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Resumo

Fundamentos: A epidermolise bolhosa é caracterizada por fragilidade cutanea e formacao
de bolhas na pele. Historicamente, o diagnostico é realizado por mapeamento de imunoflu-
orescéncia ou microscopia eletronica de transmissao. A analise genética, especialmente por
sequenciamento de nova geracdo, € ferramenta Util para o diagnostico da doenca. No Bra-
sil, 0 acesso aos métodos de diagndstico é limitado e, consequentemente, muitos pacientes
nao recebem um diagnostico preciso. O diagndstico possibilita a indicagdo do prognostico e o
aconselhamento genético do paciente.

Objetivos: Avaliar a relacao custo-efetividade de um painel de genes em comparacao ao mapea-
mento de imunofluorescéncia e a microscopia eletronica de transmissao, analisando beneficios,
limitacoes e aspectos econdmicos envolvidos.
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Métodos: O painel incluiu os 11 principais genes associados a epidermolise bolhosa. Foi reali-
zada comparacao entre as técnicas, com avaliacdo do custo, vantagens e limitacdes, por meio
de pesquisa de precos e revisao da literatura.
Resultados: Os métodos de mapeamento de imunofluorescéncia e microscopia eletronica de
transmissdo exigem bidpsia de pele, dependem da expertise do analista e estdo sujeitos a
resultados inconclusivos. O painel de genes se mostra efetivo para o diagnostico da epidermadlise
bolhosa, com alta eficiéncia e acuracia, é economicamente viavel e dispensa a necessidade de
biopsia. O painel possibilita o prognostico, diagndstico genético pré-natal e aconselhamento
genético.
Limitagbes do estudo: Nao foram identificados laboratdrios que realizem microscopia eletro-
nica de transmissao para epidermolise bolhosa no Brasil.

Conclusdo: Nossos resultados apoiam o painel de genes como primeira escolha para o diag-
nostico da epidermdlise bolhosa.
© 2021 Publicado por Elsevier Espana, S.L.U. em nome de Sociedade Brasileira de Dermatologia.
Este é um artigo Open Access sob uma licenca CC BY (http://creativecommons.org/licenses/

by/4.0/).

Introducao

A epidermdlise bolhosa (EB) compreende um grupo hetero-
géneo de doencas dermatologicas genéticas, caracterizada
pela fragilidade cutanea, com a formacao de bolhas, erosdes
e cicatrizes em resposta ao minimo trauma mecanico." A EB
é classificada em quatro tipos principais, de acordo com a
camada da pele na qual ocorre a formacao de bolhas: EB
simples (EBS; intraepidérmica), EB juncional (EBJ; dentro
da lamina licida da membrana basal), EB distrofica (EBD;
abaixo da membrana basal) e EB kindler (padrao misto de
clivagem da pele)."? A classificacdo nos subtipos de EB leva
em consideracao as caracteristicas clinicas, a distribuicao
de bolhas (localizada ou generalizada) e a gravidade dos
sinais cutaneos e extracutaneos.? Variantes patogénicas em
pelo menos 16 genes que codificam proteinas com fungoes
estruturais sdo responsaveis pela heterogeneidade genética
e alélica da EB.%3

A incidéncia e prevaléncia da EB foram estimadas nos
Estados Unidos (EUA) em 19,57 e 11,07 por um milhdao de
individuos, respectivamente.” No Brasil, ndo ha estudos epi-
demiologicos sobre a doenca. A DEBRA-Brasil, em um esforco
para cadastramento dos pacientes brasileiros com EB, apre-
senta registro de mais de 900 casos no pais (dados nao
publicados). Estima-se que o nimero de pacientes brasi-
leiros seja ainda mais elevado, levando-se em conta o alto
indice de subdiagnoéstico (especialmente em casos de menor
gravidade), os erros de diagnostico e a morte prematura em
casos graves, além da dificuldade de acesso aos principais
centros de salde.

O diagnostico da EB em centros especializados é feito
principalmente por exame clinico seguido da técnica de
imunofluorescéncia direta no tecido (conhecida como mape-
amento por imunofluorescéncia ou imunomapeamento) e/ou
microscopia eletronica de transmissao, realizados a partir
de amostras de bidpsia de pele.® Quando acessivel, o teste
genético também é uma importante ferramenta para o diag-
nostico da EB. A classificac@o do tipo de EB contribui para
a avaliacdo prognostica do paciente e é importante para o
aconselhamento genético familiar.

0O mapeamento por imunofluorescéncia (MIF) se baseia
na utilizacdo de anticorpos especificos que possibilitam a

identificacao da proteina nao funcional e a camada da pele
em que ocorre a clivagem nos tipos mais graves de EB.>7
Entretanto, a informacéo é dependente da qualidade e do
numero de anticorpos utilizados, e resultados inconclusivos
podem ocorrer por diferentes fatores. Em primeiro lugar, é
possivel a formacéo de clivagens na amostra de pele durante
0 armazenamento e processamento, o que leva a resultados
imprecisos.®’ Além disso, a camada de clivagem pode nao
estar presente e, consequentemente, a classificacao do tipo
de EB n&o ser possivel nesses casos.” Por fim, a interpretacao
dos resultados depende do conhecimento e expertise do
investigador, o que exige equipe especializada para o correto
diagndstico.>?

A microscopia eletronica de transmissao (MET) tam-
bém torna possivel o diagnostico da EB pela determinacao
da camada da pele em que ocorre a clivagem. Como
diferencial, a técnica ainda possibilita a visualizacao e
avaliacdao semiquantitativa de estruturas que estao altera-
das em subtipos especificos de EB (filamentos de queratina,
desmossomos, hemidesmossomos, filamentos e fibrilas de
ancoragem).’ Entretanto, trata-se de um método de alto
custo e de dificil processamento e analise, o que exige, por-
tanto, laboratérios altamente qualificados com apropriada
expertise.’ Além disso, os resultados da MET podem nao ser
informativos, por auséncia de clivagem na pele, alteracoes
nao especificas ou modificacées muito sutis nas estruturas
de adesao. Artefatos também podem ocorrer em decorrén-
cia do processamento e da técnica de biodpsia.> Em funcéo
da escassez de laboratorios aptos a realizar a técnica, a MET
€ raramente a primeira escolha para o diagndstico de EB.

