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1.- Justificacion de la Tesis:

La epidermdlisis bullosa (EB) es una enfermedad hereditaria que afecta a la
epidermis y a la dermis y que se incluye dentro de las enfermedades llamadas
“‘mecanobullosas”. La causa de esta enfermedad es una alteracién de las
proteinas de la union dermo-epidérmica que provoca un fallo en la cohesion de
estas dos estructuras provocando la formacion de ampollas en la piel o en las
mucosas ante un trauma leve. Esta enfermedad tiene una baja prevalencia y se
estima que en Espafa tiene una incidencia de 5,97 casos por millon de
habitantes.

La integridad de la piel es fundamental para evitar las agresiones externas
y esta integridad depende de la unién dermoepidermica y expresamente de la
lamina basal donde se localizan los complejos de anclaje que garantizan la
adhesién de las células epiteliales a la matriz de la dermis. Desde el punto de
vista ultraestructural la ldmina basal es una bicapa constituida por la lamina
licida y la lamina densa. A su vez los complejos de anclaje estan constituidos
por hemidesmosomas, filamentos de anclaje y fibrillas de anclaje. El principal
componente de las fibras de anclaje es el colageno tipo VIl y los queratinocitos
son la fuente principal del coldgeno que se localiza en la unién
dermoepidérmica. La ausencia de colageno tipo VIl va a ser responsable de la
desestructuracion de esta zona provocando el tipo de EB distréfica y que ha
sido el motivo de estudio de este trabajo.

Actualmente los estudios de biologia molecular y genética han permitido
determinar que en la EB existen mutaciones que van a provocar la alteracion
estructural de la union dermo-epidérmica y también permiten determinar segun

el tipo de mutacion, la gravedad clinica, el fenotipo y la historia natural de la
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enfermedad. El conocimiento de estas mutaciones ha permitido clasificar mejor
la enfermedad, asi como establecer el consejo genético y un correcto
diagnéstico prenatal.

La biopsia cutdnea nos permite establecer el diagnostico de seguridad y va
a ser la microscopia electronica y la inmunofluorescencia lo que permitira
establecer el nivel de formacion de ampollas y consecuentemente el tipo o
subtipo de EB. De esta forma podemos identificar una EB simple cuando las
ampollas se encuentran a nivel de la capa basal de la epidermis, una EB
juntural cuando las ampollas estan en la union dermo-epidérmica y una EB
distréfica si se producen a nivel de la dermis.

En la actualidad no existe un tratamiento especifico de la EB. Los
tratamientos actuales tienen como objetivo evitar la formacion de ampollas ante
el minimo trauma, proporcionar las mejores condiciones de cicatrizacion de las
heridas, evitar las infecciones, controlar el dolor y tratar las posibles
complicaciones. Un aspecto muy importante es mantener un buen estado
nutricional para proporcionar una adecuada cicatrizacion de las heridas. En los
pacientes pediatricos la gastrostomia para alimentacién ha demostrado ser
altamente eficaz, mejorando mucho el estado general de los pacientes y
disminuyendo las complicaciones.

Conocimientos mas explicitos de las bases moleculares y genéticas de la
EB han permitido disefar estrategias terapéuticas nuevas. Actualmente se ha
demostrado que las mutaciones en el gen COL7A1L, que codifica el colageno
VII, dan lugar a la EB distréfica. En estudios experimentales se ha comprobado
gue la inyeccion intradérmica de colageno tipo VIl humano recombinante puede

restaurar las fibrillas de anclaje y evita la aparicion de ampollas. También
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sabemos que las células de piel humana cultivada pierden sus antigenos de
superficie HLA y se hacen menos inmunogénicas, este tipo de cultivos se han
implantado en pacientes con EB distrofica sin evidencia de rechazo. El empleo
de estos cultivos ha permitido emplear con seguridad fibroblastos alogénicos
para corregir el defecto de los fibroblastos autélogos en pacientes con EB
distrofica recesiva.

Estos estudios son los que proveen la base cientifica necesaria para
sospechar que el tratamiento con equivalentes cutaneos quiméricos obtenidos
por ingenieria tisular, autdlogos a nivel epidérmico y alégenos a nivel dérmico,
pueden permitir tratar con mas eficacia las lesiones cutdneas favoreciendo la

cicatrizacion, acelerando la epitelizacion y evitando la formacion de ampollas.



2.- Introduccion:

2.1.- Definicion:

El término epidermolisis bullosa (EB) hereditaria se aplica a un grupo de
enfermedades hereditarias que se manifiestan con la formacion de ampollas y
erosiones en la piel y en las mucosas donde se han producido traumatismos
leves, por lo que se incluyen en las denominadas «enfermedades
mecanobullosas». Koeber en 1886 usa por primera vez el término EB [1],
aunque ya otros autores habian descrito cuadros clinicos compatibles con esta
enfermedad [2]. La nomenclatura utilizada en la actualidad esta basada en
cada una de las nuevas formas clinicas de esta enfermedad permitiendo
identificar a los pacientes que padecen EB, desde los puntos de vista
fenotipico, ultraestructural, antigénico y, mas recientemente, molecular.

Entre las complicaciones de los distintos tipos de EB se encuentran
diversas manifestaciones extracutadneas, como son la formaciéon de ampollas y
zonas de erosion en la cérnea y las mucosas, lesiones en el esmalte de los
dientes, estenosis de las vias respiratorias o del aparato gastrointestinal y
urogenital, atresia pilérica, distrofia muscular y céncer. En los lactantes debe
realizarse el diagndstico diferencial entre las formas hereditarias de las
enfermedades mecanobullosas y la epidermdlisis bullosa adquirida [3], que
puede presentarse tanto en nifios como en adultos [4]. Esta enfermedad
bullosa autoinmunitaria adquirida se debe a lesiones causadas por la accion de
autoanticuerpos que reaccionan contra el colageno de tipoVIl, que es el
principal constituyente de las fibrillas de anclaje de la dermis [5]. La importancia
de esto radica en que la forma hereditaria de esta enfermedad se asocia a

mutaciones en el gen que codifica el colageno de tipo VII [6].
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Las formas hereditarias de EB se clasifican actualmente en tres grupos
principales: epidermolisis bullosa simple (EBS), epidermdlisis bullosa juntural
(EBJ) y epidermdlisis bullosa distréfica (EBD). La EBS se caracteriza por la
citélisis de los queratinocitos, la EBJ por la formacion de hendiduras en la
lamina Idcida (de ahi el término «juntural») y la EBD por la formacién de
ampollas por debajo de la lamina densa en la zona de la membrana basal
dermoepidérmica [7, 8].

Se han detectado mutaciones en méas de diez genes que codifican las
proteinas estructurales en los queratinocitos o en las membranas basales de
las uniones mucocutaneas y que contribuyen a la adherencia entre el epitelio y
la membrana basal o la matriz extracelular situada debajo de éste. Si bien en
algunos de los principales subtipos de EB la correlacién fenotipo-genotipo es
en cierta medida variable, los tipos de mutaciones y, en algunos casos, los
sitios donde éstas se producen podrian estar asociadas a la gravedad de las
manifestaciones clinicas de los distintos subtipos de EB.

Los avances recientes en los conocimientos sobre las bases genéticas
de cada uno de los subtipos han hecho posible el establecimiento cada vez
mas rapido de diagnosticos fiables. Por otra parte, los conocimientos derivados
de los andlisis mutacionales son de vital importancia para el consejo genético
eficaz. Si bien los especialistas se centran inicialmente en establecer un
diagndstico correcto y tratar de forma eficaz la piel afectada, con el paso del
tiempo el tratamiento de las complicaciones extracutaneas se vuelve cada vez
mas importante para garantizar a estos pacientes la mejor calidad de vida
posible. Debido a las diversas manifestaciones de las variantes hereditarias de

EB, el tratamiento y el seguimiento debe llevarlos a cabo un equipo médico
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multidisciplinar, formado por médicos y terapeutas de todas las especialidades

con suficiente experiencia en el tratamiento de pacientes con esta enfermedad.
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2.2.- Clasificacion y bases moleculares de la epidermolisis bullosa
hereditaria

En la clasificacion de los tipos y subtipos de EB se tienen en cuenta el
fenotipo, el tipo de herencia y el genotipo [7]. En la actualidad, la EB se
clasifica en tres grupos principales: simple, juntural y distrofica, dependiendo de
si la localizacion de las ampollas es intraepidérmica («epidermolitica»), en la
lamina llcida («lucidolitica») de la unién dermoepidérmica (UDE), o en la parte

superior de la dermis papilar («dermolitica») justo por debajo dela UDE.

integrina ( < EBS

~_— EBJ
Lamininas -
] Lamina
densa

Colageno Vi

Fig. 1.- Representacion esquematicade launion
dermoepidérmicaydela ubicacion ultraestructural
de las proteinas estructurales especificas afectadas

en los pacientes con EB.
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Epidermadlisis bullosa simple (EBS):

La gran mayoria de EBS se transmiten de forma autosémica dominante.
El subtipo mas frecuente de EBS, conocida también como enfermedad de
Weber-Cockayne (EBS-WC), se caracteriza por la presencia de ampollas
principalmente en las palmas de las manos y las plantas de los pies, aunque
también pueden presentarse en cualquier otra parte del cuerpo como
consecuencia de traumatismos cutaneos de gran magnitud. Las
manifestaciones clinicas de la EBS-WC suelen aparecer en lactantes, aunque
en casos raros no se presentan hasta principios de la edad adulta. Las
manifestaciones extracutaneas, aparte de las ampollas en la cavidad bucal que
carecen de importancia clinica, son raras en los primeros afios de la infancia [9,

10].

Figura 2: Paciente con enfermedad de Weber-Cockayne y con afectacion caracteristica
en la planta de los pies.

Los dos tipos principales de EBS generalizada son la EBS de Koebner
(EBS-K) y la EBS de Dowling-Meara (EBS-DM). En el caso de la EBS-K, las
ampollas suelen estar presentes al nacer y pueden aparecer en la piel de

cualquier parte del cuerpo. Cuando las ampollas se presentan en las
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extremidades, suelen respetar las palmas de las manos y las plantas de los
pies, a diferencia de lo que ocurre en la EBS-WC. La EBS de Dowling-Meara
(EBS-DM) [11], el tipo mas grave de las EBS autosémicas dominantes
generalizadas, se caracteriza por la presencia de ampollas o vesiculas
agrupadas y distribuidas en forma de arco (de ahi que antiguamente se
denominase EBS herpetiforme, ya que algunas lesiones son similares a las del
herpes simple). Estos pacientes suelen presentar, ademas, hiperqueratosis
palmo-plantar extensa o confluente, distrofia ungueal, cicatrices atrdficas,
quistes miliares y afectacion de las mucosas [7]. Algunos pacientes con EBS-
DM también presentan retraso del crecimiento, estenosis laringea [8] y muerte
prematura [12, 13].

La mayoria de los subtipos de EBS se deben a mutaciones en los genes
que codifican las queratinas K5 y K14 [14]. Estos defectos inhiben la formacién
de filamentos de queratina («tonofilamentos»), lo que aumenta la fragilidad del
citoesqueleto y, como resultado de ello, se produce citélisis de queratocitos de
la capa basal. De todos los tipos de EB, el que presenta la mejor correlacién
fenotipo-genotipo es la EBS [15].

Como es de esperar, la gravedad de la enfermedad depende también
del caracter homocigo6tico (manifestaciones graves) o heterocig6tico
(manifestaciones menos graves) del defecto genético. Ademas, la clase de
mutacion puntual también determina la gravedad de la enfermedad. Por
ejemplo, la conversion de metionina en valina en la posicion 119 (mutacion
W119V) en el gen que codifica la queratina 14 causa el tipo menos grave de la

enfermedad (EBS-K), mientras que la mutacion W119T (conversion de
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metionina en tirosina) causa el tipo EBS-DM mucho méas grave de la
enfermedad [16, 17].

Existe un tipo infrecuente de EBS denominado EBS con distrofia
muscular (EBS-DM). La causa de este tipo de EBS es la presencia de codones
de finalizacion precoz en el gen PLEC1, que codifica la proteina plectina, una
proteina estructural de los hemidesmosomas y de los discos Z de los miocitos
[18, 19]. Las ampollas se presentan desde el nacimiento, pero la distrofia
muscular aparece mas tarde (entre los 2 y 35 afios de vida) [20]. La mayoria de
los pacientes con EBS tienen una esperanza de vida igual a la del resto de la
poblacion, aunque se ha informado un aumento en la mortalidad en nifios con
EBS-DM. Estos ultimos mueren en la tercera o la cuarta década de vida, a

causa de la afectaciéon muscular.

EB juntural

Existen dos subtipos principales de EB juntural y ambos se transmiten
de forma autosomica recesiva. La forma generalizada mas grave de este
subtipo de EB se denomina EBJ de Herlitz (EBJ-H) [21], a la que solia llamarse
EB letal debido al alto riesgo de muerte prematura que supone. La mayoria de
los pacientes con EBJ generalizada presentan el tipo no Herlitz de esta
enfermedad (EBJ-nH), antes denominada EB atrofica generalizada benigna
(EBAGB) [22, 23].

La EB de Herlitz se produce por mutaciones homocigéticas en los genes
LAMAS3, LAMB3 y LAMC2, cada uno de los cuales codifica una de las tres
cadenas del heterotrimetro laminina-332. La degradacion del ARNm por

mutaciones de parada de una de estas tres cadenas tiene como consecuencia
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la ausencia total de esta proteina estructural vital de la membrana basal [24,
25].

Entre los signos habituales de la EBJ-H se encuentran la presencia de
numerosas ampollas, erosiones y cicatrices atroficas en la piel, onicodistrofia
(que provoca la destruccién total de las placas ungueales), quistes miliares,
afeccion grave de las partes blandas de la cavidad bucal, lesiones hipoplasicas
del esmalte de los dientes y caries. Un signo patognomaonico de la EBJ-H es la
presencia de una excesiva cantidad de tejido de granulacion, de distribucion
simétrica, en la boca, la region central de la cara y la nariz, la regidn superior
de la espalda, los huecos axilares y los pliegues ungueales. Entre las posibles
complicaciones de esta enfermedad se encuentran anemia multifactorial
intensa, retraso del crecimiento, erosiones y estenosis de las vias digestivas y
afectacion de las mucosas de las vias respiratorias superiores y del aparato
genitourinario, los rifiones, la parte externa de los 0jos y, en raras ocasiones,
las manos [26, 27]. La tasa de mortalidad de esta enfermedad es muy alta, en
particular durante los primeros afios de vida, como resultado del retraso del

crecimiento, infecciones, neumonia y obstruccion laringotraqueal [28, 29].

Los subtipos EBJ-nH de la EB se deben a un conjunto de mutaciones
heterocigéticas en los genes que codifican la laminina-332, o a mutaciones de
parada homocigéticas [30], mutaciones de cambio de aminoacido o deleciones
dentro del marco [31] en el gen COL17A1, que ocasiona la ausencia total o la
reduccion de la expresion del colageno de tipo XVII, una proteina integrante de
los filamentos de anclaje [32]. Los pacientes que padecen de EBJ-nH
presentan ampollas de distribucion generalizada, erosiones y costras en la piel,

cicatrices atroficas, alopecia cicatricial, onicodistrofia o desprendimiento de las
17



ufias, lesiones hipoplasicas del esmalte de los dientes y caries. A diferencia de
la EBJ-H, en estos pacientes las manifestaciones extracutaneas, excepto la
estenosis laringotraqueal [33], son infrecuentes, y su esperanza de vida no
suele afectarse.

Un subtipo muy infrecuente de EB juntural es la EBJ con atresia pil6rica
(EBJ-AP). Los pacientes que padecen esta enfermedad presentan ausencia
genética de integrina a6B4 funcional en los hemidesmosomas de las células
epiteliales, las células de Schwann, los timocitos y los fibroblastos neuronales.
Debido a la gravedad de la afectacién cutdnea y la presencia de afecciones
extracutaneas (entre ellas, atresia pil6rica y, en muchos casos, anomalias del
aparato genitourinario), los nifios que padecen EBJ-AP suelen fallecer en los
primeros meses de vida. Recientemente se ha dado a conocer un nuevo
subtipo, menos grave y no letal de esta enfermedad, causado por una mutacién

heterocigotica compuesta [34].

Figura 3: Radiografia simple en paciente con epidermoliosis bullosa
juntural y atresia pil6rica.
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EB distrofica

La EB distrofica (EBD) se produce por mutaciones en el gen COL7A, que
codifica el coldgeno de tipo VII, el principal componente de las fibrillas de
anclaje de la membrana basal [35, 36]. En el gen COL7A1 pueden producirse
innumerables tipos de mutaciones. En cada persona, las mutaciones y las
combinaciones alélicas en este gen son especificas de su familia. Si bien la
correlacion fenotipo-genotipo es variable, el tipo de mutaciones y la ubicacién
del sitio donde éstas se producen en el gen COL7Al permiten predecir la
gravedad de las manifestaciones clinicas.

La EBD se clasifica en dos subtipos principales, dependiendo del tipo de
herencia. Esta enfermedad se transmite, bien de forma autosémica dominante
(EBDD), bien de forma autosémica recesiva (EBDR) [7]. Este Ultimo subtipo se
subdivide en dos tipos: uno grave, la EBDR de Hallopeau-Siemens (EBDR-HS),

y uno menos grave, la EBDR no Hallopeau-Siemens (EBDR-nHS).
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Tabla 1.- Clasificacion de la epidermdlisis bullosa:

Tipos EB Transmisién Proteina Gen Cromosoma

SIMPLES

Localizadas

(manos-pies) AD K5, K14 KRT5,KRT14 12q11-q13

Weber-Cockayne 17912-g21

Generalizadas

EBS (Koebner) AD K5, K14

EBS Herpetiforme AD K5, K14

(Dowling-Meara)

EBS con pigmentacion moteada AD K5

EBS con distrofia muscular AR Plectina PLEC1 8qg24

EBS superficial AD

JUNTURALES

Localizadas

Inversa AR

Acral AR Laminina 5

Aparicion tardia AR

Generalizadas

Herlitz AR Laminina 5 LAMA 3 18qg11.2

LAMB 3 1932
LAM C2 1g25-g31

No Herlitz AR BP 180 BPAG 2 10g24.3
Laminina 5 LAMB 3 1932

Con atresia pildrica AR Integrina ITGA 6 17925
A6B4 ITGB 4 2924-g31

DISTROFICAS

localizadas

Inversa AR

Acral AR

Pretibial AD

Centripeta AD

Generalizadas

RECESIVA AR Colageno VIl COL7A1 3g21.1

Hallopeau-Siemens AR Colageno VI

No Hallopeau-Siemens AR

DOMINANTES

EBD dominantes AD Colageno VIl

EBD transitoria del recién nacido AD
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Desde un punto de vista clinico, la EBDD se caracteriza por la aparicion
recurrente de ampollas, quistes miliares y cicatrices atroficas, en particular en
las extremidades. En la mayoria de los pacientes con EBDD la afectacion
cutdnea es generalizada. Las manifestaciones extracutdneas, excepto la
afeccion esofégica son infrecuentes. El defecto genético que da lugar a la
EBDD es la sustitucion de la glicina en el dominio colagenoso de la cadena pro-
a del homotrimero que codifica el colageno de tipo VII, lo que a su vez
desestabiliza la triple hélice [35]. Puesto que tanto los alelos anédmalos como
los normales se expresan por igual, el funcionamiento del 12,5% de las fibrillas
de anclaje permanece intacto, a lo cual se debe el curso relativamente leve de
la EBDD.

Los defectos genéticos como, por ejemplo, las mutaciones de cambio de
aminoacido y las deleciones dentro del marco, presentes en los pacientes con
los tipos mas leves de EBDR no Hallopeau-Siemens, afectan el ensamblaje y la
agregacion de los polipéptidos de colageno de tipo VII en las fibrillas de
anclaje. Esto causa una reduccién del nimero de fibrillas de anclaje o
alteraciones morfolégicas en la piel de estos pacientes. La terminacién
prematura de ambos alelos, que causa ausencia total del colageno de tipo VIl y
de fibrillas de anclaje, es la causa de base de la EBDR-HS. La presencia
generalizada de ampollas, erosiones, costras, cicatrices atrdficas, onicodistrofia
y desprendimiento de las ufias, pseudosindactilia mutilante en las manos y los
pies [37], y contracturas en manos, pies, codos y rodillas que causan
discapacidad funcional, son signos habituales de este tipo grave de EB. Las
complicaciones extracutaneas son frecuentes en los pacientes con EBDRHS,

entre las cuales se encuentran las afecciones gastrointestinales [38] y
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urogenitales [39, 40], de la parte externa de los ojos [41], anemia croénica,
retraso del desarrollo [42] y un riesgo muy elevado de cancer de gran

malignidad de células escamosas [43].
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2.3. Caracteristicas epidemiolégicas de la epidermdlisis bullosa
hereditaria

Aln se sabe poco acerca de las caracteristicas epidemiolégicas de la
epidermdlisis bullosa y ello se debe a que no existen requisitos de obligado
cumplimiento a nivel nacional para la declaracion de enfermedades
dermatoldgicas, excepto las consideradas transmisibles, como la sifilis.

En los Estados Unidos se logré obtener datos fiables sobre la
prevalencia y la incidencia de la EB hereditaria tras la creacion del Registro
Nacional de EB en 1986 [43]. Este proyecto, financiado por los National
Institutes of Health y ya con 21 afios de existencia, tiene como objetivos
principales la identificacion, inclusion, registro y valoraciéon de todos los
pacientes con EB hereditaria, residentes en los Estados Unidos. Se utilizaron
la busqueda de casos Yy la recopilacion de datos, aplicando rigurosamente
principios epidemiologicos convencionales, y los datos fueron posteriormente
analizados.

