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Resumo

Objetivo

Conhecer a fisiopatologia da doenca, analisar as
principais formas terapéuticas disponiveis bem
como projetar o possivel decurso da sua evolucao.

Materiais e Métodos

Foi elaborada uma abordagem aos vérios tipos
da doenca e as terapias genéticas e celulares
existentes de forma a poder comparé-las e analisé-
las adequadamente através de uma revisdo da
literatura.

Resultados Principais

Como todo o tipo de terapias e drogas, as utilizadas
na Epidermolysis Bullosa apresentam aspetos
positivos e negativos que devem ser tidos em conta
antes da sua utilizacdo num paciente com EB. Assim,
uma gestdo das vantagens e desvantagens é crucial
para o mantimento do bem-estar do paciente.
Nenhuma das terapéuticas encontradas na revisido
da literatura se apresentam com um potencial de
cura.

Conclusao

A sensibilizacdo da populacdo relativamente a esta
patologia é essencial, assim como a promocdo do
interesse no desenvolvimento técnico e cientifico
das terapias existentes e de novas terapias.

Palavras-chave

Epidermolysis Bullosa (C16.131.831.493); Mutacdes
(G05.365.590); Terapia genética (E02.095.301);
Terapia celular (E02.095.147)
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Abstract

Objective

To know the pathophysiology of the disease, to
analyse the main available therapeutic forms as well
as to project the possible course of its evolution.

Materials and Methods

An approach to the various types of the disease
and to existing genetic and cellular therapies was
developed in order to be able to compare and
analyze them properly through a literature review.

Main results

Like all types of therapies and drugs, those used in
Epidermolysis Bullosa have positive and negative
aspects that must be considered before their use
in patients. The management of the advantages
and disadvantages of this therapies is crucial for
maintaining the patient’'s well-being. None of the
therapies found in the literature review have a
healing potential.

Conclusion

Sensitizing the population regarding this pathology
is essential, as well as promoting interest in the
technical and scientific development of existing
therapies and new therapies.

Keywords

Epidermolysis Bullosa (C16.131.831.493); Mutations
(G05.365.590); Gene Therapy (E02.095.301); Cell
Therapy (E02.095.147).



Introducao

Epidermolysis Bullosa (EB) é uma doenca genética
com cerca de 500.000 casos em todo o mundo
(Eva M. Murauer, 2015). E uma doenca rara da pele,
caracterizada pela existéncia de fragilidade crénica
e aparecimento de bolhas na pele que sdo induzidas
por traumas minimos (Chan, et al., 2019) (DEBRA,
2019).

Esta patologia traz complicacdes médicas
gravissimas, reduzindo a qualidade e esperanca de
vida do paciente. A sua raridade conduz a falta de
conhecimentos cientificos e ao fraco ndmero de
investigacoes e desenvolvimento de novas terapias,
sendo o objetivo deste estudo compilar todas as
informacdes existentes no dominio das terapias, e
da fisiopatologia da EB.

Esta doenca é causada por mutacdo genética em
genes com a informacdo necessaria para a producdo
de proteinas produzidas pela pele na zona de juncdo
entre a epiderme e a derme (Heather I. Cohn, 2016).
Como resultado destas alteracoes, proteinas e outras
moléculas, tais como filamentos intermediarios,
hemodesmossomas e fibras de ancoragem (Patricia
Peking, 2017) funcionam anormalmente ou estdo
ausentes, levando a diminuicdo da resisténcia da
pele.

O presente trabalho pretende ndo sé dar a conhecer
esta patologia rara a comunidade cientifica, como
fomentar a investigacdo da mesma e reunir um
conjunto de informacdo pertinente de diversos
autores, de modo a fazer uma revisdo da literatura
sobre a mesma. O artigo serd composto por diversos
capitulos, entre eles a metodologia usada, a revisdo
da literatura (que inclui as principais caracteristicas,
tipos e subtipos da doencas e as diversas formas
terapéuticas e suas vantagens e desvantagens), e
por fim a discussao/conclusao.
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Metodos

A revisdo da literatura foi desenvolvida com consulta
e selecdo na base de artigos PubMed e Science Direct,
de artigos cientificos através de palavras-chave:
Epidermolysis Bullosa; Epidermolysis Bullosa Gene
Therapy; In vivo gene therapy; Epidermolysis Bullosa
Cell Therapy; microneedle; Drug Dellivery. Foram ainda
consultados  estudos académicos nomeadamente
teses de mestrado, presentes em repositérios de
institutos de ensino superior, e a pagina oficial da
Associacdo Portuguesa de Epidermolysis Bullosa. Foram
selecionados 29 artigos publicados entre os anos de
1987 e 2020, Tabela 1. Foi dada preferéncia a bibliografia
publicada entre 2010 e 2020.




