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Resumo

A Epidermélise Bolhosa Distréfica (EBD) é o tipo mais grave clinicamente dentre o grupo
das Epidermélises Bolhosas. E subdividida em quatro subtipos, dois dominantes (EBDD) e
dois recessivos (EBDR), todos provocados por mutagdes no gene COL7A1L, que codifica para
o0 colageno tipo VII. O objetivo deste trabalho foi associar os principais tipos de mutacdes
com a estrutura molecular da proteina COL7A1 relacionado aos fenétipos da EBD. Como
metodologia, foi realizado um estudo experimental em trés etapas que consistiram na revisao
bibliografica de artigos cientificos sobre a EBD, processamento das informagdes obtidas em
programas de bioinformatica e elaboracdo dos resultados. Os fenotipos da EBD variam de
acordo com o tipo de mutacgdo (nonsense, minssense, delecéo, insercdo ou mutacao indel) que
ocorreu na sequéncia génica e sua localizacdo. Mutacdes do tipo missense estdo geralmente
relacionadas a EBDD enquanto que o0s outros tipos descritos associam-se aos perfis
fenotipicos da EBDR.

Palavras-chave: Epidermdlise Bolhosa Distrofica, mutacdes, COL7A1L, colageno tipo VII,
bioinformatica.

Molecular analysis of mutations associated with COL7Al gene in the Dystrophic
Epidermolysis Bullosa (DEB)

Abstract

The Dystrophic Epidermolysis Bullosa (DEB) is the most serious type clinically from the
group of Epidermolysis Bullosa. It is subdivided in four subtypes, two dominants (DDEB)
and two recessives (RDEB), all caused by mutations in the COL7A1 gene that encoding for
collagen type VII. The objective of this study was to associate the major types of mutations
with the molecular structure of the COL7AL protein related to phenotypes of DEB. As
methodology, an experimental study was accomplished in three stages that consisted in the
reviem of scientfic articles about the DEB, processing of the information obtained in
bioinformatics programs and preparation of the results. The phenotypes of DEB vary
according with the type of mutation (nonsense, minssense, deletion, insertion or indel
mutation) has occurred in the gene sequence and its location. Missense mutations are
generally related with DDEB while the other types described are associated with phenotypic
profiles of RDEB.

Keywords: Dystrophic Epidermolisys Bullosa, mutations, COL7A1l, collagen type VII,
bioinformatic.
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1. Introducéo

A Epidermolise Bolhosa (EB) constitui um grupo de enfermidades hereditarias
caracterizadas por defeitos na adesdo intraepidérmica ou dermo-epidérmica que resultam no
surgimento de bolhas na pele em resposta ao menor trauma sofrido (ALMEIDA JR, 2002). As
EB’s se dispdem em quatro tipos que séo classificados de acordo com a histologia e formacéo
das bolhas: EB Simples, EB Juncional, EB Distréfica e a Sindrome de Kindler, grupo incluido
recentemente no terceiro consenso internacional de EB (BOEIRA, 2012).

Com relacdo a epidemiologia da EB, varios estudos foram feitos estimando a
incidéncia e a prevaléncia da doenca com diferentes técnicas realizadas, mas as pesquisas
mais importantes e tidas como referéncia séo as derivadas do Registro Nacional de EB nos
Estados Unidos (BOEIRA, 2012). Segundo os EUA, ocorrem 50 casos de EB por um milhao
de nascidos-vivos, sendo 92% na forma EB simples, 5% na forma distréfica, 1% na forma
juncional e 2% nao classificados. No Brasil ndo h& dados epidemioldgicos, pois ainda estdo
sendo realizados estudos sobre o numero de individuos afetados pela Epidermolise Bolhosa.
A EB afeta ambos os géneros e pode ocorrer em todas as etnias (GURTLER; DINIZ; FILHO,
2005).

