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Diagnostico pré-natal das genodermatoses’
¢ Prenatal diagnosis of genodermatoses

Maria Carolina de Abreu Sampaio’ Zilda Najjar Prado de Oliveira’ Javier Miguelez’

Reumo: O diagndstico pré-natal estd indicado para algumas genodermatoses graves, como a epidermo-
lise bolhosa distrofica recessiva e a epidermolise bolhosa juncional. A bidpsia de pele fetal foi introdu-
zida em 1980, mas nio pode ser realizada antes da 15" semana de gestacao. A anilise do DNA fetal é
método preciso e pode ser realizado mais precocemente na gestacio. No entanto, deve-se conhecer a
base molecular da genodermatose, e é essencial determinar a mutagao e/ou marcadores informativos
nas familias com crianca previamente afetada. O DNA fetal pode ser obtido pela bidpsia da vilosidade
corionica ou amniocentese. O diagnostico genético pré-implantagio tem surgido como alternativa que
dispensa a interrupcao da gestacio. Essa técnica, que envolve fertilizacio in vitro e teste genético do
embrido. vem sendo realizada para genodermatoses em poucos centros de referéncia. A ultra-sonogra-
fia é exame nio invasivo, mas tem uso limitado no diagnéstico pré-natal de genodermatoses. A ultra-
sonografia tridimensional geralmente estabelece o diagnoéstico tardiamente na gestacao, e hd apenas
relatos anedéticos de diagnoéstico pré-natal de genodermatoses usando esse método.

Palavras-chave: Amniocentese; Amostra da vilosidade corionica; Diagndstico pré-implantacio;
Diagnostico pré-natal; Doencgas genéticas inatas; Ultra-som

edicdo

Abstract: Prenatal diagnostic testing is indicated for some severe genodermatoses, such as recessive
dystropbic epidermolysis bullosa and junctional epidermolysis bullosa. Fetal skin biopsy was intro-
duced in 1980, but it cannot be performed before 15" gestational week. Fetal DNA analysis is a preci-
se method and can be performed earlier in pregnancy. However, the molecular basis of the genoder-
matoses must be known and it is essential to determine the gene mutations and/or informative mar-
kers in the families with a previously affected child. Fetal DNA can be obtained by chorionic villus
sampling or amniocentesis. Preimplantation genetic diagnosis is an alternative approach obviating
the need for termination of pregnancy. It involves in vitro fertilization and genetic testing of embryos.
However, this technique has been performed for genodermatoses in only a few reference centers.
Ultrasonography is a non-invasive test, but bas a limited use in prenatal diagnosis of genodermato-
ses. Tridimensional ultrasonography usually establishes diagnosis late in pregnancy and there are
only anecdotal reports of prenatal diagnosis of genodermatoses using this method.

Keywords: Amniocentesis; Chorionic villi sampling; Genetic diseases, inborn; Preimplantation diag-
nosis; Prenatal diagnosis; Ultrasonography
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INTRODUCAO

As genodermatoses constituem um grupo hetero-
géneo de doencas que afetam Gnica ou principalmente a
pele, com maior ou menor gravidade, hereditarias,
embora nem sempre se manifestem ao nascimento.

Algumas genodermatoses sio gravemente incapa-
citantes ou mesmo letais. Nesses casos, a familia da crian-
ca afetada, além de presenciar o sofrimento decorrente
da doenca durante seu tempo de vida e, eventualmente,
enfrentar o luto por sua perda, deve conviver com o risco
de recorréncia da doenca em futura gestacao.

Nesse contexto, em alguns paises do hemisfério
norte, o diagnostico pré-natal das genodermatoses tem
sido preconizado e vem sendo praticado nas ultimas
duas décadas. O beneficio do diagndstico pré-natal des-
sas afeccoes seria a interrupcao da gestacao, caso o feto
seja acometido, ou a tranquilizacao do casal, caso o resul-
tado seja negativo. Embora o diagndstico pré-natal das
genodermatoses tenha evoluido no que tange a sua pre-
cisao e seguranca, ainda exige procedimento invasivo e,
portanto, envolve pequeno risco de perda fetal.

Quando esta indicado o diagnodstico pré-natal das
genodermatoses?

O diagnostico pré-natal esta indicado quando o feto
apresenta risco aumentado de ser acometido por genoder-
matoses graves (letais ou incapacitantes). A maioria dos
casais que solicitam o diagnéstico pré-natal é portadora
sadia de mutacoes de doenca autossOmica recessiva com
histéria prévia de filho afetado. Menos freqiientemente, o
diagnostico pré-natal é solicitado quando um dos pais é afe-
tado por alguma genodermatose. O procedimento s6 é
indicado ap6s o casal ter passado em consulta para aconse-
Ihamento genético e ponderado os riscos e beneficios do
diagndstico pré-natal, optar, entdo, livre e esclarecidamen-
te, pela realizacio do procedimento invasivo. E fundamen-
tal que o procedimento seja realizado por profissional habi-
litado em medicina fetal, em centro terciirio que conte com
0s recursos necessirios para analisar adequadamente o
material fetal e fornecer diagnostico preciso e definitivo.