Tabela 1 - Bibliografia consultada para execucdo da revisdo bibliografica. Elaboracdo prépria.

TiTULO ARTIGO/ NOME WEBSITE AUTOR E ANO SECCAO DO ARTIGO

Epidermolysis bullosa simplex with muscular dystrophy (C. Chiaverini, 2010) Revisdo da Literatura- EBJ

Occupational therapy for epidermolysis (Chan, et al., 2019) Revisdo da Literatura- EB

bullosa: clinical practice guideline

Epidermolysis bullosa: molecular pathology of connective  (Cristina Has, 2018) Revisdo da Literatura- EB

tissue components in the cutaneous basement membrane

zone

Debra- associacdo portuguesa de epidermélise bolhosa (DEBRA, 2019) Revisdo da Literatura- EB; Terapia Celular.
Hydrodynamic gene delivery in human skin using a hollow  (Dul, et al., 2017) Terapia genética in vivo- microagulhas
microneedle device

The keio journal of medicine (Eva M. Murauer, 2015) Revisdo da Literatura- EB; Terapia Genética ex vivo
Inherited epidermolysis bullosa (Fine, 2010) Revisdo da Literatura- SK;

Inherited epidermolysis bullosa: new diagnostics and new  (Fischer, 2018) Revisdo da Literatura- EB

clinical phenotypes

Advancement in management of epidermolysis (Heather I. Cohn, 2016) Revisdo da Literatura- EB

Gene therapy (High & Roncarolo, 2019) Terapia Genética; Terapia Genética in vivo;
Amelioration of epidermolysis bullosa by transfer of (Jakub Tolar, 2008) Terapia Celular- Transplante de medula 6ssea;

wild-type bone marrow

Inherited epidermolysis bullosa: updated recommendations
on diagnosis and classification (Jo-David Fine, 2014) Revisdo da Literatura- EB

Genotype, clinical course, and therapeutic decision making  (Johanna Hammersen, 2016) Transplante de medula dssea;
in 76 infants with severe generalized junctional
epidermolysis bullosa

Bone marrow transplantation for recessive dystrophic (John E. Wagner, 2010) Transplante de medula éssea;
epidermolysis bullosa
Stem cell therapy for epidermolysis bullosa- does it work?  (Katsuto Tamai, 2010) Transplante de medula éssea;
((\\l(\ Mechanisms of fibroblast cell therapy for dystrophic (Kern, et al,, 2009) Terapia Celular- Inje¢bes de Fibroblastos;
)

epidermolysis bullosa: high stability of collagen vii favors
long-term skin integrity

First-in-human mutation-targeted siRNA phase ib trial (Leachman, et al., 2009) Terapia Genética in vivo- injecoes intradérmicas.
of an inherited skin disorder

Cultured allogeneic fibroblast injection vs. fibroblasts (Moravvej, et al., 2017) Revisdo da Literatura- EBD Terapia Celular-
cultured on amniotic membrane scaffold for dystrophic Injecdes de Fibroblastos;

epidermolysis bullosa treatment

Functional therapies for cutaneous wound repair in (Patricia Peking, 2017) Revisdo da Literatura- EB, EBS, EBI, EBD, SK;
epidermolysis bullosa Terapia Genética ex vivo;

Terapia Genética in vivo- inje¢des intradérmicas; (Pfender & Lucky, 2018) Revisdo da Literatura- EBJ

microagulhas; nano particulas e bombardeamento
de particulas. Junctional epidermolysis bullosa

Advanced technology for delivering therapeutic (Prabu, Suriyaprakash, Nano Particulas e Bombardeamento de Particulas.
& Thirumurugan, 2017)
Nanoparticles and microparticles for skin drug delivery (Prow, et al., 2011) Terapia Genética in vivo- Nano Particulas
e Bombardeamento de Particulas.
Bp180 gene delivery in junctional epidermolysis bullosa (Seitz, 1999) Terapia Genética in vivo;
Uso de terapia celular com células-tronco nas especialidades (Silva Barbosa, Menezes, Terapia Celular
médicas no brasil: revisdo sistematica & Emanuelli, 2018)
Transdermal delivery of functional collagen via (Sun, etal., 2015) Terapia Genética in vivo- Microagulhas.