Até pouco tempo, o diagnostico genético de pacientes
com EB s6 era possivel por meio de sequenciamento de San-
ger de genes candidatos, definidos apos a realizacao de MIF
e/ou MET, uma estratégia laboriosa e de alto custo.’ Recen-
temente, a tecnologia de sequenciamento de nova geracao
(NGS, do inglés, next-generation sequencing) emergiu como
uma ferramenta Util para identificacdo de variantes genéti-
cas, e estudos em EB tém demonstrado sua alta sensibilidade
diagnéstica.® "2

No Brasil, 0 acesso aos métodos de diagnostico da EB esta
disponivel apenas para uma pequena parcela dos pacientes.
A primeira razao para isso se da pelas dificuldades técnicas
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envolvidas, que exigem especialistas para a analise. Embora
essa dificuldade seja comum a todos que realizam as téc-
nicas, é ainda mais marcante em um pais como o Brasil,
que carece de analistas experientes. A segunda razao esta
relacionada com a insuficiéncia de centros de salide especi-
alizados no Brasil e com a indisponibilidade dos exames pelo
sistema publico de saude. Consequentemente, a maioria dos
pacientes brasileiros com a doen¢a nao tem um diagndstico
preciso e conclusivo do tipo de EB associado, seja por dificul-
dades técnicas, que levam a resultados inconclusivos, seja
por falta de acesso a esses métodos no pais.

Tendo em vista a dificuldade de diagnostico da doenca
no Brasil, propomos um painel de genes especifico para EB
por meio da tecnologia de NGS. Em estudo anterior, apre-
sentamos as variantes novas e recorrentes identificadas em
pacientes brasileiros por meio do painel de genes." O obje-
tivo do presente estudo é avaliar a relacao custo-efetividade
do painel de genes em comparacao com os exames histori-
camente empregados, discutindo as principais vantagens e
limitacoes de cada método, bem como os aspectos econd-
micos envolvidos.

Métodos

Aspectos éticos

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (pro-
jeto 31608) e pela Plataforma Brasil (CAAE 2.481.885).

Painel da genes da EB

O painel de genes de NGS foi desenhado com a finalidade
de ser especifico para EB, resolver a extensa maioria dos
casos da doenca e apresentar um preco viavel para a rea-
lidade brasileira. Assim, os 11 principais genes associados
aos quatro tipos de EB foram incluidos no painel (KRT5,
KRT14, PLEC, TGM5, LAMA3, LAMB3, LAMC2, COL17Af1,
ITGB4, COL7A1 e FERMT1). O painel de 62,72kb e 574
amplicons foi desenhado a partir da ferramenta Ampli-
Seq Designer (Thermo Fisher Scientific, EUA). A tecnologia
ion torrent (Thermo Fisher Scientific, EUA) foi empregada
para o sequenciamento. Informagdes sobre os parametros
das corridas, analise de dados, investigacao, classificacao
e detalhamento das variantes identificadas foram descritas
em estudo prévio."

Avaliacéo dos métodos de diagnéstico

A fim de se obter uma estimativa do valor a ser investido
para a execucao das técnicas de MIF, MET e sequenciamento
por painel de genes, foi realizado levantamento de precos
em hospitais/laboratdrios brasileiros que executam cada um
desses métodos. Para a técnica de MET foi realizado levan-
tamento em laboratérios dos EUA, uma vez que o Brasil
nao tem laboratorios que realizem o método para diagnos-
tico de EB. Como o custo do sequenciamento pelo painel
de genes depende do nimero de amostras a serem analisa-
das, para fins de calculo, a estimativa de preco levou em
consideracao um nimero de 20 amostras. As caracteristicas

de cada método, bem como suas vantagens e desvantagens
inerentes, foram revisadas em literatura especializada.

Resultados

Os pontos positivos e negativos das técnicas utilizadas
para o diagndstico da EB estdao compilados na tabela 1.
Como demonstrado em estudo prévio,"” a eficiéncia do
painel de genes desenvolvido foi de 94,3% (em 82 dos
87 casos-indice estudados, as variantes patogénicas foram
identificadas). Ainda que a MIF e a MET tenham relativa
precisao de diagnostico, apenas o painel de genes torna pos-
sivel uma analise completa e definitiva, com a identificacao
da alteracdo genética causal. Além disso, o painel de genes
apresenta como significativo beneficio a dispensabilidade de
realizacdo de biopsia (particularmente nociva a esses paci-
entes com uma pele sensivel), imprescindivel nos outros dois
métodos.

O valor a ser investido no diagndstico da EB pelo pai-
nel de genes foi estimado em RS 800,00 por amostra,
levando-se em consideracao um total de 20 amostras ana-
lisadas. A média dos precos das analises de MIF praticados
no mercado brasileiro é de RS 500,00. Apos extensa busca
em diferentes centros de referéncia no Brasil, ndo foi
encontrado laboratdrio que realize a técnica de MET para
diagndstico de EB no pais. Para fins de estimativa, foi rea-
lizado levantamento do preco da técnica em laboratdrios
dos EUA, que indicou um preco médio de USS 980,00
(RS 1,00=USS 0,25).

A figura 1 apresenta um resumo das principais caracte-
risticas, vantagens e implicacoes da utilizacdo do painel de
genes para o diagnéstico da EB.

Discussao

No presente estudo, apresentamos um levantamento das
vantagens e desvantagens dos métodos de diagndstico da
EB e uma avaliacao acerca da potencialidade do painel de
genes como primeira escolha para diagnostico da doenca no
Brasil.