A Epidermolise Bolhosa Distrofica (EBD) € o tipo menos comum e mais grave dentre
as EB’s. Ela se subdivide em quatro subtipos principais, dois na forma autossdmica
dominante e dois na forma autossémica recessiva (OLIVEIRA, et al., 2010). Os subtipos da
EBD dominante (EBDD) sdo: Cockayne-Touraine (EBDD-CT), que tem como caracteristicas
clinicas a formacdo de bolhas nas extremidades do corpo, cavidade oral (mucosas e dentes) e
distrofia ou auséncia de unhas; e o subtipo Pasini (EBDD-Pa), com as mesmas manifestacoes
clinicas que a EBDD-CT, mas de forma mais grave, com formacdo de bolhas mais extensas,
semelhantes a papulas, surgindo também na regido do tronco. Os subtipos de EBD recessivo
(EBDR) costumam ser mais agressivos (ALMEIDA JR, 2002). A forma recessiva néo-
Hallopeau-Siemens (EBDR-nHS) é mais grave que os subtipos dominantes e também tem
como clinica o desenvolvimento de bolhas nas extremidades do corpo e perda das unhas, mas
com pouco envolvimento das mucosas. Ja a forma recessiva Hallopeau-Siemens (EBDR-HS)
¢ a mais severa do grupo EBD. Suas manifestacfes clinicas compreendem a formacgéo de
bolhas com distribuicdo generalizada pelo corpo; pseudosindactalia (deformidade das méos e
pés em forma de “luva de box”), unhas e dentes extremamente afetados com perdas;
envolvimento das mucosas internas com restri¢es no eséfago, estenose (estreitamento) anal e

uretral; fimose; escaras na coOrnea; anemia ferropriva e déficit de desenvolvimento



ocasionados por desnutricdo. Além disso, estes pacientes possuem sério risco de
desenvolvimento de céncer de pele nos locais de lesdes cronicas (BARROS; RASKIN;
PEREIRA-FERRARI, 2004; BOEIRA, 2012).

Todos os subtipos de EBD, dominantes e recessivos, sdo provenientes de mutacfes em
um mesmo gene, 0 COL7A1. Porém, o que determina cada subtipo séo a localizacdo e o tipo
da mutacdo que ocorre neste gene. O COL7AL codifica o colageno tipo VII, importante
proteina que compde as fibrilas de ancoragem que participam da adesdo entre a ldmina densa
e a derme na pele (DANG; MURRELL, 2008).

Para a EBD ja foram descritas mais de 730 mutagdes que levam a diferentes fenotipos
da doenga. Dentre essas mutacgdes, 0s tipos mais comuns sdo: mutagdes que codificam para
um aminoé&cido diferente (missense); mutacdes sem sentido, que codificam para um codon de
parada (nonsense); dele¢des; insercdes; mutacdes indel, quando dele¢des e insercdes ocorrem
concomitantemente; e as que ocorrem no splicing (DANG; MURRELL, 2008; LIN et al.,
2012).

O diagnostico das EB’s ¢ feito com base nos achados clinicos e laboratoriais do
paciente. Na clinica é avaliado o historico familiar e se ha consanguinidade entre os pais. No
laboratdrio, o diagndstico vem por meio da técnica de microscopia eletrénica (ME), método
padrdo-ouro, que consiste na analise histologica de um fragmento do tecido cutaneo. O
tratamento envolve o cuidado com as feridas e bolhas do paciente com o uso de curativos
estéreis para evitar possiveis infeccdes. E feito o suporte nutricional e uso de antibi6ticos
topicos ou sistémicos quando ocorrem contaminagdes. Evitar o surgimento de bolhas é a
finalidade principal do tratamento, pois se virarem lesdes crénicas, podem desenvolver para
tumores malignos, uma das principais causas de morte em pacientes com EBD (BOEIRA,
2012).

