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1.INTRODUCAO

1.1.Pele
A pele é a interface entre os seres vivos e 0 meio ambiente. E o

maior 6rgado do corpo e pesa aproximadamente 4 kg, cobrindo uma
area de 2m°. Sua principal fungéo é ser uma barreira, protegendo o
corpo de condi¢cdes externas adversas, e prevenindo a perda dos
constituintes do corpo humano, principalmente a agua.

A pele é dividida em trés camadas: epiderme, derme e

hipoderme!?.

1.2.Queratinizacao

A queratinizagcdo também chamada de cornificacdo,é um
processo de diferenciacdo celular no qual resulta um tecido duro e
resistente, como sdo os pélos e as unhas, sendo que a epiderme
forma a camada cérnea.

A epiderme nao possui vasos sanguineos, tem espessura
variavel dependendo da area do corpo e estd em continua divisdo
celular na camada germinativa ou basal. As células sdo empurradas
para a superficie pela atividade mitotica, passando pela camada
espinhosa e granulosa até serem descamadas na camada
cérnea(Figs.1, 2 e 3).

As células da epiderme sdo chamadas de queratinécitos. Sao
células diferenciadas que sintetizam a queratina. Os queratinécitos
estdo firmemente ligados por pequenas estruturas citoplasmaticas que

sdo os desmossomas, e separados por material intercelular formado



por lipoproteinas e glicoproteinas.Os granulos lamelares ou
Corpusculos de Odland, que sédo derivados do aparelho de Golgi
aparecem na superficie dos queratinécitos. Estes granulos lamelares
contém polissacarideos, enzimas hidroliticas e lipideos que séao
depositados no espaco intercelular da camada granular sendo os
precursores dos lipideos da camada cérnea.

Na camada granular as células sdo mais achatadas que na
camada espinhosa. Neste momento as células apresentam também os
granulos de querato-hialina, os quais contém proteinas como: loricrina,
involucrina e profilagrina. Esta dltima € clivada em filagrina na
migragcdo das células da camada granulosa até a camada cérnea.

No processo de migracdo dos queratinécitos até as camadas
superficiais, os granulos de querato-hialina presentes se rompem,
dispersando o seu conteudo no citoplasma.A filagrina adere no
esqueleto celular de queratina, fazendo com que as células da
camada granular se transformem em escamas chatas, dai sua
denominacdo: agregadora de filamentos, no caso a queratina
intracitoplasmatica (ou citoqueratina) (Figs.4 e 5).

A camada cérnea é formada por uma pilha de células mortas “os
tijolos” separadas por lipideos “a argamassa”, que juntos conferem as
caracteristicas de promover uma barreira efetiva contra a perda de
agua e contra a penetracdo de agentes quimicos e infecciosos. As
células na camada cornea normalmente ndo possuem nucleo ou
organelas, sdo denominados cornedcitos.

A queratina € uma proteina formada por 21 aminoacidos, ela é
responsavel por manter a estrutura e a integridade dos queratinécitos.
Existem trinta tipos diferentes de queratina nos humanos. Até o



momento foram encontrados 54 genes funcionais que codificam a
familia das queratinas. Mutacdes nestes genes na maioria das vezes
ocasionam alteracdes na formacédo da queratina, manifestando-se por

desordens em pele e mucosas!"#%*.

Camada cérnea
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Figura 1 — Epidérme normal com a camada cornea (microscopia ética
com a técnica APAAP, anticorpo anti-panqueratina , x 400).




Figura 2 — Pele normal, aspecto da superficie mostrando a eliminacéo
dos cornedcitos (microscopia eletrénica de varredura x 700).
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Figura 3 — As camadas da epidrme (microscopia o6tica, HE x 400).
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Figura 5 — Queratinizacao esquematica, mostrando a agregacéo dos
filamentos de queratina (linhas negras) pela filagrina (hexagonos
verdes).
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1.3. Ictioses

O nome ictiose € derivado do grego antigo ichthys(-xeuc) que
significa peixe e se refere a semelhanca da pele as escamas do
peixe®.

A ictiose € um grupo heterogéneo de doencas de pele
caracterizadas por descamacdo generalizada. As escamas podem
variar de tamanho, cor e topografia. Neste grupo de doencas ha
formas herdadas e adquiridas. Ela pode se apresentar ao nascimento
ou na vida adulta, limitando-se a pele ou em associacdo com outras
anormalidades®.

Segundo o ultimo consenso sobre o tema em 2007, as ictioses
sao divididas em formas nao sindrédmicas esindromicas. A primeira se
apresenta com manifestacbes apenas na pele. A segunda se
apresenta com manifestagdes em outros érgédos além da pele. Entre
as nao sindrbmicas existem quatro grupos: ictioses comuns, ictioses
congénitas autossdmico recessivas (ARCI), ictioses queratinopaticas e
outras formas menos comuns®.

As ARCls eram tradicionalmente divididas em duas doencas:
ictiose lamelar(IL) e ictiose eritrodérmica congénita(IEC), atualmente,
foram adicionadas a este grupo: ictiose harlequim, bebe colédio auto
limitado e ictiose do calgéo de banho®.

A prevaléncia das ARCIs é estimada, segundo estudo espanhol
na regiao da Galicia, em 7,2 casos por um milhdo na populacdo em
geral, e 16,2 casos por milhao entre os menores de 10 anos de idade.

A diminuicdo da prevaléncia com o avancgar da idade € provavelmente
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7. Na Franca a prevaléncia

devido a mortalidade pelaenfermidade
estimada de ARCI foi de 7 casos por milhdo. Nos menores de 15 anos
a prevaléncia foi de 12,1 casos por milhd0®, resultados semelhantes
ao estudo espanhol.

Com relagcdo as apresentacées neonatais das ARCI, ha um
quadro de grave disturbio da queratinizacdo, o feto harlequin, e um

menos intenso, o bebé colddio.
1.3.1. Feto Harlequim

Ictiose Harlequim é a forma mais grave de ictiose congénita com
alto indice de mortalidade. Ela se apresenta ao nascimento, com
escamas em grandes e espessas placas, fissuras profundas, presenca
de ectrépio, eclabio, contraturas nos dedos, achatamento de orelhas e
nariz (Figs.6 e 7).