Painel de genes, MIF e MET: efetividade, beneficios
imediatos e futuro potencial

As técnicas de MIF e MET sao, historicamente, as mais
empregadas para o diagnostico da EB e possibilitam a
determinacao do nivel de clivagem na pele e a consequente
indicacdo do tipo de EB associada.” Ainda que apresentem
precisao diagnostica para o tipo principal de EB, esses méto-
dos nao indicam o modo de heranca genética e dependem
de experiéncia para analise, estando sujeitos a frequen-
tes resultados imprecisos ou inconclusivos (tabela 1).>'* A
MET, em especial, é uma técnica bastante laboriosa e que
necessita de notavel conhecimento técnico - é, por isso,
muito pouco empregada em todo o mundo. A identificacao
da variante patogénica associada é o critério mais defini-
tivo e preciso para o diagnostico de EB. O sequenciamento
dos genes candidatos pelo método de Sanger é, portanto,
realizado em centros especializados, posteriormente ao MIF
e/ou a MET.>' Ainda que informativa na maioria das vezes,
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Tabela 1

Comparacao entre as técnicas utilizadas para o diagnostico de epidermolise bolhosa

Mapeamento por
imunofluorescéncia

Microscopia eletronica de
transmissao

Painel de genes por NGS

NUmero de laboratorios Tipo principal de EB e a
provavel proteina alterada

Precisao diagnostica

Rapida execucédo
Valor progndstico

Desvantagens Biopsia

Dependente da experiéncia do
investigador

N&o é possivel distinguir com
precisao todos os subtipos de
EB

Resultados inconclusivos sao
comuns

Possiveis artefatos da técnica
Sem informacao sobre
alteracao genética

Custo por paciente? RS 500,00

Andlise de estruturas
especificas de subtipos de EB
Precisao diagnostica

Biopsia
Preco elevado

Poucos centros especializados
na técnica

E necessario expertise para
correta analise
Possiveis artefatos da técnica

Nao realizado no Brasil®
(nos EUA: USS 980,00)

Identificacdo da alteracao
genética

Determinacao do tipo de EB e
padrao de heranca

Sem necessidade de biopsia
Alta eficiéncia (94,3%)¢
Acurécia de diagnéstico?
Informativo e conclusivo para a
maior parte dos casos
Possibilita o diagnostico
genético pré-natal e
pré-implantacional

Facilidade para o transporte de
amostras

Preco elevado

Sao necessarios centros
especializados na analise

E necessario experiéncia para
interpretacao e classificacao
das variantes

RS 800,00

@ Custos baseados na estimativa média dos precos pesquisados no mercado.

b Até onde sabemos, de acordo com a pesquisa realizada neste estudo.

¢ Eficiéncia identificada em estudo com o painel de genes proposto.[13]

d E importante notar a diferenca entre ‘‘eficiéncia’’ e ‘‘acuracia’’. Eficiéncia se refere a proporcéo de casos solucionados (isto &, casos
com a mutacdo patogénica identificada) em relacdo ao total de pacientes analisados. O termo ‘‘acuracia’’, por sua vez, se refere a

precisao (exatidao, correcao) dos resultados.

a combinacao dos métodos de MIF, MET e sequenciamento
de Sanger falha em aproximadamente 15% dos casos, seja
por incerteza no exame clinico ou por limitacdes intrinsecas
das técnicas.® Ademais, essa abordagem combinada pode
apresentar alto custo e exigir grande demanda de traba-
lho, visto que diversos dos genes associados a EB contém
multiplos éxons, como o COL7A1 (118 éxons) e o COL17A1
(56 éxons).®

Diferentemente do sequenciamento de Sanger, o pai-
nel de genes por NGS torna possivel o sequenciamento
simultaneo de um grande niimero de genes com conhecida
associacao a doenca,’ dispensando a determinacéo prévia de
genes candidatos. A analise genética pelo painel de genes é
rapida, de alta precisao e conclusiva para o diagnostico da
EB, sem demandar a realizacdo de exames prévios como MIF
e MET (tabela 1).

Os métodos de MIF e MET requerem bidpsia de pele,
geralmente realizada a partir de bolha integra recente. Esse
exame por si s6 ja é altamente invasivo, mas em pacien-
tes com EB, que apresentam uma pele tao fragil, torna-se
ainda mais agressivo. Ainda, nao é incomum a necessidade
de repeticao de bidpsia em alguns pacientes, em decorrén-

cia de resultados inconclusivos. Uma vez que as analises por
NGS dispensam a necessidade de biopsia, podem ser rea-
lizadas com amostra de saliva e fornecem diagnostico com
rapidez e alta precisao, autores tém defendido que os méto-
dos atuais para avaliacao dos pacientes com EB devem ser
repensados.’® A identificaco das variantes causais associa-
das a EB possibilita a indicacao do progndstico da doencga,
o diagnodstico genético pré-natal e pré-implantacional e o
aconselhamento genético preciso.?

Embora o sequenciamento por NGS seja uma ferramenta
poderosa para o diagnostico genético, algumas limitacoes
devem ser consideradas. O principal desafio se refere as ana-
lises de bioinformatica, essenciais para a identificacao das
variantes genéticas e, ainda mais importante, para indicar
sua causalidade.® Nesse sentido, a interpretacao de varian-
tes de significado incerto pode ser bastante dificil, causando
dilemas para os clinicos e incertezas de como informar os
pacientes e fornecer o aconselhamento genético apropri-
ado. Além disso, grandes rearranjos e sequéncias repetitivas
sao complexos de se analisar por NGS e, por isso, frequen-
temente ndo sao detectados de maneira correta. Portanto,
€ importante notar que, embora altamente efetiva, a tec-
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Painel de Genes
para
Epidermdlise Bolhosa

Dispensa biopsia de pele
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Eficiéncia: 94,3% — 82/87 pacientes
Preco: R$ 800,00 por paciente

Alta sensibilidade diagnéstica

Qualidade Resultados Rapidez

Prognostico da doenga

Diagnéstico genético pré-natal e pré-implantacional
Aconselhamento genético

Potencial tratamento para variantes especificas

KRTS5, KRT14, PLEC, TGMS5,
[ LAMAS, LAMB3, LAMC2, COL17A1,
) ITGB4, COL7A1, FERMT1

V/Custo-efetividade

Custo

Figura 1

0 painel de genes como primeira escolha para o diagnostico da EB: principais caracteristicas. O painel de genes apresenta

alta eficiéncia e precisao, preco comparavel as demais metodologias de diagnoéstico de EB, além de dispensar a necessidade de
bidpsia de pele. O custo da tecnologia de NGS vem diminuindo, o que indica que o painel de genes deve tornar-se mais acessivel
nos proximos anos. A identificacdo da alteracdo genética possibilita o prognostico da doenca, o diagnéstico genético pré-natal e
pré-implantacional, tem implicacdes para o aconselhamento genético e é importante para o desenvolvimento de futuras terapias

para EB.

nologia de NGS nao é capaz de solucionar todos os casos de
doencas genéticas.