polyvinylpyrrolidone microneedles

Injection of genetically engineered fibroblasts corrects

regenerated human epidermolysis bullosa skin tissue (Susana Ortiz-Urda, 2003) Terapia Celular- Injecoes de Fibroblastos;
Efficient gene reframing therapy for recessive dystrophic  (Takashima, et al., 2019) Terapia Genética ex vivo

epidermolysis bullosa with crisp/cas9

Newer treatment modalities in epidermolysis bullosa (Tuderman, 2020) Transplante de medula éssea;
Microneedles: a smart approach and increasing potential (Waghule, et al,, 2019) Terapia Genética in vivo- Microagulhas.
for transdermal drug delivery system

Three clonal types of keratinocyte with different (Y Barrandon, 1987) Terapia Genética ex vivo

capacities for multiplication
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Revisdo da Literatura

Fisiopatologia da EB

A classificacdo mais atual da EB foi desenvolvida em
2014, designando um total de 18 genes relacionados
com os diferentes subtipos desta doenca (Jo-David
Fine, 2014), sendo eles: Epidermolysis Bullosa
Simples (EBS), Epidermolysis Bullosa juncional (EBJ),
Epidermolysis Bullosa distréfica (EBD) e o Sindrome
de Kindler (SK). Esta classificacdo foi desenvolvida
tendo em consideracdo o tipo de EB, o modo de
hereditariedade, o mapeamento de antigénios
através de técnicas de imunofluorescéncia e as
mutacoes presentes em cada paciente (Jo-David
Fine, 2014). Até a data, j& foram identificados mais
genes (Cristina Has, 2018) (Fischer, 2018).

A Epidermolysis Bullosa simples representa a
forma mais frequente e é caracterizada por bolhas
na epiderme. Este tipo é causado por variantes
patogénicas dos genes KRT5 e KRT14 de heranca
dominante (Patricia Peking, 2017). Além de KRT5 e
KRT14, outros genes estdo associados a EBS, como
0 PLEC (Tabela 2). Mutacbes no PLEC, que levam
ao mau funcionamento ou a auséncia de plecting,
estdo ligadas a manifestacdes extracutdneas, como
distrofia muscular e atresia pilérica, devido a falta
de ligacdo dos hemodesmossomas aos filamentos
intermedidrios (C. Chiaverini, 2010).

Um outro tipo é a Epidermolysis Bullosa juncional
que é transmitido de modo recessivo e pode ser
classificado como generalizado ou localizado. As
principais variantes patogénicas encontram-se na
Tabela 2. E caracterizada pela formacdo de bolhas
na pele e nas mucosas, Tabela 3, (Pfender & Lucky,
2018), levando a feridas crénicas, perda de cabelo,
distrofia ungueal, anormalidades dentarias e
defeitos no esmalte. A formacdo de bolhas resulta
principalmente da auséncia ou diminuicdo da
expressdo da proteina laminina 332. Além desta, o
colagénio tipo XVII também estd associado a doenca
(Patricia Peking, 2017).
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A Epidermolysis Bullosa distréfica pode ser
transmitida de modo dominante ou recessivo.
A dominante é causada principalmente por
substituicoesdeglicinadentrodacadeiaalemapenas
um alelo de COL7A1, Tabela 2, e é caracterizada
por aparecimento de bolhas, quistos e cicatrizes
atroficas, principalmente nas extremidades, com
perda frequente das unhas. Na Epidermolysis Bullosa
distréfica recessiva, as especificacoes fenotipicas sao
causadas por mutacdes em ambos os alelos COL7A1
(Moravvej, et al., 2017). A presenca generalizada de
bolhas, crostas, erosoes, cicatrizacdo deformante
das maos e pés e contraturas articulares causam
incapacidade funcional/motora importante. As
complicacdes extracutdneas sdo comuns, entre as
quais: envolvimento gastrointestinal/urogenital/
ocular, anemia crénica, atraso de crescimento e
risco elevado de desenvolvimento de carcinomas
espinocelulares  extremamente  agressivos e
eventualmente fatais (Patricia Peking, 2017).