Nestes casos, a prematuridade é comum. Ndo ha anormalidade
em Orgaos internos. Como a barreira cutanea esta gravemente
comprometida, estes neonatos estdo mais propensos a sepse,
desidratagcdo e alteracdo da termorregulacdo, sendo a primeira a
principal causa de mortalidade. Os que sobrevivem desenvolvem uma
forma eritrodérmica persistente ictiosiforme durante a vida. A Ictiose
Harlequim é causada por mutagdo em ambos os alelos do gene
ABCA12. Este €& um transportador de lipideos do queratindcito
associado a formagédo do granulo lamelar. A perda da fungdo normal
do ABCA12 leva a defeito no transporte lipidico pelos granulos
lamelares na epiderme superior e malformacao das camadas lipidicas

do extrato corneo. Os cuidados neonatais incluem incubadora
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umidificada, regulagéo da temperatura, suporte nutricional, controle da
dor e monitoramento das infecgbes. Também é importante o uso de
emolientes topicos, banhos de imersdo, lagrima artificial para
lubrificacdo dos olhos, tratamento cirdrgico para contraturas em dedos
com objetivo de prevenir a necrose e gangrena. O uso precoce de

retindides é essencial e diminui a mortalidade® .

Figura 6 — Feto Harlequim com importante 'ectrép‘;i'b, eclabio e fissuras
(http://prezi.com/4o0armzqgaezu-/harlequin-ichthyosis/).
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Figura 7 — Evolucao Feto Harlequim segundo o 1°consenso de Ictiose
em Soreze, 2009.
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1.3.2.Bebé Colodio

O termo bebé colddio ou ainda feto colédio é uma apresentacao
fenotipica comum a varias ictioses congénitas, sendo a maioria
adquirida de forma autossémica recessiva. O primeiro a descrever
esta aparéncia foi Seligman em 1841"'". As criancas nascem
geralmente prematuras e apresentam-se envoltas em uma pelicula
brilhante, com aspecto semelhante ao celofane (Figs.8 € 9). A pele ao
redor dos olhos e boca pode estar tensa devido a esta membrana
ocasionando ectrdpio e eclabio respectivamente. Apds 0 nascimento a
membrana desidrata gradualmente e fissura, passadas algumas
semanas ela descama totalmente revelando a doenca de base. Estes
pacientes podem apresentar desidratacdo hipernatrémica, e sdo mais
suscetiveis a infecgdes pulmonares e cutaneas®™ #1314,

Um escore de severidade para bebés colodio foi proposto por
Rubio-Gomez no qual é atribuido um ponto para a presenca de cada
um dos seguintes quesitos, perfazendo o maximo de 15 pontos:
envolvimento  generalizado, ectrépio, ecldbio, anormalidades
nasorelhas ou nariz, contraturas nos dedos da mao, contratura nos
dedos dos pés, contraturas em extremidades superiores, contraturas
em extremidades inferiores, dificuldade respiratéria devido a restricao
pela pele, eritrodermia, edema nas maos, edema nos pés, edema nos
membros  superiores, edema nos  membros inferiores,
hipernatremia‘'*'®.

Cabe salientar que bebé colédio € uma apresentacdo neonatal,
das varias ictioses recessivas; e que bebé colddio auto-limitado é uma

entidade clinica em separado, dependendo da evolugao do quadro.
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Os bebés colédio auto-limitados sao neonatos que se
apresentam envoltos pela membrana colédio. Com duas a trés
semanas de vida ocorre a descamacao gradual desta membrana
colddio, propiciando o aparecimento de uma pele com aspecto normal.
Aproximadamente 10% de todos os casos de bebés colddio
apresentam este tipo de evolugdo. Mutagcbes nos genes TGM1,
ALOX3 e ALOX12B foram identificadas nos pacientes com

apresentagcdo de bebé colddio autolimitado, sendo as ultimas duas as
S(17,18e19)

mais comun

i'gura 8 — Bet;é clédio co ectrépio leve e fissuras
discretas.(http://www.medilifenet.com/photo/collodion-baby1).

Iy
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Resolucio espontinea

Figura 9 — Evolugéo bebé colddio segundo o 1°consenso de Ictioseem

Soreze, 2009.
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1.3.3.Sindrome de Conradi-Hiinermann-Happle e Sindrome MEND

A Sindrome de Conradi-Hinermann-Happle apresenta
manifestagdes cutineas, oculares e esqueléticas. E uma sindrome
dominante ligada ao cromossoma X, também conhecida como
condrodisplasia punctata tipo Il. Ocasionada por muta¢cdes no gene
codificador da proteina de ligacdo do emopamil (EBP), que esta
localizado no braco curto do cromossoma X. A EBP é uma esterol
isomerase e desempenha papel fundamental na biossintese do
colesterol®.

Mais de cinquenta e cinco mutacées no gene EBP ja foram
relacionadas a sindrome deConradi-Hlinermann-Happle, algumas
destas mutacdes deletam ou inserem pequena quantidade de material
genético neste gene. Estas mutacbes atrapalham o correto
funcionamento da enzima EBP, impedindo que as células produzam
colesterol suficiente®").

Nessa sindrome oenvolvimento cutaneo inicia muitas vezes com
feno6tipo bebé coldédio, sendo acompanhando de uma ictiose com
placas largas e aderentes seguindo as linhas de Blaschko, além de
uma eritrodermia generalizada. Apo6s alguns meses as lesdes
ictiosiformes regridem na quase totalidade, permanecendo apenas
areas de atrofoderma folicular. Pode ainda apresentar ictiose discreta
em membros e areas de alopécia no couro cabeludo. No esqueleto
ocorrem varios pontos de calcificacdo das epifises Osseas,

promovendo encurtamento dos ossos longos por fusao prematura e
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deformidades. Dois tergos sofrem também de catarata congénita que
pode ser focal e unilateral®?©23,

A Sindrome de Conradi-Hinermann-Happle é na maioria das
vezes letal intra Utero para os fetos do sexo masculino, entretanto
alguns casos ja foram relatados, associados a mosaicismo®.

O Acrénimo MEND (Male Emopamil-binding-protein disorder
with Neurological Defects), € utilizado na lingua inglesa para nomear
disturbio masculino na proteina de ligacdo do emopamil associado a
malformacdes neuroldgicas. Este termo foi cunhado apenas em 2012
para denominar a Sindrome MEND, que é uma doenca recessiva
ligada ao cromossoma X, sem mosaicismo®?.