O painel de genes desenvolvido por nosso grupo apresen-
tou alta eficiéncia (94,3%) na amostra estudada, equiparada
aos resultados obtidos por outros pesquisadores que utiliza-
ram painéis com um nimero maior de genes.'%'? A escolha
pelos 11 principais genes associados a EB se deu a fim de
se estabelecer uma metodologia economicamente viavel,
ainda que conhecidamente existam outros genes também
reportados na literatura.”® Embora o painel desenvolvido
falhe em diagnosticar raros casos associados a outros genes
(como DST, EXPH5, KLHL24, CD151, ITGA3 e ITGA6), a efi-
ciéncia aqui obtida demonstra que mesmo um painel de
genes menor pode ser de notavel relevancia para o diagnos-
tico da EB. Cabe destacar que a metodologia de NGS nao
torna possivel a identificacdo adequada de grandes rear-
ranjos genéticos, o que pressupée que mesmo um painel
incluindo todos os genes ja associados a EB nao garante 100%
de eficiéncia.

Afora os beneficios imediatos, a analise genética pode
ser uma ferramenta essencial para o desenvolvimento e
a aplicacao de terapias para EB. Embora atualmente nao
exista tratamento, recentes estudos pré-clinicos tém suge-
rido potenciais terapias para EB, muitas delas dependentes
da variante patogénica associada.'®"?° O avanco no diagnds-
tico genético por meio da tecnologia de NGS, caminhando

junto com o desenvolvimento de novas terapias molecula-
res, promete trazer beneficios significativos a esse grupo de
pacientes.”’ Ainda que ndo seja uma realidade atual, é pos-
sivel que, em um futuro ndo muito distante, pacientes com
variantes patogénicas especificas tenham possibilidade de
tratamento.

Relacao custo-efetividade do painel de genes

Embora o custo estimado por amostra para o painel de genes
(RS 800,00) seja maior comparado ao do MIF (RS 500,00), ele
é consideravelmente menor em relagcao a MET (USS 980,00;
RS 3.920,00). E importante notar, entretanto, que o custo da
MET foi baseado nos precos praticados em laboratérios dos
EUA, visto que, ao que sabemos, o método nao é oferecido
comercialmente no Brasil. Ainda que algumas universida-
des brasileiras disponham de um microscopio eletronico,
a realizacao do método para diagndstico da doenca se da
apenas em contexto académico para casos de especifico
interesse cientifico. O sequenciamento de Sanger apresenta
um preco médio de R$ 35,00 por fragmento génico anali-
sado (geralmente um éxon), por amostra. Assim, o valor
final dessa metodologia depende do nimero de éxons dos
genes analisados. Hipoteticamente, se um individuo com
EB distrofica (associada ao gene COL7A1) fosse analisado
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Tabela 2 0O exame clinico nao resolve todos os casos de EB

Caso clinico

Paciente de 32 anos de idade, diagnosticada tardiamente com epidermolise bolhosa (aos 15 anos) em razao de leve quadro
clinico que apresentava. Os sintomas da paciente sdo sutis em comparacdo aos casos mais graves de EB. A distribuicao das
bolhas é localizada na regido pré-tibial e apenas presenca discreta de bolhas é encontrada nas maos. Distrofia de unhas é

observada somente nas unhas dos pés.

A paciente foi submetida a exame de bidpsia, cujo resultado se mostrou inconclusivo. O exame clinico realizado por
dermatologistas especialistas sugeriu como provavel tipo de EB: EB simples localizada.

A analise genética pelo painel de genes foi contrastante com o que era esperado pela clinica: foram encontradas duas
variantes patogénicas no gene COL7A1, revelando tratar-se de um caso de EB distrofica recessiva (EBDR).

0 fenotipo mais conhecido de EBDR ¢ bastante grave e envolve alta inducao e distribuicdo generalizada de bolhas e
pseudosindactilia. Formas leves de EBDR sao mais raras e de dificil determinacdo por exame clinico. Estudos tém
demonstrado que a alteracdo genética tem grande influéncia na apresentacéo clinica. Ambas as variantes patogénicas
identificadas na paciente atuam alterando o splicing de COL7A1. Outros casos muito leves de EBDR ja foram associados a

esse mesmo tipo de variante.

O caso aqui relatado exemplifica a importancia da analise genética para determinacéo correta do tipo de EB. Uma vez que o
padrao de heranca varia entre os tipos de EB (EBS: dominante, EBJ: recessivo, EBD: dominante ou recessivo), o
conhecimento da sua classificacao é essencial para o correto aconselhamento genético.

por sequenciamento de Sanger, seria investido um valor de
aproximadamente RS 2.520,00 apenas com essa metodolo-
gia (levando-se em consideracao um nimero de 72 pares de
primers que englobam os 118 éxons do gene, como descrito
por Christiano et al.??).

Desse modo, ainda que o painel de genes nao seja um
método de baixo custo, o resultado obtido a partir dele é
mais informativo e conclusivo do que o obtido por MIF e MET.
Em comparacao ao sequenciamento de Sanger, o valor a ser
investido é menor, assim como o tempo de processamento,
evidenciando o custo-efetividade do painel de genes para o
diagndstico de EB. Além disso, o preco dessa metodologia
vem diminuindo ao longo do tempo, o que deve tornar o
método mais acessivel nos proximos anos. '°

Cabe ressaltar, porém, que o custo estimado nesse estudo
para o diagnodstico por meio do painel de genes nao incluiu o
preco da compra do painel (aproximadamente RS 20.000,00)
e o investimento para valida-lo. Nossa proposta aqui é o
diagndstico genético no contexto de salde publica, visando,
em longo prazo, incluir o maior nimero de pacientes com
EB do Brasil. Assim, a medida que mais pacientes sao
analisados, o custo investido no painel, por paciente, vai
diminuindo, até o momento que se torna irrisério. Além
disso, nao foi adicionado ao calculo o custo a ser investido
em um analista com expertise para analise dos resultados.
Em nossa experiéncia, realizada em contexto académico,
essa questao nao se aplicou; entretanto, deve-se leva-la em
consideracao antes de estabelecer o método no ambito de
assisténcia publica.

