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Imunomapeamento nas epidermdlises bolhosas hereditérias’

Immunological mapping in hereditary epidermolysis bullosa
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Resumo: O imunomapeamento, uma técnica de imunofluorescéncia, ¢ o método atual mais utilizado
para o diagnéstico laboratorial e a diferenciacio dos principais tipos de epidermolise bolhosa here-
ditaria, uma vez que determina o plano de clivagem na jun¢io dermo-epidérmica das doengas mecano-

bolhosas.
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Abstract: Immunological mapping, an immunofluorescence technique, is currently the method most
used to diagnose and differentiate the principal types of hereditary epidermolysis bullosa, since this
technique is capable of determining the level of cleavage of this mechanobullous disease
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INTRODUCAO

As epidermolises bolhosas (EBs) hereditarias
sao dermatoses mecano-bolhosas, que se caracterizam
pelo aparecimento de bolhas ou vesiculas aos
minimos traumas sobre a pele. Podem acometer
somente a pele ou também as mucosas." Sao divididas
em quatro grandes grupos (simples, juncionais,
distréficas e mistas, que sio muito raras) e em pelo
menos 20 fenotipos clinicos distintos, de acordo com
o nivel de clivagem e as caracteristicas clinicas e
moleculares (Quadro 1).**

As principais EBs hereditarias sao decorrentes de
mutacoes nos genes que codificam qualquer um dos
componentes estruturais dos queratindcitos e da
juncao dermo-epidérmica, quais sejam: na EBS,
queratinas 5 e 14, plectina, a634 integrina, placofilina 1
e desmoplaquina; na EBJ, laminina 332 (anteriormente
denominada laminina 5), colageno tipo XVII (ou
antigeno 2 do penfigoide bolhoso) e a634 integrina; na
EBD, coligeno tipo VII. As mutagOes provocam
alteracoes dessas proteinas que sio responsaveis pelos
defeitos de adesao entre as estruturas que constituem a
pele, levando a formagao das bolhas.
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As formas de EB hereditaria foram mais bem
caracterizadas apo6s a introducio da microscopia
eletronica de transmissao, primeiramente realizada
por Pearsons em 1962.* Posteriormente se utilizaram
anticorpos monoclonais para melhor caracterizacao
dos fenotipos.”*”* Em 1991, Bonifas’ foi o pioneiro em
demonstrar as alteragdes moleculares em uma forma
de EB (EB simples). Posteriormente, foi estabelecida a
base molecular de outros subtipos de EB.

DIAGNOSTICO DAS EPIDERMOLISES BOLHOSAS
O diagnostico de EB é clinico e laboratorial, mas
é sempre importante levar em consideragao a historia
familiar e a consanguinidade dos pais. Os subtipos de
EB somente podem ser diferenciados por meio de
estudos imunohistoquimicos e ultraestruturais, além
da diferenciagdo genética, que niao estd disponivel na
maijoria dos grandes centros. A importincia da
subclassificacio é para determinar o risco de
comprometimento mucoso, de desenvolvimento de
neoplasias e de morte prematura. E também
importante para o aconselhamento genético.'*"*
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Quapro 1: Classificacao mais recente das
epidermolises bolhosas hereditarias

EB simples (EBS):

EBS localizada

EBS Dowling-Meara

EBS com distrofia muscular

EBS autossOmica recessiva

EBS superficial

EBS com deficiéncia de placofilina 1
EBS com atresia do piloro

EB juncional (EBJ):

EBJ Herlitz

EBJ nao Herlitz

EBJ com atresia do piloro

EB distréofica dominante (EBDD):
EBDD generalizada
EBDD dermatose bolhosa do neonato

EB distrofica recessiva (EBDR):
EBDR generalizada grave

EBDR generalizada outra

EBDR dermatose bolhosa do neonato

O exame laboratorial mais executado é o
anatomopatolégico (AP), oriundo de material de
biopsia de bolha integra. Nao é diagnoéstico de EB,
mas ¢é util para fazer a diferenciacio com outras
dermatoses bolhosas. O AP pode diferenciar a EB
simples das outras formas, uma vez que é a Gnica EB
em que o nivel de clivagem ¢ intraepidérmico. A EBJ e
a EBD nao podem ser diferenciadas pelo AP,

Para determinar os diferentes planos de
clivagem que caracterizam os diversos subtipos de
EB, devem ser realizados o imunomapeamento
(IMM) ou a microscopia eletronica de transmissio
(MET). Esta ultima também permite a andlise de
alteracoes ultraestruturais nos queratinécitos e na
juncio dermo-epidérmica caracteristicas dos subtipos
de EB. A MET ¢ o método laboratorial considerado
padriao ouro para diferenciacio entre as formas de
EB. Porém, é dispendiosa, consome muito tempo
para a execucao e leitura, nio permite visualizar a
clivagem como um todo e é somente disponivel em
centros especializados.