O bloqueio da biosintese do colesterol leva ao acumulo de
precursores do esterol e baixa concentracdo de colesterol intracelular,
apesar de nivel sérico de colesterol normal. As dosagens dos
precursores do colesterol apesar de elevadas nestes casos, ndo se

correlacionam diretamente com a gravidade do fendétipo.

Tabela 1- Comparacao entre Sindrome de Conradi-Hinermann-
Happle e Sindrome MEND®*.

Sindrome de Conradi- Sindrome MEND
Hlnermann-Happle

Pele Ictiose linear, placas hipo Ictiose difusa leve
pigmentadas e
antrofoderma folicular

Cabelo Espesso, alopecia
cicatricial, sobrancelhase | ._______

cilios esparsos

Face Face achatada, ponte nasal | Telecanto, ponte nasal
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baixa, fissuras palpebrais

inclinadas inferiormente

proeminente, baixa
implantacao das orelhas,
micrognatia, palato
fendido, fontanela
anterior alargada

Ossos

Potilhado epifisiario,
encurtamento de membros,
escoliose e baixa estatura

Polidactilia, sindactilia e
cifose

Sistema Nervoso Central

Malformacao de Dandy-
Walker, hipoplasia
cerebelar, hipoplasia de
corpo caloso,
hidrocefalia, hipotonia,
atraso no

desenvolvimento e

convulsées
Olhos Cataratas de severidade Catarata bilateral e
assimétrica glaucoma
Coragao Hipoplasia de arco
--------------- aodrtico, defeitos de septo
e valvares
Outros Orgéos Malformacao renal,
---------------- criptorquidia e hipospadia
Envolvimento Assimétrico Sim Nao

Achados Laboratoriais

Aumento dos precursores
do colesterol

Aumento dos precursores

do colesterol

Defeito Genético

Mutacdes no EBP

Mutagcdes no EBP
hipomorficas

Mosaicismo

Sim, geralmente gendmico.
Raramente funcional devido
a constituicao XXY

Nao
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A Sindrome MEND ao nascimento apresenta-se como bebé
colddio,além de uma ictiose difusa, os pacientes apresentam face com
ponte nasal proeminente, baixa implantacdo das orelhas e fontanela
anterior larga. No sistema nervoso central nota-se a hipoplasia
cerebelar e de corpo caloso, hidrocefalia, hipotonia, atraso no
desenvolvimento e convulsdes. Ha também presenca de polidactilia e

sindactilia®.Sendo portanto uma ictiose sindrémica.
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1.4. Microscopia Eletrénica no bebé colédio

A microscopia eletrénica € um campo promissor nas ictioses, ja
no ano de 1981 Frenck a utilizou para tentar prever o desfecho de
recém-nascidos com fendtipo de bebé colddio. Ele notou que bebés
coldédio auto-limitados apresentavam estrato corneo espesso, mas
com arranjo celular normal, e epiderme também com arquitetura usual.
Ja 0s que evoluiram posteriormente para ictiose lamelar possuiam
estrato cdrneo espessado, com os dois tercos externos compactos e a
presenca de remanescentes de organelas e nucleos. Epiderme com
queratindcitos superficiais menos achatados, ricos em ribossomas e
mitocéndrias®®.

Dobbeleer e colaboradores no ano de 1981 verificaram que
bebés colddio logo apds o nascimento apresentavam na microscopia
eletronica camadas basal e intermediaria da epiderme normais (0 que
demonstra defeito em proteina expressa nas camadas altas da
epiderme). O estrato granuloso estava reduzido a uma unica camada,
mas sem alteracdes qualitativas nos granulos. O estrato cérneo estava
dividido em duas partes, a interna com células cérneas de aparéncia
normal compreendendo cinco ou seis camadas, e a parte externa
onde as células corneas estavam dispostas de forma irregular com
desarranjo estrutural. Foram visualizados também restos de
citoplasma e nucleos, corpusculos de Odland e desmossomas
preservados. Ja aos seis meses de idade essas alteracdes ndo eram

mais verificadas®®.
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Estes pacientes na microscopia eletrénica costumam apresentar
gotas lipidicas anormais e vacuolos nas células queratinizadas do
espesso estrato corneo. As gotas lipidicas estdo confinadas em
bolsGes entre as camadas interna e externa das células cornificadas
aberrantes.No citoplasma dos queratindcitos da camada granular
existe a presenca de vesiculas ligadas a membrana, provavelmente
granulos lamelares aberrantes. As células da camada basal estédo
aparentemente normais, e em todas as camadas da epiderme pontes
de queratina estdo usualmente formadas. Nao se visualiza a formacéao
de mitocéndrias gigantes nem membrana perinuclear na camada
granulosa®®”.

A anterior classificacdo de Anton-Lamprecht divide as ARCls em
quatro grupos de ictioses congénitas, observando critérios clinicos e
de microscopia eletrénica:

-Ictiose Congénita tipo | apresentam descamacdo fina
generalizada e grau variavel de eritrodermia, na microscopia eletrénica
apresentam gotas ou anéis lipidicos e estruturas lamelares.

-Ictiose Congénita tipo Il apresentam escamas largas e marrons,
na ultra-estrutura notam-se cristaldides na camada cérnea que sao
chamados de fissuras de colesterol.

-Ictiose Congénita tipo Ill tem o aparecimento dos primeiros
sintomas em variadas épocas da vida, podem apresentar eritema
generalizado ou n&o, e as flexuras sdo comumente afetadas pela
ictiose. Apresenta como marcador de microscopia eletrbnica a
presenca de estruturas de membrana, queratinécitos anormais e

complexos vesiculares na epiderme externa e camada cornea.
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-Ictiose Congénita tipo IV deste tipo existem poucos casos
relatados, sendo que o recém-nascido pode falecer devido a sindrome
do stress respiratério, posteriormente a apresentacdo clinica é
moderada e a hiperceratose folicular torna a pele com aspecto similar
a de um ganso. Tem estruturas de membrana trilaminar na epiderme
externa e camada cérnea®??,

Ha hoje em dia uma lacuna entre os achados de ultraestrutura e
a nova classificacdo de ictiose, a qual mudou muito no ultimo

consenso.
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2. JUSTIFICATIVA:

Existem poucas publicagbes sobre o tema bebé colddio que
contemplem aspectos clinicos associados a microscopia eletronica. E
uma doenca, que apesar da pequena prevaléncia, tem grande impacto
devido a gravidade do quadro.