Panorama brasileiro: o exame clinico nao resolve
todos os casos de EB

O diagnostico da EB no Brasil é feito, na maioria dos casos,
por avaliacdo dos sinais clinicos apresentados. Sao poucos
os centros especializados que disponibilizam os métodos de
diagnostico de EB, o que resulta em dificuldade para diag-
nosticar e subclassificar os pacientes e, consequentemente,
fornecer correto acompanhamento e aconselhamento gené-
tico.

Mesmo quando disponivel, o MIF frequentemente pro-
porciona resultados inconclusivos, em razao da falta de
analistas experientes, especialmente em regides brasileiras
mais pobres e de dificil acesso. Levando-se em consideracdo
o dano causado pelas biopsias de pele e que a maior parte
dos pacientes nao tem as condicdes apropriadas (incluindo
os curativos e os cuidados de saude adequados), alguns
médicos tém optado por nao indicar MIF para subclassificar
EB. Consequentemente, o diagndstico preciso e a definicdo
do tipo de EB dependem de um exame clinico completo.
Entretanto, mesmo se realizado por dermatologista especi-
alista em EB, o exame clinico ndo é suficiente para resolver
todos os casos, tendo em vista a extrema variabilidade
fenotipica observada. A tabela 2 apresenta um exemplo de
caso clinico cujo resultado genético ndo coincidiu com a
hipotese clinica prévia, surpreendendo os dermatologistas.
Casos similares foram descritos em estudos anteriores e indi-
caram que o efeito das variantes genéticas pode resultar em
fenodtipos clinicos atipicos.?®

Em nossa experiéncia brasileira, constatamos que, para
a maior parte dos casos, o preciso diagnostico acerca
do tipo de EB associado s6 foi possivel apoés o resultado
genético, que por sua vez tornou possivel o correto acon-
selhamento genético. Além disso, algumas peculiaridades
do pais também sao importantes. As taxas de endogamia e
consanguinidade sao maiores em algumas populacoes bra-
sileiras, especialmente na regidao Nordeste, o que sugere
uma alta prevaléncia de heranca genética recessiva.’”>?
De fato, em estudo anterior encontramos que 82,7% dos
pacientes brasileiros com subtipos de EBD apresentavam
heranca recessiva.’® A determinacdo do padrdo de heranca
é especialmente importante para o diagndstico dos subti-
pos localizados de EBD, uma vez que as formas dominante
e recessiva sao clinicamente indistinguiveis, o que pre-
judica o correto aconselhamento na auséncia de teste
genético.

Considerando a dificuldade de se realizar um diagnos-
tico clinico preciso e, particularmente, a complexidade
de classificar a EB, o resultado genético tem provado
ser essencial para a correta determinacao do tipo de EB
associado.
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Painel de genes como primeira opc¢ao para o
diagnéstico da EB

O levantamento realizado neste estudo demonstrou que o
painel de genes é uma ferramenta efetiva para o diagndstico
conclusivo da EB, com alta eficiéncia, precisao diagnostica
e reduzido tempo de analise (cerca de 10 dias), economi-
camente viavel e que dispensa a necessidade de exames
invasivos (fig. 1). Alguns fatores, entretanto, sao essenciais
para a efetividade do método. O processamento dos resul-
tados do painel de genes requer suporte de bioinformatas
e o tempo de analise das variantes depende da experiéncia
do investigador. Entretanto, em comparacdo com os méto-
dos de MIF e MET, a interpretacao dos resultados do painel
de genes é mais simples, e nao requer uma equipe com
profunda expertise.’

Tendo em vista a maior eficiéncia diagnostica, a robustez
do resultado obtido, o preco comparavel as técnicas hoje
ja realizadas e a possibilidade de aconselhamento gené-
tico, de progndstico e de diagnostico pré-natal, o presente
estudo apoia a utilizacao do painel de genes como primeira
escolha para o diagndstico da EB no Brasil. Levando-se em
consideracao as dimensdes continentais do territorio brasi-
leiro e a dificuldade de se introduzir uma técnica minuciosa
como o painel de genes, o estabelecimento de um centro
de referéncia para o diagnostico da EB no pais traria mui-
tos beneficios. A centralizacdo das analises em um Unico
lugar dispensa a necessidade de criacdo de mdltiplas equi-
pes especializadas e reduz o custo de processamento por
amostra.

A dificuldade de diagnostico dos pacientes com EB no Bra-
sil pode ser atenuada com a abordagem metodoldgica aqui
proposta. Para a efetivacao da ideia, sao necessarios recur-
sos financeiros e apoio governamental. E essencial que as
autoridades atentem para esse grupo de pacientes que apre-
senta uma doenca genética grave e que, ainda que rara,
representa um conjunto de mais de 900 brasileiros.

Conclusao

O painel de genes de EB apresenta alta eficiéncia de
diagnostico e dispensa a necessidade de bidpsia, contras-
tando com os métodos majoritariamente empregados. O
custo por paciente da metodologia apresentada é compa-
ravel aquele das demais técnicas e tende a diminuir nos
proximos anos. A deteccdo das variantes associadas a EB
possibilita o prognostico da doenca, o diagnostico genético
pré-natal e pré-implantacional, e tem implicacdes para o
aconselhamento genético. Por fim, embora ainda em esta-
gios pré-clinicos, potenciais terapias para EB tém mostrado
resultados promissores para alguns tipos especificos de vari-
antes genéticas. Os resultados aqui apresentados apoiam o
painel de genes combinado com o exame clinico como pri-
meira escolha para o diagndstico da EB no Brasil.

Suporte financeiro

Este estudo teve suporte financeiro do Instituto Nacional
de Ciéncia e Tecnologia de Genética Médica Populaci-
onal (INaGeMP/CNPq/FAPERGS), n° 465549/2014-4, e da

Coordenacéo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Supe-
rior (CAPES).

Contribuicdo dos autores

Luiza Monteavaro Mariath: Elaboracao e redacdo do
manuscrito; revisdo critica da literatura, concepg¢ao e plane-
jamento do estudo; analises genéticas e de bioinformatica.

Ana Elisa Kiszewski: Aprovacdo da versao final do
manuscrito; revisao critica do manuscrito; concepcao e
planejamento do estudo; recrutamento de pacientes;
avaliacoes dermatologicas dos pacientes.