O imunomapeamento  possui  precisao
diagnostica semelhante a da microscopia eletronica,
com a vantagem da execugao e leitura mais simples e
rapidas.” Como esta associado ao uso de anticorpos
monoclonais, pode dar subsidios para diferenciar os
maiores subtipos de EB e de diferentes proteinas
estruturais mutadas.’ Além de permitir a visualizacio da
clivagem como um todo, o IMM diferencia as formas
dominante e recessiva de EBD. Apresenta, também, a
vantagem de poder colocar o espécime obtido por
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bi6psia em meio de transporte (meio de Michel) para
ser enviado ao laboratério em que sera realizado o
exame, em qualquer lugar do pais ou do mundo." O
material preservado nesse meio pode ser processado de
maneira ideal em até sete dias, embora haja preservagao
da sua antigenicidade por algumas semanas.” Também
pode ser util no aconselhamento genético e,
especialmente se realizado precocemente em bidpsia de
pele fetal, permite fazer o progndstico do paciente.”

O IMM pode ser considerado uma técnica de
imunofluorescéncia indireta, uma vez que ¢
necessario, inicialmente, promover a formagio do
imunocomplexo pela adicio de um anticorpo (Ac)
primario ao tecido a ser pesquisado. A seguir, para a
revelagio desse imunocomplexo, utiliza-se um Ac
secundario marcado com fluorocromo. Fluorocromos
sdo corantes que emitem luz em um comprimento de
onda especifico quando estimulados por radiacao
ultravioleta. E wusada, mais frequentemente, a
fluoresceina, de coloracao verde-limao.

O conhecimento profundo da constituicao
dermo-epidérmica e das estruturas proteicas
presentes na zona da membrana basal (ZMB) e nos
queratinocitos basais é mandatério para uma
interpretacao correta do imunomapeamento. A ZMB é
composta por um grupo de estruturas que se
combinam e formam complexos de ancoragem. Nas
porcoes superiores da ZMB, os filamentos
intermediarios do citoesqueleto das células basais se
inserem na membrana plasmatica das células basais —
os hemidesmossomos. Os filamentos de ancoragem
conectam os hemidesmossomos a lamina densa (LD)
e fibrilas de ancoragem (FA), atravessando a lamina
Iacida (LL). Na parte inferior da ZMB, o coligeno tipo
VII esta presente nas fibrilas de ancoragem que se
estendem da lamina densa em dire¢io a derme
papilar e se combinam com fibrilas de coligeno
intersticial. Desse modo, a ZMB conecta o
citoesqueleto das células basais com a rede de fibrilas
do colageno intersticial da derme, promovendo a
sustentacgdo da pele'*" (Figura 1).

Para o IMM nas epidermolises bolhosas
simples, é importante o conhecimento das queratinas
5 e 14 dos queratinécitos (K5 e K14), que se
combinam para formar os filamentos intermedidrios e
estao alteradas, na maioria dos casos em que a
clivagem ¢ intraepidérmica, na camada basal. Para as
outras formas de epidermodlise bolhosa, sio
relevantes: a laminina, quando a clivagem ¢
intralimina ldcida (EBJ); o coligeno IV, para a
clivagem na sublamina densa (EBD); o coligeno VII,
componente das fibrilas de ancoragem e que se
localiza na sublimina densa.'” Conhecendo-se
previamente os componentes da ZMB, a maioria dos
diferentes tipos de epidermolise bolhosa hereditaria

An Bras Dermatol. 2010;85(6):856-61.



858 Oliveira ZNP, Périgo AM, Fukumori LMI, Aoki V

Lamina Licida <

Filamentos Intermediarios

_— :
Queratinas 5 e 14

T e EEEEEEE—— Placa
) Hemidesmossomal

Integrina
abp4

Colageno XVII /BP
180

Filamentos de Ancoragem
Laminina 5

Colageno

v

Lamina Densa 4 i .

» Fibrilas de Ancoragem

| ima) ] II Colageno Vi

.

Sublamina Densa {

FiGURA 1: Representa¢iao esquematica da juncao dermo-epidérmica e das principais proteinas estruturais envolvidas nas epidermolises
bolhosas congénitas

podem ser identificados pelo imunomapeamento,
analisando-se a localizacao do depésito fluorescente.

