO: Cefoxitin, CLI: Clindamycin, ERI: Erythromycin, LNZ: Linezolid, LVX: Levofloxacin, PEN: Penicillin,
RIF: Rifampicin, TEC: Teicoplanin, SXT: Sulfamethoxazole/Trimethoprim. P value obtained through Chi-

Square test with Yate’s correction or Fisher’s Exact test.
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8 CONSIDERACOES FINAIS

A elevada prevaléncia bacteriana encontrada nos pacientes portadores de EBC neste
estudo vem confirmar a hipétese de que, devido ao extenso comprometimento da barreira
cuténea, associada a deficiéncias imunoldgicas, essa populacdo poderia apresentar taxas de
colonizagdo mais altas, bem como um nimero maior de complicacfes infecciosas.

De uma maneira geral, ha escassez de dados na literatura acerca do perfil de
colonizagdo microbioldgica dos pacientes com EBC (BRANDLING-BENNETT; MOREL,
2010; MELLERIO, 2010; VAN DER KOOI-POL et al., 2014) e, até onde sabemos, este foi 0
primeiro estudo brasileiro desta natureza. A elevada frequéncia do S. aureus na nossa
amostra, principal agente microbiano encontrado colonizando todos os cinco sitios
pesquisados, € consistente com achados de estudos internacionais prévios semelhantes
(BRANDLING-BENNETT; MOREL, 2010; FINE; MELLERIO, 2009a; KOOI-POL et al.,
2012; MELLERIO, 2010; SINGER et al., 2018; VAN DER KOOI-POL et al., 2013a, 2014).
A alta taxa de colonizagdo por isolados S. aureus MRSA identificados neste estudo,
consistentes com dados de um estudo americano também em pacientes com EBC (SINGER et
al., 2018), foram surpreendentemente superiores as identificadas na populacdo geral por
estudos nacionais prévios (CAVALCANTE et al., 2017; SANTOS et al., 2010).

Os resultados reportados neste estudo, além de confirmar suspeitas prévias, vém
também reforcar uma preocupacdo geral relacionada ao aumento das taxas de resisténcia
antimicrobiana e do surgimento e aumento da frequéncia de bactérias multirresistentes na
populacdo. Quando transportamos essa realidade para o cenario da EBC, tais achados se
tornam ainda mais alarmantes, considerando a extrema vulnerabilidade e propensdo a

complicacdes graves inerentes aos pacientes portadores da doenca.
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Nesse sentido, acreditamos ser de absoluta relevancia o conhecimento do perfil
microbioldgico desses pacientes. Através dele, serd possivel o desenvolvimento de protocolos
terapéuticos mais eficazes, objetivando a implementacdo de técnicas mais adequadas de
descolonizacdo e tratamento das complicacdes infecciosas. Dessa forma, sera possivel
prevenir de maneira adicional o desenvolvimento de feridas crdnicas e, acima de tudo,
minimizar a inducdo de resisténcia antimicrobiana decorrente do uso indiscriminado de tais
agentes.

Diferentemente do que ocorre na populacdo geral, alguns estudos demonstraram uma
tendéncia de os pacientes com EBC serem colonizados por multiplas cepas diferentes de S.
aureus, algumas habitando locais muito proximos dentro de uma mesma lesdao de pele. Essa
particularidade, além de interessante do ponto de vista biolégico, reforca uma preocupacdo
devido ao risco em potencial que esses patdgenos apresentam de causar infeccdes
estafilocdcicas graves (VAN DER KOOI-POL et al., 2013b, 2014). Como perspectivas
futuras, pretendemos complementar a avaliacdo molecular dos isolados de S. aureus, para que
possamos diferenciar as cepas presentes na amostra e analisar sua frequéncia e distribuicdo
topografica.

A mupirocina é um agente antimicrobiano topico amplamente utilizado para
descolonizacdo de pacientes e tratamento de infeccbes cutaneas na populacdo geral e,
especialmente na populacdo com EBC. Ha divergéncias na literatura em relacdo ao possivel
beneficio do seu uso continuo e prolongado nesses pacientes, a despeito da inducdo de
resisténcia bacteriana (BOEIRA et al., 2013; FALABELLA et al., 1999; FINE; MELLERIO,
2015; GARCIA-DOVAL; DAVILA-SEIJO; LANGAN, 2013; LARA-CORRALES et al.,
2010; MELLERIO, 2010; MELLERIO et al., 2007; MOY et al., 1990; POPE et al., 2012;
RASHIDGHAMAT; MCGRATH, 2017; SHIN et al., 2011; SINGER et al., 2018). Por se

tratar de uma ferramenta terapéutica importante, e também devido ao fato de cepas resistentes
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a ela estarem emergindo (HETEM; BONTEN, 2013; MAHMOODZADEH HOSSEINI et al.,
2017; SINGER et al., 2018; VAZQUEZ et al., 2019), consta também nos nossos planos
futuros incluir a anélise do perfil de susceptibilidade dos nossos isolados de S. aureus em

relacdo a esse agente.
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APENDICE A - FORMULARIO PARA COLETA DE DADOS

NUMERO DE IDENTIFICACAO:

NOME:

DIAGNOSTICO CLINICO:

IDADE:

DATA DE NASCIMENTO:

LOCAL DE NASCIMENTO:

NOME DO PAI:

IDADE DO PAI QUANDO MAE ENGRAVIDOU:

NOME DA MAE:

IDADE DA MAE QUANDO ENGRAVIDOU:

CONSANGUINIDADE ENTRE OS PAIS?

NUMERO DE IRMAOS:

OUTRO FAMILIAR COM EBC? QUANTOS? QUAL O GRAU DE
PARENTESCO?