As principais genodermatoses para as quais esta
indicado o diagndstico pré-natal sao os tipos graves de
epidermolise bolhosa (EB) e de ictioses. As indicacoes
mais comuns sio a epidermolise bolhosa juncional do
tipo Herlitz e a epidermdlise bolhosa distrofica recessiva.'

Métodos para o diagnostico pré-natal

Varios métodos foram desenvolvidos desde a
década de 1980 para o diagnéstico pré-natal das geno-
dermatoses. Alguns ainda sao utilizados, outros sao
pouco ou nao mais indicados, devido aos riscos ineren-
tes ou a dificuldade de realizacao.

Biopsia de pele fetal
A bidpsia de pele fetal foi introduzida no inicio
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dos anos 80. A principio era realizada sob visao fetosco-
pica, o que exigia canula calibrosa e excessiva manipula-
¢ao. Atualmente dispensa fetoscopia, sendo guiada ape-
nas por ultra-som. O procedimento consiste na introdu-
¢ao de canula ou agulha na cavidade amnidtica, que é
direcionada para a regiao das nadegas, dorso ou torax
fetal. E introduzido fércipe de bidpsia no interior da
canula ou agulha, e sao retirados de trés a quatro frag-
mentos de pele englobando toda a sua espessura. Os
fragmentos em geral sio analisados por microscopia
oOptica e/ou eletronica. O mapeamento por imunofluo-
rescéncia indireta (immunomapping) usando anticor-
pos contra antigenos do penfigéide bolhoso (antiBP
180), coliageno IV, laminina-5, coligeno tipo VII, entre
outros, pode complementar a microscopia Optica e a
microscopia eletrOnica na investigacao das diversas for-
mas de EB.”* No albinismo oculocutineo, o fragmento
deve ser retirado de areas pilosas, como couro cabeludo
e sobrancelhas. Nessa doenga, além do estudo ultra-
estrutural, é usado também método imuno-histoquimico
para andlise da atividade da tirosinase.'

A biopsia de pele fetal pode ser realizada a partir
da 15" semana de gestacao, embora, no caso das ictioses,
seja preferivel realiza-la a partir da 19° semana, uma vez
que as anormalidades ultra-estruturais estio frequénte-
mente ausentes antes dessa idade gestacional.’ O risco de
perda fetal, na maior série relatada na literatura (n =
191), foi de 1,05%, e, em cerca de 3% dos casos, houve
queixa de perda de liquido amnidtico, que, a excecao de
um €aso, cessou espontaneamente.’

Na ultima década, a biopsia de pele fetal foi sendo
substituida pela analise do DNA fetal, que permite resul-
tado mais precoce e preciso. Entretanto, a biopsia de
pele tem a grande vantagem de nao exigir estudo mole-
cular dos pais e do filho afetado (caso-indice) e dispen-
sando a necessidade de sondas especificas de DNA.
Assim, ainda é opg¢ao nos casos em que a mutagao nao
pode ser identificada e em que marcadores de /inkage
nio estejam disponiveis.’ Vale lembrar que a maioria des-
sas doencas é rara, que um grande nimero de mutagoes
em diferentes segmentos do gene envolvido podem
resultar na mesma doenca e que multiplos genes podem
estar envolvidos. Assim sendo, a anilise do DNA fetal
ainda esta restrita a poucos centros de referéncia interna-
cionais, que concentram pesquisa de ponta.