TECNICA DO IMUNOMAPEAMENTO

O material a ser processado deve ser obtido de
biopsia de pele contendo uma bolha ou vesicula recente
e integra, cujo tamanho nao pode ultrapassar os limites
do diametro do punch para que nao se rompa, o que
impediria a leitura do exame. Pode-se fazer a retirada,
também, por excisao em fuso, englobando a bolha ou
vesicula, embora esse procedimento exija maior
habilidade do dermatologista, ji que pode haver
descolamento da pele no momento tanto da incisiao
como da sutura. Se as bolhas do paciente forem muito
grandes, pode ser obtida uma lesio recente com
movimentos rotatorios de uma borracha pequena
arredondada (como aquelas que sao fixadas aos lapis)
em uma area de pele sem lesao, até que se provoque
separagao entre a epiderme e a derme.

O fragmento de pele obtido deve ser colocado
em meio de Michel ou congelado a fresco em meio
proprio para congelagao. Esse procedimento permite
que a antigenicidade do tecido seja bem preservada,
0 que nao ocorre em métodos mais agressivos, como
a fixacao em formol e o emblocamento em parafina.
Do tecido congelado sio feitos cortes com 4 micra de
espessura, depositados em lamina de vidro silanizada,
que serdo expostos a um painel de anticorpos
monoclonais que irdo se ligar a proteinas estruturais
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de localizacio conhecida na ZMB. Por se conhecer
previamente a localizacao dessas estruturas, é possivel
demonstrar, de forma mais especifica, o nivel da
clivagem, correlacionando o local da formaciao da
bolha em estudo com a distribui¢ao da fluorescéncia.
A presenca ou auséncia de fluorescéncia com um
anticorpo particular na porg¢io epidérmica e/ou
dérmica da clivagem indica de maneira precisa o nivel
em que se localiza a lesio do paciente em questao.’

Para marcar a ZMB sao utilizados diferentes
anticorpos monoclonais em todo o mundo. Segundo
Fine,’ sio importantes os anticorpos contra o antigeno
do penfigoide bolhoso, laminina 1, coldgeno tipo IV e
queratina 14 para determinar o nivel de clivagem
intraepidérmica, intralamina licida e sublamina densa.
Também o autor refere que para determinar outros
tipos de alteracao (EBS recessiva, EBJ, EBD recessiva,
EB com distrofia muscular), sio necessarios os
anticorpos mono e policlonais contra laminina 332
(anteriormente conhecida como laminina 5), colageno
tipo VII, coldageno tipo XVII, plectina e a634 integrina.
Existem variantes clinicas de EB em que ha auséncia de
fluorescéncia com determinado anticorpo monoclonal
estabelecendo o diagnoéstico de certeza, como ocorre
com a auséncia de laminina 332 na EBJ Herlitz e de
colageno VII na EBDR.

No Laboratério de Imunopatologia do Hospital
das Clinicas da Faculdade de Medicina da USP,
utilizam-se na marcacio da ZMB:" hemidesmossomos
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— soro de paciente com penfigoide bolhoso; lamina
IGcida — Ac monoclonal antilaminina 5; ldimina densa
— Ac monoclonal anticolageno tipo 1V; sublimina
densa — Ac monoclonal anticoldgeno tipo VII (fibrilas
de ancoragem). Os anticorpos monoclonais sio
adquiridos comercialmente e produzidos em
linhagens especificas de camundongos.’

Um exemplo de protocolo utilizado por nosso
laboratério (HC-FMUSP) ¢é descrito a seguir: os
cortes provenientes da biépsia da pele do paciente
permanecem expostos aos anticorpos por 30
minutos em cimara imida e temperatura ambiente;
sao lavados em tampao de trizma base (pH 7,0) por
20 minutos; a ligacdo dos anticorpos primarios com
seus antigenos correspondentes é revelada com o
uso de uma anti-IgG humana conjugada a
fluoresceina para a marcagio do antigeno do
penfigoide bolhoso (AgPB) e uma anti-IgG murina
policlonal para marcar 0s outros anticorpos
monoclonais. Ap6s 30 minutos, 0s cortes sao
novamente lavados como descrito acima e as laminas
sao preparadas com glicerina tamponada (pH 9,0) e
cobertas com laminula de vidro para a leitura em
microscopio de fluorescéncia (microscopio de
epiluminescéncia ou um confocal).”