IDADE DO DIAGNOSTICO:

PESO:

ALTURA:

IMC.:

IDADE DE INICIO DAS BOLHAS: AO NASCIMENTO () // PRIMEIROS MESES
DE VIDA ()

DISTRIBUICAO DAS BOLHAS: GENRALIZADA () // LOCALIZADA ()
ACHADOS CUTANEOS: BOLHAS () // MILIA () // CICATRIZ ATROFICA () //
DISTROFIA OU AUSENCIA DE UNHAS () // TECIDO DE GRANULACAO () //

ANORMALIDADE DO COURO CABELUDO () // CERATODERMIA () //
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NEVOS ATIPICOS () // LESOES ALBOPAPULOIDES () //
PSEUDOSINDACTILIA ()

21. INDUCAO DAS BOLHAS: BAIXA () // VARIAVEL () // ALTA ()

22. ANEMIA: SIM () Hb .... // NAO ()

23. RETARDO DO CRESCIMENTO: SIM () // NAO ()

24. CAVIDADE ORAL: ANORMALIDADES DOS TECIDOS MOLES SIM () NAO (
) // HIPOPLASIA DO ESMALTE () SIM NAO () // CARIES SIM () NAO ()

25. ANORMALIDADES DO TRATO GASTROINTESTINAL: SIM () NAO ()

26. ANORMALIDADES DO TRATO GENITOURINARIO: SIM () NAO ()

27. ALTERACOES OCULARES:

28. ALTERACOES TRATO RESPIRATORIO

29. OUTROS: CARDIOPATIA, OSTEOPOROSE, NEFROPATIA, ATRASO NA
PUBERDADE

30. TUMORES DE PELE: CA ESCAMOSO, CA BASOCELULAR, MELANOMA

MICROBIOLOGIA

1. COM QUE FREQUENCIA UTILIZA ANTIBIOTICO ORAL? ( ) MENSAL ( )

TRIMESTRAL () SEMESTRAL () ANUAL

2. NA ULTIMA OCASIAO EM QUE UTILIZOU ANTIBIOTICO ORAL,PARA

QUAL INFECCAO FOI UTILIZADO E POR QUANTO TEMPO FOI UTILIZADO?

QUANDO ISSO ACONTECEU?

3. UTILIZA ANTIBIOTICOS TOPICOS? COM QUE FREQUENCIA?
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4. QUAIS ANTIBIOTICOS TOPICOS VOCE UTILIZOU NOS ULTIMOS 6 MESES?

5. VOCE UTILIZA SABONETES ANTISSEPTICOS? QUAL SABONETE ESTA

UTILIZANDO ATUALMENTE?

ENDERECO:

TELEFONE PARA CONTATO:
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APENDICE B — TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO PARA

COLETA E ANALISES BACTERIOLOGICAS

A Epidermdlise bolhosa congénita (EBC), € uma doenca caracterizada por formacéo de
bolhas em &reas de menor atrito. Dependendo do tipo de EBC o paciente ainda pode apresentar
lesbes na cavidade oral e es6fago e alteracfes nas unhas e dentes. A causa é a mutacao de
algumas proteinas responsaveis pela adesdo dermo-epidérmica. Os pacientes sdo com
frequéncia colonizados por bactérias e por isso, podem apresentar infec¢fes cutneas de
repeticdo. Além disso, o uso frequente de antibidticos por estes pacientes favorece o
surgimento de bactérias resistentes aos antibiéticos convencionais.

Assim, este trabalho tem como objetivo verificar os achados clinicos e microbioldgicos
dos pacientes com diagnéstico clinico de EBC atendidos pelo Servico de Dermatologia da
UFCSPA. Os exames microbiologicos serdo realizados no laboratério de microbiologia da
UFCSPA.

Apobs a realizacdo do consentimento informado, vocé ou seu filho sera submetido a uma
avaliacdo médica, com coleta de dados sobre o inicio das lesGes cutaneas, histéria familiar,
crescimento e desenvolvimento, resultados de exames realizados , além de exame fisico
detalhado. Também, ap6s a sua permissao por escrito, serdo feitas fotos para comparacdo das
caracteristicas fisicas com programas de computador utilizados para estudar as doencas
genéticas.

Existe a possibilidade de que a participacdo neste estudo possa fazer vocé, ou o seu
filho se sentirem emocionalmente desconfortiveis. A participacdo de vocés € inteiramente
voluntaria. Vocé tem o direito de ndo fazer parte, ou mesmo de pedir desisténcia na
participacdo desta pesquisa sem que isso represente qualquer forma de prejuizo para o seu

atendimento ou do seu filho dentro da Instituicdo onde o projeto esté sendo realizado. Nao se
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dara qualquer informacdo genética sobre vocé ou seu filho, a outros membros da familia, ou a
terceiros sem sua permissao por escrito.

“Pelo presente Consentimento Informado, eu declaro que fui informado de forma clara,
detalhada e livre de qualquer constrangimento ou obrigacdo, dos objetivos, da justificativa e
dos procedimentos a que serei submetido, bem como dos desconfortos e beneficios do presente
trabalho. Tive também a oportunidade de discutir e fazer perguntas sobre o trabalho. Eu,

voluntariamente, concordo em participar deste estudo”.

Nome do paciente:

Assinatura do paciente se maior de 12 anos:
Nome do responsavel:

Assinatura do responsavel:

Grau de parentesco e RG do responsavel:
Nome do pesquisador responsavel:

Assinatura do pesquisador responsavel:

* Telefone do Comité de Etica em Pesquisa da UFCSPA: 3303 8804.

* Telefone do pesquisador responsavel Prof. Dra. Ana Elisa K. Bau: 33615550

Porto Alegre, / /
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APENDICE C - INFORMACOES DE PESQUISA E FORMULARIO DE

CONSENTIMENTO PARA COLETA E AVALIACAO MOLECULAR

TITULO: Registro de Pesquisa Sobre Epidermélise Bolhosa Congénita (EBC)

PESQUISADORES: Ana Elisa Kiszewski Bau
Lavinia Schuler Faccini
Luiza Mariath
Juliana Tosetto Santin
LOCALIDADE:
Universidade Federal de Ciéncias da Saude de Porto Alegre (UFCSPA)

Universidade Federal do Rio Grande do Sul

Neste formulario de consentimento, “vocé€” sempre se refere ao sujeito de pesquisa. Se
voceé for um representante legalmente autorizado, lembre-se de que “vocé” se refere ao sujeito

de pesquisa deste estudo.