Analise do DNA fetal

Na ultima década, houve grande avango na identi-
ficacao das bases moleculares das genodermatoses mais
freqiientes.” O grande beneficio da analise do DNA fetal
¢é propiciar diagnéstico precoce. O procedimento de
escolha é a biopsia de vilo corial, que envolve a introdu-
¢ao de fina agulha no interior da placenta, com aspiracio
de fragmentos de vilosidades coridnicas, realizado entre
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11 e 14 semanas de gestacio. ApOs esse periodo o méto-
do de escolha é a amniocentese, que envolve a introdu-
¢ao da agulha no interior da cavidade amni6tica. Ambos
os procedimentos elevam o risco basal de perda fetal em
cerca de 1%.*" Outra opgao para obten¢io de material
fetal é a cordocentese, que exige a introducao da agulha
no interior da veia umbilical. Entretanto, por ser de exe-
cucdo mais tardia (acima de 20 semanas de gestacio) e
considerada mais invasiva, é cada vez menos usada.
Outra vantagem da analise do DNA fetal em relacao a
biopsia de pele é que permite o diagnoéstico de doencgas
que podem nao ter manifestacoes cutineas na vida intra-
uterina. A grande desvantagem do diagndstico pré-natal
por meio da analise do DNA fetal é a necessidade de estu-
do molecular prévio. Com efeito, é importante que se
obtenha previamente amostra de DNA do individuo afe-
tado para seqiienciamento do gene envolvido e conse-
quiente determinagao da mutacao patogénica. Em caso
da nao-disponibilidade de material genético do caso-indi-
ce (por exemplo, por 6bito) a mutagio pode ser pesqui-
sada diretamente no casal. A obten¢ao de DNA de ambos
0s pais também ¢ importante para a exclusao de muta-
¢oes de novo, de dissomia uniparental, de mosaicismo
de células germinativas e de ndo-paternidade.’'
Geralmente as mutagdes sio especificas para cada familia
e devem ser determinadas antes da gestacdo, ja que o
sequienciamento do DNA pode durar virios meses.
Utilizando estratégias que rastreiam as mutacoes mais
comuns previamente descritas, a andlise pode ser mais
rapida; mesmo assim, pode demorar muitas semanas, o
que inviabiliza o diagndstico pré-natal.” Uma vez realiza-
do o procedimento invasivo, o material pode ser analisa-
do diretamente ou cultivado em meios especificos com o
objetivo de aumentar a quantidade de DNA para propi-
ciar multiplas andlises. Se a muta¢iao no caso-indice for
bem conhecida, o material (vilosidades coriOnicas ou
liquido amnidtico) pode ser analisado diretamente.
Nesse caso, 0 DNA é extraido do material, e um fragmen-
to previamente determinado do gene envolvido é ampli-
ficado por meio da reagdo em cadeia da polimerase
(PCR) com primers especificamente sintetizados. Em
seguida, o DNA é submetido a acao de enzimas de restri-
¢ao cuidadosamente selecionadas, de modo a resultar
em fragmentos de tamanhos diferentes no caso de a
mutacio estar presente ou ausente, o que é facilmente
reconhecido na eletroforese.

Atualmente, o diagnostico genético de mais de
300 genodermatoses € possivel por meio da analise do
DNA fetal. Entretanto, nem todas essas doengas sao sufi-
cientemente graves para justificar o diagnoéstico pré-
natal.”> Em alguns centros de referéncia, o diagndstico
pré-natal molecular € utilizado rotineiramente, sobretu-
do nos casos de epidermolise bolhosa distrofica e juncio-
nal, para as quais ji estao disponiveis roteiros diagnosti-
cos especificos, a partir do conhecimento das mutacoes
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mais comuns.”” O Quadro 1 exemplifica algumas das
genodermatoses passiveis de diagnoéstico molecular pré-
natal, o tipo de heranca mais comum e os genes envolvi-
d 08.3,13-31

No caso da epidermoélise bolhosa distrofica, o
teste pré-natal pode ser feito por anilise direta da muta-
¢do ou por marcadores indiretos de linkage,”* ji que
envolve apenas o gene COL7A1 no Jocus cromossdOmico
3p21. Ja a epidermolise bolhosa juncional, por represen-
tar grupo geneticamente heterogéneo com mutagoes
envolvendo diferentes genes (LAMA3, LAMB3, LAMC2,
COL17A1, ITGAG e ITGB4), s6 pode ser testada por ana-
lise direta da mutac¢io.’

Diagnostico ultra-sonografico

Algumas genodermatoses podem apresentar acha-
dos ultra-sonograficos durante a gestagao, por vezes
especificos e ilustrativos.” O ultra-som tridimensional
pode revelar alteracbes morfoldgicas em genodermato-
ses como a ictiose harlequim, a sindrome de Neu-Laxona
e também em outras ictioses.”” Embora interessante, a
ultra-sonografia bi ou tridimensional ainda tem valor
limitado no diagnéstico pré-natal das genodermatoses,
pois os relatos descritos na literatura sao tardios (no ter-
ceiro trimestre da gestacio) e tém cariter anedético.”* A
grande vantagem da ultra-sonografia seria evitar ou limi-
tar o nimero de procedimentos invasivos. Mas nao ha
estudos na literatura que avaliem o valor preditivo nega-
tivo da auséncia de achados patolégicos ao ultra-som, e
ha grande probabilidade de que, além de tardio, seu
valor seja baixo.