Antes del andlisis de los datos recopilados por el NEBR, abundaban en
la literatura médica algunas ideas erréneas sobre la EB. Estas ideas eran el
resultado comprensible de las impresiones clinicas obtenidas por médicos que
comunicaban su propia experiencia con un numero limitado de pacientes con
EB, la mayoria de ellos con formas graves de la enfermedad. Se pensaba, por
ejemplo, que ciertas razas eran mas propensas a padecer EB que otras, debido
a los pocos casos comunicados en afroamericanos. Mas tarde se comprobo
gue esto se debia a las grandes diferencias existentes en cuanto al grado de
acceso a la atencion sanitaria y, mas importante aun, a la posibilidad de ser

remitido a un dermatdlogo o a un especialista en genética clinica, y no a
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diferencias genéticas inherentes relativas a la propension a padecer esta
enfermedad. Otra creencia errGnea era, por ejemplo, que la mayoria de los
casos de EB juntural (EBJ) y EB distréfica recesiva (EBDR) correspondian a los
subtipos de Herlitz (EBJ-H) y Hallopeau-Siemens (EBDR-HS),
respectivamente, y que estos dos subtipos muy a menudo causaban la muerte
en los primeros afios de vida. También se pensaba que la EB simple (EBS) no
era tan frecuente como hoy sabemos que es, debido a que s6lo una minoria de
los pacientes con EBS acudia al dermatdlogo para el diagnéstico y tratamiento

de su enfermedad.

Prevalencias estimadas

Antes de que se llevaran a cabo los andlisis de los datos obtenidos en el
estudio de la poblacion del NEBR, los datos disponibles correspondian a cifras
mucho menores de pacientes con EB procedentes de Escandinavia, Irlanda del
Norte, Croacia, Japén y Columbia Britanica. Los resultados de muchas de
estas estimaciones diferian de forma considerable, debido, en parte, al tamafio
mas pequefio de las muestras utilizadas y al empleo de métodos mucho menos
rigurosos de inclusion de los pacientes. En Noruega, las estimaciones de
prevalencia en 1995 de la EBS (todos los tipos), la EBS-K y la EBS-WC fueron
de 23 a 42, 1,4 a 6,9y 14,5 a 20 por millén de habitantes, respectivamente,
dependiendo de la manera en que se clasificaran los diferentes subtipos de
EBS [44]. Por el contrario, entre 1962 y 1984, la prevalencia de EBS en Irlanda
del Norte se calcul6 en alrededor de 28 por millon de habitantes [45]. En 1995,
la prevalencia en Noruega de EBJ, EB distrofica, EBDR y EBDR-HS fue de

aproximadamente 2, 10, 2.3 y 0.7 pacientes por millébn de habitantes,
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respectivamente [45]. En 1990, la prevalencia de EBDR-HS en Croacia se
calculé en 9,6 por millén de habitantes [46]. En Japon, a partir de los datos
obtenidos en encuestas realizadas en varios hospitales en 1983 a menos de
400 pacientes, se informé que la prevalencia de EBS, EBJ, EBDD y EBDR fue
de 0.29 a 0.40, 0.015 a 0.020, 0.11 a 0.15 y 0.15 a 0.20 por millén de
habitantes, respectivamente.

Probablemente la prevalencia estimada mas fiable antes de la creacion
del NEBR fuera la de Columbia Britdnica, calculada a partir de los datos
contenidos en un registro estatal de vigilancia sanitaria. En dicha poblacién,
Sybert y cols. calcularon que la prevalencia general de EB durante el periodo

de 1952 a 1989 habia sido de 9,9 por millén de habitantes [47].

Incidencias estimadas

En 1983 en Noruega se comunicd que las incidencias de los subtipos
Koebner, Dowling-Meara y Weber-Cockayne de EB simple eran de 2, 1.7 y
como minimo 6 por millébn de nacidos vivos, respectivamente. Entre 1965 y
1994, las incidencias de EBJ (todos los subtipos) y de EBJ de Herlitz en
Noruega y Suecia se estimaron en 7 y 4.6 por millén de nacidos vivos y
superior a 8 y a 7.1 por millon de nacidos vivos, respectivamente. Entre 1947 y
1994, la incidencia de EBDR se calcul6 en 5.6 por millén de nacidos vivos. En
un informe publicado en Croacia en 1990, se dio a conocer que la incidencia de
EBDR-HS era de 19.2 por millon de nacidos vivos (uno de cada 52.000). En
Columbia Britanica, la incidencia de EB (todos los tipos) durante el periodo de

1952 a 1989 se estimo en 17.9 por millon de nacidos vivos.
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2.3.1.- Prevalencia e incidencia de cada tipo y subtipo de EB:

En la Tabla 2 se resumen los datos de prevalencia e incidencia de cada
tipo y subtipo de EB en Estados Unidos. Estos datos se obtuvieron mediante
andlisis de aproximadamente 1.700 pacientes incluidos en el NEBR durante
sus primeros 10 afios de existencia. La prevalencia estimada se calculo
teniendo en cuenta la cantidad de pacientes incluidos en el NEBR y que
estaban aun vivos en 1990, con el objetivo de poder utilizar datos procedentes
del censo realizado en Estados Unidos en 1990. La incidencia estimada se
calcul6 a partir de los datos obtenidos en un periodo de cinco afnos, de 1986 a
1990. Debido a la gravedad de la EBJ y de la EBDR, y a la disponibilidad de
pruebas de diagndéstico gratis para el NEBR, probablemente casi todos los
pacientes que padecian estos dos tipos principales de EB fueron
diagnosticados e incluidos en este proyecto en el periodo de 1986 a 1996.
Asimismo, es probable que se haya incluido en este estudio a la mayoria de los
pacientes afectados de EBDD, y la mayoria de los pacientes con subtipos mas
graves de EBS. Sin embargo, las manifestaciones clinicas de la EBS localizada
suelen ser relativamente leves y, por tanto, muchos de estos pacientes no
fueron detectados por el NEBR. Al calcular la prevalencia y la incidencia de la
EBS, se parti6 de la hipotesis de que no mas del 5% al 10% de todos los
pacientes afectados de EBS habrian sido incluidos en el NEBR. Incluso esta
cifra podria ser demasiado exagerada acerca del éxito de la inclusion de

pacientes con este tipo importante de EB.
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Tabla Il.- Prevalencia e incidencia de la epidermdlisis bullosa:

Tipos de EB Prevalencia® Incidencia®
EBS (todos subtipos) 4,60 10,75
EBS-WC 3,14 6,81
EBS, otro tipo 1,46 3,95
EBJ (todos subtipos) 0,44 2,04
EBJ-H 0,07 <0,41
EBJ, otro tipo 0,37 <2,04
EBDD 0,99 2,86
EBDR (todos subtipos) 0,92 2,04
EBDR-HS 0,42 0,41
EBDR, otro tipo 0,49 1,63
EB, (todos tipos) 8,22 19,60

La prevalencia global de la EB hereditaria en la poblacién
estadounidense fue de 8,22 por millon de habitantes. Las prevalencias de EBS,
EBJ, EBDD y EBDR fueron de 10.75, 2.04, 2.86 y 2.04 por millbn de
habitantes, respectivamente. Las prevalencias de los principales subtipos se
presentan en la Tabla 2. Hay que sefialar que la cantidad de pacientes que
padecian alguno de los principales subtipos de EB era tan pequefia que resulto
imposible obtener valores fiables de prevalencia. Asimismo, la incidencia de
EB hereditaria en la poblacién estadounidense fue de 19.60. Sin embargo,
estos datos estan basados en el supuesto de haber captado practicamente a
todos los pacientes con EB, independientemente del subtipo, en la poblacién
del estudio del NEBR.

En varios otros paises se han creado también registros de EB, entre
ellos Italia [48], Alemania, Escocia [49] y Australia. En el afio 2002, el registro
italiano contenia 697 casos clasificables, la mayoria de los cuales padecian los
tipos no simples de la enfermedad (EBJ, 10%; EB distréfica, 62%). En la

cohorte de pacientes italianos, la prevalencia y la incidencia globales durante el
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periodo de 1997 a 1998 fue de 10.1 por millon de habitantes y de 20.1 por
millon de nacidos vivos, respectivamente.

Si bien la distribucién de los tipos de EB incluidos en el registro italiano
difiere de la de Estados Unidos, las tasas generales son notablemente
similares a las informadas por el NEBR, lo cual indica que probablemente los
datos obtenidos en Estados Unidos son comparables a los obtenidos al menos
en Europa occidental, y probablemente en el resto del mundo. Sin embargo, es
posible que en otras cohortes 0 en otros paises estos resultados sean
diferentes. Existen varias razones que podrian explicar dichas posibles
diferencias. En primer lugar, la precision de los datos epidemiolégicos depende
en gran medida del éxito del diagndstico de los pacientes. Cuando la busqueda
de casos no se realiza de forma extremadamente rigurosa, los valores de la
prevalencia y la incidencia estimadas seran mas bajos, y sera mayor la
cantidad de errores de diagndstico y de clasificacion. En segundo lugar, la
prevalencia y la incidencia estimadas se veran afectadas también por las
limitaciones de los pacientes para tener acceso a los registros 0 a sus médicos.
Si bien la mayoria de los nifios que presentan EB todavia estan cubiertos por
los servicios sanitarios financiados, al menos parcialmente, con fondos
federales o estatales, no sucede lo mismo con los adultos. En tercer lugar, la
inclusién de pacientes con EB suele depender del subtipo que padezcan. Los
pacientes con los tipos autosémicos dominantes leves de EB, como por
ejemplo la EBS-WC, en ocasiones no acuden al médico porque saben que no
existe un tratamiento eficaz, segun la experiencia de otros miembros de la
familia que también han padecido la enfermedad. Como resultado de ello, estos

casos no seran diagnosticados y, por tanto, no se incluiran en los calculos de
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prevalencia de la EB. Por otra parte, en paises mas pequefios se encontraran
tasas de prevalencia e incidencia mucho mas altas, porque en ellos, por
diversas razones culturales o econémicas, la consanguinidad suele ser mucho

mas frecuente que en otros paises.
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2.4. Diagnostico:

2.4.1. Estudios histopatolégicos habituales para el diagndéstico de la
epidermolisis bullosa:

Por lo general, la microscopia Optica de uso habitual es de escasa
utilidad para el diagnéstico de la EB hereditaria, pues en la mayoria de los
casos, es decir, en los casos de EB juntural y EB distréfica, el Gnico hallazgo es
una ampolla «subepidérmica» paucicelular. Por tanto, no se suelen realizar
exploraciones con microscopia éptica de forma habitual a menos que se desee
establecer el diagnéstico diferencial con otras enfermedades ampollosas, como
la infeccidn intrauterina por herpes simple. Aunque a veces es posible observar
el despegamiento intraepidérmico secundario a la citdlisis de los queratinocitos
basales en muestras histopatologicas obtenidas de pacientes con EBS, en
otras ocasiones podria resultar dificil diferenciar una EBS de una enfermedad
ampollosa de otro tipo, ya que so6lo se producen focos de formacion de
ampollas en la zona situada justo por encima de los queratinocitos de la
membrana basal, quedando s6lo minimos restos en la membrana basal. Con el
microscopio Optico es dificil o imposible visualizar estos fragmentos. Asimismo,
si bien la formacion de separaciones en la parte superior de la epidermis podria
indicar la presencia de un subtipo de EBS suprabasal, conviene realizar el
diagnostico diferencial con otras enfermedades. Para poder determinar de
forma precisa la localizacion anatomica de las ampollas, sera necesario realizar
una cartografia antigénica mediante inmunofluorescencia 0 microscopia

electronica.
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2.4.2.- Caracteristicas de la microscopia 6ptica en las EB hereditarias:

EB simple

Este grupo principal de EB se caracteriza por la presencia de despegamientos
intraepidérmicos, habitualmente en la capa celular basal de la epidermis. La
separacion del tejido puede producirse en una zona tan profunda de la
epidermis que en los exdmenes de cortes de tejido incluidos en parafina podria
parecer que se trata de una separacion «subepidérmica» y, por tanto,
confundirse con una EBJ o con una EBD. Sin embargo, en algunos casos, en el
examen de cortes finos incluidos en plastico se observan fragmentos de
queratinocitos basales en la base de la ampolla, donde se observa también la
membrana basal, que es PAS positiva. Otro indicio de la localizacion
intraepidérmica de las ampollas es la presencia de citdlisis [50,51,52] o de
vacuolas en los queratinocitos basales en la zona adyacente a la ampolla. En el
caso del subtipo EBS de Dowling-Meara, a veces se observan algunos
eosindfilos en la dermis papilar, aunque éste no es un signo especifico de este
subtipo. En la EB simple con distrofia muscular, las ampollas siempre aparecen
en la zona situada justo por encima de los hemidesmosomas. En la EBS
superficial se ha descrito separacion en la zona subcorneal, que puede simular
un sindrome de la piel escaldada [53]. Se ha descrito otro subtipo infrecuente
en el que las células basales se observan hipertréficas y disqueratdsicas y en
cuyos citoplasmas se encuentran agrupaciones eosinofilas y alguna mitosis

atipica [54].
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EB juntural

Los subtipos de EB juntural se caracterizan por la formacién de ampollas
paucicelulares de localizacion «subepidérmica» y en cuya base se observa la
membrana basal PAS positiva. Cuando existe atrofia cutanea, se produce un
adelgazamiento de la epidermis y aplanamiento de las crestas interpapilares.

En las areas cicatriciales, se puede observar fibrosis dérmica [55, 56].

EB distrofica

En la piel de los pacientes con EB distrofica se observan ampollas
«subepidérmicas» paucicelulares. En raros casos se ha observado también
una escasa cantidad de eosindfilos en la dermis. A menudo se observan,
ademas, cicatrices dérmicas superficiales y quistes miliares. En la parte

superior de la ampolla se observa la membrana basal PAS positiva [55, 56].
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Figura 4: Microscopia optica de una biopsia cutanea de EBD.
Se aprecia la separacién entre epidérmico-dérmica con una gran

ampolla y ausencia de complejos de anclaje.

32



2.4.3.- Cartografia antigénica:

La cartografia antigénica (CA) es, en esencia, un método
inmunohistoquimico para determinar la expresion de antigenos (principalmente
proteinas estructurales) en muestras de tejidos examinadas, por lo general, con
microscopia por inmunofluorescencia. En la piel de pacientes con epidermalisis
bullosa (EB) hereditaria, se determina la presencia, la ausencia, o la
disminucién de la expresion de proteinas estructurales de los queratinocitos o
de la union dermoepidérmica, asi como su distribucion en una ampolla de
formacién espontdnea o en una separacién creada intencionalmente [57, 58].
Asi puede determinarse el sitio de formacion de la ampolla (epidermolitica, en
la ldmina lucida o «juntural» o dermolitica). La CA constituye la principal prueba
diagnéstica no molecular de la EB y como los resultados se obtienen en un
plazo de medio dia, esta prueba aporta en poco tiempo la informacién
necesaria para determinar cual de los tipos principales de EB presenta el
paciente y el pronostico de la evolucion y el desenlace clinico de la enfermedad
[59]. Los resultados de esta prueba sirven para realizar analisis de mutaciones,
ya que permiten precisar cuales de los genes que codifican las proteinas
estructurales de los queratinocitos o de la zona de la membrana basal de la

union dermoepidérmica deben estudiarse [60, 61].

33



2.4.4.- Microscopia electréonica en el diagnéstico de la epidermdalisis
bullosa:

La microscopia electrénica o, mas especificamente, la microscopia
electronica de transmision (MET), ha desempefiado un papel extraordinario en
la consolidacién de la clasificacion moderna de la epidermdlisis bullosa (EB). A
principios de la década de 1960, Pearson [62] fue el primero en demostrar que
dos de los tipos de EB ya reconocidos (la EB simple y la EB distrofica) se
caracterizaban por la formacién de ampollas en sitios claramente observables y
reproducibles mediante MET. Otros autores [63, 64, 65] confirmaron que la
localizacion de la separacion en la piel en varios subtipos de EB distrofica se
encontraba sistematicamente por debajo de la ldmina densa de la unién
dermoepidérmica, y describieron la existencia de un posible defecto primario en
la formacion de las fibrillas de anclaje. También se comprob6 que en el tercer
tipo principal de EB identificado, la EB juntural (conocida entonces como EB
letal), la separacion del tejido se producia en otro plano ultraestructural
especifico, la lamina lucida [66, 67, 68, 69]. Ademas, otro componente del
«complejo de anclaje », conocido como hemidesmosomas, presentaba también
caracteristicas ultraestructurales anomalas. Estos importantes signos
ultraestructurales se han explicado con mas detalle en varios estudios
publicados [70, 71, 72].

Para poder entender la importancia de cada uno de los lugares
ultraestructurales de localizacion de la separacion del tejido en el diagndstico
de la EB, es importante conocer con detalle las caracteristicas
ultraestructurales de la unién dermoepidérmica, en particular de la zona donde

se encuentran los complejos de anclaje. Independientemente de la calidad de
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la conservacion del tejido o de otros de los pasos necesarios para garantizar un
andlisis adecuado mediante MET, un inconveniente importante de la MET es
que solo puede ofrecer imagenes bidimensionales de cortes extremadamente
finos de tejido fijado, lo cual podria, en el mejor de los casos, ser una
representacion imprecisa del estado real de la piel viva. Sin embargo, como en
el diagndstico histopatoldgico, un especialista en microscopia experimentado
deberia poder distinguir lo «normal» de lo «anormal» y buscar otros indicios
que le permitan llegar a conclusiones Utiles para la realizacion de un

diagndstico preciso.

EB simple:

Es el subtipo mas frecuente de esta enfermedad, en la EB simple de
Weber-Cockayne las ampollas se forman en los queratinocitos basales, por
debajo de los nucleos de las células [73, 74], aunque en algunos casos en los
cortes se observa que la afeccibn abarca una zona mas extensa que se
extiende hacia la epidermis. La presencia de cumulos o agregados de
filamentos de queratina es un signo patognomoénico del subtipo EB simple de
Dowling-Meara [75, 76, 77]. La inmunoMET ha demostrado claramente que la
presencia de cumulos anémalos, se marca preferentemente para las queratinas
K5 y K14 [78]. En el tipo de EB simple con distrofia muscular, causada por
deéficit de plectina, las primeras alteraciones se producen en una zona muy
profunda en las células basales, por encima de la membrana plasmatica basal
y de las placas de hemidesmosomas asociadas [79, 80, 81, 82]. La EB simple
superficial se caracteriza por la formacion de separaciones en la zona superior

de la epidermis, en la unidn entre los estratos granuloso y corneo [83]. En el
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subtipo infrecuente de EB simple autosémica recesiva generalizada,
habitualmente causado por mutaciones de parada homocigoticas en la
queratina-14, los filamentos de queratina de las células basales son
extremadamente escasos o indetectables [84, 85]. La EB simple asociada a
pigmentacién moteada se caracteriza por la presencia de cumulos anémalos de

melanosomas y anomalias en la red de filamentos de queratina [86, 87].

EB juntural:

En todos los pacientes con EB juntural (EBJ), independientemente de los
genes afectados o de las caracteristicas especificas de las mutaciones de
fondo, los despegamientos se producen en la zona de la lamina licida, entre la
membrana plasmética de las células basales y la lamina densa situada por
debajo de ésta. Existen varios subtipos de EBJ: la EBJ de Herlitz, la EBJ no
Herlitz y la EBJ con atresia pilérica. En el primer y tercer subtipo, las placas de
hemidesmosomas suelen ser muy pequeias [66, 67, 68, 69, 71, 72, 88], y
suele estar debilitada la unién entre éstas y los filamentos de queratina
intermedios [89]. En el caso de la EBJ no Herlitz, el tamafio de los
hemidesmosomas y la cantidad de éstos son variables, y su aspecto puede ser
normal [67, 69, 90]. Conviene recordar que los pacientes con EBJ no Herlitz
causada por mutaciones en el colageno de tipo XVII, pueden presentar
ampollas originadas en la zona inferior de la epidermis [91, 92], similar a lo que
ocurre en los pacientes con EB simple. Este mismo lugar de localizacion del
despegamiento suele observarse en los pacientes con EBJ con atresia pilorica,

causada por mutaciones en la integrina a64.
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EB distrofica:

En este tipo principal de EB, la separacion se produce siempre
inmediatamente por debajo de la lamina densa. La diferencia entre el lugar de
formacién de las ampollas en la EB distrofica (EBD) y en la EBJ es de menos
de 1 micrémetro, lo que queda muy alejado del poder de resolucion de un
microscopio Optico. En el caso del subtipo EBD autosémica recesiva
generalizada grave, a menudo denominada con el eponimo de «Hallopeau-
Siemens», las fibrillas de anclaje no afectadas no suelen detectarse [64, 65].
Sin embargo, las fibrillas de anclaje estan presentes en una pequefia cantidad
de pacientes con los subtipos dominante y recesivo mas leves de EBD [65]. En
el tipo de EBD conocida como «dermatosis bullosa transitoria de la infancia»,
se observan inclusiones de apariencia caracteristica en las células epidérmicas
basales [73,93], las cuales se han detectado mediante analisis
inmunocitoquimicos utilizados para tefiir el colageno tipo VII, que es el principal

constituyente de las fibrillas de anclaje.
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2.4.5.- Ventajas e inconvenientes de la microscopia electrénica para el
diagnéstico de la EB:

Durante muchos afios, la MET ha sido la prueba de eleccién para el
diagnostico de la EB, y ha jugado un papel importante en la elaboracién de la
clasificacion moderna de esta enfermedad [94] y en el descubrimiento de
nuevas enfermedades, como el déficit de placofilina-1, recientemente
reconocida como un subtipo de EB. Esta prueba continla ocupando un lugar
de privilegio para determinar la localizacién exacta de la separacion del tejido y,
ademas, es la que mejor permite realizar una exploracion exhaustiva de las
células y sus organelos (p. ej.: mitocondrias, reticulo endoplasmatico, granulos
laminares) y otros componentes subcelulares (p. ej.: tonofilamentos,
hemidesmosomas, fibrillas de anclaje y membrana plasmatica). Sin embargo, la
disponibilidad de anticuerpos monoclonales y policlonales bien caracterizados,
que permiten reconocer los componentes principales de la unién
dermoepidérmica y otras moléculas intraepidérmicas que intervienen en la
patogenia y el diagnéstico de la EB, ha traido como resultado que la
inmunofluorescencia indirecta haya reemplazado, en gran medida, a la MET
como medio principal de diagndstico de la EB.