O Sindrome de Kindler, outra forma de apresentacao
desta patologia, é causada pelas mutacdes no gene
KIND1, Tabela 2, codificador da Kindlin-1, que afeta
além da pele, a mucosa oral e urogenital, bem
como o intestino. Este é um tipo de transmissao
autossdémica recessiva apresentando-se como o mais
raro. As anormalidades da pele sdo descritas como
bolhas generalizadas na pele, pigmentacdo tipica,
fotossensibilidade, atrofia da pele e cancro de pele
(Fine, 2010). As complicacoes extracutaneas incluem
colite grave, esofagite e estenose uretral (Patricia
Peking, 2017).

Na Tabela 2 estdo expostas diversas caracteristicas
da EB, incluindo tipos, subtipos, genes mutados,
tipos de mutacdes conhecidas, o comprometimento
da pele (mais aprofundada na Tabela 3), e modo de
transmissao.




Tabela 2 - Principais caracteristicas da EB, seus tipos e subtipos. Adaptado de (Jo-David Fine, 2014) (Tuderman,
2020). Legenda: EBS- Epidermolysis Bullosa Simples; EBJ- Epidermolysis Bullosa Juncional; DEB- Epidermolysis
Bullosa Distréfica; MS- Mutacdo Missense; Del- delecdo; Indels- Pequena delecdo/insercdo; NS- Mutacdo sem

sentido; Spl- Mutacdo na zona do splicing; Ins- Insercdo.

Tipo EB |Subtipos EB Genes Mutados | Tipos de mutagdes conhecidas| Comprometimento da pele | Heranga
EBS Suprabasal EBS TGM5 MS, Del, Indels Clivagem intra epidérmica Autossémica da pele
DSP NS, Del, MS da pele dominante
PKP1 Spl, NS, Del, Indels, Ins
JUP NS, Spl
Basal EBS KRT5 MS, Del, Spl, NS, Indels
KRT14 MS, Del, NS, Sp|, Indels, Ins
EXPH5 Del, NS, Ins
PLEC NS, Del, Ins, Spl, Indels, MS
DST NS
EBJ EBJ Generalizada | LAMA3 NS, Del, Spl Clivagem da pele na Autossémica recessiva
LAMB3 NS, Del, Sp|, Ins lamina lUcida ou na zona
LAMC2 NS, Del, Spl, Indels da membrana basal.
EBJ Localizada LAMA3 MS, NS, Spl, Ins
LAMB3 MS, NS, Spl, Del, Ins, Indel
LAMB?2 NS, Del, Indels, Ins, Spl
COL17A1 NS, Del, Spl, Ins, MS
ITGB4 NS, MS, Del, Sp|, Ins, Indels
ITGA6 NS, MS, Del, Sp|, Ins, Indels
ITGA3 MS, Del, Spl
LAMA3A Ins, NS
DEB RDEB COL7A1 NS, Del, Sp|, Ins, Indels, MS Clivagem na zona da Autossémica recessiva
DDEB COL7A1 MS, Spl, Del membrana basal da sub Autossémica dominante
lamina densa
Sindrome | -------- FERMT1 (KIND1) NS, Del, Sp|, Ins, Indels Bolhas e clivagem Autossémica recessiva
de Kindler| a qualquer nivel

Podemos, deste modo, verificar que no mesmo subtipo de Epidermolysis Bullosa, existem diversos genes
mutados e diferentes tipos de mutacdes que posteriormente comprometem a pele destes pacientes, Tabela 3.

Tabela 3 - Sumaério clinico dos diversos tipos de EB. Escala de frequéncias relativas: Ausente; Raro; 1+; 2+; 3+; 4+;
Alto. Adaptado de (Jo-David Fine, 2014).

EBS EBJ DDEB RDEB Kindler
Bolhas 4+ 2 -4+ 2-3+ 3-4+ Criancas 3+;
Adulto 1+.
Cicatriz atréfica Raro - 2+ Ausente - 3+ 3-4+ 3-4+ 3+
Indutibilidade de bolha Comum 2+ -4+ Varidvel Alto Varidvel
Pseudosyndactyly (deformacdo de maos e pés) | Ausente Ausente - 1+ Raro Variavel - 4+ 2+

Nesta tabela facilmente compreendemos que cada tipo de Epidermolysis Bullosa possui um sumdrio clinico
especifico e caracteristico, nomeadamente quando observamos a escala da frequéncia com que estas
caracteristicas clinicas aparecem nos pacientes. No entanto estas mesmas caracteristicas variam de paciente para
paciente.
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Formas Terapéuticas

Existem vérias formas terapéuticas para o controlo
da EB que depende da forma diagnosticada, entre
elas estd a terapia celular e a genética.