DECLARACAO

Por meio deste documento, solicitamos sua participacdo no Registro de Pesquisa sobre
Epidermolise Bolhosa Congénita (RPEBC). O proposito da pesquisa € reunir informacdes
sobre pacientes portadores de EBC em um registro de pesquisa que podera ser utilizado para
ajudar os pesquisadores a entender as manifestagdes clinicas e genéticas da EBC. Para que
médicos, cientistas e pesquisadores qualificados tenham condic¢Ges de utilizar as informagdes

do registro, o Projeto EBC precisa obedecer as leis que regulamentam os registros médicos.
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O proposito deste formulédrio de consentimento se destina a lhe oferecer as
informagdes que voceé ird precisar para ajudar na decisdo se ira ou ndo participar do RPEBC.
Vocé pode fazer perguntas sobre o propdsito do RPEBC, o que sera solicitado de vocé, quais
sdo os riscos e beneficios, seus direitos como participante voluntario, bem como qualquer
outra coisa relacionada ao RPEBC ou a este formulario de consentimento que nédo estiver

clara. Isto é denominado “consentimento informado”.

A gquem solicitamos que participe do RPEBC?
Todas as pessoas portadoras de EBC estdo sendo convidadas a se registrarem.
N&o se sabe quantas pessoas tém EBC, embora ja se saiba que se trata de uma doenga muito

rara.

Por quanto tempo 0 RPEBC mantera suas informagdes guardadas?
As informacBGes contidas no RPEBC serdo guardadas por um periodo de tempo

indeterminado, a menos que Voceé retire sua permissao de participacdo do registro.

O que sua participacédo no RPEBC envolve?

Se vocé concordar em participar do RPEBC, pediremos que VOCE:
* responda a um questionario sobre informagdes detalhadas sobre vocé, seu historico familiar,
sua condi¢do de portador de EBC e como a EBC afeta a sua vida;
* colete uma amostra de saliva para extragdo de DNA para composi¢do de um banco de DNA
para analise genética de mutacOes relacionadas a EB;
* dé permissdo para uso de seu DNA armazenado para andlise genética de mutagdes

relacionadas a EBC descobertas no futuro;
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* peca a outros membros da familia que também sejam portadores de EB que entrem em
contato com o pesquisador;
» dé permissdo ao Projeto EBC para contatar vocé aproximadamente uma vez ao ano para

atualizar suas informagdes.

Quais sdo os possiveis riscos de minha participagdo no RPEBC?

Para evitar que as informagOes a seu respeito possam se tornar de conhecimento de
pessoas fora do Projeto EBC designaremos um numero de codigo de pesquisa relativo as suas
informagdes que estardo armazenadas no RPEBC e faremos separagdo de identificadores
pessoais (por exemplo, seu nome, nimero de CPF, endereco). O acesso a identificadores
pessoais sera protegido por senha. Além disso, as informagdes que fizerem ligagdo do nimero
de codigo de pesquisa a seu nome e a outros identificadores pessoais serdo armazenadas em
um local seguro em separado.

Para coleta de material genético, uma pequena amostra de saliva serd necessaria.

Quais sdo os possiveis beneficios de minha participacdo no RPEBC?

Vocé ndo receberd nenhum beneficio direto ao participar deste estudo. Entretanto, as
informac@es contidas no RPEBC estardo disponiveis para trabalhos de pesquisa direcionados
para 0 avanco do conhecimento sobre EBC.

Esta previsto que o RPEBC auxiliarad os méedicos do estudo de duas maneiras:

(@) permitira aos pesquisadores revisar e estudar as informacgdes sobre muitos portadores de
IP;

(b) ajudara os pesquisadores a identificar e recrutar pacientes que possam ser selecionados

para participacdo em futuros trabalhos de pesquisa.
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Receberei pagamento por minha participa¢do no RPEBC?

N&o. Vocé ndo recebera nenhum pagamento por sua participacédo no RPEBC.

Quem tera acesso as minhas informacdes identificaveis no RPEBC?
O acesso as informacgdes identificaveis contidas no RPEBC sera limitado ao pesquisador

principal do Projeto EBC e aqueles médicos que servem ao Projeto EBC.

AUTORIZAC}AO PARA UTILIZAR E REVELAR INFORMAQ@ES PARA FINS
DE PESQUISA

Algumas regulamentagdes federais ddo a vocé certos direitos relativos as informacdes
sobre sua saude. Ai se inclui o direito de saber quem pode obter informacdes e por que razéo
essas pessoas podem obté-las. O médico do estudo precisa obter sua autorizagdo (permisséo)

para utilizar ou fornecer qualquer informac&o de salde que possa identificar voce.

Quais informacdes poderédo ser usadas e passadas a outras pessoas?
Se vocé optar por participar do estudo, o médico responsavel obterd informacdes
pessoais sobre vocé, incluindo:
* Dados médicos passados e presentes;
* Dados de pesquisa;
* Informagdes obtidas durante esta pesquisa sobre exames fisicos, exames laboratoriais,

exames genéticos, raios X e outros resultados de exames.

Por que essas informagdes serdo utilizadas e/ou repassadas a outros?
As informacGes sobre vocé e sua salde poderdo ser repassadas a terceiros para

desenvolver o trabalho de pesquisa. Os pesquisadores analisardo e avaliardo os resultados do
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estudo. Esses resultados desta pesquisa poderdo ser publicados em periddicos cientificos ou

apresentados em reuniGes médicas, porém sua identidade ndo seré revelada.

O que acontecera se eu ndo der permissao para uso e repasse das informacdes sobre
minha saude?

Ao assinar este formulario de consentimento, vocé dara permissdo de uso e de repasse
de suas informacOes de salde listadas acima para 0s propositos supracitados. Se vocé se

recusar a dar permissdo, ndo poderé participar desta pesquisa.

Posso sair ou revogar (cancelar) minha permissio?

Vocé podera sair ou retirar sua permissdo para usar e revelar informacgdes sobre sua
salde a qualquer momento. Isso se faz enviando aviso por escrito ao médico responsavel pelo
estudo.

Se vocé retirar sua permissdo, ndo podera continuar no estudo. Ao retirar sua
permissdo, nenhuma informacdo nova sobre sua salde que possa identificar vocé sera
coletada apds a data. As informacdes que ja tiverem sido reunidas ainda poderdo ser usadas e

repassadas a terceiros. 1sso sera feito se for necessario para que a pesquisa seja confiavel.

Minha participacdo no RPEBC € voluntéaria?

Sua participacdo no RPEBC para os propositos descritos acima é completamente

voluntaria.

Quem providenciara os recursos de financiamento?



130

O financiamento desta pesquisa se dara com recursos disponiveis nos Laboratorios de
Citogenética e Biologia Molecular da UFRGS e de Microbiologia da UFCSPA. Além disso, o

projeto serd submetido a editais de agéncias oficiais de fomento.