No obstante, ha quedado establecido [94] que la MET diagndstica debe
estar disponible al menos en algunos centros de referencia, pues podria ser
necesaria para poder realizar el diagnostico en casos mas complejos. Una
altima advertencia: mas importante que el aparato utilizado para esta prueba es
la habilidad y, en particular, la experiencia del especialista en microscopia

electronica que analiza las muestras.
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La MET ha desempefiado un papel fundamental en el diagndstico de la
EB, y continuara haciéndolo a pesar de que otros métodos de diagndstico han

ido ocupando un lugar cada vez mas prominente en el laboratorio.
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2.4.6.- Forma no habitual de herencia: isodisomia uniparental (IDUP):

La IDUP (isodisomia uniparental o meroisodisomia) asociada a
homocigosidad de alelos recesivos se ha ido aceptando cada vez mas como la
base molecular de varias afecciones autosémicas recesivas [95]. De hecho, se
han comunicado mas de 35 casos de enfermedades recesivas causadas por
IDUP [96]. Hasta hoy se han publicado seis casos de IDUP en pacientes con
epidermdlisis bullosa, cuatro de los cuales padecen EBJ, por alteraciones en el
gen LAMB3 en tres casos y en el LAMC2 en uno [97, 98, 99, 100]. En otro
estudio, se demostro IDUP en pacientes con EBS letal con atresia pilorica (AP),
en quienes estaba afectado el gen PLEC1. En publicaciones recientes se ha
informado un fenotipo de EBDR-HS debido a IDUP en el gen COL7A1 [101,
102].

La heteroisodisomia uniparental consiste en la presencia de un par de
cromosomas homaologos, mientras que isodisomia uniparental (IDUP) se refiere
a la presencia de dos copias idénticas de un homdlogo solamente, y la
meroisodisomia (isodisomia parcial) consiste en una mezcla de ambas
afecciones [103]. Es decir, en la IDUP se transmiten al hijo dos copias de una
mutacion recesiva de uno de sus padres que es portador heterocigotico.

La posible asociacion entre la IDUP y la epidermdlisis bullosa tiene
importantes repercusiones en la busqueda sistemética de mutaciones y en la
precision del consejo genético. Deben realizarse analisis moleculares
sistematicos a ambos padres de todo nifio que padezca una enfermedad
autosomica recesiva. En estos casos, los padres suelen ser portadores
asintomaticos y el riesgo de recurrencia en embarazos posteriores es del 25%.

La Unica excepcion es la IDUP, en la cual el hijo hereda ambos homologos de
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un par de cromosomas de uno de los padres solamente. En embarazos
posteriores suelen cumplirse los principios mendelianos. La mayoria de estos
casos parecen estar asociados al embarazo en edades avanzadas. La
localizacion de mutaciones de novo que no estan presentes en la linea
germinal de uno de los padres podria reducir de forma importante, aunque sin
llegar a eliminar, el riesgo de recurrencia.

Cuando el nifio es homocigoético para una determinada mutacion y en
uno de los padres el mismo locus es normal, los analisis de haplotipos de
dicho locus genético basados en la herencia de polimorfismos intragénicos,
suelen ser Utiles para determinar el origen del segundo alelo mutante del nifio.
Para determinar la naturaleza de la disomia y la cantidad de cromosoma que
esta duplicada en el nifio, conviene genotipar marcadores microsatélites que
abarquen todo el cromosoma. Los marcadores microsatélites pueden
amplificarse con oligonucleétidos marcados con carboxifluoresceina (FAM-6) e
investigarse féacilmente con un analizador genético ABI. En casos de
maternidad dudosa (aunque éstos son infrecuentes) o de paternidad dudosa
deben realizarse andlisis confirmatorios mediante un conjunto de marcadores
microsatélites ligados a diversos cromosomas, para detectar cualquier
discrepancia existente en la segregacion de los alelos maternos o paternos en
el nifio afectado.

La IDUP puede dar lugar también a fenotipos especificos, segun el
origen parental de los cromosomas. A éste fendbmeno se le denomina sellado
genomico. La modificacion epigenética de un gen especifico o de un grupo de
genes dado determina de cudal de los progenitores proviene cierta expresion

genética especifica, de manera que se altera la transcripcion genética y en el
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embrién se expresa soOlo una copia heredada del gen o los genes sellados
[104]. Las tres anomalias fenotipicas frecuentemente asociadas a la IDUP en el
caso de los cromosomas sellados son el retraso del crecimiento intrauterino, el
retraso madurativo y la talla baja [105, 106].

Hasta ahora no se han publicado casos de genes sellados asociados a
EB e IDUP. Los mecanismos subyacentes de la IDUP son diversos. Entre ellos
se encuentran la complementacion de gametos (ausencia de reduccion durante
la meiosis, que da lugar a un gameto diploide, con dos copias de un
cromosoma, fertilizado por un gameto nulosomico, carente del mismo
cromosoma), rescate trisomico (pérdida de cromosomas en la trisomia),
rescate monosomico (duplicacién de cromosomas en la monosomia) y error

posterior a la fecundacion [107, 108].
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2.4.7.- Mosaicismo genético en la epidermdlisis bullosa:

El mosaicismo genético consiste en la presencia en un organismo de
dos 0 mas poblaciones celulares genéticamente diferentes derivadas de un
anico cigoto homogéneo. Asi, un mosaico no es lo mismo que una quimera
(que es un organismo formado por dos poblaciones celulares genéticamente
diferentes procedentes de cigotos distintos) [109]. Pueden aparecer
poblaciones celulares heterogéneas mosaico después de la fecundacion,
durante la embriogénesis, el desarrollo fetal o el periodo posnatal, como
resultado de anomalias cromosémicas (p. ej.: aneuploidia, poliploidia) o
mutaciones en un solo gen. El momento del desarrollo embrionario en el que se
produce la mutacion determinara cual de los tejidos y qué cantidad de células
de éste portaran la modificacion. Sélo se afecta el tejido derivado de la célula
precursora en la que se ha producido la modificacion, y esto determina la
magnitud de las manifestaciones del cambio en el tejido endodérmico,
ectodérmico o mesodérmico [110, 111]. Por ello, las mutaciones que se
producen en las primeras etapas del desarrollo embrionario derivaran en
afecciones cutaneas de mayor magnitud e incrementara las probabilidades de
afectacion de otros 6rganos. EI mosaicismo, por tanto, explica la distribucién
asimétrica de las lesiones, la ausencia de afeccion difusa de todo un érgano, la
existencia de gemelos idénticos discordantes, la aparicion esporadica y el
hecho de que algunos de los hijos de una persona afectada no presentan
afecciones [112].

En teoria, una mutacion postcigética puede ocurrir en las células

gonadales o en las somaticas; es decir, el mosaicismo puede ser de la linea
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germinal o somatica. El mosaicismo de la linea germinal supone la presunta
transmision a los descendientes, ya que el tejido del que derivan los gametos
es también un mosaico. Tipicamente, tales alteraciones genéticas se producen
de novo y suponen la transformacion de células normales en células mutantes
(«kmosaicismo primario»). Por otro lado, en el «mosaicismo revertiente» una
mutacion hereditaria causante de enfermedades puede corregirse mediante
una segunda alteracion genética, con lo cual se restaura, de forma parcial o
total, la funcionalidad del gen en cuestion en las llamadas células
«revertientes». La correccion de una célula precursora podria dar lugar, en este

caso, a una reparacién permanente.
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2.4.8.- El mosaicismo revertiente en la epidermalisis bullosa:

En numerosas enfermedades genéticas se ha detectado mosaicismo
revertiente, entre ellas la tirosemia tipo |, el sindrome de Bloom, la anemia de
Fanconi, el sindrome de Wiskott- Aldrich, la inmunodeficiencia combinada
grave ligada al cromosoma X, el déficit de adenosina desaminasa y la
epidermolisis bullosa [113]. Por ello, se retransforman diversos tipos de células
como los hepatocitos, los linfocitos y, en la EB, los queratinocitos. En el caso
de la EB, se ha documentado en varios estudios la presencia de rasgos de
mosaicismo, lo cual ha contribuido de forma importante a la caracterizacién de
la patogenia y la paragenética del mosaicismo y la reversion molecular.

En un estudio innovador realizado por Jonkman [114], se documentd por
primera vez el mosaicismo revertiente en la EB en un paciente con EBJ-nH. El
probando fue un heterocigoto compuesto para dos mutaciones de truncamiento
en el gen COL17A1, a saber, la mutacion en R1226X (terminadora en el alelo
paterno) y la mutacién en 1706delA (cambio de marco de lectura en el alelo
materno). La reexpresién de BP180 en los queratinocitos se produjo por una
conversion génica mitética del gen COL17A1 en el alelo materno; es decir, que
el sitio donde se encontraba la mutacion en el alelo materno fue reparado por la
secuencia normal del alelo paterno, mediante entrecruzamiento en las células
somaticas precursoras. El gen paterno R1226X se mantuvo presente en todas
las muestras de células. Conviene sefialar que esto logro evitar la formacion de
ampollas a pesar de que la reversion de los queratinocitos de la membrana
basal no habia sido de mas del 50% en las zonas de piel carente de signos
patolégicos en las que se habia reexpresado el colageno tipo XVII. Los

cumulos positivos encontrados se interpretaron como correspondientes a la
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presencia de células procedentes de las divisiones de las células precursoras
revertientes, cuyo indice de correccion parece haber sido suficiente para
normalizar el funcionamiento de la piel.

El mosaicismo revertiente se ha documentado también como causa de la
mejora frecuentemente observada con el paso del tiempo en los pacientes con
EBS-DM, bien por acumulacion en el tiempo de mudltiples reversiones
beneficiosas, bien por reemplazo de las células mutadas por células
revertientes bajo una presion selectiva adecuada, en este caso la formacion de
ampollas [115]. La mejora de una enfermedad hereditaria con el transcurso del
tiempo probablemente dependa de las transformaciones beneficiosas que se
produzcan en las células precursoras al reexpresar la proteina afectada
durante el proceso de competencia con las células progenitoras mutadas. Otras
mutaciones en otros genes o tipos de células que no son beneficiosas para la
célula podrian simplemente perderse [113]. Como resultado de ello, es posible
que los fibroblastos y las células precursoras hematopoyéticas en un paciente
con un tipo revertiente de EB también contengan mutaciones revertientes. Sin
embargo, debido a que estas células, a diferencia de los queratinocitos, no
expresan componentes de la membrana basal, como por ejemplo el colageno
tipo XVII, no estan sujetas a la seleccion natural. Por ello, una mutacion
revertiente en los fibroblastos y en las células sanguineas, que son importantes
fuentes de ADN para los analisis moleculares, pueden perderse con el tiempo.

Se puede encontrar un ejemplo de la importancia de una presion
selectiva determinada para el mantenimiento de las reversiones genéticas
beneficiosas en la hiperqueratosis epidermolitica, una enfermedad hereditaria

de la piel asociada a afectacion del tejido suprabasal por mutaciones en la
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gueratina 10. Las células precursoras mutadas de la capa basal podrian no
resultar afectadas por la destruccion y, por ello, no recibirdn estimulos de
ninguna «presion correctora». En otras palabras, dado que las células
precursoras pueden encontrarse en el foliculo piloso, en la zona interfolicular
de la dermis y en las glandulas sebaceas, la diseminacion de las células
precursoras revertientes probablemente suponga la destruccion también de las
células precursoras de localizacion mas profunda. Esto favoreceria el
mantenimiento de las células precursoras corregidas en la mayoria de los tipos
de EB asociados a alteraciones de la zona de la membrana basal.

En 2005, Pasmooij y cols. [115] realizaron un estudio en dos probandos
heterocigotos compuestos no emparentados, que padecian EBJ-nH
autosdmica recesiva y que presentaban diversas zonas de piel con
funcionalidad restaurada. Estas zonas de reversibn se mantuvieron sanas
durante toda su vida y no se expandieron. Como las células precursoras
revertientes no parecian estar sometidas a los efectos de la selecciéon natural
(para diseminarse), los autores concluyeron que las mutaciones correctoras
asociadas a la presencia de zonas de piel sana de decenas de centimetros
cuadrados de extensién se produjeron durante la embriogénesis. Las
investigaciones genéticas permitieron determinar que en estos pacientes
habian ocurrido diversas reversiones somaticas de las mutaciones patégenas
del gen COL17Al. Ademas, las mutaciones heredadas, tanto por la linea
materna como por la paterna, se revirtieron al menos una vez como resultado
de diversos procesos de reversion.

Recientemente, Pasmooij y cols. [113] observaron de nuevo este

fendmeno en dos probandos con EBJ-nH no emparentados. En ambos, los
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andlisis del ADN del gen LAMB3 revelaron varias mutaciones supresoras
intragénicas diferentes en los queratinocitos revertientes, las cuales corrigieron

la misma mutacion de la linea germinal c.628G—A; pE210K. La mutacion
€.628G—A provoco la sustitucion de un aminoacido en el extremo N-terminal

globular del brazo corto de la cadena beta3 de la laminina-332, que se
considera de vital importancia para la asociacion entre la laminina-332 y otros
componentes estructurales de la zona de la membrana basal. En estos casos,
la mutacion probablemente seria la causa de un cambio de polaridad que
afectaria a las interacciones entre las proteinas de la laminina-332, lo que
reduciria la adherencia entre epidermis y dermis en estos pacientes. Sin
embargo, se observd un efecto aun mas profundo en el empalme del ARNm,
debido a que el cambio del nucleétido 628 se produjo en la secuencia
consenso en el sitio de empalme 5, lo que generé cuatro transcriptos
aberrantes adicionales.

Si bien ambos probandos presentaban una extrema disminucion de la
expresion de la laminina-332 en la piel afectada, en el paciente 1 las diversas
mutaciones supresoras intra-génicas somaticas compensadoras se asociaron,
desde un punto de vista fenotipico, al hecho de que los signos clinicos de la
enfermedad mejoraron de forma progresiva en parte de la piel de la pierna
izquierda. En esta parte del cuerpo con piel previamente afectada, la expresion
de laminina-332 se normalizé completamente. El paciente 2 presentaba varias
zonas revertientes en brazos, hombros y térax. Cabe sefalar que en el
paciente 1 la zona de piel revertiente aumenté de tamafio, mientras que en el
paciente 2 no se produjo expansion de la zona de piel sana. La diferencia de

expresion fenotipica en ambos probandos contribuyé a un posible aumento en
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la cantidad de laminina-332 producida en las células afectadas del paciente 2,
porque en el paciente 1 un alelo afectado por una mutacién de parada no
contribuia a la produccion de laminina-332. Por ello, la expansion de los
queratinocitos revertidos bajo presion selectiva podria haber sido mas facil en
el paciente 1 que en el paciente 2, debido a que las células afectadas son
menos capaces de competir.

Segun estos datos, en una misma persona pueden producirse multiples
reversiones. Los autores del estudio concluyeron que la presencia de diversas
mutaciones correctoras en el mismo paciente implica que no existe un solo
mecanismo favorito para la correccion de una mutacion dada. Ademas, se
pensaba que el mosaicismo revertiente in vivo era algo poco frecuente, pero
estudios recientes han indicado que probablemente se produzca con mayor
frecuencia de lo estimado. Esto podria deberse a un aumento de la tasa global
de mutaciones a causa de una acumulacion de metabolitos mutagenos, por
exposicién a radiaciones (manifestada por las caracteristicas mutaciones por

transicion C—T y G—A causadas por rayos ultravioletas), puntos de alta

sensibilidad a las mutaciones o un defecto genético que afecta el
mantenimiento de la estabilidad del genoma (p. ej.: inactivacion de un gen
cuidador) [113, 116]. Por otra parte, como los signos de mosaicismo pueden
estar presentes tanto en zonas de piel aparentemente sana como en zonas
afectadas, es probable que se pase por alto facilmente la reversion y que su
frecuencia sea mayor de lo que se cree.

Por altimo, es evidente que para lograr la mejoria clinica no es necesario
gue la reversion se produzca en todas las células afectadas, como demuestra

la presencia de interrupciones en las zonas de tinciébn inmunohistoquimica del
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coldgeno tipo XVII de la membrana basal dermoepidérmica en muestras
obtenidas por biopsia de piel aparentemente sana de pacientes con EBJ-nH.
Esto plantea la posibilidad de que pueda usarse la citoterapia revertiente en
pacientes con EB que presentan mosaicismo, mediante queratinocitos
autogenos corregidos de forma natural, con lo que se evita la fase de
correccion genética recombinante.

Se ha documentado también otra forma de manifestacion del
mosaicismo somatico, que consiste en la presencia de lesiones cutaneas a lo
largo de las lineas de Blaschko, en forma de S o de V, en espiral, veteadas, o
lineales y que no siguen el trayecto de ninguna estructura nerviosa, vascular o
linfatica ni los dermatomas cutdneos. Se considera que siguen el trayecto
dorsoventral del neuroectodermo y que se originan en la cresta neural durante
la embriogénesis. Este tipo de distribucion de las lesiones cutdneas se ha
atribuido a dos tipos de mosaicismo [111]. En el tipo 1, se observan zonas de
piel afectada de distribucion lineal rodeadas de piel sana. EI mosaicismo tipo 2
se manifiesta en enfermedades autos6micas dominantes, que muestran una
afectacion cutanea difusa caracteristica de la enfermedad hereditaria en
cuestion (que corresponde a un estado heterocig6tico) pero acompafiadas de
zonas lineales de exacerbacion de la afeccion cutanea. Estas zonas siguen el
trayecto de las lineas de Blaschko y revelan un estado homocig6tico, con
disminuciéon de la heterocigosidad o un estado hemicigético debido a
mutaciones causantes de pérdida de alelos normales. En la EB, sin embargo,
no se han demostrado dichas correlaciones. No obstante, en un paciente con
mosaicismo tipo 2 y enfermedad de Hailey-Hailey, se observo pérdida del alelo

paterno y duplicacion del alelo materno mutado, probablemente debido a

50



recombinacién mitGtica postcigética [117]. Esta pérdida postcigética del alelo
normal correspondiente en un embridn heterocig6tico por entrecruzamiento
somatico podria dar lugar a dos células hijas homocigoéticas para el alelo
mutado o para el alelo normal (recombinacion soméatica/postcigotica) [118].

Por ultimo, Schuilenga-Hut y cols. [119] publicaron el caso de un
paciente con EBS recesiva, que era homocig6tico para una mutacion del sitio

de empalme KRT 14 (1842-2A — C). La mutacion de la linea germinal dio lugar

a diversos transcriptos aberrantes portadores de codones de terminacion
prematura, por lo que se formaron proteinas K14 truncadas. Los queratinocitos
de la membrana basal de la piel y los obtenidos por cultivo de tejido carecian
de K14-/-. Resulta interesante que el cultivo de una nueva muestra de piel
obtenida por biopsia del paciente con déficit de K14—/— reveld la presencia de
queratinocitos que espontaneamente expresaban la proteina K14. Los analisis
inmunohistoquimicos y por microscopia electrénica de esta muestra de piel
revelaron, ademas, la expresion hibrida de la K14 y la reaparicion de filamentos
intermedios en los queratinocitos de la membrana basal. Por otra parte, en los
analisis de inmunotransferencia se encontrdé un polipéptido K14 revertiente de
peso molecular aparentemente normal.

Los analisis del ARNm KRT14 de los queratinocitos con expresion de
K14 obtenidos de muestras de piel mosaico revelaron la presencia de un

transcripto adicional (1844T—T, 1845delta6) que codifica un polipéptido K14

anomalo con una delecion de cambio del marco de lectura, doble residual
exclusiva y un cambio de aminoacido. Este mosaicismo revertiente parcial
justifica la distribucion de la tincidn con anticuerpos y la reaparicion de

filamentos intermedios, aunque esta semifuncionalidad impidié la reversion del
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fenotipo clinico. Un segundo factor somatico modulador en el genoma que
afecta el procesamiento postranscripcional del preARNm K14 («edicién del
ARNmM>») se considerd como posible causa de este fendmeno. En la edicion del
ARNmM puede producirse insercion o delecion de nucleétidos, por accion
enzimatica, o sustituciones de nucleétidos en el ARN [109]. Por tanto, la
secuencia codificadora esté alterada con respecto a la que se formaria a partir

de la informacion contenida en la plantilla gendmica.
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2.4.9.- Mosaicismo y genoterapia natural:

La terapia génica natural consiste en el rescate de una mutacion
causante de enfermedad mediante un fendbmeno genético secundario que se
produce de forma espontanea. Esta correccion puede dar lugar a un patron
mosaico cuando estan afectadas solamente subpoblaciones de componentes
celulares. Cuando el rescate se produce en las células de la linea germinal en
las que ha ocurrido una mutacion, el alelo revertiente podria transmitirse
también a la descendencia, que no expresarian este rasgo o lo expresarian de
forma leve.

Hay casos de EB distréfica en los que un exéon que contiene una
mutacion de parada o de cambio del marco de lectura, es cortado del ARNm
del colageno tipo VII, de forma espontanea, o por activacion de un potenciador
del empalme [109]. El desempalme del exdn portador de la mutacion restaura
el marco de lectura y con ello se rescata parcialmente la transcripcion, lo cual
deriva en la expresion de una proteina truncada y, como consecuencia de ello,
una forma mas leve de la EBD-HS grave. Similares rescates del ARNm se han
encontrado en pacientes con formas muy leves de EB, en los que los exones
contienen codones de terminacion prematura (CTP) en los genes que codifican
la laminina beta3, el colageno tipo XVII o la integrina beta4 [109,120]. Se han
postulado cuatro posibles modelos de salto u omision de exones portadores de
CTP: 1) la gammagrafia, en la que una maquinaria nuclear de accion similar a
la traduccion elimina exones portadores de un CTP; 2) la degradacion del

preARNmM mediada por mutaciones de parada, que aparentemente utiliza una
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forma de retroalimentacién transcripcional o de empalme que favorece la
generacion de transcriptos de ARNm con exones omitidos; 3) la alteracion
estructural secundaria del preARNm, en la que es necesaria una estructura
secundaria local del ARN para promover la inclusion del exén. Cuando un CTP
afecta el horquillado, se omite el exdn, y 4) por ultimo, la afectacién de un
potenciador del empalme exoénico, que provoca la omision del exdn portador
del CTP. La mejora del fenotipo de EB puede lograrse, por tanto, actuando
sobre el ARN mediante la omisién de novo del exdn afectado, acompafiada de
reversion celular. Sin embargo, este mecanismo de reparacion suele repercutir

en todo el cuerpo y no presenta una distribucion de mosaico.
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2.4.10.- Diagnostico genético prenatal:

Los ultimos avances en genética clinica y molecular han desempefado
un papel importante en el diagnéstico y tratamiento de las enfermedades
hereditarias. En los ultimos 13 afios, se han esclarecido las alteraciones
moleculares asociadas a los diversos subtipos de epidermdlisis bullosa (EB);
sin embargo, aun no se cuenta con tratamientos efectivos, a pesar de los
recientes avances en los campos de las terapias génicas, proteicas y celulares
[121, 122]. Por ello, la prevencion de las enfermedades es la principal opcion
disponible para las parejas con riesgo para la funcion reproductora. Uno de los
principales beneficios de la investigacion de los trastornos cutaneos
hereditarios ha sido la creacién de pruebas de diagnostico prenatal, las cuales
han incrementado las opciones y las posibilidades de eleccion de las familias
con riesgo de recurrencia de formas graves de estas enfermedades. El
proposito del diagnéstico prenatal es la deteccion o la exclusion, durante la vida
intrauterina, de enfermedades hereditarias.