Terapia Celular

A Terapia celular consiste na utilizacdo de células
tronco, fibroblastos ou células geneticamente
alteradas que serdo injetadas localmente ou
sistematicamente no hospedeiro, resultando numa
expressao tempordria ou permanente da proteina
especifica que é defeituosa, permitindo a reparacdo
de tecidos e 6rgdos lesados (DEBRA, 2019) (Silva
Barbosa, Menezes, & Emanuelli, 2018). Dependendo
do paciente e da forma diagnosticada poderé utilizar-
se o transplante de medula éssea ou a injecdo de
fibroblastos.

Transplante de medula éssea

Certas células-tronco derivadas da medula &ssea
sdo capazes de se diferenciar em células epiteliais
e podem contribuir para a cicatrizacdo de feridas
cutaneas. Foi realizada uma experiéncia num ratinho
com Epidermolysis Bullosa distréfica recessiva
(RDEB) e verificou-se que as células-tronco da
medula éssea alogénicas migraram para a pele ferida
e produziram a proteina VIl do colagénio ausente
(Jakub Tolar, 2008).

Transplante de medula dssea para pacientes com EB
foi iniciado em 2007, e os resultados dos primeiros
sete pacientes (RDEB) tratados foram publicados em
2010 (John E. Wagner, 2010). Dois dos sete pacientes
morreram de complicacdes do procedimento, mas
os cinco restantes foram relatados por mostrar uma
melhoria significativa na diminuicdo do nimero de
bolhas e erosdes. Este estudo revelou um aumento
na expressdao do colagénio tipo VIl na zona da
membrana basal cutanea tendo sido documentado
em quatro dos cinco pacientes. Mesmo um paciente
em que nenhum colagénio tipo VIl estava presente
apresentou melhoria clinica apés o transplante. No
entanto os conhecimentos atuais ndo providenciam
uma cura para a doenca (Tuderman, 2020), e todos
os riscos deste procedimento devem ser discutidos
tendo em conta o paciente (Katsuto Tamai, 2010)

Em pacientes com RDEB submetidos a transplante de
medula 6ssea (TMQ), foi detetada maior deposicdo
de colagénio VII, explicando a melhoria observada da
estabilidade da pele (Johanna Hammersen, 2016).
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Injecoes de fibroblastos

Num estudo realizado por Susana Ortiz-Urda em
2003 verificou-se que com a injecdo intradérmica
de fibroblastos que sintetizam e secretam matriz
celular, expressando o colagénio tipo VII, na pele
integra de pacientes com EB distréfica recessiva,
se observaram que essas células restauraram
localmente a expressdo do colagénio tipo VIl in vivo
e normalizaram aspetos clinicos da doenca, incluindo
bolhas subepidérmicas e defeitos das fibras de
ancoragem (Susana Ortiz-Urda, 2003). Também o
estudo de longo prazo de (Kern, et al., 2009) concluiu
que a injecdo intradérmica de fibroblastos em
ratinhos aumentou o contetido de colagénio VII, que
permaneceu estdvel e melhorou drasticamente a
integridade da pele e resisténcia da forcas mecanicas
por pelo menos 100 dias.

Em 2017 foi realizado um estudo (Moravvej, et
al,, 2017) em clinica que comparava os efeitos da
injecdo intradérmicas de uma cultura alogénica de
fibroblastos na cicatrizacdo de feridas em pacientes
com EBDR, com fibroblastos semeados em matriz
de membrana amnidtica (FAMS), e um tratamento
padrdo de feridas com gases de vaselina (controlo).
Dos 7 pacientes recrutados, trés foram submetidos
a injecdo de fibroblastos, trés foram tratados com
FAMS, eum foitratadocomasgases.Apds 12 semanas
de tratamento, os tamanhos das feridas tratadas
com as injecdes diminuiram significativamente em
comparacdo com as tratadas com FAMS.