O estudo biomolecular das Epidermdlises Bolhosas, no Brasil, ainda € insuficiente
sendo necessério recorrer a estudos internacionais em outras linguas. Um trabalho mais
completo se faz necessario nesses parametros, pois, além de acrescer o numero de pesquisas
nacionais neste campo, o estudo genético especifico aliado a biologia molecular é de grande
auxilio no desenvolvimento de terapias génicas. Segundo Cutlar, Greiser e Wang (2014), a
substituicdo de um gene defeituoso por uma cépia totalmente funcional é o principio basico
da terapia génica. O paciente passa a produzir a proteina — que antes era sintetizada de
maneira defeituosa - da forma correta, diminuindo os sintomas da doenca e melhorando sua

qualidade de vida consideravelmente.



O objetivo deste trabalho foi associar os principais tipos de mutacdes com a estrutura
molecular da proteina COL7A1 relacionado aos fen6tipos da Epidermdlise Bolhosa Distrofica
(EBD).

2. Metodologia

Para atingir o objetivo proposto foi realizado um estudo experimental em trés etapas
que consistiram na revisdo bibliografica de artigos cientificos a respeito da Epidermdlise
Bolhosa Distrofica, processamento das informacdes obtidas por programas de bioinformética
e elaboracéo dos resultados.

Para a revisdo bibliografica, artigos e teses cientificas foram pesquisados nas bases de
dados EBSCOhost, Scielo, Medline, PubMed, Elsevier e Bireme, utilizando as palavras-chave
“epidermolise bolhosa distrofica”, “COL7ALl”, “mutations and COL7A1”, “dystrophic
epidermolysis bullosa” e “mutations and dystrophic epidermolysis bullosa”, e o periodo da
busca foi definido entre os anos 2002 e 2016, ndo se excluindo trabalhos anteriores com
importancia para melhor fundamentar o tema. Também foram definidos como critérios,

trabalhos escritos nos idiomas portugués e inglés.
2.1. Bioinformatica

A bioinformatica se refere ao emprego de ferramentas computacionais no estudo de
problemas e questdes bioldgicas, abrangendo também as aplicacdes relacionadas a salde
humana como o planejamento de novos farmacos (VERLI, 2014).

A bioinformatica foi a parte principal do trabalho, pois com ela foram realizadas
analises sequenciais e estruturais por meio dos programas The Sequence Manipulation Suite
(http://www.bioinformatics.org/sms2/), PDB - Protein Data Bank
(http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do), Swiss Model (http://swissmodel.expasy.org/) e
Phyre 2 (http://www.shg.bio.ic.ac.uk/~phyre2/html/page.cgi?id=index). Toda a analise do
gene COL7Al foi feita por meio do banco de dados NCBI — National Center for
Biotechnology Information (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/).

Primeiramente, realizou-se a pesquisa da sequéncia de DNA do gene COL7A1 no
banco de dados NCBI e, em seguida, analisou-se a regido codante (CDS) (ID 1294) que se
refere a sequéncia protéica do colageno tipo VII. Para consegui-la, buscou-se no NCBI pelo
transcrito do gene COL7A1 (mRNA) e, ao escolher a opgéo “Homo sapiens collagen type VI

alpha 1 (COL7A1), mRNA”, logo a baixo das referéncias cientificas, a CDS aparece como
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opcao para clique. Apods clicar, a regido codante é realcada para visualizacdo. Com essa
regido, iniciaram-se as tentativas de modelagem da cadeia proteica do colageno tipo VII nos
programas Swiss Model e Phyre 2 sem éxito, pois ela ndo se encontrava nos bancos de dados.
Dessa forma, optou-se por se fazer uma nova busca na qual foram determinadas as regides
que correspondiam as mutacfes que seriam estudadas para serem modeladas como uma Unica
estrutura artificial, mas os programas de modelamento ndo encontraram dados, ou seja, ndo
foi possivel modelar as sequéncias.

Para se chegar a sequéncia final utilizada neste trabalho, o segmento proteico do
colageno tipo VII foi inserido outra vez no programa Swiss Model para uma nova tentativa. A
partir das cadeias semelhantes que foram sugeridas, selecionou-se uma variante que esta de
acordo com as estruturas que sdo descritas nos artigos cientificos pesquisados que embasam
este trabalho. Em seguida, o segmento foi moldado no Swiss Model e sua estrutura
proporcionou a simulacdo de cadeias proteicas em condicGes patoldgicas, ou seja, com 0s

tipos de mutacdes que correspondem aos fendtipos da Epidermolise Bolhosa Distréfica.