Las técnicas utilizadas han ido cambiando con el tiempo, desde las
basadas casi exclusivamente en los andlisis de muestras de piel fetal,
obtenidas por biopsia durante el segundo trimestre del embarazo, hasta los
andlisis del ADN obtenido de muestras de vellosidades coridnicas durante el
primer trimestre de vida intrauterina. Ademas, continan las investigaciones
para lograr métodos de diagnostico prenatal cada vez mas sencillos y menos
cruentos y que puedan realizarse en etapas mas tempranas del embarazo, sin
que ello afecte a la sensibilidad de las pruebas ni la precision de los resultados.

En ausencia de un tratamiento curativo, las pruebas prenatales, junto con el
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consejo genético apropiado, son parte integral del tratamiento de familias en

situacion de riesgo de recurrencia de formas graves de EB.

Biopsia de piel fetal

En los ultimos 25 afios se han logrado importantes avances en la
realizacion de pruebas de deteccion de enfermedades cutdneas hereditarias
graves [123]. Inicialmente, el estudio ultraestructural de biopsias de piel fetal
(BPF) se realizaba en un escaso numero de enfermedades. El primer analisis
de piel fetal para el diagndéstico de la EB se dio a conocer en 1980, en un caso
con EB juntural de Herlitz (EBJ-H) [124], aunque esta técnica ya habia sido
utilizada en el diagnéstico de la eritrodermia ictiosiforme bullosa congénita
[125]. Estas primeras biopsias se realizaron con ayuda de un fetoscopio para
visualizar al feto [126], lo que requeria introducir el fetoscopio de fibra éptica en
el utero, con sedacion y anestesia local. Sin embargo, gracias a los avances en
el campo de la ecografia, las biopsias de piel fetal se realizan hoy con guia
ecogréfica.

A principios de la década de 1980, las muestras de piel fetal obtenidas
por biopsia podian analizarse solamente mediante microscopia Optica Yy
microscopia electrénica de transmision [126, 127]. En el caso de la EB, el
diagndstico se realizaba a partir de la detecciébn mediante microscopia Optica
de una separacion en la unién dermoepidérmica, y seguidamente se precisaba
mediante microscopia electronica la localizacion del despegamiento. La
introduccidn de varios anticuerpos monoclonales y policlonales frente a algunos
componentes de la membrana basal a mediados de la década de 1980,

impulso el desarrollo de analisis inmunohistoquimicos que complementaban las
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pruebas ultraestructurales con el fin de lograr un diagnéstico certero, en
particular en pacientes con EB [128]. El anticuerpo monoclonal LH7.2, que se
fija al coldgeno tipo VII, se ha utilizado para el diagndstico prenatal rpido de la
EBDRHS [128].

Del mismo modo, muchos otros anticuerpos monoclonales pueden
utilizarse en estos casos; como el GB3 (contra la laminina 332) y el 19-DEJ-1
(contra la unceina), para la EBJ-H [129, 130]; los anticuerpos contra las
integrinas a6 y B4, para la EB juntural asociada a atresia pilorica [131]; el
antigeno 180 (BP180) contra el penfigoide ampolloso, para la EBJ-nH [132], y
el anticuerpo contra la plectina, para la EB simple asociada a distrofia muscular
[133].

La obtencion de muestras de piel fetal es una técnica cruenta y supone
una tasa de pérdida fetal aproximada del 1%, méas alta que la de abortos
espontaneos. Los errores en la obtencién de las muestras, la obtencion de
muestras insuficientes para el analisis y las dificultades que supone la
interpretacion de las caracteristicas morfolégicas e inmunohistoquimicas de
éstas, podrian ocasionar problemas [134, 135]. Desde un punto de vista
practico, las biopsias de piel fetal para el diagnostico de la EB no se pueden
realizar antes de la decimosexta semana de gestacion, y la posibilidad de que
sea necesario un aborto provocado en el segundo trimestre del embarazo si
esta afectado el feto, suele causar a la embarazada considerables alteraciones

psicoldgicas y fisicas [136, 137, 138].
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Biopsia de vellosidades coridnicas y amniocentesis

Una vez conocidas las bases moleculares de los distintos subtipos de
EB, las BPF han sido gradualmente reemplazadas por pruebas de diagnostico
por ADN, en las que se usa ADN fetal obtenido de las células del liquido
amnibtico o de las vellosidades corionicas. Después de la implantacion del
embrion, el corion, la envoltura méas externa del saco embrionario, proveniente
de la capa trofoblastica del blastocisto, se adhiere a la pared del utero. El
corion esta revestido de prolongaciones microscopicas denominadas
vellosidades coridnicas, que constituyen el componente fetal de la placenta y
contienen el mismo material genético que el feto, lo que las convierte en una
fuente util de ADN fetal. También las células del liquido amnidtico, en el que
esta inmerso el feto, proceden de la epidermis fetal, asi como de las mucosas
gastrointestinal y genitourinaria. Las muestras de vellosidades coriGnicas
(MVC) pueden obtenerse por via transcervical o transabdominal, ambas con
guia ecogréfica.

La posicion de la placenta determina qué técnica se utilizara; por
ejemplo, se utiliza la via transabdominal cuando la placenta se encuentra en
posicion anterior. Esto suele realizarse entre la décima y duodécima semanas
de gestacion. La amniocentesis, el método utilizado para obtener muestras de
liqguido amnidtico y sus células, se realiza méas tarde, alrededor de la
decimosexta semana de gestacion, por lo que la obtencion de MVC es el
meétodo preferido en muchos lugares para realizar las pruebas prenatales por
andlisis del ADN [139].

Antes de que existieran las pruebas del ADN, se obtenian células

amnidticas por amniocentesis para realizar analisis morfolégicos, citogenéticos
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y bioquimicos. Esto permite realizar el diagnéstico de diversas enfermedades
durante la vida intrauterina, entre ellas las caracterizadas por anomalias en la
sintesis y reparacion del ADN, como la xerodermia pigmentaria y el sindrome
de Cockayne [140], y enfermedades metabdlicas hereditarias, mediante la
deteccion de defectos proteicos primarios en células del liquido amniotico
cultivadas, como la enfermedad de Fabry [140] y la porfiria eritropoyética
congénita [141]. Ademéas, se ha documentado una elevada concentracion de a-
fetoproteina en el suero materno y en el liquido amniético en fetos con EB
simple y EB con atresia pilérica [142, 143]. Sin embargo, la amniocentesis para
el diagndstico de estas enfermedades no puede realizarse antes de la
decimosexta semana de gestacion, y las pruebas citogenéticas y enzimaticas
suelen tardar hasta cuatro semanas, lo cual podria provocar mucho mas
retraso para la realizacion del aborto provocado. Por tanto, actualmente se
prefieren las pruebas de ADN para el diagnostico prenatal de enfermedades
hereditarias monogénicas, como la EB, en las que se conoce el gen causal.
Para las pruebas prenatales por analisis del ADN fetal, éste se obtiene
de las vellosidades coridnicas o0 de las células amnidticas y se analiza en
busca de mutaciones. Se analizan, ademas, muestras de ADN obtenidas de los
padres y de hermanos afectados, en quienes se ha analizado ya la presencia
de mutaciones patdgenas. Este analisis inicial es de vital importancia para un
consejo genético preciso y para establecer la fiabilidad de las pruebas
prenatales, pues permite determinar el patron de herencia, y con ello precisar la
transmision del gen o los genes mutados de una generacion a otra. Antes de
considerar la idoneidad de las pruebas prenatales, se debe excluir la

posibilidad de mutaciones de novo, aclarar cualquier duda sobre la paternidad y
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excluir una posible disomia uniparental. El analisis del ADN fetal suele
realizarse en menos de 48 horas después de recibida la muestra en el
laboratorio.

En el caso de las MVC, debe limpiarse el tejido obtenido con ayuda de
un microscopio de diseccion, para eliminar células maternas, de la decidua o
de la sangre, que podrian contaminar la muestra y afectar a la fiabilidad de los
resultados. El riesgo de pérdida fetal tras la realizacién de esta prueba es de
aproximadamente del 0,5% al 1%, dependiendo de la experiencia profesional
de quienes realizan la prueba [139]. Los primeros informes sobre andlisis
moleculares prenatales para la deteccion de EB juntural y distrofica se
publicaron en 1995 [135,144, 145, 146, 147], y desde entonces se han
diagnosticado cientos de afecciones cutaneas hereditarias graves en el periodo
prenatal en parejas con riesgo para la funcién reproductora [148].

Estas pruebas por andlisis del ADN han reemplazado en gran medida a
los estudios de BPF para el diagnéstico prenatal de afecciones cutaneas
hereditarias graves. Sin embargo, las BPF aun son utiles en el diagndstico
prenatal, especialmente cuando se desconoce el gen causal pero en casos
similares se ha logrado el diagnéstico prenatal, o cuando el gen causal se
conoce pero no hay informacion disponible sobre las mutaciones o los
marcadores de la enfermedad.

A pesar de los avances logrados en las técnicas de diagnostico prenatal,
la eleccion sobre la funcidn reproductora y las opciones preventivas son aun
limitadas para las parejas con riesgo de enfermedades cutaneas hereditarias
graves. Con todas las pruebas prenatales disponibles, el diagnéstico puede

realizarse solo después de que el embarazo esta establecido, lo que supone la
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necesidad de realizar un aborto provocado, en caso de detectarse una
afeccion. Esto constituye un gran problema para las parejas en estado de
riesgo. Ademas, algunas parejas no consideraran la posibilidad de un aborto
provocado, por motivos religiosos o por principios. En esos casos, son
preferibles otras opciones, como el uso de gametos donados, la adopcion o,

incluso, no tener hijos.
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2.4.11.- Diagnostico genético preimplantacional:

El diagnostico genético preimplantacional (DGP) constituye una
alternativa a las pruebas prenatales habituales por analisis del ADN para
parejas con riesgo de tener hijos con enfermedades hereditarias. Se trata de
una técnica muy especializada disponible en relativamente pocos centros
sanitarios del mundo, que consiste en el examen de elementos celulares
obtenidos de los ovocitos o de embriones humanos recientemente formados,
cultivados in vitro, en busca de anomalias genéticas especificas antes del inicio
del embarazo [149, 150, 151].

Por tanto, el DGP elimina la necesidad de un aborto provocado cuando
se detectan enfermedades y evita los importantes trastornos psicologicos y
fisicos, habituales de las parejas a quienes se realizan diagnosticos prenatales
con las pruebas convencionales. EI DGP consiste en la estimulacion de los
ovarios con gonadotropinas exdgenas. Cuando existe la cantidad adecuada de
foliculos de tamafio apropiado, se inicia la maduracién de los ovocitos mediante
tratamiento hormonal. A continuacion, se obtienen los ovocitos mediante
aspiracion transvaginal del liquido folicular con guia ecogréfica. Se coloca cada
ovocito en un medio de cultivo apropiado y se fecundan mediante inyeccién
intracitoplasmatica de espermatozoides (IICE), una técnica que consiste en la
inyeccién directa de un espermatozoide en cada ovocito maduro [152]. Al dia
siguiente, se exploran los embriones en busca de la presencia de dos
pronucleos (los nucleos haploides del ovocito y del espermatozoide) lo cual
indica una fecundacion satisfactoria. Posteriormente, se obtiene muestras del

embrién en varios momentos de su desarrollo.
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En muchos centros donde se realiza el DGP, la opcion preferida es la
realizacion de una biopsia en la etapa de segmentacién, que se ha utilizado
con éxito en numerosas exploraciones clinicas en todo el mundo [153]. Esta
biopsia se realiza en el estadio de 8 a 12 células (unas 72 horas después de la
fecundacion) cuando cada una de las células del embrion, denominadas
blastbmeros, son aun tutipotenciales [154]. La técnica de biopsia utilizada
precisa atravesar la zona pellcida, bien con un haz de laser o con un chorro de
solucién acida de Tyrode. Seguidamente, se introduce una pipeta para
obtencién de muestras en el embrién y se extrae, por succion, un blastomero
nucleado para su analisis. Una vez realizado el diagndstico genético mediante
el analisis del ADN de una sola célula, se transfieren al Gtero embriones
adecuados en el cuarto o quinto dia del desarrollo.

Las primeras aplicaciones clinicas satisfactorias del DGP se realizaron
en 1990 y consistieron en la obtencion de biopsias de embriones de parejas
con riesgo de transmitir dos enfermedades ligadas al cromosoma X (la
adrenoleucodistrofia y el retraso mental ligado al cromosoma X). Se determiné
el sexo de cada embribn analizando las células obtenidas mediante
amplificacion con la reacciébn en cadena de la polimerasa (RCP) de una
secuencia de repeticion especifica del cromosoma Y, y se seleccionaron para
la implantacion sélo los embriones de sexo femenino [155]. En el caso de
enfermedades de herencia mendeliana, el primer nacido vivo después del DGP
se logro en 1992 en una pareja con riesgo reproductivo de fibrosis quistica
[156]. Desde entonces, se han realizado varios cientos de ciclos en todo el
mundo, y como resultado de ello han nacido cientos de nifios sanos [153]. No

se conoce ningun efecto adverso importante a largo plazo en personas nacidas
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después de un DGP [157]. Hasta hace muy poco, sin embargo, no existian
casos de DGP satisfactorio para las enfermedades cutaneas hereditarias
graves. Se habian documentado dos casos de DGP para la deteccion de la EB
juntural de Herlitz, aunque en ninguno de ellos se estableci6 el embarazo
(después de las pruebas bioquimicas iniciales) [158].

No obstante, en 2006 se dio a conocer el primer caso de DGP
satisfactorio para la deteccion de una enfermedad cutanea hereditaria grave, el
sindrome de displasia ectodérmica o fragilidad cutanea [159]. Esta es una
enfermedad autosOmica recesiva rara causada por mutaciones que provocan
pérdida de funcionalidad en la placofilina 1 (PKP1), un componente de las
uniones intercelulares de los desmosomas. En este caso, para el DGP se
realiz6 un analisis molecular establecido en un protocolo en el que se utilizé la
RCP con cebadores internos. Para esta prueba se utiliz6 ADN obtenido de una
sola célula y se emplearon cebadores especificos para las mutaciones de la
PKP1 en esta familia [49]. Se establecidé el embarazo y se logré el parto a
término de una nifia sana. Si bien los resultados clinicos fueron satisfactorios,
la creacion de condiciones para el trabajo en el laboratorio fue muy laboriosa y
se necesitaron 9 meses para su optimizacion. Por tanto, para lograr una
aplicacibon mas generalizada del DGP en la préactica clinica, se necesitan
protocolos mas sencillos y genéricos.

Para crear una prueba mas genérica, esto es, un protocolo
estandarizado para el DGP que pueda ser utilizado en la mayoria de las
parejas con riesgo de una enfermedad determinada, centrarse en la deteccion
de mutaciones es evidentemente inapropiado porque la mayoria de las

mutaciones son especificas para cada familia. En lugar de ello, un método
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alternativo podria ser analizar los marcadores de ligamiento, bien sean
microsatélites (repeticiones polimorficas variables de ADN) o polimorfismos de
un solo nucledtido situados cerca del locus génico asociado a la enfermedad o
en él. Siempre que no exista heterogeneidad genética para una enfermedad
especifica (como es el caso de la EB distrofica y el gen del colageno tipo VI,
COL7A1) o que se conozca cudl es el gen que contiene las mutaciones en el
caso de enfermedades genéticamente heterogéneas (p. ej.. mutaciones en
LAMA3, LAMB3, o LAMC2, los tres genes de la laminina-332, en la EB
juntural), entonces el DGP por analisis de ligamiento constituye, al menos en
teoria, un medio para crear una prueba de aplicacion mas generalizada. De
hecho, un protocolo de DGP por analisis de ligamiento para el gen COL17A1
ha sido optimizado y autorizado para su uso en el Reino Unido, aunque no se
ha aplicado aun en la practica clinica [161].

Sin embargo, al disefiar protocolos de DGP, hay dos factores que
dificultan, desde un punto de vista técnico, el desarrollo de pruebas clinicas. En
primer lugar, se dispone de sélo una pequefia cantidad de ADN plantilla
obtenido de una sola célula (s6lo unos 6 pg) y, en segundo lugar, debido a que
en una célula existen sélo dos copias de cada cromosoma, la amplificacion de
uno o de ambos alelos de interés podria fracasar: cuando se amplifica un solo
alelo, esto se conoce como pérdida alélica.

Un método util seria, por tanto, tratar de incrementar la cantidad de ADN
seleccionando una técnica que amplifique todo el genoma antes de proceder a
analizar los marcadores de enfermedades. Un meétodo adecuado creado
recientemente es la amplificacion por desplazamiento multiple (MDA) [162]. Se

trata de un método isotérmico de amplificacion de genomas completos
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utilizando la ADN polimerasa del bacteriéfago 229, con lo que se logra una
amplificacion de un millon de veces, lo cual convierte el ADN plantilla de una
sola célula en un ADN de aproximadamente 6 ug. Entonces, para contrarrestar
el riesgo de fracaso de la RCP o de pérdida alélica, una alternativa sensata
seria investigar mas de un marcador génico. Asi, la utilizacion de multiples
marcadores de ligamiento polimorfo en el gen causal de la enfermedad y en los
flancos de éste constituye un enfoque més solido. El DGP realizado mediante
esta nueva técnica se denomina diagndstico genético preimplantacional por
haplotipos (DGPH) [151, 163]. El DGPH constituye un gran avance en la
tecnologia reproductiva aplicada a la prevencion de enfermedades hereditarias,
que reducird el tiempo necesario para realizar analisis para otras enfermedades
genéticas y ampliard la cobertura y disponibilidad de las pruebas genéticas
preimplantacionales, lo cual beneficiara a muchas otras parejas con riesgo de
enfermedades cutaneas hereditarias. De hecho, los protocolos de DGPH para
los tipos de EB juntural han sido optimizados recientemente y aprobados para
su uso clinico en el Reino Unido [164].

La combinacion de los mayores conocimientos de las bases moleculares
de enfermedades causadas por alteracion de un solo gen y de los avances
tecnologicos logrados en la definicibn de marcadores genéticos en una sola
célula, esta abriendo el camino hacia nuevas posibilidades para la realizacion
de pruebas de diagnéstico preimplantacional de enfermedades dermatologicas
y de otras enfermedades hereditarias. Los protocolos de laboratorio son cada
vez mas rapidos, fiables y de facil ejecucion técnica y, por tanto, en el consejo

genético brindado a parejas con riesgo de recurrencia de una enfermedad
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especifica deberia abordarse el tema de los significativos y clinicamente

importantes avances clinicos logrados en este campo.
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2.4.12.- Diagnostico prenatal incruento:

Todos los métodos disponibles para las pruebas de diagnostico prenatal
de la EB (BPF, MVC y DGP/DGPH) se realizan con técnicas cruentas y, por
ello, se estd valorando la posibilidad de realizar diagnésticos prenatales
mediante técnicas menos cruentas, quiza mediante analisis de sangre materna
[165]. En la década de 1960, se hallaron células fetales nucleadas (eritrocitos,
linfocitos y trofoblastos) en muestras de sangre materna. Sin embargo, estas
células son muy escasas (aproximadamente una célula por ml de sangre
materna) y tienen un ciclo de vida de meses o afos, por lo que se ha puesto en
duda el valor de su deteccién para el diagnéstico prenatal [166]. En 1997, se
descubrié que en la sangre materna circula ADN fetal en forma libre [167]. Este
ADN fetal constituye aproximadamente el 5% del ADN materno libre y esta
formado principalmente por fragmentos cortos (el 80% contiene menos de 200
pares de bases) y son detectables a partir de la cuarta semana de gestacion. Si
bien el andlisis de ADN fetal libre no se utiliza en el diagnéstico prenatal de la
EB, si se ha utilizado para la deteccion del antigeno D Rhesus en los analisis
de determinacién de grupos sanguineos (esto es, para la deteccion del
anticuerpo D Rh positivo fetal en el plasma sanguineo de una madre con
anticuerpo D Rh negativo) [168]. En 1997, se hall6, ademas, la presencia de
ADN fetal en el plasma materno, y desde entonces se han identificado varios
transcriptos placentarios (fetales) especificos [169]. Sin embargo, los analisis
de ADN o ARN fetal en la sangre materna son utiles solamente para la
deteccion de mutaciones o marcadores transmitidos por el padre, pues los
alelos transmitidos por la via materna no pueden diferenciarse del ADN de la

madre. Actualmente, con el fin de encontrar una solucién a esto, se trabaja con
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interés para establecer signos epigenéticos caracteristicos del ADN fetal
(estado de metilacion diferencial del ADN), que permitirian detectar marcadores
maternos y paternos [170]. Sin embargo, no se dispone aun de métodos de

andlisis de sangre materna para el diagnéstico prenatal de la EB.
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2.4.13.- Diagnostico prenatal: préctica clinica:

Desde que se realizara la primera prueba prenatal para el diagnéstico de
la EB en 1979 hasta hoy, se han analizado en todo el mundo cientos de
biopsias de piel fetal y muestras de vellosidades coridnicas en parejas con
riesgo genético de las formas graves de EB.

En las pruebas de analisis del ADN se utilizan la secuenciacion de
nucledtidos, la digestion con enzimas de restriccién o, en unos pocos casos, el
andlisis de ligamiento.