Terapia Genética

A terapia genética consiste em desenvolver métodos
que insiram gene selvagem nas células do paciente,
permitindo deste modo que a célula produza a
proteina correta e em quantidade adequada para
melhorar ou curar os sintomas da doenca (High &
Roncarolo, 2019).

Terapia genética ex vivo

O desenvolvimento de abordagens terapéuticas
funcionais para EB tem-se  concentrado
principalmente em estratégias de aplicacdo ex
vivo. As células-tronco epidérmicas, que residem no
bulbo do foliculo piloso, na gldndula sebécea e na
camada basal da epiderme, mantém a sua renovacao
continua.




Existem trés tipos de clones dos queratindcitos com
diferentes capacidades de multiplicacdo: Holoclones,
paraclones e os meroclones. Os holoclones sdo
células-tronco da epiderme e do foliculo piloso,
representando todas as caracteristicas das células-
tronco, incluindo alta capacidade proliferativa com
capacidade de autorrenovacao (Y Barrandon, 1987).
Potencialmente, toda a epiderme humana pode ser
construida por um holoclone. Assim, o ponto crucial
para alcancar efeitos terapéuticos permanentes é
o direcionamento de células-tronco epidérmicas
humanas, que podem ser isoladas de pequenas
amostras de pele tomadas por meio de bidpsias,
e expandidas in vitro para formar uma ldmina
epidérmica transplantavel (Patricia Peking, 2017)).

Um dos métodos de terapia genética ex vivo mais
promissoras, é o uso de estratégias virais para corrigir
a pele nos pacientes com EB (Eva M. Murauer, 2015)
Inicialmente sdo retiradas células de pele do
paciente e um virus é modificado em laboratério,
sendo introduzida uma nova informacdo genética
no mesmo para a producdo da proteina defeituosa
ou em falta no individuo. De seguida, é adicionado
o virus modificado as células do paciente, que
mais tarde se irdo desenvolver e multiplicar com a
informacdo genética anteriormente introduzida.
Finalmente, as células modificadas sdo introduzidas
no paciente e o organismo comecard a produzir a
proteina em falta.

Embora este tipo de terapia ndo consiga curar
completamente todos os sintomas da EB, traz
algumas vantagens importantes, entre elas: a
diminuicdo da perda de fluidos corporais, reduzindo
também a perda de proteinas e peptidios; o
encerramento de feridas, que melhora a defesa
do organismo contra infecbes, e a prevencdo do
aparecimento de cancro, que ocorre em duas das
variantes da EB (juncional e distréfica) (Eva M.
Murauer, 2015).

Existem algumas preocupacdes relativamente ao
uso deste tipo de terapias, devido ao potencial
de genotoxicidade, a possibilidade de existir uma
resposta imunoldgica do organismo do paciente
contra a proteina recém-produzida, e o elevado
perfiodo de tempo para a renovacao parcial da pele
(Eva M. Murauer, 2015).
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Segundo um estudo de (Takashima, et al., 2019),
foi aplicada uma terapia de “reenquadramento
genético” a uma mutacdo frameshift recorrente
no COL7A1, que resulta num codio de terminacdo
prematuro. A CRISPR/Cas9 direcionada para o local
especifico da mutacao, foi entregue aos fibroblastos
de pacientes com Epidermolysis Bullosa Distréfica
Recessiva. Apés genotipagem de um grande ndmero
de clones de fibroblastos com genes editados,
foi identificado um ndmero significativo (17/50)
de clones nos quais a mutacdo no COL7A1 foi
corrigida. A COL7A1 reformulada estava funcional,
demonstrado pela formacdo de tripla hélix in vitro,
estando ainda corretamente distribuida na zona da
membrana basal do ratinho. Os resultados deste
estudo sugerem que este tipo de terapia genética
pode ser eficiente neste tipo de mutacoes.

Terapia genética in vivo
A terapia genética in vivo assemelha-se a entrega de
outros tipos de agentes farmacoldgicos na medida
em que é injetado um vetor diretamente no paciente
(High & Roncarolo, 2019).

No estudo de (Seitz, 1999), foi usado um vetor
de expressdo retroviral para BP180, no qual a
transferéncia deste gene resultou na melhoria da
adesdo celular em pele com JEB in vitro, além de
restaurar a expressdo da proteina BP180 na zona
da membrana basal na pele regenerada in vivo, em
ratinhos. Estudos com uso de terapia genética in
vivo em pacientes com EB em fase clinica ainda ndo
foram descritos.