Jeanine Aparecida Frantz: Aprovacao da versao final do
manuscrito; revisao critica do manuscrito; recrutamento de
pacientes; avaliacdes dermatologicas dos pacientes.

Marina Siebert: Aprovacao da versao final do manuscrito;
revisao critica do manuscrito; analises genéticas; avaliacao
de custo-efetividade do painel de genes.

Ursula Matte: Aprovacao da versao final do manus-
crito; revisdo critica do manuscrito; avaliacdo de custo-
-efetividade do painel de genes.

Lavinia Schuler-Faccini: Aprovacdo da versao final do
manuscrito; revisao critica do manuscrito; concepcao e pla-
nejamento do estudo; revisao da literatura.

Conflito de interesses
Nenhum.
Agradecimentos

0 nosso muito obrigada as colaboradoras Juliana Tosetto
Santin e Maria Juliana Rodovalho Doriqui, por sua essen-
cial contribuicdo para o estudo da epidermélise bolhosa
no Brasil. Nosso agradecimento especial aos pacientes e
familiares, pela participacao no estudo. Em particular, agra-
decemos as associacoes de epidermolise bolhosa do Brasil
e de suas diversas regides: DEBRA-Brasil, APPEB-DF, ACPA-
PEB, APPAPEB, AAPEB-SP e AMAPEB. A todos os médicos
e profissionais que colaboram com nosso estudo, o nosso
muito obrigada. Em especial, aos profissionais do estado do
Maranhao: Eduardo Henrique Jorge Lago, Maria do Perpétuo
Socorro Balby Pires e Cleidimar Souza Cutrim.

Referéncias

1. Has C, Fischer J. Inherited epidermolysis bullosa: New
diagnostics and new clinical phenotypes. Exp Dermatol.
2019;28:1146-52.

2. Has C, Bauer JW, Bodemer C, Bolling M, Bruckner-Tuderman
L, Diem A, et al. Consensus reclassification of inherited epi-
dermolysis bullosa and other disorders with skin fragility. Br J
Dermatol. 2020;183:614-27.

3. HasC, LiuL, Bolling MC, Charlesworth AV, El Hachem M, Escamez
MJ, et al. Clinical Practice Guidelines for Epidermolysis Bullosa
Laboratory Diagnosis. Br J Dermatol. 2020;182:574-92.

4. Fine JD. Epidemiology of Inherited Epidermolysis Bullosa Based
on Incidence and Prevalence Estimates From the National Epi-
dermolysis Bullosa Registry. JAMA Dermatol. 2016;152:1231-8.

5. Fine JD, Eady RA, Bauer EA, Bauer JW, Bruckner-Tuderman L,
Heagerty A, et al. The classification of inherited epidermolysis

161


http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0135
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0135
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0135
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0135
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0135
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0135
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0135
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0135
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0135
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0135
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0135
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0135
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0135
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0135
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0135
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0135
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0135
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0135
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0135
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0135
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0140
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0140
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0140
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0140
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0140
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0140
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0140
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0140
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0140
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0140
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0140
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0140
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0140
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0140
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0140
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0140
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0140
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0140
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0140
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0140
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0140
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0140
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0140
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0140
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0140
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0140
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0140
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0140
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0140
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0140
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0140
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0140
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0140
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0140
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0140
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0140
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0140
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0140
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0145
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0145
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0145
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0145
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0145
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0145
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0145
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0145
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0145
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0145
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0145
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0145
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0145
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0145
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0145
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0145
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0145
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0145
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0145
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0145
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0145
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0145
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0145
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0145
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0145
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0145
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0145
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0145
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0145
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0145
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0145
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0145
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0145
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0145
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0150
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0150
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0150
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0150
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0150
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0150
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0150
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0150
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0150
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0150
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0150
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0150
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0150
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0150
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0150
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0150
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0150
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0150
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0150
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0150
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0150
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0150
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0150
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0150
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0150
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0150
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0150
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0150
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0150
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0150
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0155
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0155
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0155
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0155
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0155
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0155
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0155
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0155
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0155
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0155
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0155
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0155
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0155
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0155
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0155
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0155
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0155
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0155
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0155
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0155
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0155
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0155

L.M. Mariath, A.E. Kiszewski, J.A. Frantz et al.

10.

1.

12.

13.

14.

15.

bullosa (EB): report of the third international consensus mee-
ting on diagnosis and classification of EB. J Am Acad Dermatol.
2008;58:931-50.

. Oliveira ZN, Périgo AM, Fukumori LM, Aoki V. Immunological

mapping in hereditary epidermolysis bullosa. An Bras Dermatol.
2010;85:856-61.

. Has C, He Y. Research Techniques Made Simple: Immunoflu-

orescence Antigen Mapping in Epidermolysis Bullosa. J Invest
Dermatol. 2016;136:e65-71.

. Takeichi T, Liu L, Fong K, Ozoemena L, McMillan JR, Salam A,

et al. Whole-exome sequencing improves mutation detection
in a diagnostic epidermolysis bullosa laboratory. Br J Dermatol.
2015;172:94-100.

. Tenedini E, Artuso L, Bernardis |, Artusi V, Percesepe A, De

Rosa L, et al. Amplicon-based next-generation sequencing: an
effective approach for the molecular diagnosis of epidermolysis
bullosa. Br J Dermatol. 2015;173:731-8.

Has C, Kisel J, Reimer A, Hoffmann J, Schauer F, Zimmer
A, et al. The position of targeted next-generation sequen-
cing in epidermolysis bullosa diagnosis. Acta Derm Venereol.
2018;98:437-40.

Vahidnezhad H, Youssefian L, Saeidian AH, Touati A, Sotoudeh S,
Abiri M, et al. Multigene next generation sequencing panel iden-
tifies pathogenic variants in patients with unknown subtype of
epidermolysis bullosa: subclassification with prognostic impli-
cations. J Invest Dermatol. 2017;137:2649-52.

Lucky AW, Dagaonkar N, Lammers K, Husami A, Kissell D,
Zhang K. A comprehensive next generation sequencing assay
for the diagnosis of epidermolysis bullosa. Pediatr Dermatol.
2018;35:188-97.