Por el momento, no se han comunicado casos de DGP satisfactorio para
las formas graves de EB. En general, las pruebas de diagndstico prenatal han
sido muy utiles en casos de personas o parejas con riesgo de tener hijos con
enfermedades cutdneas hereditarias graves y, en ausencia de una cura, las
pruebas prenatales en combinacion con el consejo genético apropiado
constituyen pilares importantes de las investigaciones béasicas y partes

integrales del manejo clinico de estos pacientes.
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2.5.- Manifestaciones clinicas:

2.5.1. Manifestaciones cutaneas generales:
Lesiones primarias

El rasgo distintivo de la EB hereditaria es la fragilidad mecanica que se
asocia a la aparicién de erosiones en la piel y en las mucosas. En la mayoria
de las formas de EB las erosiones van precedidas por ampollas tensas rellenas
con un exudado transparente e incoloro. Recientemente se han descrito
subtipos de EB caracterizados por la presencia de un despegamiento de la
porcion superior de la epidermis, entre los que se encuentran la EBS superficial
[171], la EBS acantolitica letal [172] y la carencia de placofilina-1 [173]. En
estos casos las ampollas no son clinicamente evidentes, lo que dificulta el
diagnostico basado exclusivamente en los signos cutdneos. Un rasgo
caracteristico del subtipo Dowling-Meara de EBS generalizada es la presencia
de pequefias ampollas agrupadas en forma de arco o «herpetiforme» —de ahi el
nombre de «EB herpetiforme»— que originalmente se utilizdé para designar esta
entidad. Esta configuracion de las lesiones se observa mejor cuando las
manifestaciones clinicas son relativamente leves, y puede ser menos obvia
cuando éstas se exacerban.

Otros signos cutaneos primarios que pueden observarse en la EB
hereditaria incluyen quistes miliares, distrofia 0 ausencia de las ufias, alopecia,
tejido de granulacion profuso, aplasia cutanea congénita, queratodermia
palmoplantar, pigmentacion moteada y nevos de EB. Los quistes miliares son
diminutas papulas blancas firmes que suelen aparecer sobre la piel de aspecto
normal, en zonas donde antes hubo ampollas y erosiones o dentro de cicatrices

cutaneas mas antiguas. Los quistes miliares son mas frecuentes en la EBD y
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menos frecuentes en la EBJ, pero también pueden encontrarse en la EBS,
especialmente en los subtipos generalizados, mas graves. Las ufias pueden
engrosarse y adquirir un aspecto amarillento, con surcos longitudinales en la
placa ungueal. En algunos casos, la curvatura de la uifla se vuelve
anomalamente convexa. Con el tiempo, muchas de estas ufias distroficas
suelen desprenderse, especialmente en los pacientes con EBJ y EBD, con la

consiguiente atrofia, deformidad cicatricial del lecho ungueal y anoniquia.

Figura 5: ausencia de ufias en paciente con epidermdlisis

distréfica recesiva..

El exceso de tejido de granulacién (ETG), consistente en la presencia de
placas humedas, rojas, friables y con tendencia a sangrar, es un signo casi
patognomonico del subtipo de EBJ de Herlitz. Suele tener una presentacion
bilateral y simétrica periorificial, y en ocasiones produce la oclusion total de las
ventanas nasales. Otras zonas corporales que se afectan habitualmente son la
base del cuello, las axilas, los bordes ungueales proximales y la zona
lumbosacra. Con menos frecuencia, también pueden aparecer en la luz de la

porcion superior de la garganta. No obstante, otras lesiones solitarias pero de
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apariencia similar pueden ser, en cambio, carcinomas espinocelulares, lo cual
indica la necesidad de una exploracibn mas rigurosa y, cuando esté indicada,
de una biopsia cutanea, especialmente cuando las lesiones de este tipo
aparecen en pacientes con EBDR.

En los subtipos méas generalizados de EB, especialmente en la EBJ-nHS
y la EBDRHS, es posible observar alopecia del cuero cabelludo, localizada o
difusa. En algunos pacientes, ésta podria estar asociada a una excesiva
formacién de cicatrices. La EB hereditaria puede ir asociada a una aplasia
cutanea congénita (ACC), combinacion que ha sido denominada sindrome de
Bart [174]. Aunque més tarde se probd que la familia descrita originalmente
tenia EBDD, ahora se sabe que el sindrome de Bart puede también
presentarse en pacientes con EBS, EBJ y EBDR. Cuando la ACC aparece
asociada a la EB, se caracteriza por la presencia de parches rojos, angulados o
en forma de llama, bien delimitada y concava. Al nacer, algunas de estas
zonas podrian estar en carne viva, cubiertas con erosiones superficiales.
Aparecen siempre en las manos, los pies, las mufiecas o los tobillos, y por lo
general son unilaterales, aunque en raras ocasiones son bilaterales o estan
distribuidas de forma mas difusa.

Las lesiones «albopapuloides», que son grupos de pequefias papulas
hipopigmentadas, fueron en su dia consideradas el rasgo distintivo de uno de
los dos principales subtipos de EBDD generalizada, el denominado subtipo de
Pasini. Estas lesiones por lo general aparecen en la region lumbar y su
hallazgo ya no se considera util desde el punto de vista diagnostico, pues se
han observado lesiones similares o idénticas en otras formas de EB. Ademas,

no se observan en todos los miembros afectados de una misma familia, ni
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existen pruebas de que los resultados del analisis molecular en la EBDD de
Pasini difieran de los que se encuentran en los pacientes con EBDD sin
lesiones albopapuloides (EBDD, subtipo Cockayne-Touraine). Con el tiempo,
es posible que aparezcan queratodermias en las palmas de las manos y en las
plantas de los pies de algunos pacientes con EBS, que son lesiones callosas
localizadas o difusas. La queratodermia confluente es un rasgo tipico de la
EBS-DM, pero podria no aparecer hasta el final de la infancia o principios de la
adolescencia.

La hiperpigmentacion moteada o reticulada es la manifestacion cutanea
patognomoénica de un subtipo infrecuente de EBS, descriptivamente
denominado EBS con pigmentacion moteada (EBS-PM). Es de especial
interés que esta variante particular de EBS tiene un genotipo inconfundible. Las
lesiones normalmente estan presentes en la primera infancia, pero en la vida
adulta suelen ser menos definidas o incluso imperceptibles. Los nevos de la EB
se suelen presentar como parches de gran tamafio, con bordes irregulares y

grados variables de hiperpigmentacion marron.

Lesiones secundarias

Algunos de los signos cutdneos secundarios en la EB son atrofia,
formacién de cicatrices, anomalias de la pigmentacion, formacién de
membranas y contracturas. La atrofia se observa casi exclusivamente en los
pacientes con EBJ y EBD. En un tiempo, se considerd que ésta ocurria en la
EBJ cuando no existia cicatrizacion previa, de ahi la antigua denominacion de
«EB atrophicans» para la EBJ. Ahora se considera que al menos la mayoria de

estas zonas atroficas, si no todas, han estado precedidas de ampollas, incluso
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en el periodo intrauterino, y que estan asociadas a la formacién de cicatrices.
La formacion de cicatrices es un rasgo caracteristico de la EBJ y la EBD v,
aunque con menos frecuencia, también es posible observar cicatrizacion focal
en los subtipos mas graves de EBS. La formacion de cicatrices se asocia con
mayor frecuencia a atrofia cutanea, aunque también es posible encontrar
cicatrices engrosadas (hipertroficas) en algunos pacientes con EBD,
especialmente en los que padecen EBDD generalizada.

En muchos subtipos de EB puede aparecer despigmentacion secundaria
a ampollas extensas y, a veces, a cicatrices. Las zonas afectadas pueden estar
hiperpigmentadas, hipopigmentadas o despigmentadas (vitiligo). La sindactilia
se considera que es secundaria a ampollas crénicas entre los dedos de las
manos y los pies, y que son reflejo de una formacién de cicatrices
intradérmicas. Sin embargo, también es posible que la aparicién de vesiculas
microscépicas, en ausencia de ampollas manifiestas, sea suficiente para
causar la formacion precoz de membranas interdigitales en algunos pacientes.
La sindactilia se observa con mas frecuencia en la EBD, aunque
ocasionalmente aparece también en la EBJ. Las contracturas mas centrales
(por ejemplo, en los huecos axilares) se observan comunmente en la EBJ-H y
la EBDR-HS, y se producen como resultado de formaciones repetidas de
ampollas, erosiones y deformidad cicatricial en la piel.

Los subtipos de EB por lo general se clasifican en generalizados y
localizados, dependiendo de la extension de la afectacion cutanea. Si bien la
distribucion de las lesiones es un signo pronaostico Util en los dltimos afios de la
nifiez, en la primera infancia podria ser dificil de determinar, pues la fragilidad

de la piel es mayor y las ampollas por lo general estdn mucho mas
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diseminadas. En algunos subtipos infrecuentes o raros de EB, por ejemplo la
EBDR-I (forma inversa) y la EBDR centripeta, la singular distribucién de las
lesiones podria no ser evidente al menos hasta el primer afio de la vida, lo cual
haria pensar equivocadamente en una forma mas generalizada de EB.
Asimismo, algunos subtipos de EB tradicionalmente considerados de tipo
localizado, por ejemplo la EBS Weber-Cockayne, podrian en cambio estar
asociados a ampollas extensas y generalizadas, secundarias a traumatismos

importantes de la piel.

En general, es mas probable que los pacientes que no tienen deformidad
cicatricial, distrofia ungueal, atrofia y quistes miliares, tengan EBS. De forma
anéloga, los pacientes que presentan ampollas herpetiformes o abundante
tejido de granulacion, probablemente padecen EBS-DM o EBJ-H,
respectivamente. No obstante, hay muchas razones por las que es conveniente
actuar con cautela a la hora de establecer el diagndstico sélo por la presencia
de dichos signos, sin haber confirmado la presencia de al menos uno de los
principales tipos de EB en el paciente mediante pruebas de antigenos, de
microscopia electrénica, y moleculares. En primer lugar, cuando el Registro
Nacional Estadounidense de EB (American National EB Registry, NEBR)
realiz6 estudios de sensibilidad y especificidad en 1700 pacientes
consecutivos, ninguna manifestacion aislada (excepto el ETG) o combinacion
de hasta tres signos, alcanz6 grados de sensibilidad y especificidad de al
menos el 90% para ambos parametros. Esto indica que el empleo incluso de
combinaciones de signos cutaneos como marcadores diagnosticos indirectos

de EB puede ofrecer resultados equivocos [175]. Similares resultados se
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obtuvieron cuando se utilizd6 una técnica analitica computarizada repetitiva,
conocida como CART (Classification and Regression Tree analysis, ‘arboles de
clasificacion y regresion’) [176].

En segundo lugar, se sabe que algunas de estas manifestaciones
cutaneas, especialmente los quistes miliares, la distrofia ungueal, la formacién
de cicatrices, el ETG y la sindactilia, pueden no ser evidentes en la primera
infancia, cuando méas se busca un diagnostico exacto [175]. Ademds, algunas
manifestaciones, como las ampollas herpetiformes, pueden ser relativamente
transitorias o inconstantes. Otras, como el ETG y la queratodermia, pueden no
aparecer hasta al menos el primer afio de la vida o la primera infancia,
respectivamente. Asimismo, algunas manifestaciones, como el ETG, pueden

desaparecer de forma espontdnea a mediados de la vida adulta, si es que los

pacientes sobreviven hasta esta edad.

(a) (b)

Figura 6 y 7: lesiones en torso y abdomen(a) y lesiones en extremidades (b) en un paciente afecto de una

epidermdlisis bullosa distrofica.
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2.5.2.- Nevos en la epidermdlisis bullosa:

Se conocen como nevos de la EB las lesiones cutaneas melanociticas
que suelen ser eruptivas, asimétricas y pigmentadas irregularmente suelen
aparecer en zonas que previamente han desarrollado ampollas. Generalmente
se acepta que estas lesiones aparecen en pacientes que padecen cualquier
tipo de EB hereditaria recesiva siendo infrecuente en las formas dominantes.

Estas lesiones se consideran proliferaciones hamartomatosas benignas
de melanocitos y son clinicamente importantes pues son marcadores de riesgo
del desarrollo de un posible melanoma [176]. Es necesario realizar controles
periddicos, en ocasiones realizar biopsias de los mismos e incluso resecciones
completas.

Los cambios morfolégicos de las lesiones cutédneas pigmentadas han
sido siempre identificados como precursores de malignidad, sin embargo la EB
es una excepcion a esta regla y asi se ha documentado el crecimiento de los
nevos en la EB pero se ha excluido la malignidad en mdltiples analisis
histoldgicos [177]. Aunque no existe evidencia cientifica de que el traumatismo
repetido sea un factor causante de melanomas, la regeneracion cutanea
cronica de los pacientes con EB parece estimular la progresion tumoral pues
ello intenta explicar la alta incidencia de carcinomas espinocelulares en
pacientes con EB distrofica recesiva [178, 179].

Es por todo ello altamente recomendable el seguimiento clinico
frecuente y la valoracion histolégica con biopsias de los nevos que muestren

signos dermatoscopicos sospechosos.
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2.5.3.- El cancer en la epidermdlisis bullosa:

El cancer constituye la complicacion mas grave de los pacientes afectos
con EB. Estos pacientes van a padecer fundamentalmente carcinomas
espinocelulares, carcinomas basocelulares y melanomas. Existe evidencia que
los pacientes afectos de EB distréfica recesiva tienen un mayor riesgo de
padecer un cancer de piel en la edad adulta y debido a la facilidad para

desarrollar metastasis son la principal causa de fallecimiento [181].

Céancer espinocelular:

Cuando aparecen los canceres espinocelulares en pacientes con EB se
presentan como erosiones con superficie costrosa que no cicatrizan similares a
las lesiones que presentan en otras zonas semejando areas de tejido de
granulacién. Los pacientes refieren sensaciones distintas en esas areas como
escozor y ello debe hacernos sospechar la posible existencia de un carcinoma
espinocelular.

El lugar mas comun para la aparicién de este tipo de tumores son las
heridas superficiales crénicas y las cicatrices cutaneas. Aunque el carcinoma
espinocelular puede aparecer en cualquier lugar del cuerpo en los pacientes
con el tipo distréfico recesivo los lugares mas comunes son las extremidades y
las prominencias 6seas [182].

El riesgo acumulado mas elevado de carcinoma espinocelular se
observd en la EB distréfica recesiva siendo del 0.8% a la edad de 14 afios
[182]. A los 20 afos el riesgo acumulado alcanza ya el 7,5%, este riesgo

aumenta rapidamente con la edad siendo la enfermedad metastasica la causa
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mas comun de fallecimiento en la edad adulta en pacientes afectos de EB
distrofica recesiva.

Segun datos publicados por el registro norteamericano de EB el riesgo
de malignizacion comienza en la adolescencia y antes de ésta no es necesaria
una vigilancia meticulosa. Una vez superada la edad de 10-11 afios debe ser
mandatorio la exploracion rigurosa, al menos dos veces al afo, retirando todos
los vendajes y revisando heridas y cicatrices. Cuando se localice una zona
sospechosa o bien el paciente manifieste sensaciones atipicas, debe
procederse a realizar una biopsia de la zona critica. La valoracion suele ser
altamente dificil pues la presentacion de un tumor incipiente es similar al de la
cicatrizacion o ulceracién crénica. Las costras hiperqueratésicas deben ser
retiradas para analizar el tejido subyacente.

El tratamiento quirdrgico de estas neoplasias se limita a la escision
amplia alcanzando la fascia y procediendo a su cobertura con injertos. La
mayoria de las veces se intenta realizar resecciones hasta margenes limpios
siendo necesario el uso de la microscopia para confirmar que los bordes de la
reseccion estdn exentos de tumor. Desgraciadamente a pesar de las
resecciones amplias, debido a la diseminacién linfética, las recidivas y las
metastasis son frecuentes y esto explica las altas tasas de mortalidad. Cuando
las metastasis provocan dolor por su tamafio debido a la falta de cicatrizacion,
se recomienda la citorreduccion quirdrgica con objeto de mejorar la calidad de
vida de los pacientes.

La exploracion de las cadenas ganglionares es fundamental y asi
cuando se detecta el aumento de tamafio de una adenopatia proximo a una

zona de confirmacion tumoral debe procederse a la biopsia de la misma y su
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analisis histologico [183]. Actualmente la biopsia del ganglio centinela es una
practica habitual en otro tipo de tumores y pacientes, este tipo de practicas
puede jugar un papel importante en la deteccion precoz de metastasis
regionales y con ello mejorar el prondstico a largo plazo.

En los pacientes con EB distrofica existe una pobre tolerancia a la
radiacion, sobre todo para la piel sana. Es por ello que la radioterapia no se
utiliza en estos pacientes como tratamiento primario y solamente se reserva
como tratamiento paliativo o citorreductor de las metéstasis que provocan
dolor. [Estos pacientes son muy propensos a sufrir radiodermitis aguda y
cronica.

En cuanto a la quimioterapia sistémica, debido a su toxicidad no es de
ayuda para el tratamiento de estos pacientes. Un porcentaje muy bajo de
pacientes seguidos por el registro norteamericano de EB habia sido sometido a
quimioterapia sistémica (6%), solamente fueron tratados pacientes en estadios
avanzados y en ninguno se consiguio efectos beneficiosos duraderos. Parece
ser que el tratamiento con cisplatino puede ser beneficioso de forma paliativa,

pero son necesarios estudios mas amplios para demostrar su eficacia [185].

Melanoma maligno:

En el registro norteamericano de EB estadn recogidos tres pacientes
pediatricos de 2, 6 y 12 afios que presentaron melanomas malignos. Esta
incidencia supuso el 2% de todas las EB distroficas recesivas y con un riesgo
acumulado a los 12 afios del 2,5%, ello supone un riesgo mas alto que el
observado en otras dermatosis genéticas. Del analisis de estos casos se sabe

que todas las lesiones se manifestaron en piel intacta, no hubo lesiones
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tumorales en zonas cicatriciales ni en nevos, y en los tres casos el tratamiento

fue la extirpacion quirurgica satisfactoria no presentando recidivas [182].
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2.5.4.- Complicaciones oftalmoldgicas:

La EB puede afectar a la piel de los parpados como a la superficie del
globo ocular. La cérnea y la conjuntiva tienen un epitelio estratificado y
membranas similares a la piel y las lesiones repetidas por friccibn pueden dejar
cicatrices provocando un deterioro de la vision. La extraordinaria inervacion
corneal hace que las lesiones en esta zona en los pacientes con EB sean muy
dolorosas [186].

Se han descrito lesiones en la superficie ocular y los parpados en todos
los tipos de epidermdlisis bullosa. Los sintomas que pueden acompafiar a
estas lesiones son: fotofobia, lagrimeo, enrojecimiento ocular y edema
palpebral. Las pequeiias ampollas que se forman en la superficie corneal se
rompen por la friccién, la superficie corneal queda expuesta y se produce una
erosion corneal. Los pacientes pediatricos son mas propensos a estas lesiones
que los adultos. Los minimos traumatismos como frotarse los o0jos, o la ruptura
de la pelicula lacrimal con el viento son razones para provocar lesiones. Incluso
durante el suefio se reduce la produccién lacrimal y al abrir los ojos de forma

brusca puede romperse la capa epitelial provocando lesiones del epitelio.

Figura 8: Lesiones conjuntivales con vesiculas ampollosas en la
Esclerotica y Ulcera corneal en paciente afecto de EBD.
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La curacion de estas heridas suele suceder en 2-3 dias de forma
espontanea y sin cicatriz residual. Es recomendable el uso de pomadas
antibioticas y la colocacion de parches para dejar el parpado en reposo
evitando de esta forma traumatismos por friccion. Estos parches deben ser no
adherentes para evitar lesionar la piel. La aplicacién diurna de geles o lagrimas
artificiales permite reducir la incidencia de lesiones corneales. El uso de
lagrimas artificiales con acido hialurénico es altamente beneficioso y superior a
otros componentes. Resulta muy eficaz el uso de pomadas con vitamina A para
evitar la sequedad nocturna evitando la adhesion del parpado a la cornea y por
consiguiente evitando la formacion de erosiones.

El pannus corneal es un aumento de la vascularizacién corneal con
infiltracion de tejido de granulacién y que se produce cuando una erosion
corneal se infecta. Los pacientes con EB distrofica pueden presentar un
ensanchamiento del limbo corneal (union entre la cornea y la conjuntiva), esta
zona puede ser marcadamente opaca y se conoce como limbo ancho, pero no
afecta a la agudeza visual.

Las lesiones de la conjuntiva pueden ser ampollas o erosiones y su
tratamiento es similar a las lesiones corneales. En ocasiones estas cicatrices
pueden provocar la fusién del parpado con la conjuntiva adyacente y es lo que
se conoce como simbléfaron, esta complicacion suele ocurrir hasta en el 10%
de los pacientes con EB distréfica recesiva [187]. Cuando se pierde la

movilidad del globo ocular se puede realizar la lisis del simbléfaron.
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Al igual que en otras zonas del cuerpo la piel de los parpados puede lesionarse
formando ampollas, sobre todo en los nifios ante el minimo trauma de frotarse
los ojos. Estas lesiones deben tratarse como el resto pero debido a su

ubicacion es dificil el uso de apositos
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2.5.5.- Complicaciones otorrinolaringoldgicas (ORL).-

En los pacientes con EB se han publicado complicaciones ORL en todos
los tipos de enfermedad, algunas de ellas afectan a la via aérea y pueden ser
potencialmente mortales [188]. Los diferentes signos y sintomas que pueden
presentar estos pacientes son: llanto débil, disfonia, estridor inspiratorio,
ronquera, edemas de la mucosa de via aérea, vesiculas y ampollas en la
mucosa respiratoria, engrosamiento y cicatrices en las cuerdas vocales.
Ademas se han descrito formacibn de membranas y fundamentalmente

estenosis secundarias a cicatrices en las vias respiratorias altas.

Figura 9: Sinequia parcial de cuerdas vocales provocando una

estenosis laringea en un paciente afecto de una EBD..

Las complicaciones laringeas se pueden predecir segun el tipo de EB
[189]. Debido a que la plectina se encuentra en el epitelio de las vias
respiratorias, el subtipo infrecuente de EBS-MD (EB simple con distrofia

muscular) va a presentar con mayor incidencia estridor debido a la formacién
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de cicatrices y en ocasiones van a precisar de la realizacibn de una
traqueotomia.

La afectacion de las vias aéreas superiores es bastante frecuente en la
EB juntural, la ronquera y el llanto débil se llega a dar hasta en el 50% de los
casos. La formacion de membranas, estenosis y obstruccion de la via aérea
llega a alcanzar el 12% y el 26% en la EBJ-nH y EBJ-H respectivamente [187].

El comienzo de la afectacion laringotraqueal ocurre en edades
tempranas, especialmente en la EB juntural y en un grupo de pacientes ya esta
presente en el primer afio de vida. El riesgo de estenosis de la via aérea en los
dos subtipos de EB juntural se estabiliza a mediados de la infancia, entre los 6-
9 afos, y ello se debe a que debido al crecimiento y ensanchamiento de la luz
de la via aérea los signos y sintomas desaparecen.