3. Resultados e Discussao

3.1. Epidermolise Bolhosa Distroéfica e o gene COL7A1

Tabela 1: Caracteristicas clinicas dos subtipos da EBD.

SUBTIPOS ASPECTOS CLINICOS

Formagdo de bolhas

Epidermdlise Bolhosa
Distrofica Dominante
Cockayne-Touraine
(EBDD-CT)

Epidermdlise Bolhosa
Distrofica Dominante
Pasini (EBDD-Pa)

nas extremidades do
corpo e cavidade oral
(mucosas e dentes).
Distrofia ou auséncia
de unhas.

Formacdo de bolhas

mais extensas, nas
extremidades do
corpo, térax e
cavidade oral

(mucosas e dentes).
Distrofia ou auséncia
de unhas.




Formacdo de bolhas
nas extremidades do
Epidermdlise Bolhosa @ corpo, perda das
Distréfica Recessiva | unhas. Mais grave

ndo Hallopeau- que as  formas
Siemens (EBDR-nHS) ' dominantes.  Pouco
envolvimento das
mucosas.

Subtipo mais grave.
Bolhas com
distribuicédo
Epidermdlise Bolhosa | generalizada pelo
Distrofica Recessiva | corpo;
Hallopeau-Siemens pseudosindactalia;

(EBDR-HS) perdas de unhas e
dentes; mucosas
internas

comprometidas;

Fonte: Adaptado de BOEIRA (2012).

A Epidermdlise Bolhosa Distrofica (EBD) é uma condigdo hereditaria dividida em

subtipos caracterizados pela distribuicdo de bolhas ao longo da pele e nas mucosas do
paciente (BARROS; RASKIN; PEREIRA-FERRARI, 2004; BOEIRA, 2012). A Tabela 1

mostra 0s quatro subtipos da EBD e suas caracteristicas clinicas.

Figura 1: Ultraestrutura da zona de membrana basal e proteinas envolvidas na EB.
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Os defeitos que provocam os fenotipos da EBD encontram-se na proteina coldgeno
tipo VII que forma as fibrilas de ancoragem presentes entre a lamina densa e a sublamina
densa na juncdo dermo-epidérmica, local onde as bolhas sdo formadas, como mostra a Figura
1 (DANG; MURRELL, 2008).

Os quatro subtipos principais descritos de EBD decorrem de mutagdes em um mesmo
gene, o COL7A1, que codifica o coladgeno tipo VII e estid presente no cromossomo 3 na
posicdo p21.31 (Figura 2) (WEINEL, 2008). Cada subtipo varia de acordo com o tipo da
mutacdo e sua localizacdo, desde o fenotipo mais severo, a forma recessiva Hallopeau-
Siemens, até os mais brandos, as formas dominantes Cockayne-Touraine e Pasini (BOEIRA,
2012).

Figura 2: Mapeamento fisico do gene COL7AL (GenBank 1D 1294) no locus 3p21.31.
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Fonte: Adaptado de GENECARDS (2016).

3.2. Colageno tipo VII

O colageno tipo VII é produzido por queratindcitos epidérmicos e fibroblastos
dérmicos. Durante o processamento intracelular, o transcrito mRNA é traduzido em uma
cadeia polipeptidica proal (VII), que se une com mais duas cadeias proal, gerando uma
estrutura de 2944 aminoacidos constituida por um dominio central triplo-helicoidal de
colageno precedido e seguido por dois dominios ndo colagénicos, 0 NC-1 (ndo colagénico-1),
ampla cadeia amino-terminal, e a porcdo de menor tamanho NC-2 (ndo colagénico-2),
carboxi-terminal, como pode ser visto na representacdo simplificada da Figura 3 (DANG;
MURRELL, 2008).