A eficiéncia do fornecimento de moléculas e a
exposicdo a dor dos pacientes durante e apdés o
tratamento, devem ser levados em consideracdo
neste tipo de tratamento (Patricia Peking, 2017).
Devido a progressio no desenvolvimento de
vdrias tecnologias, como geracdo de vetores
virais otimizados para seguranca e moléculas
modificadoras de genoma / RNA, sdo necessarios
métodos de aplicacdo in vivo apropriados para
fornecer genes através do estrato cérneo para
as camadas de pele favorecidas. De seguida sdo
abordados trés métodos de aplicacdo in vivo.

InjecOes intradérmicas e intravenosas
Alinjecdo é uma maneira rapida, barata e eficiente de
distribuir quase todo o tipo de moléculas no corpo



organismo humano. Em relacdo a terapia na EB, estes
tipos de injecbes foram usadas principalmente para
terapias celulares como a injecdo de fibroblastos
alogénicos, células tronco mesenquimais e células da
medula 6ssea, melhorando a cicatrizacdo de feridas
em pacientes com a doenca. A injecdo intradérmica
é administrada diretamente nas feridas da pele do
paciente ou nas bordas. Além disso tem apenas
um pequeno raio de difusdo, o que ndo é Util para
grandes areas. J3 na injecdo intravenosa, ha reducdo
da dor e uma melhoria da estabilidade geral da pele,
mas a sua aplicacdo direta na corrente sanguinea
pode ter complicacdes mais graves (Patricia Peking,
2017).

Ainjecao de moléculas na pele ou corrente sanguinea
nos pacientes como terapia para EB ainda nao foi
realizada, mas existem dados pré-clinicos (Patricia
Peking, 2017). Injecbes intradérmicas de SiRNA
para tratamento da genodermatose Pachyonychia
Congenita, foram aplicadas com sucesso num
paciente, indicando uma possivel adaptacdo para
formas de EB (Leachman, et al., 2009).

Microagulhas

Inicialmente, foram produzidas microagulhas
para o pré-tratamento da pele, a fim de torné-
la mais permedvel a drogas. Mas outros tipos
foram desenvolvidos ao longo do tempo, como as
microagulhas revestidas, microagulhas poliméricas
revestidas e ainda microagulhas ocas. As aplicacoes
aprovadas deste tipo de terapia sdo diversas,
podendo ser usada com oligonucleotideos, vacinas,
péptidos, hormonas, cosméticos e terapia analgésica
(Waghule, et al, 2019). Segundo (Sun, et al,
2015) a administracdo de colagénio VII a base de
microagulhas pode resultar na cicatrizacdo da EBD.
A entrega de ADN plasmideo com recurso a
microagulhas ocas em pele humana excisada ja
é possivel e a expressdo genética eficiente era
predominantemente visivel na epiderme (Dul, et al,,
2017). O facto das microagulhas serem minimamente
invasivas e acompanhadas de dor reduzida para os
pacientes, leva a uma melhoria do bem-estar e da
seguranca do paciente durante o tratamento. Este
modo de aplicacdo exibe um elevado potencial para
fornecer moléculas terapéuticas para EB de forma
eficiente (Patricia Peking, 2017).

ANO I, VOL IV, N°2. DEZEMBRO 2020.P29-39

Nano particulas e Bombardeamento de particulas
Para além das técnicas ja descritas, existem outras
promissoras, tais como o uso de nano particulas e
o bombardeamento de particulas, que ainda estdo
numa fase experimental e ndo iniciaram ensaios
clinicos em humanos (Patricia Peking, 2017). Sabe-se,
no entanto, que o bombardeamento de particulas
através de uma “pistola de genes”, contém particulas
de ouro revestidas com ADN que penetram nas
células do tecido alvo através da aceleracdo de
alta velocidade de gas pressurizado nas esferas
de ouro. Ja no que diz respeito as nano particulas,
estas sdo usadas como veiculos de entrega de
moléculas terapéuticas, como drogas (Prow, et
al,, 2011) (medicamentos com propriedades anti-
inflamatérios, tais como corticosterona e 4cido
flufendmico) e genes (Prabu, Suriyaprakash, &
Thirumurugan, 2017), bem como para engenharia
de tecidos, principalmente quando injetado no
corpo para capturar os vasos sanguineos antes de
chegar ao local alvo. Estas sdo fabricadas a partir de
material orgdnico, inorganico ou polimérico e tém
um comportamento rapido de absorcéo e libertacdo.
Os vetores virais e ndo virais sdo dois tipos usados
na entrega de genes usando plasmideos de DNA,
RNA e siRNA. S3o usadas para o desenvolvimento de
terapias para neoplasias, diabetes Mellitus, alergias,
infecoes e inflamacdes. Segundo um estudo de
(Prow, et al., 2011), estrato cérneo da pele saudavel
fornece uma barreira natural contra a penetracdo
de particulas, mas especialmente na pele doente,
como é o caso em EB, a entrega de nano particulas
terapéuticas parece representar uma 0pcao
promissora para o tratamento desta patologia.