PARTICIPACAO EM EXAMES GENETICOS

Solicito exames genéticos para verificar minha mutacdo genética especifica.

Concordo que os resultados dos exames podem ser divulgados pelo Projeto EBC para o

RPEBC

Concordo que o DNA pode ser armazenado pelo laboratorio para possiveis exames ou estudos
adicionais relacionados a EBC.
Sim Né&o
Concordo que se o laboratorio ndo puder armazenar o DNA, o Projeto EBC podera tratar do
armazenamento com outra entidade inteiramente qualificada para esse procedimento.
Sim Né&o
CONSENTIMENTO
Certifico que li este formulario de consentimento (ou que alguém o leu para mim).

Tive oportunidade de fazer perguntas. Todas as minhas perguntas foram respondidas
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convenientemente. Dou meu consentimento voluntario para participar (permitir que meu filho
ou filha participe) do RPEBC.

Autorizo o uso e a revelacdo das informac6es sobre minha salde (ou sobre a satde de
meu filho ou filha) para as partes listadas na secéo de autorizagdo deste consentimento para 0s
propositos descritos acima.

Assinando este formulério de consentimento, ndo renunciei a nenhum direito legal que

eu (ou meu filho ou filha) de outra forma teria como sujeito em um trabalho de pesquisa.

Data:

Nome:

Assinatura (Maiores de 18 anos)

ou

Assinatura do representante legalmente autorizado (quando aplicavel)

Assinatura do pesquisador que coletou as informag6es
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APENDICE D — TERMO DE CONCESSAO PARA USO DE IMAGEM

(MENORES DE 18 ANOS)

Eu, , portador (a)
de cedula de identidade nimero , responsavel legal pelo
menor , portador de cédula de identidade numero

, AUTORIZO o registro fotografico do (a) menor supracitado

(@), bem como o uso de tais imagens em qualquer meio de comunicacao para fins didaticos,
de pesquisa e divulgacdo de conhecimento cientifico, elaboracdo de projetos visuais sem
quaisquer dnus ou restricoes.

Fica ainda AUTORIZADA, de livre e espontanea vontade, para os mesmos fins, a cessao de
direitos de veiculagdo das imagens, ndo recebendo para tanto qualquer remuneracao.

Porto Alegre, /| |

Assinatura do responsavel:

Assinatura do (a) menor:
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APENDICE E — TERMO DE CONCESSAO PARA USO DE IMAGEM

(MAIORES DE 18 ANOS)

Eu, , portador (a)

de cédula de identidade numero , AUTORIZO 0 meu

registro fotografico bem como o uso de tais imagens em qualquer meio de comunicacao para
fins didaticos, de pesquisa e divulgacdo de conhecimento cientifico, elaboragcdo de projetos
visuais sem quaisquer 6nus ou restricdes.

Fica ainda AUTORIZADA, de livre e espontanea vontade, para os mesmos fins, a cessao de
direitos de veiculagdo das imagens, ndo recebendo para tanto qualquer remuneracao.

Porto Alegre, /| |

Assinatura;
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Abstract

Epidermolysis Bullosa (EB) is a genodermatosis that encompasses a group of clinically and
genetically heterogeneous disorders classified in four major types: EB simplex (EBS),
junctional EB (JEB), dystrophic EB (DEB) and Kindler syndrome. Our aim was to
characterize recurrent and novel mutations associated to EB in a sample of Brazilian patients.
Eighty-seven probands (25 EBS, 4 JEB and 58 DEB probands) in addition to 22 affected
family members were studied (total of 109 individuals). We performed a next-generation
sequencing-based multi-gene panel through lon Torrent technology including 11 genes:
KRT5, KRT14, PLEC, TGM5, LAMA3, LAMB3, LAMC2, COL17A1, ITGB4, COL7AL, and
FERMT1. A total of 72 different pathogenic or likely pathogenic variants were identified, 32
of them are novel. The causal variant was detected in 83 probands (efficiency of 95.4%).
Pathogenic variants in the residue 125 of KRT14 were identified in 32% of all EBS patients.
In DEB patients, four COL7A1 variants were quite frequent, some of them clustered in
specific Brazilian regions. Our study extends the spectrum of known mutations in
Epidermolysis Bullosa and describes, for the first time, the genetic profile of EB patients from

Brazil.

Keywords: Epidermolysis bullosa; genodermatosis; genetic disease; next generation

sequencing; gene panel; pathogenic variant.
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Introduction

Epidermolysis Bullosa (EB) is a clinically and genetically heterogeneous group of
genetic skin disorders classified in four major types: epidermolysis bullosa simplex (EBS),
junctional epidermolysis bullosa (JEB), dystrophic epidermolysis bullosa (DEB), and Kindler
syndrome (KS), based on the level of skin within which blisters develop.! The common
characteristic is the fragility of the skin, which readily blister following a minimal friction or
mechanical trauma.?3

EBS is characterized by intraepidermal blistering. About 75% of EBS cases are due to
KRT5 or KRT14 mutations,* encoding the basal keratins 5 (K5) and 14 (K14), although at
least other nine genes have been also implicated.! The K5 and K14 interaction provides
strength and flexibility to basal keratinocytes.*® Mutations in PLEC gene, encoding plectin,
an important protein that connects keratins to the hemidesmosomal plaque, underlie EBS in
8% of patients.® Most EBS cases are inherited in a dominant manner, resulting preferentially
from missense mutations, although several rare cases of autosomal recessive inheritance have
been reported.”® Recently, acral peeling skin syndrome, caused by mutations in TGM5, has
been classified as a subtype of EBS.?