Com o uso do IMM, os principais tipos de EB
hereditaria podem ser identificados, analisando-se a
localizagao do depésito fluorescente ou mesmo a sua
auséncia. Sendo assim, sio obtidos os seguintes
achados nos diferentes subtipos de EB:

EPIDERMOLISE BOLHOSA SIMPLES (EBS)

A clivagem ocorre na camada basal, e observa-se
deposito de fluorescéncia no assoalho da bolha (lado
dérmico) com todos os marcadores antigénicos, pois
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os marcadores utilizados (AgPB, laminina, colagenos
IV e VII ) se localizam abaixo da clivagem observada
no paciente (Figura 2).

EPIDERMOLISE BOLHOSA JUNCIONAL (EBJ)

Ha alteragbes das proteinas componentes
dos filamentos de ancoragem, que se conectam aos
hemidesmossomos e as fibrilas de ancoragem. O
nivel de clivagem ocorre na limina ldcida. Observa-
se deposito de fluorescéncia no teto da bolha (lado
epidérmico) com o AgPB e fluorescéncia no
assoalho da bolha (lado dérmico) com os demais
marcadores (Figura 3). Em alguns casos, pode
haver depésito fluorescente no teto e no assoalho
da bolha com o anticorpo antilaminina.

EPIDERMOLISE BOLHOSA DISTROFICA (EBD)

Estao presentes mutacdes nos genes que
codificam o colageno VII, principal componente das
fibrilas de ancoragem que ligam a ZMB a derme. O
nivel de clivagem se di na sublamina densa. Na EBD
dominante (EBDD), o depésito de fluorescéncia
ocorre no teto da bolha (lado epidérmico) com todos
os marcadores (Figura 4). Em alguns casos pode-se
notar fluorescéncia no teto e no assoalho da bolha
com o anticorpo anticoldgeno VII.

Na EBD recessiva (EBDR), observa-se
fluorescéncia muito diminuida ou ausente com o Ac
anticolageno VII (Figura 5). A diminui¢ao ou auséncia
de fluorescéncia com o Ac anticoligeno VII permite o
diagnoéstico preciso desa variante tao grave de EB.

CONCLUSAO
O imunomapeamento apresenta, em relagio a
microscopia eletronica, a vantagem de ser uma técnica de

FIGURA 2: Representacao
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FIGURA 3: Representaciao
esquematica indicando o
sitio de clivagem na epider-
molise bolhosa juncional
(EBJ). Nas figuras A, B, C e
D, a localizagao do depésito
de fluorescéncia com os
quatro principais anticorpos
marcadores (CB = célula
basal, AgPB = antigeno do
penfigoide bolhoso, LL =
lamina licida, LD = limina
densa, SLD = sublimina
densa). O Ac antiPB no teto
da bolha e os restantes no
assoalho indicam clivagem
na lamina lacida

FIGURA 4: Representacio
esquematica indicando o sitio
de clivagem na epidermdlise
bolhosa distréfica dominante
(EBDD). Nas figuras A, B, C e
D, a localizacao do depoésito
de fluorescéncia com os qua-
tro principais anticorpos mar-
cadores (CB = célula basal,
AgPB = antigeno do pen-
figoide bolhoso, LL = limina
Iacida, LD = lamina densa,
SLD = sublamina densa).
Todos os anticorpos marcam
o teto da bolha, demonstran-
do clivagem na sublamina
densa

FIGURA 5: Representagio
esquematica indicando o
sitio de clivagem na epider-
molise bolhosa distréfica
recessiva (EBDR). Nas figuras
A, B, C e D, a localizacao do
depésito de fluorescéncia
com 0s quatro principais
anticorpos marcadores (CB
= célula basal, AgPB =
antigeno do penfigoide bol-
hoso, LL = lamina lGcida, LD
= lamina densa, SLD = sub-
lamina densa). Trés anticor-
pos marcam o teto da bolha,
demonstrando clivagem na
sublimina densa. Observe
negatividade do Ac anti-
colageno VII
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rapida e simples execucio e leitura, que identifica
proteinas especificas e visualiza a clivagem como um
todo. Desse modo, demonstrando o nivel de clivagem,
permite subclassificar as EBs em subgrupos (EBS, EBJ e
EBD) e algumas vezes de suas variantes. Permite detectar
as formas dominantes e recessivas da EBD de maneira
menos trabalhosa e dispendiosa do que a microscopia
eletronica.” Outra vantagem do IMM ¢€ a viabilidade de
transporte do espécime quando imerso em meio de
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