Las intervenciones sobre la via aérea son muy delicadas, asi si el
estridor es leve debe tratarse con corticoides y nebulizadores de adrenalina.
Las resecciones endoscopicas con laser o el uso de la mitomicina topica son
otras posibilidades de abordar las estenosis de la via aérea. En otras
situaciones de dificil manejo habra que practicar una tragueotomia. En nifios
puede provocarse una obstruccion subita de la via aérea debido a la formacién
de ampollas en las mucosas, es por ello que se recomienda en los lactantes
afectados por la EB juntural, anticiparse con la realizacion de traqueotomias,
incluso si la sintomatologia es minima.

La otitis media es un fendmeno frecuente en todas las formas de EB,
pero no existe una relacion entre la gravedad de la enfermedad y la frecuencia
de esta afeccion. Es por ello que no se relaciona especificamente con la EB,

sin embargo la otitis cronica externa si tiene una alta incidencia. Las opciones
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terapéuticas de las afectaciones auditivas en estos enfermos son
principalmente sintomaticas, en ocasiones pueden precisar drenajes timpanicos
para el tratamiento de la otitis media. En casos de hipoacusia neurosensorial

pueden estar indicados los implantes cocleares.
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2.5.6.- Lesiones orales en pacientes con EB:

Un alto porcentaje de pacientes con EB presenta complicaciones de la
zona oral y maxilofacial, afectando tanto a tejidos blandos como duros. Los
pacientes afectos de las formas distréficas y junturales son los que tienen una
mayor incidencia de lesiones. En la forma distréfica se va a dar con relativa
frecuencia la microstomia (boca pequefia), siendo aun mas frecuente en la
forma recesiva sobre la dominante. La microstomia estd provocada por los
traumatismos frecuentes de los alimentos sobre la mucosa oral, la obliteracion
del espacio gingival y la anquiloglosia son otras complicaciones frecuentes. En
el 90% de los pacientes con EB distréfica recesiva presentan ampollas y
vesiculas fundamentalmente en la lengua. Otras complicaciones frecuentes
son: atrofia del paladar, obliteracion del vestibulo y depapilacion lingual

[190,191].

Figura 10: Lesiones bucales afectando a la lenguay los labios en

un paciente de 6 afios afectado por una EBD..

Las lesiones de la mucosa oral van a conllevar un alto riesgo de
candidiasis. El dolor a la deglucién junto con la dieta restrictiva conlleva un

riesgo de desnutricion, retraso del crecimiento, anemia y una defectuosa
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cicatrizacion. Todas estas complicaciones inciden de forma importante en la
morbilidad de la EB.

La hipoplasia del esmalte dental es muy frecuente en la EB vy
clinicamente se presenta con cambios de color de los dientes, esta
complicacion llega a ser hasta del 100% en los pacientes con la forma juntural.
La forma distrofica recesiva y la juntural van a presentar una incidencia superior

de caries con respecto a la poblacion general.

b

Figura 11: Hipoplasia severa de esmalte dental y lesiones de

piezas dentales en paciente con EBDR.

La asistencia odontolégica precoz en los pacientes con EB es
fundamental. Esta asistencia debe estar enfocada a: una correcta e intensa
higiene bucal, una reduccién de la dieta cariogénica para minimizar la
formacion de caries, uso precoz de coronas dentarias de acero en los dientes
temporales con objeto de evitar la destruccion del esmalte, obturaciones de los
defectos de dentina, lubricaciébn de tejidos bucales y extracciones de los

dientes mas afectados para evitar infecciones [192].
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La exploracion bucal periddica durante toda la vida es obligada en
pacientes con EB y deben realizarse biopsias de las lesiones sospechosas que

aparezcan en la mucosa bucal por el riesgo de malignizacion.

2.5.7.- Complicaciones gastrointestinales.-

El tubo digestivo es uno de los lugares mas frecuente de lesiones en los
pacientes afectos de EB hereditaria. Los diferentes traumatismos de las
mucosas provocan la formacion de ampollas y vesiculas que secundariamente
al cicatrizar van a provocar estenosis de la luz del tubo digestivo.

Las lesiones de la mucosa oral y del eséfago dificultan una ingesta
adecuada lo que conlleva estados nutricionales deficitarios dificultando la
cicatrizacion y favoreciendo la infeccion [193]. Estas lesiones se presentan en
todos los tipos de EB siendo méas graves en los pacientes con EB distréfica
recesiva presentando ampollas serosas grandes, hemorragicas y con una
importante reaccion inflamatoria. Cuando las ampollas se rompen curan
provocando cicatrices y fibrosis con disminucion de la luz. Asi en la boca
ocasionan microstomias (boca pequefia), anquiloglosia que es el anclaje de la
lengua al suelo bucal, pérdida de papilas linguales y atrofia de los pliegues
palatinos [194, 195]. En los pacientes con EBDR-HS se han descrito zonas de
leucoplaquia y como consecuencia de ulceraciones bucales repetidas con
reepitelizaciones estas lesiones tienen un alto riesgo de desarrollar carcinomas
epidermoides.

Los traumatismos repetidos por la deglucion de los alimentos provocan

ampollas en la mucosa orofaringea y esofagica, estas ampollas se ulceran
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luego cicatrizan y finalmente producen estenosis esofagica. Los
estrechamientos esofagicos se pueden presentar en cualquier zona del mismo,
aunque por lo general el 50% son mas frecuentes en el tercio superior en la
union faringoesofégica. Estas lesiones dejadas evolucionar van a generar un
cuadro de disfagia severa y como consecuencia desnutricibn grave,
alteraciones en el crecimiento e infeccidn. Las estenosis esofagicas, sobre todo
altas, favorecen la broncoaspiracion y la neumonia [196, 197].

Otras complicaciones esofagicas que presentan los pacientes con EB
son dilataciones esofagicas preestendticas, esofagitis, esofago de Barrett,
alteraciones de la motilidad esofagica, aparicibn de pseudodiverticulos
esofagicos, desgarros de Mallory Weiss, perforaciones esofagicas vy

acortamientos esofagicos con hernia hiatal.

AT

Figura 12: Estenosis esofagica en paciente con EBD que ha precisado para su tratamiento
de varias sesiones de dilatacion esofagica bajo anestesia general.
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El tratamiento de las estenosis esofagica debe de realizarse con balones
de dilatacion neumatica por via endoscopica, incluso evitando el uso del
endoscopio flexible para disminuir el trauma sobre la mucosa orofaringea. Las
dilataciones neumaticas van a ser necesarias varias veces para solventar las
estenosis.

La atresia pilérica se describe asociada a un pequefio subgrupo de EB
juntural [193]. Actualmente los recién nacidos que presentan ampollas
asociadas a atresia pilorica se les considera dentro de un subgrupo especifico
denominado EB con atresia pilorica (EB-AP). Ya se sabe desde hace afios que
estos pacientes presentan alteraciones de la integrina hemidesmosémica [196,
197], sin embargo también se han descrito grupos familiares con EB-AP cuyos
analisis genéticos presentaron mutaciones en el gen de la plectina [198]. El
diagnéstico clinico de la EB-AP se realiza a las pocas horas de vida tras
realizar una radiografia simple de abdomen, confirmada la atresia pilorica esta
debe ser corregida quirdrgicamente.

También se presentan complicaciones digestivas referidas al tubo
digestivo inferior siendo el mas comun la impactacion fecal y el estrefiimiento. A
veces estos cuadros son secundarios a erosiones de la mucosa de la mucosa
anorectal y debido al dolor en la defecacion se producen estos episodios de
estreflimiento severo. El manejo de este cuadro debe ser con laxantes, enemas
reblandecedores del bolo fecal y medidas dietéticas con abundante consumo

de agua y administracion de lactulosa oral en nifios.
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Figura 13: lesiones perianales caracteristica en un paciente

con EBD y que agravan el cuadro de estrefiimiento.

El consumo restrictivo de nutrientes y la malabsorcién secundaria a las
lesiones de la mucosa intestinal acaban provocando cuadros de desnutricion
severa y retraso en el desarrollo ponderoestatural. Una medida que se utiliza
con bastante frecuencia para corregir estos déficits nutricionales es la nutricion
complementaria a través de una gastrostomia. La introduccién de dispositivos
cada vez mas pequefios ha permitido mejorar la alimentacién en lactantes y en

nifios pequefios.

Figura 14: Boton de gastrostomia en paciente con EBD.
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2.5.8.- Complicaciones musculoesqueleticas.-

La pseudosindactilia es la complicacion extracutdnea mas visible en la
EB hereditaria y se presenta fundamentalmente en la EB distrofica recesiva. El
proceso se inicia con una formacion de sinequias entre los dedos a nivel de los
espacios interdigitales y que puede llegar a la fusion completa de todos los
dedos y posteriormente a la inclusion dentro de una estructura queratinocitica
mucho més gruesa que el resto de la epidermis. Estas deformidades de las
extremidades producen una incapacidad funcional muy marcada
imposibilitando las funciones motoras y la pérdida de prension digital [199]. Si
estas lesiones no se corrigen precozmente, los musculos se atrofian e incluso
los huesos pueden reabsroberse por el desuso. Este tipo de malformacion se
da fundamentalmente en la EBDR pero también con relativa frecuencia en la
EBDR-HS y en la EBDR-I. Los estudios realizados con los datos del registro
norteamericano de EB demostraron que el mayor riesgo de presentar
pseudosindactilia se encontraba en los pacientes que padecian una EBDR-HS
y alcanzaba el 100% de incidencia a los 20 afios. En los niflos con EBDR-HS y
EBDR-nHS se presentan estas complicaciones de forma precoz, incluso antes

del afio de vida.

Figura 15: Lesiones de pseudosindactilia en mitoncaracteristico de los pacientes con EBDR.
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Otras deformidades musculoesqueleticas que se observan son
contracturas fuera de las extremidades provocando trastornos para realizar la
deambulacion e incluso limitar actividades tan comunes como el vestirse. En la
EBJ se presentan contracturas a nivel de los huecos axilares e inguinales,
también en la base del cuello y en estas zonas se aprecian areas de tejido de

granulacién incapaz de cicatrizar.

Figura 16: Deformidades en extremidades inferiores en paciente con EBDR.

En la EB se han descrito diferentes signos radiolégicos que expresan las
complicaciones musculoesqueléticas y que consisten en: osteoporosis
generalizada, deformidades de falanges distales, huesos finos y comprimidos,
osteolisis de partes acras, subluxaciones del metacarpo y metatarso,
sindactilias, calcificaciones de partes blandas, inclusion de manos y pies en
bolsas (miton), anquilosis de articulaciones interfalangicas, fusion y destruccion
carpiana y alteraciones quisticas en las partes distales del cubito y el radio

[200, 201, 202].
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Figura 17: Radiografia de extremidades superiores (mano, mufieca y antebrazo) que

muestra las deformidades de falanges enun paciente afecto de EBDR.

Se intenta realizar tratamientos no quirdrgicos con el fin de evitar o
postponer la aparicién de pseudosindactilia y estos tratamientos se basan en la
separaciéon mecanica de los dedos con tiras estériles de gasa y la colocacién
de guantes con fundas para los dedos. Este tipo de tratamientos se recomienda
en las manos y no se realiza en los pies al menos que las lesiones provoguen
dificultades para la deambulacién. También se recomienda la colocacion de
férulas durante la noche para evitar contracturas de los dedos y las mufiecas.

Las intervenciones quirargicas de la seudosindactilia persigue la
separacion digital para mejorar la funcionalidad mejorando la prension digital y
la pinza digital gruesa. Desgraciadamente se producen recurrencias y se

necesitan intervenciones repetidas aproximadamente cada dos afios [203].
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(@) (b)

(c) (d)

(e) )

Figura 18: Imagenes de la intervencion quirdrgica de sindactilia en diferentes fases: a/preintervencion;b/ y

¢/ separacion digital; d/postoperatorio inmediato; e/postoperatorio tardio.

Se han descrito diferentes abordajes quirargicos para tratar las

seudosindactilias, la mejor respuesta se consigue cuando la intervencion es
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precoz y se realiza antes de la fase grave de la sindactilia. Habitualmente se
realiza la avulsién de la mano, se colocan injertos en las partes cruentas y se
inmovilizan los dedos con pequefias agujas a modo de férulas. Debido a la
inmovilizcién postoperatoria se intenta realizar la intervencion en dos tiempos
no aconsejando la inmovilizacion simultanea de ambas manos.

Las deformidades de los pies se reparan con mucha menos frecuencia,
la liberacion del mitdn puede favorecer la deambulacion y disminuir el dolor.
Otras intervenciones que se realizan ocasionalmente en los pies son la
liberacibn de tendones, amputaciones de falanges distales, artroplastias y
resecciones del astragalo [204].

Debido a que estas deformidades aparecen ya en el primer afio de vida,
es de suma importancia realizar programas de fisioterapia precoz con
utilizacion de férulas que al menos permiten reducir la gravedad de estas

malformaciones.
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2.5.9.- Complicaciones internas:

Las complicaciones extracutaneas de la EB hereditaria son diversas. Los
principales sistemas afectados son el digestivo, el respiratorio, el ocular, el
musculoesqueletico (manos y pies) y la cavidad bucal. Existen otras muchas
complicaciones asociadas a la EB y que afectan a otros 6rganos y sistemas.

La miocardiopatia dilatada es una complicacion que acompafia a
algunos pacientes con EB hereditaria. Esta complicacion puede ser mortal y se
desarrolla principalmente por la carencia de micronutrientes, la sobrecarga de
hierro, la glomerulonefritis y la amiloidosis renal. Todas ellas provocan
insuficiencia cardiaca congestiva (ICC). El riesgo acumulado de ICC en
pacientes con EBDR e insuficiencia renal crénica alcanza casi el 19% a los 35
afnos. Estos pacientes deben tener monitorizados los niveles de carnitina y
selenio, pues se han relacionado estas carencias con un mayor riesgo de
miocardiopatia dilatada [205, 206].

La formacion de ampollas en la mucosa ureteral son causa de
obstruccion al flujo urinario y consecuentemente provocan hidronefrosis [207].
Otra lesion comun en estos pacientes es la glomerulonefritis secundaria a los
procesos infecciosos cutaneos ocasionados por estreptococos [208]. La
amiloidosis renal secundaria es otra complicacion que acompafia a la EB
hereditaria [209].

Aproximadamente uno de cada ocho pacientes afectos de EB hereditaria
fallecera por insuficiencia renal cronica, y por ello es necesario realizar
controles precoces para detectar anomalias subclinicas que puedan ayudar a

iniciar tratamientos preventivos.
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Estan descritas multiples complicaciones del aparato genitourinario,
muchas secundarias a la formacion de ampollas, cicatrices y segundariamente
obstruccion y estenosis. Asi se describen: estenosis uretral, estenosis ureteral,
cicatrices en el glande, fusion de los labios en la mujer, estenosis del introito
vaginal, cistitis, reduccion de la capacidad vesical y engrosamiento de la vejiga.
Sin embargo la frecuencia de estas complicaciones es relativamente baja y no
parece indicado controles exhautivos ante la ausencia de signos y sintomas

[208].

Figura 19: Lesiones perianales y vaginales en una paciente de

4 afios afecta de una EBD.

En los pacientes pediatricos afectados con el tipo de EBDR se ha
descrito una alta incidencia de osteoporosis [209]. Esta complicacion esta
relacionada con la marcada disminucion de la actividad fisica. La desnutricion
cronica, la insuficiencia renal concomitante y los insuficientes aportes de calcio

son otras razones para agravar la osteoporosis y la osteopenia.
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En las formas graves de EB suele asociarse cuadros de anemia severa.
Los factores provocantes son fundamentalmente la pérdida crénica de sangre,
hierro y proteinas a través de las heridas que siguen a la ruptura de las
ampollas. La ingesta insuficiente de hierro y los cuadros de malabsorcion
intestinal agravan esta complicacion. El tratamiento con suplementos de hierro
es dificil por la intolerancia a la ingesta y en ocasiones hay que acudir a las

trasfusiones sanguineas.
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2.6.- Tratamientos.
2.6.1.- Tratamiento y prevencion de heridas:

Todas las formas de epidermilisis bullosas presentan lesiones cutaneas
en mayor o menor medida, es por ello que la curacion de las heridas
provocadas por pequefios traumatismos es un aspecto fundamental en el

manejo de esta enfermedad.

La continua formacién de ampollas acompafiada de un deteriorado
estado nutricional hace que las heridas se infecten y se convierten en lesiones
cronicas que no cicatrizan. En nifios y lactantes las heridas extensas pueden

ser causas de infecciones graves, sepsis y muerte.

La proteccion de la piel de los pacientes con EB es fundamental y por
ello la manipulacion de las heridas debe ser sumamente cuidadosa. El uso de
ropa suave asi como guantes y calcetines va a evitar la provocacion de roces y

consecuentemente heridas.

Figura 20: Paciente afecto de EBDR con sonda de gastrostomia para

alimentacion, extremidades en “mitén” y multiples protecciones cutaneas.
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La mayor parte de las heridas estdn cubiertas por vendajes o por
material estéril no adhesivo. Es aconsejable retirar a diario las capas externas
del vendaje y después empapar ligeramente los apositos adheridos situados
debajo, ya sea mediante bafilo o aplicando compresas empapadas en agua.
Por lo general, los pacientes mayores pueden cambiarse ellos mismos los
apositos, pero en el caso de los nifios seran los padres, o el personal de
enfermeria los encargados de ayudar al nifio en esta tarea. Es muy util cubrir la
superficie de la herida con una pomada o una crema, que puede contener uno
0 mas antibibticos. Para evitar que una ampolla a tensién e intacta crezca mas
y agrande la herida, se realizar4 el drenaje de la misma en condiciones

estériles.

Figura 21: Lactante con sonda de gastrostomia y mltiples lesiones

en cara, torso y extremidades.

La capacidad y rapidez de curacién de las heridas en estos pacientes va
a estar influenciada por el estado nutricional asi como la existencia o no de
anemizacion. Esto hace necesario corregir estos factores para obtener una

adecuada cicatrizacion de las heridas.
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Para facilitar la curacion de las Ulceras, debe eliminarse todo tejido
necrético y material extrafio. El apédsito ideal para la EB debe tener como
objetivo mantener niveles de humedad adecuados, ser antiadherente y
atraumatico, favorecer un lecho sano de la herida, reducir el dolor, estar
disponible en varios tamafios para adecuarse a la zona que debe cubrir y
acelerar la velocidad de reepitelizacion. La eleccion del apésito dependera
también del tipo de EB, de la necesidad relativa de proteccion mecénica, de la
cantidad de exudado y de la presencia de colonizacion grave o de infeccion.
Las preferencias de la familia o del paciente, asi como el coste, son también
factores que determinaran la eleccion del apdésito. Los apdsitos blandos de
silicona como el Mepitel® cumplen muchos de estos requisitos y, por tanto, son
muy utilizados en las heridas de la EB [210]. Es importante conseguir un
equilibrio de humedad adecuado para facilitar la curacion de las heridas de la
EB, en lo que puede influir la eleccion del apdésito adecuado. Los apoésitos de
hidrogel son utiles en las heridas mas secas, pues ayudan a mantener un
medio humedo para la cicatrizacion, al tiempo que reducen el dolor y el prurito.

En las heridas con humedad moderada los apésitos acolchados pueden
ser utiles, pues eliminan el exceso de exudado del lecho de la herida. Las
heridas con exudacién muy abundante pueden requerir apdésitos con una
capacidad de absorcién especial para eliminar el exceso de liquido y evitar la
maceracion de la herida y la afectacion de la piel circundante.

La EB simple presenta problemas especiales, ya que pueden formarse
ampollas alrededor de los bordes de los apoésitos convencionales, o incluso

debajo de ellos. La aplicaciéon de almidon de maiz sobre ampollas perforadas
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puede ayudar a secarlas, reduciendo el roce y evitando que se peguen,
ademas de eliminar la necesidad de utilizar apositos.

La colonizacion por bacterias y la infeccién retrasardn o impediran la
curacion, por lo que la infeccién deberd confirmarse mediante exudado de la
herida ante la sospecha clinica [211]. Por lo general, los antibiticos topicos
deberan utilizarse sélo durante periodos cortos debido a problemas de
resistencias y a la posibilidad de sensibilizacion.

Para el bafo de las heridas se puede utilizar &cido acético en solucion al
0,25% o en compresas durante 15 a 20 min diarios, que puede ser muy (Util
para reducir la presencia de bacterias, especialmente si se sospecha
sobrecrecimiento de pseudomonas. Si se produce escozor intenso, se utilizaran
concentraciones mas bajas. La plata se ha utilizado mucho en heridas
infectadas, tanto en apdsitos de plata especializados como en crema de
sulfadiacina argéntica. Existe la preocupacién tedrica por la posible absorcion
sistémica de la plata utilizada en estos productos, pero apenas hay datos en
pacientes con EB.

Es importante recordar que los pacientes con EB, especialmente con EB
distréfica recesiva, tienen mucho mayor riesgo de presentar carcinomas
espinocelulares. Los tumores pueden parecerse a la piel no cicatrizante
habitual de la EB, por lo que deberan obtenerse muestras de biopsia para
estudio histologico en todas las zonas de destruccion de la piel clinicamente
sospechosas 0 en aquellas que no curan después de llevar a cabo todas las
medidas de cuidado de las heridas oportunas.

En algunos estudios se ha demostrado que la fenitoina es util para el

tratamiento de la EB distréfica recesiva y para reducir el nimero de ampollas
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[212]. Sin embargo, y a pesar de los estudios mencionados anteriormente, en
un gran estudio llevado a cabo por el Epidermolysis Bullosa Study Group no se
observo eficacia de la fenitoina en el tratamiento de la epidermdlisis bullosa
distrofica [213].

Se cree que la aplicacion topica de timosina B4 potencia la curacion de
las heridas en pacientes con EB hereditaria. Parece ser que los mecanismos
implicados son el favorecimiento de la migracion y la adherencia de los
queratinocitos en las heridas o la regulacién positiva de una o mas proteinas de
la matriz extracelular, con funciones esenciales conocidas en el mantenimiento
de la integridad de la uniébn dermoepidérmica [214].

Recientemente se han desarrollado estrategias experimentales de
tratamiento de las heridas, una de ellas seria el equivalente de piel «hibrido»
modificado por ingenieria de tejidos, que contiene queratinocitos de pacientes
con EB distréfica y fibroblastos de donantes sanos, que se cree suministran
cantidades suficientes de colageno VII, proporcionando utilidad terapéutica al
injerto de equivalente de piel [215].