A sindrome MEND foi estabelecida recentemente ha 2 anos, e
este serd o primeiro caso a ser relatado no Brasil.
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3. OBJETIVOS:

3.1. Objetivo Geral
-Descrever aspectos clinicos eultraestruturais com microscopia
eletrobnica de varredura da membrana colédiode dois casosde
fendtipo bebé colddio, e comparar com a literatura.

3.2. Objetivos Especificos

- Descrever os aspectos clinicos e ultraestruturais de um bebé

colédio auto-limitado.
-Descrever o primeiro caso no Brasil a ser relatado na literatura
de bebé colédio que preenche os critérios para Sindrome de

MEND.

-Sequenciar o gene EBP a partir de DNA de sangue periférico de
paciente com Sindrome de MEND e de seus genitores.
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4. HIPOTESES

- A membrana colédio é formada por cornedcitos.
- Os achados de ultra estrutura de um bebé colédio com Sindrome

de MEND serao distintos dos achados de um bebé colédio néo

sindromico.
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5. MATERIAL E METODOS

Trata-se de um estudo descritivo, o qual relata os casos clinicos
de doispacientes com fendtipos bebé colédio ao nascimento. Um
destes pacientes apresenta a forma auto-limitada de bebé colédio, ja o
outro apresenta uma forma sindrémica (MEND). Apd6s a descricdo dos
achados clinicos sdo demonstrados os achados de ultraestrutura.

Para os exames de microscopia eletronica de varredura, os
fragmentos da membrana colédio eliminados espontaneamente
foramprocessados de rotina para essa técnica, com o apoio técnico e
estrutural dos laboratérios de microscopia eletrénica - EMBRAPA-
CPA-CT e Faculdade de Odontologia — UFPEL.

Foi coletado sangue periférico do paciente com sindrome MEND
e de seus genitores para isolamento de DNA e sequenciamento do
gene EBP. Sequenciamento genético este realizado com auxilio da
Universidade de Freiburg.

Os resultados obtidos foram confrontados com a literatura
disponivel (PUBMED e LILACS) e posteriormente serao divulgados na
forma de artigo.
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6. ASPECTOS ETICOS

A pele utilizada foi obtida através da descamacao usual que
ocorre nesta enfermidade, e foi submetida a microscopia eletrénica
de varredura.

O sangue do paciente com sindrome MEND foi coletado para
exames clinicos de rotina da UTI neonatal, e aproveitada a mesma

puncdo para coleta extra de 2 ml de sangue periférico para
sequenciamento do gene EBP.

Foi obtido consentimentodos responsaveis dos pacientes.
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8. ORCAMENTO

Nao havera custo para a realizacdo das microscopias. Os custos
foram absorvidos pelos setores envolvidos (Laboratérios de
microscopia eletronica - EMBRAPA-CPA-CT e Faculdade de
Odontologia — UFPEL).

O sequenciamento do gene EBP foirealizado em cooperagdo com a
Universidade de Freiburg, Alemanha, com o grupo que caracterizou o
fendtipo da Sindrome de MEND.
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9. Resultados

9.1. Bebé Colodio Auto-Limitado

9.1.1. Descricao do Caso

Paciente do sexo masculino, nascido ap6s 36 semanas de
gestacdo. Apesar da mae do paciente ter realizado consultas
regulares de pré-natal, somente no momento do nascimento foi
constatada a presenca de alteracbes de pele que caracterizavam o
fendtipo bebé coldédio. Na&o havia nesta familia histéria prévia
conhecida de caso similar, os genitores sao jovens e sem morbidades
aparentes. Durante os primeiros quinzedias o bebé foi atendido em
UTIl neonatal, recebendo cuidados em incubadora umidificada e
alimentacao exclusivamente com leite materno.Em relagéo ao escore
de gravidade para bebé colodio este neonato atingiu valor 2 (ectrépio
e envolvimento generalizado, figs.10 e 11).

A membrana colddio foi gradualmente desidratando e fissurando
com o passar dos dias, e apds trés semanas j4 havia descamado

totalmente, evidenciando uma pele subjacente de aspecto normal.
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9.1.2.Fotos clinicas

Figura 10 — Recém-nascido apresentando ectrépio leve e rosto
coberto por membrana colddio.
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Figura 11 — Recém-nascido apresentando o corpo recoberto por uma
membrana brilhante e com fissuras discretas.
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9.1.3. Microscopia Eletronica de Varredura da Membrana Colédio

Accy Mag
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Figura 12 — Membrana colddio, face externa, sendo perfurada por
pélos, comprovando que se trata da superficie externa (MEV — 150x).
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Figura 13 — Membrana colédio, detalhe da face externa, sendo
perfurada por pélo (MEV — 300x).
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Figura 14 — Memrncolédi,dete extrna, em
compacta, sem descamacgao de cornedcitos (MEV — 450x).

> e
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Figura 15 — Membrana colddio, face externa em grande aum nto
demonstrando seu aspecto compacto, pétreo (MEV — 800x).
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Figura 16 — Membrana colddio, face externa em grandissimo aumento
demonstrando sua superficie compacta (MEV — 4.000x).
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igur7 —Face interna da membrana demonstrando cornedcitos da
camada inferior com discreto desprendimento e irregularidade no seu
contorno(MEV — 1000x).
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Figura " —Face interdambrna codio emonstrando
corneocitos da camada inferior com detalhe da sua irregularidade
(MEV — 1500x).
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Figura 19 —Mebracoio, cornedcitos face interna onstrad
células irregularese projecdes vilosas (MEV — 2.700x).
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Figura 20 -Membrana colédio, cornedcitos face interna demonstrando
células irregulares, formando inclusive células quadrangulares (MEV —
4.000x).
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Figura 21 ebra oIo, cornedcitos face interna
células irregulares, formando mosaicos (MEV — 4.000x).

demonstrando
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Figura 22 —Membrana colddio, corneécitos face internagrande
aumento comcontorno celular irregular, fendas e projeg¢des vilosas na
superficie (MEV — 4.000x).
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Figura23 —Membrana Colo, cornedcitos face trnadetalhe de
fenda entre células (MEV — 4.000x).
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Figura 24 —Projecdes dos cneéitos inferior da membrana colodio,
face interna (MEV — 5.000x).
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(MEV — 8.000x).
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Figura 26 — Visao lateral da membrana colodio demonstrando varias
camadas de cornedécitos(MEV — 1.000x).
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ura 27— Visao Iatrlv da membrana colédio demonstrando véias |
camadas de cornedcitos, ao redor de 15 (MEV — 1.500x).
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Figura 28 — Visao lateral da membrana colodio demonstrando a perda
das vilosidades nas células medianas de membrana colédio (MEV —
12.000x).
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9.2. Sindrome MEND

9.2.1. Descricao do Caso

Recém-nascido do sexo masculino, examinado em UTI neonatal,
o qual apresentava lesdes cutaneas desde o nascimento.