Figura 3: Representacdo esquematica da molécula de colageno tipo VII.

Segmentos nio coligeno

. @ -Segmento Colageno

Fonte: Adaptado de ALMEIDA JR (2012).




O centro de sua estrutura também possui um pequeno segmento ndo colagénico, o que
garante flexibilidade a proteina. A fusdo de duas moléculas triplo helicoidal ocorre em nivel
extracelular, pela perda do segmento NC-2 resultando, assim, em dimeros antiparalelos cuja
unido destes, por sua vez, formara as fibrilas de ancoragem (Figura 4) (ALMEIDA JR, 2002;
VARKI et al., 2006).

Figura 4: Formacdo do colageno tipo VII sob condi¢des fisioldgicas (lado esquerdo) e

condicdes patologicas (lado direito), evidenciando os subtipos da EBD.
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Fonte: Adaptado de VARKI et al. (2006).

E uma proteina de extrema importancia na juncio dermo-epidérmica, pois é ela que
constitui firmeza e flexibilidade as fibrilas de ancoragem mantendo assim, a zona de
membrana basal (ZMB) e a derme unidas e firmes. Com o colageno produzido de forma
defeituosa, a manutencédo desta juncéo fica prejudicada. O resultado € que a cada atrito que a
pele sofra, por menor que seja, ha formacéo de bolhas.

Como dito anteriormente, ja foram descritas mais de 730 mutagfes para a EBD que

resultam em um colageno defeituoso. As consequéncias variam de acordo com o tipo de

8



mutacdo ocorrida, como a PTC (Premature Termination Codon), notado na Figura 4, a qual
geralmente esta associada a muta¢Ges do tipo nonsense (codificam para um aminoacido de
parada) e delecbes, frequentes no fenotipo EBDR-HS, quando presente nos dois alelos.
Mutacdes que codificam para um aminoacido diferente (missense), referido principalmente
como substituicbes do aminodcido glicina (Gly) na Epidermolise Bolhosa Distréfica, e
insercdes estdo comumente associadas com fen6tipo EBDR-nHS e, também, com os subtipos
dominantes (EBDD-CT e EBDD-Pa), que sé&o formas mais brandas. Essas mutacGes podem
ocasionar interferéncia na associacdo das cadeias de colageno e na formacéo da tripla hélice
causando assim desestabilizacdo desta molécula. As substituicbes do aminoacido Gly
(Glicina), também na tripla hélice do colageno, geram interferéncia na formacao dos dimeros
que constituem as fibrilas de ancoragem, comuns nos fendtipos da EBDD (ALMEIDA JR,
2002; VARKI et al., 2006; DANG; MURRELL, 2008).

A disposicdo da tripla-hélice do colageno tipo VII, regido de estudo deste trabalho, é
composta por sessdes repetidas do motivo Gly-X-Y, sendo que X e Y podem ser quaisquer
aminoacidos, mas geralmente, suas posi¢des sdo ocupadas por Prolina (PRO) e Hidroxiprolina
(HYP) (Figura 5) (MANKA et al., 2012).

Figura 5: Constituicdo da molécula de colageno.

Moléculas de colageno

Fibrilas colageno (tripla-hélices)
1
i\

cadeias-a

‘v‘ fr / O v
‘ / /\cadeias de aminoacidos
6LY GLY GLY
?/ HYP HYP
PRO PRO

Fibra coléageno

Fonte: PROTO-COL UK (2014).