In JEB, the blisters develop within the lamina lucida, i.e. the junction of the skin
basement membrane zone.! Mutations in nearly 8 genes have been implicated in JEB, with
autosomal recessive mode of inheritance.>® Loss-of-function mutations in LAMA3, LAMB3
and LAMC?2, leading to complete loss of laminin 332, as well as mutations in COL17A1,
encoding type XVII collagen, encompass the main genetic basis underlying JEB.® Rare
cases of JEB are associated with integrin a6p4 deficiency (encoded by ITGB4 and ITGA6).11°

DEB is characterized by blistering within the uppermost dermis and results from
mutations in COL7A1 gene, encoding type VII collagen, a major component of the anchoring

fibrils providing stable dermal—epidermal adhesion.>%2 DEB is inherited either by autosomal
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dominant (DDEB) or recessive (RDEB) manner. DDEB is usually associated to glycine
substitutions within the triple helix of COL7AL, although other missense mutations, deletions
and splice-site mutations have been reported in several rare cases.*?> In RDEB, mutations
include nonsense, splice site, deletions or insertions, ‘silent’” glycine substitutions (manifested
only in a recessive state), and non-glycine missense variants.!2** Additionally, some specific
glycine substitutions were reported in both DDEB and RDEB.**

In KS, there is a mixed pattern of blistering, since cleavage can occur within the basal
keratinocytes, within the lamina lucida or below the lamina densa.® Pathogenic variants in
FERMT1 are implicated in this disease, classified as EB type in 2008.12

Although EB is one of the most common inherited skin disorder,’>® with a birth
prevalence of 1.9/100,000 in Europe,!’ epidemiological and genetic data in Brazil are scarce.
The few published studies from Brazilian EB patients usually consist of small samples or case
reports, addressing mainly clinical data and rarely include genetic analysis.*®-?! Our aim was
to characterize the genetic basis of EB in Brazil, estimating the prevalence of recurrent and

novel EB variants, using a next-generation sequencing-based multi-gene panel.

Materials and Methods
Subjects and ethical aspects

A total of 109 patients with a clinical diagnosis of EB were studied, including 87
probands and 22 affected family members. The patients were recruited in the following
medical centers: Santa Casa de Misericordia de Porto Alegre, Hospital Infantil Dr. Juvéncio
Mattos, and collaborating institutions, and also through the Epidermolysis Bullosa Research
Association of Brazil (DEBRA-Brasil) and the society of EB patients and families from
Distrito Federal (APPEB-DF), Santa Catarina (ACPAPEB), Parana (Appapeb), and Sdo Paulo

(APPEB-SP). Most probands (50.6%) were from southern Brazil, as a result of the proximity
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to the clinical centers participating in the study, however at least one patient from each
Brazilian region was included in this study. All patients assigned a written informed consent
to participate in the research and were subjected to clinical examination. This study was
approved by the Ethics Committee of the Universidade Federal do Rio Grande do Sul (project
number 31608) and Plataforma Brasil (protocol number 2.481.885).

Molecular analysis

DNA was extracted from saliva and/or whole blood samples using the Oragene-DNA
OG-500 (DNA Genotek, Canada) kit and the Pure Link Genomic DNA (Invitrogen, USA) Kit,
respectively, according to manufacturer’s instructions.

A next-generation sequencing (NGS)-based multi-gene panel specific for EB was
designed, including the 11 genes which, to our knowledge, are associated to most cases of EB
and reaching all the main EB types: KRT5, KRT14, PLEC, TGM5, LAMA3, LAMB3, LAMC2,
COL17A1, ITGB4, COL7A1l, and FERMTL. The panel was designed using AmpliSeq
Designer software (Thermo Fisher Scientific, USA), and included 574 amplicons and a total
size of 62.72 kb.

Amplicon library was prepared using the lon AmpliSeq Library kit 2.0 (Thermo Fisher
Scientific, USA). NGS was performed through lon Torrent technology using an lon 318
sequencing chip on an lon Personal Genome Machine and the lon PGM Hi-Q View
Sequencing Kit (Thermo Fisher Scientific, USA). Data from lon Torrent runs were analyzed
using the platform-specific pipeline software Torrent Suite 5.0.5; poor quality reads were
filtered out. The sequences were aligned to hg19 human reference genome. The lon Reporter
software (v 5.10) was used for variant calling and annotation. The average base coverage
depth was 373.4 and the uniformity of base coverage was 94.2%. The variants were reviewed
and checked in the Ensembl Variant Effect Predictor (VEP) software and the mapped reads

were visualized in the Integrative Genomics Viewer (IGV) software.
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In silico analysis

The identified variants were investigated in the following databases: human gene
mutation database (HGMD; http://www.hgmd.cf.ac.uk), Clinvar
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar), Leiden Open Variation Database (LOVD;
http://www.lovd.nl), Genome  Aggregation Database (gnomAD; http://gnomad-
old.broadinstitute.org), Exome aggregation consortium (EXAC; http://exac.broadinstitute.org)
and AbraOM (Online Archive of Brazilian Mutations; http://abraom.ib.usp.br). Variants in
COL7A1 gene were additionally sought in COL7A1 Gene Variants Database (http://col7al-
database.info). The following prediction tools were used to estimate the impact of variants:
SIFT  (http://sift.bii.a-star.edu.sg), =~ PROVEAN (http://provean.jcvi.org),  Polyphen
(http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2), Mutation Taster and Human Splicing Finder
(http://www.umd.be/HSF3/HSF). All variants were classified according to the American
College of Medical Genetics (ACMG) guidelines.?? All likely pathogenic variants were

considered with pathogenic variants, and collectively named pathogenic variants hereafter.

Results

Seventy-two different pathogenic variants in eight distinct genes were identified in the
87 families studied (Table 1 and Table 2). To our knowledge, 32 (44.4%) of them have not
been described to date in EB literature and in the HGMD. The identification of the causal
mutation(s) and the consequent determination of the type of EB were achieved in 95.4 %
(83/87) of the studied probands. No pathogenic variants were identified in LAMA3, ITGB4
and FERMT1 genes.

In the 25 EBS probands, 15 distinct pathogenic variants were identified; seven of them
(46.7%) unreported to date (Table 1). We failed to identify the causative mutation in four EBS

probands. Variants affecting the highly conserved arginine in residue 125 of KRT14 were the
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most frequent in EBS patients, either replacing arginine with cysteine or histidine,
representing 33.3% of all the identified EBS alleles (8/24). One variant in KRT14 and one in
PLEC were identified in homozygosis in two autosomal recessive EBS cases. In one case, the
common TGM5 variant p.Gly113Cys, associated to acral peeling skin syndrome, was
identified in homozygosis.

Five JEB pathogenic variants (four novel) were identified in three probands: one
homozygous for a mutation in LAMC2 while the other two were compound heterozygotes for
LAMB3 and COL17A1 variants (Table 1). We failed to find the disease-causing variant in one
of the four JEB patients here studied.