Vantagens e desvantagens

Na tabela 4, estdo apresentadas de forma
esquemdtica os varios aspetos de cada uma
das terapias abordadas, as suas vantagens e
desvantagens, devendo alertar-se para o facto de
nenhuma das terapéuticas abordadas se apresentar
com um potencial de cura.




Tabela 4 - Vantagens e desvantagens no uso das terapias genéticas e celulares na EB. Adaptado de (Patricia

Peking, 2017) (Eva M. Murauer, 2015).

TIPO DE TERAPIA

VANTAGENS

DESVANTAGENS

TERAPIA CELULAR Transplante de medula éssea

Melhoria clinica

Aumento da expressdo de colagénio;
Diminuicdo do nimero de bolhas;
Diminui¢do de erosoes.

Potenciais complicacdes do
procedimento;

Morte relatada em pacientes;
Nao é uma potencial cura.

Injecoes de fibroblastos

Aumento da expressdo de colagénio;
Sintetiza e secreta matriz celular;
Diminui o nimero de bolhas;
Aumento de fibras de ancoragem.

Processo doloroso;
Pequeno raio de difusao;
N&o é uma cura.

TERAPIA GENETICA Ex vivo com estratégias virais

Diminuicdo da perda de fluidos corporais;
Diminuicdo da perda de proteinas

e péptidos;

Encerramento de feridas;

Aumento da defesa do organismo;
Prevencdo no aparecimento de cancros
de pele.

Potencial de genotoxicidade;
Possibilidade de resposta
imune a proteina
recém-produzida;

Processo demorado;

N&o é uma cura.

In vivo- injecoes intradérmicas

Aplicacdo de vetores virais diretamente
no paciente;
Mais rapido, barato e eficiente.

E extremamente doloroso para o
paciente;

Pequeno raio de difusdo;

N&o é uma cura.

In vivo- injecoes intravenosas

Diminuicdo da dor sentida pelo paciente;
Melhora a estabilidade geral da pele.
(Pouco) doloroso para o paciente;

Complicagdes mais graves;
N&o é uma cura.

Microagulhas

Melhora o bem-estar do paciente;

Dor (reduzida);

Minimamente invasiva.
Dor reduzida;

Entrega ADN plasmideo;
Expressdo genética visivel.

N&o é uma cura.

Discussao/ Conclusdo

Da andlise da patogénese e do tipo de terapias
encontradas na revisdo da literatura para a EB
percebermos que existem, tal como todo em
outro tipo de terapias e drogas utilizadas, aspetos
positivos e negativos que devem ser tidos em conta
antes da utilizacdo de qualquer uma das técnicas
referenciadas num paciente com EB. Deve ser
realizada uma gestdo das vantagens e desvantagens
da terapia a ser usada pelo clinico em concordancia
com o doente e é crucial manter o bem-estar do
paciente de forma a evitar quaisquer erros que
possam advir da forma terapéutica selecionada.
Embora os genes associados a esta patologia estejam
reconhecidos e estudados, é possivel que novos
genes, mutacoes e fendtipos possam surgir. Antes
do uso de qualquer terapia, deve ser feito um estudo

ANO I, VOL IV, N°2. DEZEMBRO 2020.P29-39

e ponderado todos os aspetos positivos e negativos
e oimpacto da terapia no paciente. Os pacientes com
EB tém necessidades clinicas complexas durante
todo o percurso da sua vida.

E essencial a sensibilizacio da populacdo
relativamente a EB, bem como a promocdo do
interesse em desenvolver o conhecimento técnico
e cientifico ndo s6 de todas as terapias existentes,
como também da prépria fisiopatologia da doenca.
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