Ao exame dermatoldgico foi evidenciada importante membrana
colédio, de aspecto ocre e recobrindo o tronco (fig. 29)e membros
(figs.30 e 31).

Apresentava também microftalmia e sindactilias, as quais
também estavam recobertas pela membrana (fig.32). Apds a
eliminacao espontanea da membrana a polidactilia nos pés (fig.33)e a
sindactilia das méos (fig.34) ficaram mais evidentes.

Em relacdo ao escore de gravidade para bebé colédio este
neonato atingiu escore 4 (envolvimento generalizado, anormalidades
em orelhas ou nariz, contraturas em dedos da mao, edema em maos).

A mae apresentava lesdes hipercromicas lineares no membro
superior esquerdo e lesdes atroficas lenticulares no abdome (Figs. 35
e 36). O exame oftalmolégico demonstrou catarata focal de padrao
congénito.

A mesma informou que sua mée relatou, apés o0 nascimento
desse neto afetado, que teve neonato ha 30 anos, o qual evoluiu para
Obito e apresentava a “pele queimada’e os dedos “colados”.
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9.2.2. Fotos clinicas

Figura 29 — Recém-nascido apresentando no corpo varias areas ainda
cobertas por membrana colédio e fissuras no abdome.
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Figura 30 — Detalhe membro inferior recoberto parcialmente por
membrana colodio.
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Figura 31 — Pé recoberto por membrana colodio.
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Figura 32— Mao esquerda recoberta or membrana colodio, sindactilia
de 4°e 5°dedos.
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Figura 33 — Pé esquerdo apds descamacdo da membrana colddio,
evidenciando claramente a polidactiliae sindactilia tripla.
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Figura 34 — M&o direita apdés descamacdo da membrana colddio,
evidenciada claramente a sindactilia de trés dedos.
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Figura 35 — Pele do abdome da mae do paciente apresentando lesdes
hipocrémicas e atroficas lenticulares.

Figura 36 — Pele do brago esquerdo da méae do paciente apresentando
lesdo hipocrémica linear.
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9.2.3. Exames de Imagem

As radiografias simples ndo mostraram qualquer calcificacdo em
epifises sugestiva de condrodisplasia punctata, porém evidenciaram
calcificacdes isoladas em partes moles de etiologia a esclarecer (Figs.
37, 38, 39 e 40).

A tomografia computadorizada de cranio demonstrou
microftalmia (Fig. 41), agenesia de corpo caloso(Fig.42), auséncia de
vermix cerebelar, hipoplasia cerebelar, alargamento de 4 °ventriculo e
presenca de cisto de Dandy-Walker (Fig. 43) configurando a sindrome
de Dandy Walker. Também visualizou-se importante hidrocefalia e
afilamento do coértex cerebral (Fig. 44).
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Figura 37 — Radiografia dos pés demonstrando alteragdo nas partes
moles sugerindo polidactilia, € auséncia de sinais de calcificagdo nas
epifises distais da tibia e fibula, porém com depdsitos esparsos de
célcio nas partes moles.
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Figura 38 — Radiografia da m&o apresentando imagem de partes
moles sugestiva de sindactilia, e auséncia de sinais de calcificacao
nas epifises distais da ulna e do radio.
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Figura 39 — Radiografia da mao apresentando imagem de partes
moles sugestiva de sindactilia, e auséncia de sinais de calcificacao
nas epifises distais da ulna e do radio.
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Figura 40 - Radiografia panordmica de membros inferiores
demonstrando auséncia de focos de calcificacdo em epifises 6sseas, e
a presenca de calcificacbes em partes moles.
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Figura 41 — Corte tomografico no qual visualiza-se microftalmia
bilateral, evidenciado pelo pequeno tamanho dos globos oculares na
orbita.
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Figura 42 — Corte tomografico evidenciando agenesia de corpo caloso.
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Figura 43 — Corte tomografico evidenciando hipoplasia de cerebelo,
auséncia de vérmix cerebelar, alargamento do quarto ventriculo e cisto
de Dandy-Walker .
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Figura 44 — Corte tomografico evidenciando importante hidrocefalia e
afilamento do cortex cerebral.
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9.2.4. Sequenciamento

Foi isolado DNA de sangue periférico da paciente e genitores,
sendo sequenciado o gene EBP, encontrada no exon 4 mutacao
c.439C>T,p.R147C no paciente e na mée.

EBF Exon 4
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9.2.5. Microscopia Eletronica de Varredura da Membrana Colédio

¢ _Mag
150kY 2 x50~

# » . : 1..,_4 - N \t* 3 -

2 & i - » IS Y

Figura 45 —face externa com intensa descamagéao de cornedcitos e
visualizacao das projecoesdos foliculos pilosos (MEV — 50x).

72



* o o L X W & 3 ‘ “. ; ¥y :T.;'n »
Figura 46 — face externa com foliculo piloso emergindo através da
membrana (MEV — 50x).
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Figura 47 — Membrana colddio, face externa demonstrando agregacao
de cornedcitos nos 6stios foliculares(MEV — 270x).
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Figura 48 — face etera cm péio emergindo acompanhado r |
camadas de cornedcitos (MEV — 50x).
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Figura 49 — Membranacolédio, face externa com agregacao de
cornedcitos perifoliculares(MEV — 300x).
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Figura 50 — Membrana colédio, face externa com intensa descamacao
de cornedcitos (MEV — 450x).
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Figura 51 — Membrana coléio face internaonstrando cornedcitos
ainda nucleados(MEV — 500x).
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Figra 52 — face interna demonstrando cornedcitos com nicleos bem
evidentes (MEV — 700x).
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Figura 53 — Membrana colddio, face interna demonstrando cornedcitos
ainda nucleados com discreta irregularidade e sem evidéncia de
vilosidades (MEV — 1.500x).
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Figura4 Merna oI(')dio, face tna d
ainda nucleados(MEV — 1.800x).