A estrutura em hélice das cadeias-a (proal) do colageno garante a proteina a rigidez
necessaria para manter derme e epiderme unidas. Isso acontece porque cada aminoacido dessa
repeticdo tem uma funcdo precisa: a cadeia lateral da glicina que corresponde a um atomo de
hidrogénio é a Unica por¢do que pode se encaixar no centro apertado da estrutura em tripla

hélice. As pontes de hidrogénio sdo favorecidas pelos grupos quimicos presentes na ligacao



peptidica entre a porcdo NH de um residuo de glicina com um grupo carbonilo (C=0)
segurando, assim, as trés cadeias em conjunto. O angulo fixo de C-N peptideo-prolina ou
peptideo-hidroxiprolina permite que a cadeia polipeptidica, ao dobrar-se em uma hélice,
constitua uma geometria na qual as cadeias polipeptidicas podem se torcer em conjunto para
formar uma cadeia triplo-helicoidal, como mostra a Figura 6. Curiosamente, apesar das
ligacGes rigidas peptideo-prolina perturbarem a estrutura de aminoacidos em uma cadeia a-
hélice, elas estabilizam a estrutura final em tripla-hélice (LI; BRODSKY; BAUM, 2007;
SHOULDERS; RINES, 2009).

Figura 6: Visdo geral da estrutura molecular da tripla-hélice do colageno. Em (a), a estrutura
cristalina de alta resolugdo da tripla-hélice. Em (b), a tripla-hélice em trés representacdes:
atomos inchados (space-filling), ball-and-stick (bola-e-vara) e em fita. Em (c), um segmento
ball-and-stick da tripla-hélice com destaque para as liga¢cdes de hidrogénio intercadeias. E em
(d), ligagdes polipeptidicas entre as cadeias-a.

a b

c d
N1 N2 N3
Gly Pro..,  Hyp
l:>"0c=o.._ Hyp ™ Gly
Hyp Hyp H_Gly .......... o=cPro
Gly Pro Hyp
ct c2 c3

o @
C3
Fonte: SHOULDERS; RAINES (2009).
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3.3. Fase experimental: modelamento das cadeias proteicas

A literatura ndo descreve mutacGes que ocorram de forma frequente na EBD. Logo,
ndo existe uma mutacao principal a ser estudada. Em razéo disso, preferiu-se estudar os tipos
de mutacgdes que levam aos diferentes niveis fenotipicos da Epidermolise Bolhosa Distrofica.

Sabe-se que as cadeias proteicas de coldgeno mudam de acordo com a mutagdo que
ocorre na sequéncia de aminoacidos e sua localizacdo. Essas diferentes estruturas foram
representadas e analisadas neste trabalho, comparando-as a uma cadeia normal, ou seja, sem
alteragOes ou mutagoes.

O programa de modelagem de proteinas, Swiss Model, sugeriu a variante proteica de
ID 4AUO0.2.B: um polipeptideo de 38 aminoacidos com o motivo Gly-X-Y que aparece
repetidamente na estrutura (GPPGPPGPPGPQGLAGQRGIVGLPGQRGERGPPGPPGP) o
qual corresponde a cadeia B da tripla-hélice da proteina colagena intersticial presente nos
colagenos tipo I, 1l e I1l. Sua constituicdo assemelha-se bastante com a do colageno tipo VI e,
por isso, foi utilizada para demonstracdo das mutacdes relacionadas aos fenotipos de EBD
(Figura 7) (BISIANI et al., 2014).

Figura 7: Representacdo da cadeia B normal da proteina colageno intersticial.

Fonte: BIASINI et al. (2014).

Os tipos de mutacdes mais comuns registrados na literatura que levam a EBD séo
missense, nonsense, delecdes, insercdes e mutacdes indel. Todos esses tipos terdo suas
estruturas representadas nas figuras seguintes, com excec¢do do tipo de mutacdo nonsense, que
gera uma cadeia de aminoacidos insuficiente para ser modelada pelo Swiss Model. Essas
mutacdes provocam uma terminacdo prematura do codon (PTC) resultando em uma proteina

truncada ndo funcional e que, na maioria das vezes, relaciona-se com o0s fendtipos recessivos
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da EBD, sobretudo a forma mais severa: Hallopeau-Siemens. Esta pode ocorrer em
heterozigose, PTC combinada com outro tipo de mutacdo como, por exemplo, PTC e uma
substituicdo de glicina, e em homozigose, quando PTC ocorre em ambos os alelos (DANG;
MURRELL, 2008).