Mariath LM, Santin JT, Frantz JA, Doriqui MJR, Kiszewski AE,
Schuler-Faccini L. An overview of the genetic basis of epi-
dermolysis bullosa in Brazil: discovery of novel and recurrent
disease-causing variants. Clin Genet. 2019;96:189-98.
Yiasemides E, Walton J, Marr P, Villanueva EV, Murrell DF. A com-
parative study between transmission electron microscopy and
immunofluorescence mapping in the diagnosis of epidermolysis
bullosa. Am J Dermatopathol. 2006;28:387-94.

Saunderson RB, Vekic DA, Mallitt K, Mahon C, Robertson SJ, War-
gon O. A retrospective cohort study evaluating the accuracy
of clinical diagnosis compared with immunofluorescence and
electron microscopy in children with inherited epidermolysis
bullosa. Br J Dermatol. 2019;180:1258-9.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

162

Bornert O, Kiihl T, Bremer J, van den Akker PC, Pasmooij AM,
Nystrom A. Analysis of the functional consequences of targe-
ted exon deletion in COL7A1 reveals prospects for dystrophic
epidermolysis bullosa therapy. Mol Ther. 2016;24:1302-11.
Chamorro C, Mencia A, Almarza D, Duarte B, Biining H, Sallach
J, et al. Gene Editing for the Efficient Correction of a Recurrent
COL7A1 Mutation in Recessive Dystrophic Epidermolysis Bullosa
Keratinocytes. Mol Ther Nucleic Acids. 2016;5:e307.
Atanasova VS, Jiang Q, Prisco M, Gruber C, Pinon Hofbauer
J, Chen M, et al. Amlexanox enhances premature termination
codon read through in COL7A1 and expression of full length type
VII collagen: potential therapy for recessive dystrophic epider-
molysis bullosa. J Invest Dermatol. 2017;137:1842-9.

Woodley DT, Cogan J, Hou Y, Lyu C, Marinkovich MP, Keene D,
et al. Gentamicin induces functional type VIl collagen in reces-
sive dystrophic epidermolysis bullosa patients. J Clin Invest.
2017;127:3028-38.

Izmiryan A, Ganier C, Bovolenta M, Schmitt A, Mavilio F, Hov-
nanian A. Ex Vivo COL7A1 Correction for Recessive Dystrophic
Epidermolysis Bullosa Using CRISPR/Cas9 and Homology-
-Directed Repair. Mol Ther Nucleic Acids. 2018;12:554-67.
Salam A, Proudfoot LE, McGrath JA. Inherited blistering skin
diseases: underlying molecular mechanisms and emerging the-
rapies. Ann Med. 2014;46:49-61.

Christiano AM, Hoffman GG, Zhang X, Xu Y, Tamai Y, Greens-
pan DS, et al. Strategy for identification of sequence variants
in COL7A1 and a novel 2-bp deletion mutation in recessive dys-
trophic epidermolysis bullosa. Hum Mutat. 1997;10:408-14.
Toyonaga E, Nishie W, Komine M, Murata S, Shinkuma S, Nat-
suga K, et al. Skipped exon in COL7A1 determines the clinical
phenotypes of dystrophic epidermolysis bullosa. Br J Dermatol.
2015;172:1141-4.

Schwieger-Briel A, Weibel L, Chmel N, Leppert J, Kernland-
Lang K, Griininger G, et al. A COL7A1 variant leading to
in-frame skipping of exon 15 attenuates disease severity in
recessive dystrophic epidermolysis bullosa. Br J Dermatol.
2015;173:1308-11.

Freire-Maia N. Genetic effects in Brazilian populations due to
consanguineous marriages. Am J Med Genet. 1990;35:115-7.
Cardoso GC, de Oliveira MZ, Paixao-Cortes VR, Castilla EE,
Schuler-Faccini L. Clusters of genetic diseases in Brazil. J Com-
munity Genet. 2019;10:121-8.