In patients with DEB, 52 distinct pathogenic variants were identified in COL7A1l, 21
of them (40.4%) had not been previously reported. Forty-four were found exclusively
associated to RDEB cases, while six were identified only in DDEB and two were present in
both RDEB and DDEB patients. Table 2 presents all pathogenic variants found in the studied
DEB probands. The most frequent COL7A1 variants were: ¢.5047C>T (p.Argl683Ter)
presented in 12 alleles; ¢.325 326insCG (p.Glul09fs) and ¢.7380+2T>C carried in nine
alleles each one; and the novel variant ¢.1758delC (p.Ser587Valfs) presented in seven alleles.

Figure 1A illustrates the distribution of the identified 21 novel COL7A1 pathogenic
variants along the protein domains. Figure 1B discloses the spatial distribution in the
Brazilian regions of the four most frequent COL7AL1 variants identified in patients with DEB.
Table S1 presents the variants of uncertain significance (VUS) found in the studied EB

probands.

Discussion
We have developed a next-generation sequencing-based multi-gene panel specific for

EB including the 11 genes implicated in the majority of cases. The panel was designed to be
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cost-effective, providing a possible way to solve a greater number of genetic diagnosis for a
reasonable cost. Therefore, some genes with known association to rare EB cases were not
included in the panel. We identified the disease-causing variants and consequently predicted
the EB type of 83 from the 87 probands, resulting in an efficiency of 95.4%. Vahidnezhad et
al. developed a multi-gene panel including 21 genes and found an efficiency of 83.5%
predicting the subtype of EB in 76 out of 91 families.?® Has et al. elucidated 90% (36 of 40)
of the studied cases by a NGS-panel which included 49 genes.?* Finally, Lucky et al. found an
efficiency of 97.7% (42/43 patients) in a NGS assay that included 21 genes, in which all the
identified mutations were present in only five genes (KRT5, KRT14, LAMB3, COL17A1,
COL7A1).% Therefore, our efficiency to detect the causative mutations was quite similar to
that of other studies with larger panels. Taking into account the number of EB patients in
Brazil and that the vast majority of them do not have access to genetic testing, we consider to
have achieved quite satisfactory results, including a great number of patients from the whole
country.

In total 72 pathogenic variants were identified, 15 of them associated to EBS, five to
JEB and 52 to DEB. Although the majority of identified EB variants (52) were family
specific, a few of them (20) were quite recurrent in Brazilian EB patients.

EBS in ten alleles was associated with KRT14 pathogenic variants, while in nine of
them KRT5 pathogenic variants were identified (Table 1). These results are in accordance
with previous reports indicating a similar ratio of KRT5 and KRT14 mutations in EBS.82¢
Eight of the 25 (32%) EBS probands carried well-documented pathogenic variants affecting
the residue Argl125 of KRT14. Although an approximate prevalence of 15% of these variants
(p.Arg125Cys and p.Arg125His) has been estimated to all EBS cases,® values differ among
studies. Bolling et al., for example, found these variants in only five of a total of 76 EBS

families (6.6%) from Netherlands.* The higher prevalence of variants in Arg125 residue of
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KRT14, suggests it may be the main genetic alteration of Brazilian EBS patients, which could
guide the management of priorities on genetic testing.

In contrast to p.Argl25Cys and p.Argl25His in KRT14, the other identified EBS
variants were all family specific. We identified two cases of recessive EBS caused by
homozygous frameshift mutations in KRT14 and PLEC. The few previous reports of recessive
EBS are usually caused by null alleles rather than missense variants.?” The well-documented
variant p.Gly113Cys in TGMS5, identified in a homozygous proband, is the most frequent
mutation in patients with acral peeling skin syndrome,?®?° recently recognized as an EBS
subtype. Except for two frameshift (present in a total of four alleles) and one splice-site
variants, the pathogenic EBS variants were predominantly missense (79.2% from all alleles).
Indeed, missense variants are the main cause of EBS.*’ In total, seven novel EBS pathogenic
variants were revealed - five missenses in KRT5, one frameshift in KRT14, and one frameshift
in PLEC, expanding the range of known mutations in this EB type (Table 1).

As expected, JEB was the EB type with the lowest prevalence and associated to the
most severe clinical symptoms and to the highest risk of infant mortality.*>? In developing
countries such as Brazil, infant mortality may be even higher. Despite the limitation of the
small number of JEB patients analyzed, we could disclose four novel pathogenic variants: one
splice site mutation in LAMC2, one frameshift in LAMB3, and two in COL17A1 (one
nonsense and one splice site mutation) (Table 1). All variants were private to families. The
only one carried in homozygosis (c.1066+1delG in LAMC2) was identified in a proband from
a consanguineous family. The recurrent JEB variants previously described, including a
hotspot in LAMB3 (the p.R635X variant) and other population-specific mutations,*® were not
identified here.

In five patients (four EBS and one JEB) no pathogenic variant was identified,

suggesting the existence of large rearrangements not identified by NGS or, more likely,
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mutations in genes not included in our multi-gene panel. Mutations in at least additional five
genes, such as DSP, JUP, PKP1, EXPH5 and DST, have been associated to EBS,® while
rare mutations in ITGAG, ITGA3 and LAMA3A have been demonstrated to cause JEB.!

The dystrophic type of EB was the most represented in our sample, with 58 probands.
In total, 52 different variants were disclosed, 21 of them representing pathogenic variants
unreported to date, located in distinct protein domains (Table 2; Figure 1A). Few COL7Al
variants were more prevalent in our sample. The ¢.5047C>T (p.Argl683Ter) variant was
identified in 12 alleles, representing 11.2% (10/106) of all COL7AL alleles. This variant was
first described in a compound heterozygous Japanese patient,3* being subsequently identified
in two Europeans subjects, also compound heterozygous.®=¢ Our finding, therefore, suggests
that in Brazil this might be a frequent recurrent variant. Since it was identified in patients
from different Brazilian regions (Figure 1B), additional studies will be important to
investigate a possible common origin.

The pathogenic variant ¢.325_326insCG (p.Glul109fs) was identified in nine alleles
(8.4% of all COL7AL alleles). To the best of our knowledge, this variant has been previously
reported in only two families from northern part of Portugal by Hovnanian et al.’ It is very
intriguing the higher incidence of this variant in Brazil, which could be related to the
Portuguese colonization of Brazil.