¥ i \ - m%%
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Figua 55 — Membrana colédio face interna, detalhe decornedcito
nucleado (MEV —2.700x).
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Figura 56 — Visao lateral da membrana colodio demonstrando varias
camadas de cornedcitos, perfazendo aproximadamente vinte
camadas(MEV — 700x).
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Figura 57 — Visao lateral da membrana colddio evidenciando detalhes
dos cornedcitos (MEV — 700x).
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10. DISCUSSAO

O bebé coldodio € um fendtipo visto ao nascimento, comum a
varias ictioses, cujo diagndstico definitivo € firmado pela evolugcéo
clinica e laboratorial®.

O bebé colddio auto-limitado € uma variante clinica, como o caso
relatado neste trabalho, o qual apresentou descamacédo da membrana
colédio em trés semanas, evidenciando entdo posteriormente uma
pele de aspecto normal.O que esta de acordo com a literatura e ocorre
em pelo menos 10% dos casos de bebé colédio!'"'®.

Na microscopia eletrénica de varredura deste primeiro caso, foi
visualizada uma membrana colédio com aproximadamente quinze
camadas de cornedcitos. A superficie externa de aspecto pétreo, com
minima descamacgdo, demonstrando agregacdo patolégica dos
cornedcitos em funcao do disturbio da queratinizacdo. Na face interna
haviam corneécitos de conformacdo irregular com membranas
celulares apresentando projecdes vilosas e fendas entre as células.
Esses achados ultraestruturais ndo haviam sido relatados
anteriormente.

O paciente portador da Sindrome MEND é o primeiro relatado
em nosso pais. Apresentou membrana coldédio ao nascimento,
associado a importantes malformagdes. Corroborando com a
evidéncia cientifica publicada apresentava sindactilia, polidactilia e
microftalmia®®.

No sistema nervoso central, novamente em acordo com achados
anteriores,apresentou agenesia de corpo caloso, agenesia de vermix

cerebelar, hipolasia de cerebelo e formacéao de cisto de Dandy-Walker,
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além de hidrocefalia e afilamento de cértex cerebral. Caracterizando
bem as malformacdes neurolégicas associadas nesta doenca, que
constam inclusive de seu acrébnimo (MEND - Male Emopamil
Neurological Deffects)?®®.

Na microscopia eletrbnica de varredura da membrana colédio
deste ultimo paciente evidenciou-se membrana colédio espessada
com aproximadamente 20 camadas de cornedcitos. A superficie
externa com intensa descamacao celular, lembrando a descamacao
fisioloégica, sendo que esses cornedcitos permanecem aderidos aos
pélos que emergem. A superficie internaapresentacorneécitos ainda
nucleados, achados inéditos pois este tipo de microscopia em
membrana colédio de pacientes com Sindrome MEND ainda nao havia
sido realizado. Apesar de necessitar de confirmagdo com outros casos
semelhantes, poder-se-ia sugerir o termo membrana colodio
paraqueratotica.

Nossos achados da microscopia eletrbnica de varredura
confirmam o que ja havia sido relatado, de que pacientes com
desfecho bebé coldédio auto-limitado tem menor espessura da

membrana colddio e auséncia de nticleo nos cornedcitos@29,

E importante salientar ainda a diferenca clinica entre os dois
casos na membrana colédio, sendo a descamacédo discreta no auto
limitado e exuberante no bebé com Sindrome MEND, essas diferencas
sdo percebidas também no exame ultraestrutural, havendo diferenca
tanto na face interna, quanto na externa das duas membranas® 2%,

Nossos achados sao de dificil comparagao, por haver somente
relatos com microscopia eletrénica de transmissdo, e ha necessidade

de examinar varios casos dessa rara afeccdo, para obter casuistica
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que permita descrever aspectos ultraestruturais especificos de cada

variante clinica.
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11. Conclusoes

- Os achados de ultra estrutura de um bebé colédio com Sindrome
de MEND sao distintos dos achados de um bebé colddio auto
limitado.

- O bebé colédio auto limitado apresentou membrana colédio com
menor espessura,sem descamacado na face externa, importante
compactacdo, bem como auséncia de nucleo nos corneécitos da
face interna.

- Na membrana colédio do paciente com Sindrome de MEND
haviam mais camadas de células formando uma membrana
espessa, intensa descamacao de corneocitos na face externa e
cornedcitos nucleados na face interna.

- A sindrome de MEND configura fendtipo recente de fetos
masculinos afetados com heranca recessiva ligada a X.

- A microscopia eletronica de varredura podera descrever um
padrao ultra-estrutural tridimensional da membrana colédio a ser

correlacionado com a classificagéo clinica.
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13.Artigo Proposto
RESUMO

Descrevemos o caso de um recém-nascido portador da Sindrome de
MEND, que apresenta além da membrana colodio, polidactilia,
sindactilia, microftalmia, agenesia de corpo caloso, agenesia de vérmix
cerebelar, hipoplasia cerebelar e cisto de Dandy Walker. Foi ainda
realizada andlise através de microscopia eletrénica de varredura da
membrana colodio e sequenciamento genético do gene EBP, sendo
este responsavel pela codificacdo da enzima ligacdo do emopamil.
Nos achados de microscopia eletrbnica evidenciou-se intensa
descamacao de cornedcitos na face externa da membrana colédio,
além de cornedcitos nucleados na face interna, e varias camadas de
células formando uma membrana espessa. O exame do DNA localizou
nova mutagcdo no gene EBP no exon 4 ¢.439C>T,p.R147C.Novos
casos necessitam ser buscados, e devem ser relatados para o melhor
conhecimento desta doenca.