Mutagbes missense codificam para um aminodcido diferente. Na EBD, geralmente
estdo associadas a substituices de glicina resultando, na maioria das vezes, nos fendtipos
dominantes (EBDD-CT e EBDD-Pa), que se caracterizam por serem mais brandos
clinicamente. Isso acontece porque essas substituicdes causam apenas uma pequena torcdo
irregular no local da mutacdo na sequéncia de aminoacidos da proteina, desestabilizando sua
estrutura e comprometendo-a, causando interferéncia na formacdo dos dimeros que
constituem as fibrilas de ancoragem (DANG; MURRELL, 2008; DENG et al., 2008; VARKI

et al., 2006). A Figura 8 evidencia essa tor¢cdo anormal.

Figura 8: Representagdo de mutagéo do tipo missense circulada em vermelho: substitui¢éo de
Glicina por Valina na posicéo 10.

GPPGPPGPPGPQGLAGQRGIVGLPGQRGERGPPGPPGP

GPPGPPGPPVPQGLAGQRGIVGLPGQRGERGPPGPPGP

Aminoécido Valina

Fonte: Adaptado de BIASINI et al. (2014).

Mutagbes que provocam delecdo estdo relacionadas com os fenotipos recessivos da
EBD e, na maioria das vezes, com 0s casos mais graves: os de EBD recessiva Hallopeau-
Siemens. DelecBes causam alteracfes muito problematicas na proteina colagena,
comprometendo sua funcionalidade quase por completo. A Figura 9 representa uma delecédo
do aminodcido glicina que gerou um motivo com estrutura em folha [ pregueada
(representada pelo formato em seta) entre a helice da cadeia. Sabe-se que o colageno tem
como caracteristica fisica sua rigidez, que é proporcionada pela estrutura em hélice de sua
cadeia proteica (DANG; MURRELL, 2008; VARKI et al., 2006). A folha B pregueada
compromete essa rigidez deixando o coldgeno muito maleavel, fazendo com que ele perca sua

real funcdo de aderéncia e firmeza para a pele, deixando-a literalmente frouxa.
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Figura 9: Representacdo de mutacdo do tipo delecdo circulada em vermelho: delecdo de
Glicina na posicéo 16.

GPPGPPGPPGPQGLAGQRGIVGLPGQRGERGPPGPPGP

GPPGPPGPPGPQGLA-QRGIVGLPGQRGERGPPGPPGP

Folha B pregueada
(delecéo de Glicina)

Fonte: Adaptado de BIASINI et al. (2014).

MutagOes de inser¢do e mutacOes do tipo indel estdo relacionadas, assim como, as
delecBes, na maior parte das vezes, com os fenotipos recessivos, principalmente a EBDR-HP.
A insercdo de outro aminoacido na cadeia proteica gera interferéncia entre as repeticdes do
motivo Gly-X-Y, mudando a conformacdo da proteina levando a uma torcdo muito alterada
que desestabiliza toda sua estrutura. Essa anormalidade pode ser vista na Figura 10 e na
Figura 11 (B). A literatura descreve que insergdes e mutagOes indel acarretam como
consequéncia PTC na cadeia polipeptidica, interferindo em toda a funcionalidade do colageno
resultando, assim, nos fenétipos recessivos de EBD. Como dito anteriormente, a estrutura de
folna B pregueada na cadeia colagénica, vista na Figura 11 (A) provoca mudancas
significativas na funcionalidade da proteina, uma vez que sua rigidez fica extremamente
comprometida. Por esse motivo, mutacfes indel em ambos os alelos, quase sempre, irdo se
relacionar com o fendtipo mais severo EBDR-HS (DANG; MURRELL, 2008).

Figura 10: Representacdo de mutacdo do tipo insercdo circulada em vermelho: insercéo de

Asparagina na posicao 17.

Aminoéacido Asparagina

GPPGPPGPPGPQGLAGQRGIVGLPGQRGERGPPGPPGP

GPPGPPGPPGPQGLAGNQRGIVGLPGQRGERGPPGPPGP

Fonte: Adaptado de BIASINI et al. (2014).
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Figura 11: Representacdo de mutacao do tipo indel: em A, delecédo de Glicina na posi¢édo 16 e

em B, insercdo de Asparagina na posigéo 23.