The splice site variant ¢.7380+2T>C was identified in other nine alleles (8.4% of all
COL7AL alleles). It was previously described by Cuadrado-Corrales et al. in a year-old patient
with RDEB from Spain.® In a subsequent study, the authors have demonstrated this variant
results in the usage of a cryptic splice site in intron 96, leading to out-of-frame transcript.*®
Interestingly, in our study all patients carrying c¢.7380+2T>C variant were from southern

Brazil (Figure 1B), including 3 homozygous probands. We suggested that a founder effect
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could explain the high frequency and the geographic clustering of ¢.7380+2T>C variant;
however, additional haplotypes analyses are needed to verify this hypothesis.

Among the 21 novel variants, frameshift c.1758delC (p.Ser587fs) was the most
frequent, being present in seven alleles. The majority of patients carrying this novel variant
are from Central-West and Northeast regions. Taking into account the important migratory
process of Brazilian northeasterners towards the central-western region, we can also
hypothesize a common origin of this variant in Brazil.

Taking into account the continental dimensions and the much admixed population
origin of Brazil, a diversity of disease-causing variants was expected. At the same time, it is
noteworthy the higher prevalence of some variants, including those reported in only one case
or even the ones unreported to date. Future studies regarding the origin of the recurrent
pathogenic variants will be important to understand their origin and their possible correlation
to the peopling pattern of Brazil.

In spite of the much diverse and heterogeneous population in Brazil, our study
including patients from different regions showed high efficiency of the proposed gene panel.
Besides, we described novel and recurrent pathogenic variants, extending the spectrum of

known mutations in EB.
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Tables

Table 1. Frequency of the identified pathogenic/likely pathogenic variants in Brazilian
EBS and JEB probands

EB | Pathogenic/Likely pathogenic | N Frequen | Mutation first reported
Typ | variants (allele | cy in reference
e S)
EBS | KRT14, ¢.373C>T, 5 0.208 Coulombe (1991) Cell
p.Arg125Cys 66, 1301
KRT14, c.374G>A, 3 0.125 Coulombe (1991) Cell
p.Arg125His 66, 1301
KRT14, c.606delC, p.Lys203fs | 2 0.083 This study
PLEC, ¢.6697dupG, 2 0.083 This study
p.Asp2233fs *
TGMS5, ¢.337G>T, p.Gly113Cys | 2 0.083 Cassidy (2005) Am J
’ Hum Genet 77, 909
KRT5, ¢.74C>T, p.Pro25Leu 1 0.042 Uttam (1996) Proc Natl
Acad Sci USA 93, 9079
KRT5, ¢.427G>T, p.Vall43Phe |1 0.042 Kang (2010) J Dermatol
Sci 57,90
KRTS5, ¢.528C>G, 1 0.042 This study
p.Asnl76Lys
KRTS5, ¢.545T>C, p.Phel82Ser |1 0.042 This study
KRT5, ¢.555+1G>A, p.? 1 0.042 Rugg (1999) Eur J Hum
Genet 7, 293
KRT5, ¢.598T>C, 1 0.042 This study
p.Trp200Arg
KRTS5, ¢.1396G>C, 1 0.042 This study
p.Glu466GIn
KRT5, ¢.1406C>G, 1 0.042 This study
p.Thr469Ser
KRT5, ¢.1411C>T, 1 0.042 Arin (2010) BrJ
p.Arg471Cys Dermatol 162, 1365
PLEC, ¢.5998C>T, 1 0.042 Koss-Harnes (2002) J
p.Arg2000Trp Invest Dermatol 118, 87
Total alleles: | 24
EB | Pathogenic/Likely pathogenic | N Frequen | References
Typ | variants (allele | cy
e S)
JEB | LAMC2, ¢.1066+1delG, p.? 2 0.333 This study
LAMB3, ¢.1132+5G>A, p.? 1 0.167 Nakano (2002) Hum
Genet 110, 41
LAMB3, ¢.2106delG, 1 0.167 This study
p.GIn702fs
COL17A1, 1 0.167 This study
€.3171 3173delCTC,
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p.Tyr1057Ter

COL17A1, c.2002+2T>G, p.?

1

0.167

This study

Total alleles:

6

Novel variants are highlighted in bold.” EBS variants inherited in homozygosis.

Table 2. Frequency of the identified pathogenic/likely pathogenic variants in Brazilian

DEB probands

Pathogenic/Likely pathogenic variants N Frequen |Mutation first reported in
(allele |cy reference
S)

COL7AL, c.5047C>T, p.Argl683Ter 12 0.112  |Sawamura (2005) J Hum Genet
50, 543

COL7A1, ¢.325_326insCG, p.Glu109fs 9 0.084  [Hovnanian (1997) Am JHum
Genet 61, 599

COL7A1L, ¢.7380+2T>C, p.? 9 0.084  |Cuadrado-Corrales (2009) Hum
Genet 126, 335

COL7Al, c.1758delC, p.Ser587fs * 7 0.065  |This study

COL7A1L, c.7957G>A, p.Gly2653Arg 4 0.037  |Christiano (1996) Am J Hum
Genet 58, 671

COL7A1,c.887delG, p.Gly296fs 3 0.028  |Christiano (1996) Mol Med 2,
59

COL7A1, c.4011G>A, p.(Pro1337=) 3 0.028  |van den Akker (2009) J
Dermatol Sci 56, 9

COL7A1L, c.7078G>A, p.Gly2360Arg * 3 0.028  |Almaani (2011) Acta Derm
Venereol 91, 262;

COL7A1L, c.2005C>T, p.Arg669Ter 2 0.019  |Cserhalmi-Friedman (1998) Lab
Invest 78, 1483

COL7A1, c.2783_2784insGACAC, 2 0.019  |This study

p.GIn929fs

COLT7A1L, c.4018C>T, p.Argl340Ter 2 0.019 Hovnanian (1994) Am J Hum
Genet 55, 289;

COL7A1L, ¢.5819C>T, p.Pro1940Leu 2 0.019  |Varki (2007) J Med Genet 44,
181

COL7A1, c.6022C>T, p.Arg2008Cys 2 0.019  [Kon (1998) J Invest Dermatol
111,534

COL7A1L, c.6082G>A, p.Gly2028Arg ** 2 0.019 Lee (2000) Arch Dermatol Res
292,159

COL7AL, c.6501G>A, p.(Pro2167=) 2 0.019 Christiano (1996) Am J Hum
Genet 58, 671

COL7AL, ¢.6527dupC, p.Gly2177fs 2 0.019 Hovnanian (1997) Am J Hum
Genet 61, 599

COL7A1L, c.7249C>T, p.GIn2417Ter 2 0.019  |Whittock (1999) J Invest
Dermatol 113, 673