INTRODUCAO

A Sindrome MEND (Male Emopamil-binding-protein disorder
with Neurological Defects), € um acrénimo na lingua inglesa usado
para nomear distarbio masculino na proteina de ligacado do emopamil
associado a malformacdes neurologicas. Este termo foi cunhado
apenas em 20127,

E uma patologia recessiva ligada ao cromossoma X, sem
mosaicismo, diferentemente da Sindrome deConradi-Hinermann-
Happle que € dominante, e na maioria das vezes letal intra Gtero para
os fetos do sexo masculino. Com apenas alguns casos masculinos ja
relatados que sobreviveram, sempre associados a mosaicismo®.

A Sindrome MEND ao nascimento apresenta-se como bebé

colodio, além de uma ictiose difusa, os pacientes apresentam face
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com ponte nasal proeminente, baixa implantacdo das orelhas e
fontanela anterior larga. No sistema nervoso central nota-se a
hipoplasia cerebelar e de corpo caloso, hidrocefalia, hipotonia, atraso
no desenvolvimento e convulsbes. Presenca de polidactilia e
sindactilia. Sendo portanto uma ictiose sindrémica‘”’.

Ocasionada por mutacdes no gene codificador da proteina de
ligacdo do emopamil (EBP), que esta localizado no braco curto do
cromossoma X. A EBP é uma esterol isomerase e desempenha papel
fundamental na biossintese do colesterol. O bloqueio da biosintese do
colesterol leva a acumulo de precursores do esterol e baixa
concentracdo de colesterol intracelular, apesar de nivel sérico de
colesterol normal. As dosagens dos precursores do colesterol apesar
de elevadas nestes casos, ndo se correlacionam diretamente com a

gravidade do fenétipo®**).

RESULTADOS

Relatamos caso de recém-nascido no extremo sul do Brasil que
preenche critérios para a rara Sindrome de MEND. Apresentava
membrana colédio de aspecto ocre recobrindo tronco e membros,
durante duas semanas ocorreu a desidratacao e descamacao gradual
desta membrana(Fig.1A,B,C e D). Além disto sofria de sindactilia e
polidactilia em maos e pés(Fig.2A e B).

Nas radiografias simples realizadas n&o foram visualizadas
quaisquer calcificagdes patologicas nas epifises dsseas, entretanto foi
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constatada a presenca de calcificacdbes em partes moles(Fig.3A,B e
C).

O paciente foi submetido a tomografia computadorizada de
cranio que evidenciou varias malformagées no sistema nervoso
central: agenesia de corpo caloso, hipoplasia de cerebelo, agenesia de
vérmix cerebelar e formacédo de cisto de Dandy Walker. Também foi
possivel constatar a presenca de microftalmia(Fig.4A,B,C e D)

Além disso procedeu-se o0 sequenciamento genético através de
sangue periférico para o gene emopamil binding protein (Gene EBP),
tanto no paciente como nos progenitores. Sendo constatada
mutacaono exon 4 ¢.439C>T,p.R147C do paciente e da mae(Fig.5).

A membrana coldédio foi analizada através de microscopia
eletrobnica de varredura. Na face externa visualizou-se intensa
descamacado de cornedcitos, foliculos pilosos proeminentes com
corneocitos acompanhando o crescimento do pélo(Fig.6A,B,C e D). Na
face interna a presenca de cornedécitos ainda nucleados € bem
evidente, e finalmente na face lateral visualiza-se varias camadas de

cornedcitos, caracterizando uma membrana espessa(Fig.7.A,B,C e D).
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Figura 1- A.recém-nascido apresentando no corpo varias areas
ainda cobertas por membrana colédio e fissuras no abdome. B.
mao esquerda recoberta por membrana colddio. C. coxa e perna
direitas parcialmente recobertas por membrana colédio. D. pé e
perna esquerdos apresentando membrana colédio.
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Figura 2- A. apds descamagado da membrana colddio identificada
claramente polidactilia e sindactiia no pé. B. detalhe da
sindactilia na méo.
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Figura 3- A.radiografia simples panoramica demonstrando a
auséncia de calcificacbes patoldgicas nas epifises distais dos
membros inferiores. B. radiografia simples da mao esquerda
também com auséncia de calcificacbes nas epifises distais. C.
radiografia simples de pés sem calcificacbes patoldgicas em
epifises 6sseas, mas com calcificacbes em partes moles.
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Figura 4- Imagens de tomografia computadorizada helicoidal. A.
globos oculares pequenos caracterizando a microftalmia. B.
agenesia de corpo caloso. C. hipoplasia de cerebelo, agenesia
de vérmix cerebelar, e formacao de cisto de Dandy Walker. D.
importante hidrocefalia e afilamento da cortical cerebral.
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Figura 5 — Sequenciamento do Gene EBP commutagéo no exon
4 ¢.439C>T,p.R147C do paciente e da mée.
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Figura 6- A.face externa com intensa descamacao de cornedcitos e
visualizacdo das projecdes dos foliculos pilosos (MEV — 50x). B.
membrana colddio, face externa demonstrando cornedcitos aderidos
aos foliculos pilosos(MEV — 300x). C. membrana colddio, face externa
com intensa descamacdo de corneécitos (MEV — 450x). D. face
externa com pélo emergindo acompanhado por camadas de
corneédcitos (MEV — 50x).
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Figura 7- A.membrana colodio, face interna demonstrando cornedcitos
ainda nucleados(MEV — 500x). B. viséo lateral da membrana colddio
demonstrando varias camadas de cornedcitos, perfazendo
aproximadamente vinte camadas (MEV — 700x). C. membrana colddio,
face interna demonstrando corneécitos ainda nucleados(MEV -
1800x). D. ndcleo bem evidente no centro do cornedcito (MEV —
2700x).
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Discussao

A Sindrome de MEND ¢é uma enfermidade que apenas
recentemente foi definida como uma sindrome em separado da
Sindrome de Conradi-Hlinermann-Happle.

Nosso caso apresentava varias caracteristicas fenotipicas
coincidentes com publicacdes anteriores além da membrana colddio
como: sindactilia, polidactilia e microftalmia. No sistema nervoso
central, novamente em acordo com achados anteriores, apresentou
agenesia de corpo caloso, agenesia de vermix cerebelar, hipolasia de
cerebelo e formacao de cisto de Dandy-Walker, além de hidrocefalia e
afilamento de cértex cerebral.