Se estan probando en ensayos clinicos varios productos que contienen
fibroblastos autégenos o alégenos, para el tratamiento de heridas cronicas. Se
han realizado recientes avances en el desarrollo de sustitutos de la piel y
sistemas «inteligentes», como nanoparticulas y microesferas, para liberar
factores de crecimiento, farmacos, acidos nucléicos o todos ellos. El
descubrimiento de que el factor de crecimiento transformante 3 (TGFB3), que
esta elevado en queratinocitos y fibroblastos fetales y disminuido en adultos,
mejora llamativamente la curacién de las cicatrices quirurgicas, podria resultar

de gran utilidad en el tratamiento futuro de las heridas de la EB
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2.6.2.- Manejo del dolor:

El dolor es una caracteristica general en todas las formas de EB y su
tratamiento es fundamental para el bienestar y la calidad de vida del paciente.
El dolor crénico puede suponer una gran carga para el nifio y para la familia,
dificultando el funcionamiento social y la asistencia a la escuela.

El origen del dolor en pacientes con EB es multiple y, a menudo, dificil
de tratar. El dolor puede ser agudo por las ampollas y heridas cutaneas de la
cavidad bucal, el reflujo gastroesofagico, las estenosis o los espasmos
esofagicos, la afectacion dental, las erosiones corneales o las fisuras anales. El
dolor también puede ser cronico por inflamacion persistente de la piel, dolor
neuropatico, dolor 6seo, o provocado por las multiples intervenciones e incluso
por los cambios de apdésitos. Incluso las formas mas leves de EB pueden
causar importante sufrimiento y limitacion de las actividades normales de la
infancia.

A partir de los 8 afios de edad, los nifios pueden generalmente utilizar
las mismas escalas analdgicas visuales que los adultos, lo que implica calificar
la intensidad del dolor en una regla horizontal. En los nifios de 3 a 4 afios, las
medidas de autovaloracion utilizan escalas de «caras» (que consisten en una
serie de fotografias o dibujos de caras que muestran grados de sufrimiento
cada vez mayores) o escalas analégicas de colores (p. €j., reglas con
intensidades crecientes del color rojo que indican intensidad creciente del
dolor) [216, 217]. Los lactantes y niflos muy pequefios pueden ser los mas
vulnerables a la hora de identificar el dolor. En ellos, se utilizan la observacion

de la conducta como la expresion facial, respuestas motoras de tronco y
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extremidades, o variaciones de caracteristicas fisioldégicas (frecuencia
cardiaca) o la combinacion de estas formas de medida indirecta [218].

Fine y cols. estudiaron el dolor relacionado con la EB en 425 pacientes
con EB hereditaria sometidos a seguimiento longitudinal cada 2 afos, dentro
del proyecto del NEBR, entre 1992 y 2002. Se realizd una estimacion media del
nivel diario de dolor relacionado con la EB, mediante valoracion con una escala
lineal de 0 (ausencia de dolor) a 10 (dolor insoportable) [219]. El dolor cutaneo
durante la infancia fue una caracteristica frecuente sobre todo en la EBDR. En
esta cohorte de pacientes en particular, sélo el 5% de todos los nifios con
EBDR y el 9% de los adultos con EBDR comunicaron ausencia de dolor, en
comparaciéon con el 12%-14% de los que padecian EBS, EBJ y EBDD. Esta
observacion era compatible con el grado de pérdida de la superficie cutdnea en
la mayor parte de pacientes con EBDR, asi como también con la profundidad
relativa de las lesiones en este tipo en particular de EB, lo que podria
esperarse que estuviera asociado a la exposicion de las terminaciones de los
nervios cutédneos de la dermis en estas heridas [219].

Ademas de las estrategias de tratamiento farmacologico y psicolégico, la
prevencion del dolor desempefia un papel muy importante. Una buena técnica
de cambio de vendajes probablemente sea uno de los factores mas
importantes para el control del dolor a largo plazo en pacientes con EB. Los
apositos deben cambiarse con frecuencia para controlar la formacion de
ampollas y para prevenir posibles infecciones y contracturas debilitantes. Se
deben de utilizar apositos atraumaticos antiadherentes para proporcionar alivio
a las heridas y también para reducir el dolor durante las curas para el cambio

de apdsitos. A menudo, los apédsitos se retiran durante el bafio o utilizando
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compresas humedas para reducir al minimo las molestias, aunque a pesar de
una asistencia de enfermeria Optima, estas intervenciones pueden ser
dolorosas y mal toleradas. Cuando se necesitan analgésicos, puede ser
suficiente con una combinacion de paracetamol y un antiinflamatorio no
esteroideo (AINE) adecuado para los cambios de apdsitos de heridas
pequefias. Para el dolor asociado a la cura de heridas méas grandes,
especialmente para el cambio de apdsitos en el postoperatorio, puede ser
necesaria analgesia mas potente y sedacion.

Fisioterapia e hidroterapia son otras modalidades que pueden resultar
beneficiosas para el control del dolor y para mantener la movilidad y reducir la
formacién de contracturas [220]. En ocasiones, es necesario recurrir a una
dieta blanda debido al dolor bucal y a la disfagia. El estrefiimiento, las fisuras
anales y las ulceraciones perianales se pueden tratar con laxantes y aumento
del contenido en fibra de la dieta. Otra fuente de dolor crénico a largo plazo son
las enfermedades dentales y periodontales. Por tanto, se debe insistir a todos
los pacientes en mantener una buena higiene dental, aunque a veces pueda
resultar muy doloroso.

En la fase aguda de la formacién de ampollas, la expansién de las
ampollas que a menudo estan a tension, puede ser extremadamente dolorosa y
molesta. El drenaje de las ampollas por lo general proporcionaréa cierto alivio y
la aplicacion de cloruro de etilo en pulverizacion inmediatamente antes puede
ayudar también a reducir la intensidad del dolor.

El dolor bucal secundario a erosiones y ulceraciones se puede reducir
utilizando geles y pulverizadores de anestésicos locales dentales o también

colutorios. El reflujo gastroesofagico, una complicacién que puede aparecer en
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todos los tipos de EB, pero especialmente en las formas graves de EBJ y
EBDR, se debe tratar con bloqueantes H-2 como ranitidina o cimetidina vy, si
fuera necesario, afiadiendo un inhibidor de la bomba de protones. El dolor de
las fisuras anales se puede aliviar con laxantes emolientes, lubricantes y
utilizacion de anestésicos topicos. Ante la presencia de fisuras graves y
persistentes, puede ser necesaria la intervencion. Las erosiones corneales
pueden ser especialmente dolorosas y pueden ser Utiles los colirios y las
pomadas lubricantes.

Para el dolor leve, se pueden utilizar analgésicos simples, como
paracetamol, solos o combinados con anatiinflamatorios no esteroideos (AINE),
como ibuprofeno o diclofenaco. Para el dolor mas intenso pueden ser
necesarios opioides, como fosfato de codeina o sulfato de morfina. Entre los
efectos secundarios méas habituales se encuentran depresion respiratoria leve,
nauseas, ileo, prurito, retencion urinaria y, cuando se utiliza durante periodos
de tiempo mas largos, a menudo causan estreflimiento crénico, asociado a
defecacion dolorosa y dolor abdominal.

Para intervenciones dolorosas de corta duracion, es util el fentanilo por
su rapido comienzo de accion. Los farmacos analgésicos reducen la sensacion
de dolor, pero la ansiedad y el desanimo pueden permanecer. Por tanto, en
presencia de ansiedad importante, suele ser util recurrir a una combinacion de
analgesia, intervenciones sobre la conducta cognitiva y a un ansiolitico tipo
midazolam. El efecto ansiolitico satisfactorio con midazolam se puede observar
ya a los 30-45 min. El principal riesgo es la sedacion exagerada o la depresion
respiratoria por sobredosificacion accidental o la utilizacion concomitante de

otros medicamentos.
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Ademas del tratamiento farmacoldégico del dolor, los métodos
psicoldgicos de control del dolor pueden ser muy beneficiosos. Las estrategias
cognitivo-conductuales, como la distraccion, las imagenes guiadas y la hipnosis
realizadas por especialistas expertos son Utiles en algunas situaciones y por lo
general son muy bien aceptadas por los nifios [221]. En los lactantes y los
nifos pequenos, las medidas de alivio como los abrazos, envolverlos en
arrullos y darles de mamar puede reducir las respuestas conductuales y
fisiolégicas al dolor agudo. No se consideran medidas sustitutivas de la
analgesia, pero por lo general son faciles de llevar a cabo y pueden ser
especialmente eficaces para reducir la incomodidad y el sufrimiento
provocados por los episodios dolorosos.

Cada vez se reconoce mas la importancia de la participacion de los
padres en el tratamiento del dolor. Sin embargo, a veces los padres subestiman
el dolor y no llevan a cabo el tratamiento suficiente. Para evitar que esto
suceda, se han disefiado herramientas de valoracion del dolor para los padres,
que les ayuden a identificar mejor el dolor de sus hijos y que les sirvan de guia

para su tratamiento [222].
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2.6.3.- Tratamiento del prurito:

El prurito es un sintoma importante de muchas enfermedades cutaneas
y generales, pero es también un sintoma frecuente y a menudo muy molesto en
la EB [223]. Resulta especialmente problematico en pacientes con EB distréfica
(EBD) y en la forma de Dowling Meara de la EB simple (EBS), aunque también
se ha registrado prurito en todas las demas formas de EB [224, 225]. Las
supuestas razones del prurito en estos casos son el proceso de cicatrizacion de
las heridas que necesariamente es constante, la sequedad de la piel en la zona
de la herida y la inflamacién leve con activacion de los mastocitos. Ademas, el
roce cronico y el rascado provocan lesiones cutaneas secundarias, como
erosiones, excoriaciones y costras que provocan la liberacion de mediadores
inflamatorios que pueden inducir o agravar la sensacion de prurito, originando
un ciclo de picor-rascado.

En 1994, McGrath y cols. describieron un subtipo clinico diferente de
EBD denominado EB pruriginosa (EBP), que se caracteriza por prurito intenso,
lesiones nodulares tipo prurigo liquenificadas, localizadas en su mayor parte en
las extremidades inferiores y en las caras extensoras de los antebrazos,
distrofia ungueal y presencia variable de lesiones albopapuloides [226]. El
diagnoéstico de EBP puede ser dificil, especialmente porque es rara la
presencia de ampollas intactas y la aparicion de los sintomas clinicos puede
que no se produzca hasta varios afios después del nacimiento. En algunos
casos, la aparicion de la enfermedad se retrasa aun mas, hasta la segunda o
tercera década de la vida [226]. Asi, la EBP se puede confundir con
enfermedades adquiridas, como prurigo nodular (prurigo nodularis), liquen

simple croénico, liquen plano, cicatrizacion hipertrofica o dermatitis simulada.
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Por ahora se desconoce la causa del intenso prurito en los pacientes con EBP..
En la bibliografia sobre la EBP, se han comunicado hasta ahora mas de 15
mutaciones diferentes con patrones de herencia autosémica dominante,
autosdmica recesiva y de herencia esporadica [226].

El tratamiento médico del prurito en la EB, y especialmente en la EBP,
es a menudo muy dificil y en su mayor parte sintomético. Los primeros pasos, y
los mas importantes, en el tratamiento del prurito son las medidas generales
que reducen el picor y el tratamiento especifico de una posible causa
subyacente del prurito, como por ejemplo, déficit de hierro, atopia u otros. La
identificacion y el tratamiento de la causa subyacente es el tratamiento mas
efectivo del prurito.

Por lo general, a un paciente con prurito generalizado se le debe
aconsejar que mantenga el cuerpo fresco, ya que la intensidad del picor suele
aumentar si la piel esta caliente. La aplicacion de compresas frias y los bafios
frios pueden ayudar a aliviar el picor. Ademas, el mantenimiento de un
ambiente fresco en el hogar y en el lugar de trabajo también es dutil. La
utilizacion de ropa ligera y no irritante, de ropa de cama ligera y una ducha fria
antes de acostarse, son medidas que ayudan al paciente a estar mas cémodo
durante la noche.

La aplicacion topica de mentol en crema de calamina también resulta
beneficioso para la mayoria de los pacientes, ya que proporciona sensacion de
frescor a través de los canales de los receptores nociceptores aferentes TRP
termosensibles.

La piel seca, especialmente en pacientes con EB, es casi siempre

pruriginosa y se debe corregir mediante hidratacion. Los pacientes deben evitar
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los bafios frecuentes y calientes, asi como el uso excesivo de jabones y de
otros productos irritantes que sequen aun mas la piel. Aunque es dificil de
llevar a cabo, sera preciso explicar claramente la importancia de romper el ciclo
de picor-rascado, ya que el rascado aumenta el picor. Ademas, llevar las ufias
recortadas o el uso de guantes de algodoén por la noche, puede ayudar a evitar
el rascado inadvertido durante el suefio. El aprendizaje de métodos de
relajacion o la psicoterapia pueden ayudar al paciente a afrontar el prurito
cronico.

En pacientes con EBP, se ha comunicado que el uso de
corticoesteroides topicos potentes y de triamcinolona intralesional, reducen el
prurito en algunos casos, pero no consiguen mejorias mantenidas [226].
Ademas, el uso prolongado de corticoesteroides tépicos empeora la fragilidad
de la piel al inducir atrofia cutanea importante y puede causar problemas
sistémicos, como acné, hiperglucemia, retraso del crecimiento e insuficiencia
suprarrenal cuando se aplica en zonas grandes de la piel.

El tratamiento sistémico con antihistaminicos, corticoesteroides o
etidronato, se ha probado con éxito variable en la EB, pero no ha mostrado
efecto mantenido [223, 226]. Los antihistaminicos suelen ser poco eficaces, a
menos que el prurito esté mediado principalmente por histamina, aunque la
accion sedante de los antihistaminicos H1 de primera generacion puede ser util
en algunos casos.

Esta claro que no resulta facil encontrar una solucion satisfactoria para
este desafiante problema, pero en muchos casos es posible conseguir al
menos cierto alivio del prurito mediante una combinacion de medidas generales

y especificas.
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2.6.4.- Intervenciones quirurgicas:

Los pacientes con epidermdlisis bullosa (EB) y, especialmente, los que
padecen la forma distréfica recesiva (EBDR) de esta enfermedad, a veces necesitan
tratamiento quirdrgico en la cavidad bucal, el aparato digestivo y las manos. Son varios
los problemas a los que suele enfrentarse el anestesista, entre ellos la presencia de
microstomia, anquiloglosia y ampollas en la cavidad bucal y, en algunos casos, la
necesidad de realizar una traqueostomia.

En la preparacion preoperatoria de nifilos con microstomia, recomendamos la
realizacion diaria de ejercicios con espatulas de madera, para ensanchar lo mas
posible la apertura de la cavidad bucal. Cuando se tiene planificado efectuar el
tratamiento con anestesia, conviene coordinar la realizacién de la mayor cantidad
posible de tratamientos quirlrgicos necesarios, para evitar la administracién repetida
de anestésicos. Por ejemplo, el dentista puede tratar las caries dentales y los cirujanos
dilatar el es6fago, colocar una sonda para gastrostomia para tratar la disfagia y la
desnutricién, o corregir las pseudosindactilias para mejorar la funcionalidad de las
manos. El equipo debe quedar formado y su trabajo planificado con antelacion al
tratamiento. Ademas, es necesaria la cooperacion coordinada de diversos

especialistas.

Figura 22: Intubacién quirdrgica con ayuda de broncoscopio flexible para

proceder a realizar una intervencion quirirgica en un paciente con EBD.
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El personal encargado del tratamiento de estos pacientes debe ser consciente
de la fragilidad de su piel y de la necesidad de evitar el uso de esparadrapo de
cualquier tipo [227]. Esto es importante durante la fijacion de catéteres intravenosos, la
monitorizacion durante la anestesia, la colocaciéon de los pafios quirdrgicos en el
quiréfano y el uso de electrocauterizacion durante la operacidén. Algunos pacientes
tienen, ademds, afecciones oculares, como el sindrome de sequedad ocular y
erosiones o ampollas en la cérnea. Durante la operacién, se debe mantener lubricados
los ojos del paciente y es recomendable realizar una exploracién oftalmolégica
postoperatoria. Los cuidados postoperatorios deben estar también a cargo de un
equipo interdisciplinar.

Las deformidades mas graves de las manos se ven en nifios con EBDR. En
este grupo, la gravedad de las afecciones varia dentro de un amplio rango,
dependiendo del subtipo, y va desde una actividad manual casi normal hasta la
pseudosindactilia grave, con las manos cubiertas en miton y contracturas de las
mufiecas [228].

Habitualmente, los nifios en edad preescolar acuden por primera vez a la
consulta de cirugia llevados por sus padres, con el fin de que puedan aprender a
escribir en la escuela. Antes de la edad escolar, la mayoria de los nifios se manejan
bien y no existe el deseo de separar los dedos. Los nifios con EBDR deben ser
valorados en el primer o segundo afio de vida, para comenzar desde entonces la
aplicacion de vendajes y férulas en los dedos, y retrasar asi la fusion de los mismos.
Las deformidades de las manos pueden ser cutédneas, articulares, o ambas. Entre las
afecciones cutaneas se encuentran cicatrices retractiles, ausencia de ufias, atrofia de
las partes blandas de las puntas de los dedos, presencia de un capullo dérmico y
pseudosindactilia. Las manifestaciones articulares pueden consistir en contracturas en

flexion de los dedos en las articulaciones interfalangicas y metacarpofalangicas. Las
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contracturas de evolucién prolongada ocasionan disminuciéon del volumen de partes
blandas por el escaso uso de los musculos de la mano, acortamiento de los tendones
flexores o subluxacién de las articulaciones [229]. Los paquetes vasculonerviosos de
los dedos también pueden estar contraidos, lo que da lugar a isquemia durante la
retraccion de los dedos. El tratamiento quirdrgico de la mano debe realizarse antes de
que las deformidades sean irreversibles.

En la mayoria de los pacientes, la contractura de los dedos ejerce poco efecto
sobre las estructuras profundas, lo que permite un buen funcionamiento de los dedos

después de la liberacién de la piel y el tejido subcutaneo.

Figura 23: Postoperatorio de sindactilia en “miton” intervenida.

El objetivo del tratamiento quirdrgico es mejorar el funcionamiento de la mano,
especialmente la prension y la pinza digital. Para ello, son necesarias la abduccion y
extension de todos los dedos de la mano. La flexibn dorsal de la mufieca y la
extension de la palma de la mano son importantes para lograr un maximo de movilidad
y el uso de las manos en las actividades diarias. La técnica quirdrgica utilizada en
cada caso dependera de la gravedad de la afeccion, pero en todos los casos se realiza
la liberacion de la piel y los tejidos blandos, para preservar los paquetes

vasculonerviosos.
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Las recurrencias pueden ser mas frecuentes en la mano dominante que en la
no dominante [230], ya que la reaparicion de ampollas en las manos causa
pseudosindactilias. Por otro lado, hemos visto que en algunos pacientes las
contracturas y pseudosindactilias suelen reaparecer antes en la mano no dominante
gque en la dominante, ya que probablemente en estos pacientes la mayor utilizacion de
la mano dominante tenga un efecto protector. Muchos de nuestros pacientes prefieren
llevar vendajes en las manos de forma mas o menos permanente para evitar nuevas
ampollas.

La estenosis esofagica se trata mediante diversos métodos, como el uso de
esteroides, la dilatacién con balén esofagico y las intervenciones de sustitucion [231].
Se han utilizado esteroides, tetraciclinas y fenitoina por via sistémica, pero ninguno de
ellos ha demostrado efectos beneficiosos [232]. La dilatacién esofagica esta indicada
cuando las estenosis causan disfagia u obstruccién de mayor o menor grado. El uso
de balones dilatadores inflables, que producen presines radiales en el lugar de la
estenosis, parece causar menos traumatismo mecanico [232]. Antes de efectuar la
dilatacion es muy recomendable realizar una exploracion radiografica de todo el
esofago, con medios de contraste hidrosolubles, para determinar la localizacion, el
namero y la gravedad de las estenosis, si existen membranas y si existe reflujo
gastroesofagico.

Debido a que la mayoria (50%) de las estenosis se originan en la parte
proximal del es6fago y, por tanto, hay riesgo de broncoaspiracion, es preferible usar
medios de contraste hidrosolubles para su estudio. La profilaxis precoz con antibiéticos
suele evitar la mediastinitis.

La colocacién de una sonda de gastrostomia esta indicada cuando el desarrollo
ponderoestatural esta claramente por debajo de los percentiles esperados, la
insuficiente ingesta por disfagia conlleva desnutricion y un claro favorecimiento de

infecciones. La ventaja de la colocacién precoz de una sonda de gastrostomia es la
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mejor aceptacion del dispositivo y la menor percepcion por parte del nifio de la
alteracion de su imagen corporal. Ademas, la gastrostomia precoz reduce la aversion
a la comida, y suele mejorar la desnutricion y el retraso del crecimiento. Gracias a la
mejora del estado nutritivo, suele mejorar la cicatrizacion de heridas. Entre las
desventajas de la sonda de gastrostomia se encuentran la aversién de los pacientes al
botoén, el riesgo de infeccidn alrededor del botén, las dificultades con el dispositivo, la
reduccion de la ingesta oral, la enuresis cuando se administran los alimentos durante
la noche y el empeoramiento del reflujo gastroesofagico. La gastrostomia hace
innecesaria la colocacion de sondas nasogastricas, lo que evita heridas nasales y
faringeas, evita molestias derivadas de su posicion permanente y puede reducir la

necesidad de una plastia del eso6fago.

Figura 24: Imagen de botén de gastrostomia con proteccion cutanea

para evitar lesiones por erosion.

Se han utilizado con éxito diferentes técnicas para la colocacién de una sonda
de gastrostomia en pacientes con EB. Se puede realizar una gastrostomia mediante
técnicas abiertas, laparoscopicas o percutaneas (GEP); para esta ultima puede
emplearse una técnica endoscoépica o una no endoscopica.