COL7A1L, c.7864C>T, p.Arg2622Trp 2 0.019 Gardella (2002) J Invest
Dermatol 119, 1456

COL7A1, ¢.8109+1G>T, p.? 2 0.019  |This study

COL7AlL, c.8191G>T, p.Gly2731Cys 2 0.019  |This study
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COL7A1L, c.58_70del CGAGTGCGAGCCC, |1 0.009  |Cuadrado-Corrales (2010) Hum

p.Arg20fs Genet 127, 117

COL7A1, ¢.189delG, p.Leub4fs 1 0.009 Christiano (1997) J Invest
Dermatol 109, 390

COL7AL, c.553C>T, p.Argl85Ter 1 0.009 Hovnanian (1997) Am J Hum
Genet 61, 599

COL7AL, c.676C>T, p.Arg226Ter 1 0.009  |Christiano (1996) J Invest
Dermatol 106, 679

COL7AL, c.2767G>A, p.Gly923Arg 1 0.009 |Abu Sa’d, (2006) J Invest
Dermatol 126, 777

COL7A1L, c.4027C>T, p.Argl343Ter 1 0.009 Hovnanian (1994) Am J Hum
Genet 55, 289

COL7AL, c.4288G>T, p.Gly1430Ter 1 0.009  |This study

COL7A1L, c.4378C>T, p.GIn1460Ter 1 0.009  |This study

COL7AL, c.5097+1G>A, p.? ** 1 0.009  |This study

COL7AL, ¢.5124+1G>A, p.? 1 0.009  |This study

COL7AL, ¢.5132_5133insTCACC, 1 0.009  |This study

p.Gly1712fs

COL7A1, ¢.5282G>A, p.Glyl761Asp 1 0.009  |This study

COL7A1, ¢.5308G>C, p.Glyl770Arg ** |1 0.009  |This study

COL7A1L, c.5321C>A, p.Prol774His ** 1 0.009  |This study

COL7AL, ¢.5449C>T, p.GIn1817Ter 1 0.009  |This study

COL7A1, ¢.5576 5577delAA, p.Lys1859fs |1 0.009  |This study

COL7AL, ¢.5737G>T, p.Gly1913Cys 1 0.009  |This study

COL7A1L, ¢.5820G>A, p.(Pro1940=) 1 0.009  |Terracina, (1998) J Invest
Dermatol 106, 679

COL7AL, c.6016G>A, p.Gly2006Ser 1 0.009  [Mallipeddi (2003) Br J
Dermatol 149, 810

COL7AL, c.6044G>A, p.Gly2015GIu** 1 0.009 Hammami-Hauasli (1998) J
Biol Chem 273, 19228

COL7A1L, c.6100G>A, p.Gly2034Arg 1 0.009 Kon (1997) J Invest Dermatol
109, 684

COL7AL, 1 0.009  |This study

€.6100_6120delGGGGAGCCTGGAAAG

CCTGGT, p.Gly2034 Gly2040del **

COL7A1L, c.6205C>T, p.Arg2069Cys 1 0.009 Kahofer (2003) Pediatr
Dermatol 20, 243

COLT7A1L, c.6698G>A, p.Gly2233Asp 1 0.009 |Almaani (2009) Acta Derm
Venereol 89, 6

COL7AL, c.6937G>A, p.Gly2313Arg 1 0.009  |This study

COL7AL, c.7246G>A, p.Gly2416Ser 1 0.009  |This study

COL7AL, c.7344G>A, p.(Val2448=) 1 0.009 |Gardella (1996) Am J Hum
Genet 59, 292

COL7AL, c.7411C>T, p.Arg2471Ter 1 0.009 Christiano (1996) Am J Hum
Genet 58, 671

COL7A1L, c.7420C>T, p.Arg2474Cys 1 0.009  |This study

COL7A1L, c.7738C>T, p.Arg2580Cys 1 0.009  ***

COL7A1L, c.7756C>T, p.GIn2586Ter 1 0.009  |This study

COL7A1, c.7814G>T, p.Gly2605Val 1 0.009  |This study
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Total alleles:[106 | |

Novel variants are highlighted in bold.

* Variants found in both RDEB and DDEB patients.

** Variants found exclusively in DDEB alleles. All other variants (the ones without ‘*”) were
present only in RDEB patients.

*** Unpublished. Submitted by Laboratory of Molecular and Cell Biology, Istituto
Dermopatico dell Immacolata, Rome (Italy) at < www.col7al.org >.
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A p.GIn1§17Ter
p.GIy17‘61A5p p.Arg2ﬂ74Cys
! c.81Q9+1G>T
p.Gly1913Cys ol 2416§e
E p.Gly er
p.GIy171f2fs ; A 0 Gly2605Val
p.GIn1460Ter P : : 4
A c5124+1G>A  pGly2313Ag P.Gly2731Cys
p.SeriBTfs p.GInPZQfs p.GIy14i30Ter ip.i:.y51859f5 p.C;-)In2‘586Ter
COL7A1 ¢.5097+1G>A

v
- p.Gly2034_Gly2040del
v

p.Gly1770Arg
A
p.Pro1774His

@ COL7A1, c.5047C>T, p.Arg1683Ter
Y COL7A1, c.325 326insCG, p.Glu109fs
A COL7A1, c.7380+2T>C, p.?

B COL7A1, c.1758delC, p.Ser587fs

Figure 1. (A) The identified 21 novel COL7A1 pathogenic/likely pathogenic variants. Upper
variants were found in RDEB patients while the ones below were identified in DDEB. (*
variant found in both RDEB and DDEB). CMP: cartilage matrix protein; Fn3: Fibronectin Il1-
like domains; VWA: von Willebrand factor A domain; THC: triple helical collagenous
domain; Aci: acidic; K: kunitz module; signal peptide in gray; cysteine & proline rich region
in black; 39 amino acid ‘hinge’ region in light green. (B) Spatial distribution of the four most
frequent COL7A1 variants in the Brazilian territory. While the variant p.Argl683Ter was
present in different regions, ¢.7380+2T>C was only identified in southern Brazil.