Na microscopia eletrénica de varredura (MEV) foi constatado que
esta membrana colddio é espessa tendo pelo menos vinte camadas.
Além disso na sua face externa visualiza-se intensa descamacao de
corneécitos e na face interna a presenca de cornedcitos ainda
nucleados. Estes achados de MEV séo inéditos e ajudam a entender a
falta de elasticidade que sofre a pele destes bebés.

O sequenciamento de DNA do gene EBP este paciente
demonstrou nova mutagao capaz de causar este quadro.

Apesar de rara, devido a gravidade desta enfermidade novos
casos necessitam ser buscados, e devem ser relatados para o melhor
conhecimento desta doenga, acumulando conhecimento que propicie

a correlacao entre aspectos ultraestruturais e clinicos.
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Microscopia eletrénica de varredura da membrana colddio de um bebé colédio
autolimitado
Scanning electron microscopy of the collodion membrane from a selfhealing
collodion baby
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Resumo

Bebé colddio autolimitado € um subtipo bem estabelecido debebé colddio.Examinamos
um recémnascido, o qualapresentava membrana brilhante cobrindo o corpo, a qual
aposser eliminada foi examinada com microcopia eletronica devarredura. A superficie
externa mostra queratina compacta, sem aeliminacao fisiolégica de cornedcitos. A visao
lateral mostra umacamada cérnea bem espessa. O exame da superficie internademonstra
cornedcitos inferiores com contorno poligonal, comgrandes aumentos projegdes vilosas
sdo vistas na membranacelular.

Abstract
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Selfhealingcollodion baby is a wellstablishedsubtype of thiscondition. We examined a male
new born, who was covered by acollodion membrane. The shed membrane was examined
withscanning electron microscopy. The outer surface shows a verycompact keratin without
the normal elimination of corneocytes.Thelateral view of the specimen shows a very thick
horny layer. Theinner surface shows the structure of lower corneocytes withpolygonal
contour.With higher magnifications villous projectionswere seen in the cell membrane.
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Introduction

The term Collodion Baby, coined by Hallopeu in 1884 1, is not a specific disease, it
describes a transientappereance at birth and neonatal life.Affected children are covered by
a taut, cellophaneliketransparent membrane wich is perforated by the lanugoand scalp
hair. This condition can partially impair some vital functions in the first days of life, such as
suction andbreathing 2,3. It is very rare with an estimated incidence in a large French
survey of 0,11 per million inhabitants 4.This membrane with variable flexibility may lead to
ectropion, eclabion and distortion of nose and ears 5. Thetips of the fingers are often
tapered and hands are held in partial flexion.The membrane wrinkles causing fluid loss
and termoregulation abnormalities 5,6, therefore increasing the riskof infection. These
newborns should be monitored carefully in intense care units and receive appropriate
andsupportive treatment, because morbidity and mortality rates are high 46.Usually this
membrane is peeled off in two weeks, but it can take several weeks to completelly shed.
Mostcollodion babies later develop one of the several types of autosomal recessive
congenital ichthyoses (ARCI), suchas lamellar ichthyosis (LI) or congenital ichthyosiform
erythroderma 6.Selfhealingor selfimprovingcollodion baby is a well stablished subset of
this condition 5. Typically themembrane is eliminated with minimal residual descamation,
10% of collodion babies are selfhealing. Themollecular deffect is already identified, these
patients have mutations in the TGM1 gene 7,8 , which regulates theexpression of
transglutaminase 1,an enzyme involved in epidermal differentiation.We could not find in
the literature any report of scanning electron microscopy (SEM) of the
collodionmembrane.MethodsWe examined a male new born, who was coverd by a
collodoin membrane (Figure 1). Fissures wereobserved in the trunk, a light ectropion and
eclabion were observed. After elimination of the membrane the skinassumed a normal
appearence. The case was classified as selfimprovingcollodion baby.The shed membrane
was routinely processed for scanning electron microscopy, in order to examine its
threedimensionalultrastructural aspects.

Results

The inner and the outer surface of the collodion membrane were examined, since it was
also positionedinverted in the stub for ultrastructural examination..The outer surface shows
a compact keratin and perforation by vellus hairs (Figures 2 a and b). With higher
magnification the the compact aspect became more evident (Figure 2 c), in which the
normal elimination ofcorneocytes was not observed. The physiologic elimination of
corneocytes, also known as desquamation insensibilis, can be easily seen on the surface
of normal skin for comparison (Figure 2 d).The examination of the lateral view of the
specimen shows a very thick horny layer (Figure 3), which does notshow the normal
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basket weave aspect, which is also observed with SEM (Figure 3 inset).The examination
of the inner surface shows at a magnification of 700 times probably the structure of
lowercorneocytes, which have a polygonal contour (Figure 4).With higher magnifications
(2,700 to 4,000 times) villous projections could be seen in the cell membrane (Figure 5),as
well as the irregular cell outline and some intercellular clefts.

Discussion

Our results contribute to the description of threedimensionalaspects of the collodion
membrane, which is formedby multiple layers of corneocytes and compact keratine. The
outer surface shows the keratine without the normalelimination of corneocytes, confirming
the abnormal keratinization. The inner surface shows the lower corneocytes,wich have a
villous membrane, differently of the normal eliminated corneocytes, whose showed a
smooth surface.These findings are hard to compare, since only reports with transmission
electron microscopy (TEM) could be foundin the literature review. TEM examines
crosssectionsand not threedimensionalstructures. With TEM lipidinclusions, abnormal
lamellar granules and normal desmossomes were described.These ultrastructural aspects
of a selfhealingcollodion baby need to be compared with further cases and with otherforms
of collodion baby.
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Figure 1Clinical aspects with covering membrane on the trunk and face, with light
ectropion and no eclabium.
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Figure 2Scanning electron microscopy of outer surfacea.compact membrane with a
perforating vellous hair (x 300). b. compact membranewithout released corneocytes (x
450). c. detail of the membrane with stony aspect (x 800). d. comparison with normal
control releasingcorneocytes (x 700).
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Figure 3 Scanningelectron microscopy lateralview of the collodion membrane showing
multilayered corneocytes (x 1,500). Inset with normalskin showing the "basket weave
"aspect of the horny layer (x 1,200).

Figure 4Scanning electron microscopy generalview of the inner surface showing irregular
lower corneocytes (x 700)
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Figure 5Scanning electron microscopy detailof the lower corneocytes showing irregular
cell outline, intercelular clefts and villous projections (x2,700 to 4,000).
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