GPPGPPGPPGPQGLAGQRGIVGLPGQRGERGPPGPPGP

O

GPPGPPGPPGPQGLA-QRGIVGNLPGQRGERGPPGPPGP

Fonte: Adaptado de BIASINI et al. (2014).

A experimentacdo mostrou que as mutacées do tipo missense geralmente relacionam-
se com os perfis fenotipicos autossémicos dominantes: EBDD-CT e EBDD-Pa. Na maioria
dos casos, tratam-se de substituicdes do aminoécido glicina e ndo trazem perda funcional
completa a molécula de colageno tipo VII, ocasionando fenétipos de EBD clinicamente mais
brandos. Ja os outros tipos (nonsense, delecdes insercdes e indel) estdo mais associados aos
fendtipos autossémicos recessivos: EBDR-nHP e EBDR-HP. Mutagdes que provocam estes
quadros clinicos mais severos resultam em uma proteina truncada ndo funcional,
principalmente quando ocorrem mutacGes nonsense, pois provocam uma terminacao
prematura do cdédon (PTC). Podem também trazer outras conformacgdes a proteina, como a
folha B pregueada e torgdes anormais, cujas estruturas causam desestabilizacdo do dominio
proteico prejudicando quase toda a funcionalidade do colageno no tecido.

O estudo molecular relacionado a Epidermolise Bolhosa Distréfica se faz necessario,
sobretudo, para trazer novas perspectivas de tratamento, novos medicamentos e diagnosticos
mais rapidos e avangados para os portadores desta doenca. Um bom exemplo séo as terapias
génicas que envolvem o uso de DNA’s recombinantes e que, atualmente, estdo sendo
vastamente estudadas e experimentadas, com o propdésito de melhorar consideravelmente a
qualidade de vida de pacientes diagnosticados com EBD (CUTLAR; GREISER; WANG,
2014). Para isso, é necessario o conhecimento prévio dos aspectos moleculares do fendétipo
que o individuo apresenta, como o tipo de mutacdo e o nivel de funcionalidade do colageno
tipo VII no tecido, bem como, mostram o0s estudos apresentados neste trabalho. Além dessas
terapias, é indispensavel conhecer os aspectos funcionais do colageno tipo VII. Um estudo

recente realizado na Universidade de Oxford mostrou que este tipo de colageno esta associado
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ao desenvolvimento do carcinoma de células escamosas (CCE), pois ele suprime a sinalizacdo
do TNFp e a angiogénese inibindo o crescimento tumoral. O colégeno tipo VII, nestes casos,
estd sendo estudado como terapia para CCE (MARTINS et al., 2016). Por esses motivos, 0s
estudos moleculares se mostram tdo importantes, pois auxiliam pesquisadores na busca de
novas estratégias para melhorar a qualidade de vida de pacientes ndo s6 com EBD, mas outras

enfermidades genéticas sem cura.

4. Conclusao

De acordo com os estudos realizados, os fenétipos da Epidermolise Bolhosa Distrofica
se diferenciam de acordo com o tipo de mutacdo que ocorre na sequéncia génica e, também,
sua localizagcdo. Cada um destes tipos resulta em uma cadeia proteica com caracteristicas
desfavoraveis a funcionalidade do colageno tipo VII levando a um perfil fenotipico diferente,
variando clinicamente, do brando ao mais severo. Os tipos de muta¢cdes que mais ocorrem séo
missense, nonsense, mutacdes indel, delecbes e insercoes.

Conclui-se que 0 a mutagdo que traria menor acometimento clinico seriam as do tipo
missense e que a Epidermdlise Bolhosa Distrofica pode apresentar varios niveis clinicamente
dependendo da mutacdo que ocorre no gene COL7A1 e o colageno tipo VII pode ficar

parcialmente ou completamente nédo funcional.
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