Diagnéstico genético pré-implantacao

O diagnostico genético pré-implantagao envolve
reprodugio assistida (fertilizacao in vitro) e analise de
célula Unica do embrido, retirada no estagio de morula,
que é formado por aproximadamente oito células. O
DNA dessa célula é extraido e analisado ap6s amplifica-
cdo pela técnica da reacio em cadeia da polimerase
(PCR). A anilise do DNA dessa célula pressupoe os mes-
mos requisitos mencionados para o diagndstico genético
pos-implantagio (caso-indice estudado, mutacio conhe-
cida, disponibilidade de sondas especificas). No caso de
doengas ligadas ao X, em vez da PCR, a hibridizagao com
marcadores fluorescentes in situ (Fish), dirigidos a tre-
chos cromossOmicos especificos dos cromossomos X e Y,
pode determinar o sexo fetal. Somente os embribes
geneticamente selecionados sio implantados. Assim,
evita-se a realizacio de procedimento invasivo na gesta-
ca0. Além disso, essa técnica tem a grande vantagem de
dispensar a interrup¢ao da gestagiao, o que a torna um
método eticamente mais aceitidvel para muitos casais,”
além de nao ser ilegal no Brasil. As principais desvanta-
gens sao o elevado custo, a possibilidade de resultado
falso-negativo, o estresse emocional e os riscos envolvi-
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Quapro 1: Algumas genodermatoses nas quais foi relatado o diagnoéstico pré-natal por analise do DNA

Doenca Tipo de heranca Genes envolvidos Referéncia
Epidermolise bolhosa . 14
distrofica dominante AD COL7AL Klingberg et al.
Epidermolise bolhosa distrofi- AR COL7AL Hovnanian et al.”

ca recessiva

Epidermolise bolhosa jun- McGrath et al. '/ Vailly et

cional do tipo Herlitz AR 3 B3, c2 al.”/Christiano et al."”
Epidermlise bolhosa jun- AR ITGB4,ITGAG Ashton et al."®
cional com atresia de piloro

Epidermdlise bolhosa simples 3
(Dowling-Meara) AD KRT14, KRT5 Rugg et al.
Ictiose lamelar AR TGM1 Schorderet ”

Eritrodermia ictiosiforme
congénita bolhosa (hiperquer- AD KRT1, KRT10 Rothnagel et al. *
atose epidermolitica)

Albinismo oculocutineo AR TYR Shimizu et al.”' /Falik-

(tirosinase negativo, OCA1A) Borenstein et al.”

Sindrome de Sjogren-Larsson AR ALDH3A2 Sillen et al.”

Sindrome de Netherton AD SPINKS5 Sprecher et al.*

Sindrome de Wiskott-Aldrich Rec. lig. X WAS Schwartz et al.”

Sindrome de Chédiak-Higashi AR LYST Diukman et al.*

Xeroderma pigmentoso, grupo AR XPA Yang et al.”

de complementacio A

Sd de Ehlers Danlos tipo VI AR PLOD Yeowell et al.”

Porfiria eritropoiética . 29
A AR UROS Daikha-Dahmane et al.

congénita

Sd da ectrodactilia, displasia

ectodérmica, fenda labial e AD TP63 South et al.*

palatina

Mucopolissacaridose ) DS Bunge et al.”

(Hunter, tipo II)

AD: autossdmica dominante; AR: autossOmica recessiva; Rec. lig. X: recessiva ligada ao X; ?: nao estabelecida
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dos com as técnicas de reproducio assistida, além do
risco de a gestacio nao evoluir até o termo, como ocor-
reu em parte significativa das genodermatoses nas quais
esse método foi tentado.” Em 25 anos de experiéncia, 0
St John s Institute of Dermatology, centro de referéncia
inglés, realizou com sucesso apenas um diagndstico pré-
implantacao em um casal com risco para a sindrome dis-
plasia ectodémica-fragilidade cutinea.' Essa genoderma-
tose envolve mutag¢io no gene da placofilina-1, e a técni-
ca para sua detecgao pré-implantacio foi desenvolvida
por Thorhill ez al. em 2000.* O diagnéstico pré-implan-
tacio também foi relatado em outras genodermatoses,
como epidermolise bolhosa juncional do tipo Herlitz.*”

Diagnostico pré-natal no Brasil

O diagndstico genético pré-natal é realidade coti-
diana no Brasil, sendo amplamente difundidos os pro-
cedimentos invasivos como a amniocentese e a biopsia
de vilo corial. A principal indicacio para obtengio de
material fetal no pais é a pesquisa do cariétipo fetal,
especialmente em casais com risco aumentado de ano-
malias cromossOmicas (como, por exemplo, a sindro-
me de Down). A pesquisa de DNA fetal para o diagnds-
tico pré-natal das genodermatoses no Brasil é ainda
pouco utilizada, devido a indisponibilidade de sondas
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