http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0155
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0155
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0155
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0155
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0155
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0155
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0155
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0155
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0155
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0155
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0155
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0155
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0155
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0155
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0155
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0155
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0155
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0155
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0155
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0155
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0155
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0155
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0155
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0155
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0155
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0160
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0160
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0160
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0160
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0160
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0160
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0160
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0160
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0160
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0160
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0160
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0160
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0160
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0160
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0160
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0160
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0160
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0160
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0160
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0160
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0160
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0160
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0160
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0165
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0165
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0165
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0165
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0165
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0165
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0165
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0165
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0165
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0165
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0165
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0165
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0165
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0165
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0165
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0165
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0165
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0165
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0165
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0165
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0165
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0165
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0165
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0165
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0165
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0165
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0170
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0170
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0170
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0170
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0170
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0170
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0170
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0170
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0170
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0170
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0170
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0170
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0170
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0170
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0170
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0170
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0170
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0170
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0170
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0170
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0170
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0170
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0170
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0170
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0170
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0170
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0170
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0170
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0170
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0170
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0170
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0170
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0170
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0170
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0170
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0170
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0175
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0175
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0175
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0175
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0175
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0175
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0175
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0175
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0175
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0175
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0175
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0175
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0175
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0175
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0175
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0175
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0175
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0175
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0175
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0175
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0175
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0175
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0175
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0175
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0175
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0175
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0175
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0175
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0175
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0175
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0175
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0175
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0175
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0175
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0175
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0175
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0175
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0175
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0175
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0175
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0180
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0180
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0180
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0180
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0180
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0180
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0180
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0180
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0180
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0180
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0180
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0180
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0180
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0180
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0180
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0180
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0180
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0180
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0180
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0180
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0180
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0180
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0180
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0180
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0180
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0180
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0180
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0180
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0180
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0180
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0180
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0180
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0180
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0180
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0180
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0180
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0185
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0185
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0185
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0185
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0185
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0185
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0185
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0185
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0185
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0185
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0185
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0185
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0185
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0185
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0185
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0185
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0185
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0185
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0185
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0185
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0185
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0185
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0185
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0185
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0185
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0185
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0185
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0185
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0185
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0185
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0185
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0185
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0185
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0185
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0185
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0185
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0185
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0185
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0185
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0185
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0185
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0185
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0185
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0185
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0185
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0185
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0185
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0190
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0190
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0190
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0190
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0190
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0190
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0190
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0190
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0190
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0190
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0190
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0190
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0190
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0190
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0190
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0190
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0190
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0190
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0190
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0190
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0190
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0190
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0190
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0190
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0190
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0190
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0190
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0190
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0190
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0190
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0190
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0190
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0190
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0190
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0190
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0195
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0195
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0195
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0195
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0195
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0195
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0195
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0195
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0195
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0195
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0195
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0195
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0195
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0195
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0195
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0195
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0195
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0195
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0195
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0195
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0195
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0195
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0195
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0195
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0195
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0195
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0195
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0195
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0195
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0195
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0195
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0195
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0195
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0195
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0195
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0195
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0195
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0195
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0195
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0195
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0200
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0200
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0200
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0200
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0200
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0200
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0200
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0200
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0200
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0200
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0200
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0200
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0200
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0200
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0200
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0200
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0200
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0200
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0200
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0200
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0200
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0200
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0200
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0200
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0200
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0200
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0200
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0200
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0200
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0200
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0200
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0200
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0200
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0200
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0200
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0200
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0200
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0200
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0200
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0200
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0200
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0205
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0205
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0205
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0205
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0205
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0205
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0205
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0205
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0205
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0205
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0205
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0205
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0205
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0205
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0205
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0205
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0205
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0205
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0205
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0205
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0205
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0205
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0205
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0205
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0205
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0205
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0205
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0205
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0205
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0205
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0205
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0205
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0205
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0205
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0205
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0205
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0205
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0205
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0205
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0205
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0205
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0205
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0205
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0205
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0205
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0205
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0210
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0210
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0210
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0210
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0210
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0210
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0210
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0210
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0210
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0210
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0210
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0210
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0210
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0210
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0210
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0210
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0210
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0210
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0210
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0210
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0210
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0210
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0210
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0210
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0210
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0210
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0210
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0210
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0210
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0210
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0210
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0210
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0210
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0210
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0210
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0210
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0210
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0210
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0210
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0210
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0210
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0210
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0210
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0210
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0215
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0215
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0215
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0215
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0215
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0215
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0215
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0215
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0215
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0215
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0215
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0215
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0215
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0215
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0215
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0215
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0215
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0215
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0215
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0215
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0215
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0215
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0215
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0215
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0215
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0215
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0215
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0215
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0215
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0215
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0215
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0215
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0215
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0215
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0215
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0215
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0215
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0215
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0215
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0220
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0220
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0220
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0220
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0220
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0220
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0220
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0220
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0220
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0220
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0220
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0220
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0220
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0220
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0220
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0220
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0220
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0220
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0220
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0220
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0220
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0220
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0220
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0220
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0220
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0220
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0220
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0220
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0220
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0220
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0220
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0220
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0220
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0220
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0220
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0220
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0220
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0220
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0220
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0220
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0220
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0220
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0220
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0220
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0220
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0220
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0220
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0220
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0220
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0220
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0225
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0225
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0225
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0225
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0225
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0225
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0225
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0225
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0225
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0225
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0225
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0225
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0225
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0225
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0225
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0225
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0225
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0225
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0225
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0225
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0225
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0225
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0225
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0225
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0225
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0225
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0225
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0225
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0225
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0225
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0225
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0225
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0225
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0225
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0225
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0225
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0225
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0225
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0225
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0225
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0225
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0230
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0230
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0230
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0230
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0230
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0230
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0230
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0230
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0230
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0230
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0230
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0230
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0230
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0230
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0230
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0230
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0230
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0230
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0230
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0230
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0230
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0230
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0230
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0230
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0230
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0230
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0230
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0230
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0230
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0230
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0230
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0230
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0230
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0230
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0230
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0230
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0230
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0230
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0230
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0230
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0230
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0230
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0235
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0235
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0235
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0235
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0235
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0235
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0235
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0235
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0235
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0235
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0235
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0235
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0235
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0235
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0235
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0235
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0235
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0235
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0235
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0235
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0235
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0235
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0235
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0235
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0235
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0240
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0240
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0240
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0240
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0240
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0240
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0240
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0240
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0240
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0240
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0240
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0240
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0240
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0240
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0240
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0240
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0240
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0240
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0240
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0240
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0240
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0240
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0240
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0240
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0240
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0240
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0240
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0240
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0240
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0240
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0240
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0240
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0240
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0240
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0240
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0240
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0240
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0240
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0240
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0240
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0240
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0240
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0240
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0240
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0240
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0245
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0245
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0245
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0245
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0245
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0245
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0245
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0245
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0245
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0245
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0245
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0245
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0245
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0245
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0245
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0245
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0245
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0245
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0245
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0245
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0245
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0245
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0245
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0245
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0245
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0245
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0245
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0245
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0245
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0245
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0245
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0245
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0245
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0245
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0245
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0245
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0245
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0245
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0250
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0250
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0250
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0250
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0250
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0250
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0250
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0250
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0250
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0250
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0250
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0250
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0250
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0250
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0250
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0250
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0250
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0250
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0250
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0250
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0250
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0250
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0250
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0250
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0250
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0250
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0250
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0250
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0250
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0250
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0250
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0250
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0250
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0250
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0250
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0250
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0250
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0250
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0250
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0250
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0250
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0250
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0250
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0255
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0255
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0255
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0255
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0255
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0255
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0255
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0255
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0255
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0255
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0255
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0255
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0255
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0255
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0255
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0255
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0255
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0255
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0255
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0255
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0260
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0260
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0260
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0260
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0260
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0260
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0260
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0260
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0260
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0260
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0260
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0260
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0260
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0260
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0260
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0260
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0260
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0260
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0260
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0260
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0260
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0260
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0260
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0260
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0260
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0260
http://refhub.elsevier.com/S2666-2752(21)00012-6/sbref0260

	Painel de genes para o diagnóstico da epidermólise bolhosa: proposta de abordagem viável e eficiente
	Introdução
	Métodos
	Aspectos éticos
	Painel da genes de EB
	Avaliação dos métodos de diagnóstico

	Resultados
	Discussão
	Painel de genes, MIF e MET: efetividade, benefícios imediatos e futuro potencial
	Relação custo‐efetividade do painel de genes
	Panorama brasileiro: o exame clínico não resolve todos os casos de EB
	Painel de genes como primeira opção para o diagnóstico da EB

	Conclusão
	Suporte financeiro
	Contribuição dos autores
	Conflito de interesses
	Agradecimentos
	Referências