Cuando el trayecto de la gastrostomia ha cicatrizado y se mantiene sin
problemas, se puede cambiar la sonda original por botones de gastrostomia de perfil

bajo. Algunos especialistas utilizan dispositivos de botén como opcion principal. A las
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24 horas de la intervencion se comienza la administracion de agua y, posteriormente,

se inicia la alimentacion con alimentos ricos en nutrientes.
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2.6.5.- Soporte nutricional:

El mantenimiento activo del refuerzo nutricional en la EB va a mejorar la
resistencia a la infeccion, el crecimiento, la cicatrizacion de las heridas y la
calidad de vida global. No obstante, los intentos de mejorar el estado nutritivo
con frecuencia encuentra impedimentos, como el cuidado inadecuado de la
piel, la presencia de caries dentales y enfermedades periodontales, el reflujo
gastroesofagico (RGE), la impactacion fecal y los problemas psicolégicos y
psicosociales. Ademas, los padres de los nifios gravemente enfermos priorizan
inevitablemente los aspectos del cuidado del nifio, y suelen conceder menor
prioridad al cumplimiento de las recomendaciones dietéticas.

El deterioro nutritivo es directamente proporcional a la gravedad de la EB
y se produce sobre todo en los tipos generalizados de EB distrofica recesiva
(EBDR) y EB juntural (EBJ). En estos pacientes, la afectacion de mudltiples
sistemas afecta directa o indirectamente al estado fisico del nifio.

El deterioro nutritivo es resultado del estado hipercatabdlico en el cual
las lesiones cutaneas abiertas con inflamacion, la pérdida de sangre y liquido
seroso y la infeccién contribuyen en conjunto al aumento de las necesidades
nutritivas. Como ocurre en el paciente con quemaduras térmicas, las
necesidades de nutrientes son reflejo de la gravedad de las lesiones. Las
complicaciones bucales, orofaringeas, esoféagicas y gastrointestinales limitan la
ingesta, afectan a la absorcion y agravan el estado de desnutricion. La
impactacion fecal, el estrefliimiento cronico y el dolor al defecar por fisuras o
estenosis son extremadamente comunes y frecuentemente ocasionan apatia y

anorexia secundaria [233].
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En la EBD se ha documentado enfermedad intestinal inflamatoria [234] y
los resultados de la biopsia de la mucosa gastrointestinal han mostrado
alteraciones inflamatorias que podrian deberse a una adhesion celular
deficiente, cuyo resultado podria ser una alteracion de la permeabilidad
mucosa [235].

A pesar de los avances en materia de nutricion, pocos nifios con EB
experimentan mejoras asociadas de la cicatrizacion, lo cual es desalentador
pero no inesperado, si se tienen en cuenta los defectos propios de la piel en la
EB. A pesar de ello cuando se sospecha una carencia o desequilibrio se deben
realizar todos los esfuerzos posibles para optimizar el aporte nutricional.

En el mercado existen formulas «inmunoenriquecidas» destinadas a los
adultos, que contienen nutrientes como arginina, glutamina y acidos grasos
esenciales, las cuales estimulan la cicatrizacion, optimizan el estado
inmunitario y repercuten de forma positiva en las enfermedades inflamatorias
[236], sin embargo aun no se ha probado su eficacia en pacientes con EB.

La determinacién de la velocidad del aumento del peso y la talla son los
recursos mas practicos para valorar el crecimiento, por lo que deberd realizarse
cada 3-6 meses, con mas frecuencia en lactantes y nifios muy pequefos. En
los nifios menores de 2 afios se debe medir el perimetro cefalico y comprobar
los valores con las curvas de crecimiento aprobadas en el pais. Aunque el
objetivo es que el niflo crezca conforme a sus posibilidades genéticas, el
crecimiento longitudinal en particular a menudo es deficiente en los nifios
gravemente afectados por la EB. Se considera que la inflamacion cronica y las
citoquinas proinflamatorias tienen cierta responsabilidad en ello, aunque el

mecanismo no esta claro. Se ha propuesto que los nifios con EBDR pesan al
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nacer bastante menos que los nifios sanos, y que la afectacion del crecimiento
comienza en la etapa fetal [237]. Asi, aunque es util comprobar las curvas de
crecimiento, las estimaciones siempre deben considerarse en el contexto de la
gravedad de la enfermedad y los objetivos se deben ajustar en consecuencia.
Las dolorosas contracturas fijas en flexion alrededor de las articulaciones y la
osteoporosis que se producen en los nifios gravemente enfermos hacen dificil o
imposible medir la talla.

Es posible que las lesiones graves, especialmente cuando existe sepsis,
aumenten las necesidades nutritivas [238]. Las necesidades energéticas varian
entre 130 y 180 kcal/kg/24h. (115% a 150% de las necesidades medias
estimadas), y pueden ser de hasta 225 kcal/kg/24h. Las necesidades de
proteinas oscilan entre 2,5y 4g/kg y las de liquidos entre 150 y 200 mi/kg. Las
ampollas extensas provocan pérdida de liquidos y pueden requerir
proporcionalmente mayores volumenes de nutrientes.

La lactancia materna debe fomentarse por los muchos beneficios que
confiere. Sin embargo, la estimulacion del reflejo de succién puede causar
lesiones orales o exacerbarlas y la succién puede conducir a la formacién de
ampollas en la boca, la lengua y las encias. A los lactantes se les debe permitir
mamar a demanda, y para reducir la friccion se puede aplicar vaselina en los
labios y el pezén.

Excepto en los casos leves, la leche materna sola no suele ser suficiente
para satisfacer las mayores necesidades nutritivas de estos nifios. Debe
entonces proporcionarse un alimento con mayor concentracion de nutrientes lo

cual se puede lograr de varias maneras:
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- enriqueciendo la leche materna extraida a base de suero lacteo en
polvo, en una concentracion de 5 g/100 ml.

- reconstituyendo la formula dietética de suero lacteo en polvo a una
concentracion superior a la normal (p. ej., 15% en lugar del habitual
13%).

- afadiendo polimeros de glucosa en 2-5 g por cada 100 ml, para
incrementar ain mas el contenido energético y llegar a un contenido
total de hidratos de carbono de 10-12 g/100 ml en la formula.

- agregando una emulsién lipidica, en incrementos del 1% para
obtener una concentracion total de lipidos del 5%-6% (5-6 g de grasa

por 100 ml de férmula), cuando la funcién intestinal es normal.

Se debe tener cuidado al modificar las formulas, pues pueden producirse
diarreas con una carga osmoética de agua de mas de 500 mOsm/kg. Es
esencial realizar una revisién periddica del peso y de la calidad de la
alimentacion.

Cuando las lesiones bucales dolorosas hagan que el nifio no desee
mamar, se puede aplicar un gel analgésico bucal apropiado para la edad (en el
pezon o en la boca). Es extremadamente Gtil usar un biberén especial disefiado
para nifilos con labio leporino o paladar hendido. La forma de este biberén
reduce al minimo los traumatismos en los bordes de la encia, y su valvula
interna y su largo cuerpo permite poder controlar el flujo de alimento, de modo
que incluso una succion deébil proporcionara un flujo suficiente de leche. Si no

se dispone de un biberdn de este tipo, se puede ampliar el agujero del biberdn
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convencional con una aguja estéril. Cuando los lactantes no pueden succionar
el pezdn, se les puede alimentar con una cuchara o un gotero.

Las necesidades de vitaminas en los lactantes que reciben leche
materna o leche maternizada sin enriquecer no suelen ser superiores a las
normales. Sin embargo, en caso de duda, se puede administrar un
complemento multivitaminico apropiado para la edad, siempre que la ingesta
total (sobre todo de vitamina A) no exceda los limites maximos de toxicidad
recomendados. Aunque no se han determinado con exactitud las necesidades
nutritivas de los nifios pequefios que padecen EB, se supone que cuanto mayor
es la gravedad de la enfermedad, mayores son las cantidades de todas las
vitaminas necesarias [239], especialmente de vitamina C, de importancia
reconocida para mejorar la absorcién de hierro y para la sintesis de colageno.

Cuando se considere administrar vitamina D, se debe recordar que los
extensos apositos suelen impedir en gran medida la exposicidén solar. En caso
de hemorragias importantes, se deben evaluar las reservas de hierro y zinc y
complementarlos si fuera necesario.

A los nifios pequefios con EB se les puede ofrecer alimentos sélidos de
la misma forma en que se administran a los nifios pequefios sanos, con
excepcion de los alimentos duros y abrasivos. A menudo, los nifios pequefos
suelen aceptar nuevos alimentos muy lentamente, asi que se debe tranquilizar
a los padres para que permitan que el nifio avance a su propio ritmo. Se
deberia utilizar una cuchara de plastico poco profunda, con bordes
redondeados, y los niflos pequefios que tengan la boca muy fragil se pueden
alimentar con mayor confianza directamente de las yemas de los dedos de los

padres o se les puede dar trozos de comida blanda.
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La reticencia a probar nuevos alimentos es a menudo debido a un RGE
anterior (o actual) mal controlado o una boca con lesiones que provocan dolor.
La presencia de cicatrices y de una lengua anclada (anquiloglosia) puede
hacer que la deglucibn no sea coordinada y que exista riesgo de
broncoaspiracién. A los padres se les debe aconsejar cOmo aumentar las
proteinas de la dieta y el contenido energético sin aumentar el volumen.

Las diarreas prolongadas a menudo son caracteristicas en la EBJ-H, y
se ha sugerido que son resultado de una carencia de integrina intestinal [240].
La sustitucién de triglicéridos de cadena larga (TCL) por triglicéridos de cadena
media (TCM) en la dieta puede aliviar esta situacion, gracias a su metabolismo
a través de la vena porta y no a través del sistema linfatico.

Los niflos de méas edad con importantes complicaciones bucales vy
esofagicas rara vez mantienen un estado nutritivo aceptable con los alimentos
habituales. Los alimentos liquidos suelen tener bajas concentraciones de todos
los nutrientes, a menos que se consuman en grandes cantidades. Las
modificaciones en la dieta tienen que ser viables y adecuadas a la dindmica
individual de la familia. Lo mas importante es conseguir una mayor ingesta
proteica y energética, y mejorar la ingesta de vitaminas y minerales segun
indiquen la valoracion dietética y los resultados de las pruebas analiticas. La
leche a menudo ocupa un lugar destacado en la dieta de los nifios con EB, por
lo que el consumo de proteinas y calcio es en general aceptable. Por el
contrario, a los nifios a los que no les gusta la leche y los que tienen

dificultades para masticar y tragar carne siempre requieren refuerzo nutricional.
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Los nifios que consumen regularmente suplementos con mdultiples nutrientes
reciben de éstos cantidades adicionales de vitaminas, lo que deberia tenerse
en cuenta antes de recomendar la administracion de nuevos suplementos.

Los niflos que mantienen una nutricion oral adecuada a menudo lo
consiguen sélo gracias a los extraordinarios esfuerzos de sus padres, lo cual
resulta cada vez mas dificil de mantener. Es importante no establecer objetivos
poco realistas, y se debe vigilar el efecto de la intervencion recomendada,
teniendo en cuenta un limite de tiempo acordado (p. €j., 2 a 3 meses). Si no se
logra la mejora deseada, se deben considerar intervenciones como la dilatacion
del eséfago o la colocacion de una sonda de gastrostomia.

La determinacion de la velocidad de crecimiento Optima en nifios con EB
grave es dificil, y siempre debe considerarse en el contexto de la gravedad de
la enfermedad de cada nifio. El refuerzo nutricional por gastrostomia tiene
ventajas claras en la EB, pero puede asociarse a un depdésito central de grasa y
a un crecimiento lineal deficiente. Las razones son multifactoriales e
interrelacionadas, y probablemente se deban menos a la gastrostomia per se
que a los trastornos en la produccion de hormonas del crecimiento mediada por
citoquinas y al aumento de la produccién de cortisol, propios de las
enfermedades inflamatorias cronicas. El nifio cuyo percentil de peso esta mas
de dos desviaciones por encima del adecuado para su talla, suele tener menos
movilidad y mayor propension a depender de una silla de ruedas. Es importante
mantener un equilibrio entre la movilidad, el crecimiento y el estado nutritivo, ya
gque estos tres aspectos estan interrelacionados y son interdependientes. La
falta de carga del peso y la dependencia de una silla de ruedas aumentan la

osteopenia que con frecuencia se observa en los nifilos con EBDR y EBJ [241].
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La mayor propension al dolor de origen 6seo y a las fracturas conduce a una
mayor inmovilidad. Por otro lado, los nifios con desnutricion tienen dificultades
para llegar a la pubertad y, por ello, de llegar a beneficiarse del efecto protector
de las hormonas sobre la salud 6sea.

El grado de anemia se corresponde con la gravedad de la EB. Quienes
padecen EBDR o EBJ experimentan hemorragias continuas por las lesiones
cutaneas, el tubo digestivo alto y posiblemente también en el intestino grueso.
La anemia resultante es generalmente microcitica e hipocroma. En la EB grave
la inflamacion concomitante hace que sea dificil interpretar las pruebas
analiticas de las reservas de hierro. Sin embargo, cuando disminuye la
hemoglobina, el volumen corpuscular medio (VCM) y la concentracion de
ferritina y aumenta la capacidad total de fijacion del hierro (CTFH), la
administracion de suplementos de hierro por lo general se realiza por via
enteral. Es preferible un preparado liquido y constituye una guia util una dosis
de 1 ml/kg de peso corporal (5 a 6 mg de hierro/kg) (hasta aproximadamente
los 30 kg). Los suplementos de hierro se asocian a menudo a irritacién gastrica
y estrefiimiento.

En la practica, los medicamentos prescritos en tomas periddicas, pero no
diarias, suelen olvidarse, por lo que es mas seguro prescribir la administracién
diaria. Las reacciones adversas se pueden aliviar dividiendo la dosis diaria en
dos tomas, aumentando el consumo de fibra y prescribiendo laxantes
apropiados o emolientes. Para mejorar la absorcion de hierro, puede tomarse al
mismo tiempo algun alimento rico en vitamina C, siempre que no irrite la

mucosa bucal.
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El zinc es un cofactor esencial para mas de 200 enzimas, y es de
importancia vital en el crecimiento, la cicatrizacion de heridas, la funcion
inmunitaria y la estabilidad de la membrana celular, donde sus propiedades
antioxidantes son esenciales [242]. Sin embargo, el grado de refuerzo deseable
no esta claro y probablemente son innecesarios consumos excesivos, pues las
mejoras de la cicatrizacion suelen producirse solo en los estados carenciales. Y
mas importante aun, se ha documentado que la ingesta excesiva afecta a la
respuesta inmunitaria y puede interferir con la absorcién de hierro y cobre.

Las nauseas y los vomitos son efectos secundarios frecuentes de los
suplementos de zinc y son razones frecuentes del incumplimiento del
tratamiento. Es conveniente obtener una determinacion de la concentracion
basal de zinc en plasma, aunque la interpretacion de los resultados puede
verse complicada por factores como una albimina plasmatica baja, que hace
que se obtengan resultados falsamente bajos de la concentracion de zinc. En
este caso, no esta indicado el refuerzo con zinc solamente, sino que deberia
aumentarse también la ingesta de proteinas y alimentos energéticos. Es
preferible un suplemento liquido, como por ejemplo 5-10 ml de solucion de
sulfato de zinc (30 mg de zinc en 5 ml). Para optimizar la absorciéon y minimizar
las nduseas secundarias, debe fraccionarse la dosis diaria en dos tomas.

Un pequefio numero de nifios con EBDR grave han presentado
miocardiopatia dilatada, que se considera asociada a deficiencia de selenio y
carnitina [243]. Sin embargo, estos nifios presentaban también desnutricion
cronica, por lo que la causa de su miocardiopatia puede haber sido

multifactorial. Un estudio mas reciente [244] apoya la hipotesis de que el
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selenio y la carnitina estan implicados en el desarrollo de la miocardiopatia
dilatada.

Cuando existen pruebas bioquimicas de carencias nutricionales, debe
establecerse la administracion del nutriente deficitario y controlarlo
peribdicamente. Los suplementos de selenio que también contienen vitamina A
s6lo deben administrarse si la ingesta de vitamina A proveniente de otras
fuentes no es considerable.

Los nifios que padecen las formas mas graves de EB presentan
osteopenia y tienen riesgo de mineralizacion 6sea andémala y de fracturas. Ello
se debe a factores como la nutricion deficiente, el retraso de la pubertad, la
reduccion de la movilidad y de los ejercicios con carga y la exposicion
insuficiente a la luz solar. Aunque los nifios con EB que reciben alimentacion
enteral a través de una gastrostomia obtienen en teoria el calcio que necesitan,
las elevadas concentraciones de citoquinas secundarias a la infeccién o las
inflamaciones crénicas pueden afectar negativamente al recambio éseo, asi
como las complicaciones digestivas pueden dificultar la absorcion.

El control actual comprende la determinacién de la masa 6ésea mediante
radioabsorciometria de doble energia (DEXA), la determinacion bioquimica de
calcio y vitamina D y la administracion de bifosfonatos con una combinacion de
calcio y vitamina D [241].

No se deben colocar sondas nasogastricas (NG) de forma habitual.
Aunque se tenga mucho cuidado, pueden ocasionar traumatismos y son
dificiles de fijar. La friccion interna y las cicatrices que produce el tubo pueden
dificultar la alimentacion por via oral. Se cree que las molestias resultantes se

asocian a la posterior aversion a la comida y a una mayor tendencia a
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presentar estenosis esofégica. Sin embargo, su uso temporal seria inevitable
en nifios pequefios que no toman volimenes suficientes de alimentos por via
oral y cuando tienen la boca excesivamente traumatizada por la succion.

Otra indicacion para la alimentacion por sonda NG a corto plazo seria en
la EBDR, cuando las intervenciones odontoldgicas de gran alcance ocasionan
considerables ampollas bucales y faringeas. Este tipo de intervenciones puede
impedir una ingesta aceptable durante varios dias. Ya que estas técnicas se
realizan con anestesia general, se puede colocar la sonda nasogastrica en el
quiréfano, asi el nifio se alimentaria por ella hasta que se pueda reanudar una
alimentacion suficiente por via oral. Sea cual fuera la edad del paciente, la
sonda debe ser lo mas blanda y de un calibre tan estrecho como sea posible, y
no debe cambiarse para cada alimentacion, sino que se debe dejar in situ.

Tras la insercion de la sonda de gastrostomia, es posible que los nifios
se muestren reacios a continuar con la alimentacion oral, y prefieran depender
en gran medida o totalmente de la alimentacibn por gastrostomia.
Probablemente ello sea reflejo de la prolongada disposicion negativa a la
alimentacion y del alivio de tener una via alternativa para satisfacerla.

Sin embargo, es posible que no se toleren bien los grandes volumenes
de alimentos necesarios para fomentar un crecimiento Optimo, tanto si se
administran por la noche, durante el dia o en una combinacién de ambas
formas. Para optimizar la tolerancia a los alimentos y fomentar la continuacion
de la alimentacién por via oral, es recomendable empezar con pequefios
volumenes, lo que puede significar apenas 200 a 250 ml de alimentos con 1,5
kcal/ml para un nifio menor de 5 afios, y 300 a 500 ml para un nifio mayor.

Generalmente, son apropiados alimentos con alta densidad de nutrientes que

132



contengan diferentes fuentes de fibra. A los nifios mayores de 3 afios se les
administran generalmente en la noche, mediante una bomba de alimentacion
enteral. Algunos nifios requieren una combinacion de alimentos por la bomba
en las noches y en bolos durante el dia. No es aconsejable darles alimentos en
forma de puré a través de la gastrostomia, debido a la probabilidad de que ésta
se obstruya y al peligro de proliferacibn microbiana. Volimenes nocturnos de
alimentos de mas de 800-1000 ml se asocian a menudo a la necesidad de
orinar durante la noche (lo que implica interrumpir el suefio del nifio, y de uno
de los padres cuando se requiera su ayuda), 0 a enuresis nocturna y en
ocasiones, defecacion.

El estrefiimiento cronico con defecacion dolorosa es una de las
complicaciones mas frecuentes, aunque subestimada, de todos los tipos de EB
[245]. Se debe tratar sin demora si se desea evitar el circulo vicioso de dolor,
omision consciente del reflejo gastrocélico y anorexia secundaria. A los nifios
pequefios se les deben dar mas liquidos, en forma de agua o, si la rechazan,
en cucharaditas de zumo de fruta fresca diluida en 100 ml de agua o zumos
envasados para nifios diluidos en igual volumen de agua. Se debe prescribir
lactulosa, empezando con 2,5 ml a dias alternos hasta llegar a 2,5 ml dos
veces al dia. Alos 9 a 12 meses de edad es aconsejable introducir una fuente
de fibra, tanto si el lactante esta estrefiido como si no lo esta, ya que el
estreflimiento es una complicacion previsible de todos los tipos de EB, y
ademas, un emoliente como la lactulosa en los nifios mayores de 2 afios.

En el nifio mayor, encopresis se confunde a menudo con diarreas. Como
resultado se suelen reducir o detener el uso de los laxantes prescritos, con lo

cual inconscientemente empeora la situacion. Las lesiones bucales, la disfagia
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y la necesidad de alimentos con mayor densidad de nutrientes en menor
volumen pueden contribuir a que el nifio rechace la dieta convencional rica en
fibras. Es importante aumentar el consumo de fibra, pero conviene introducir un
alimento que contenga fibra, por via oral o por gastrostomia, pero sélo
después de que se haya investigado la magnitud del estrefiimiento y éste se
haya tratado.

El aporte energético adecuado puede ser inalcanzable sin el consumo
frecuente de hidratos de carbono fermentables, especialmente de sacarosa,

que por desgracia, es muy propicia para el desarrollo de caries dentales.
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3. HIPOTESIS:

La integridad de la piel y su resistencia frente a las agresiones
externas se deben a la union dermoepidérmica, una zona altamente
especializada de la ldmina basal que fija la epidermis a la dermis. En
esta zona existen, junto con moléculas que se localizan a lo largo de
toda la lamina basal, unas estructuras denominadas “complejos de
anclaje”, que sirven para garantizar la adhesion de las células epiteliales
a la matriz extracelular de la dermis. Desde el punto de vista
ultraestructural, la lamina basal es una bicapa constituida por la lamina
licida y la lamina densa. A su vez, los complejos de anclaje estan
formados por tres estructuras:

1- Hemidesmosomas: que son complejos electron-densos
situados en la cara citopladsméatica de la membrana plasmética
de los queratinocitos basales, en los que se insertan los
filamentos intermedios de citoesqueleto (queratinas).

2- Filamentos de anclaje: que son delgadas estructuras que
atraviesan la lamina lucida desde los hemidesmosomas hasta
la ldmina densa.

3- Fibrillas de anclaje: que se extienden desde la ldmina densa
hasta la dermis papilar insertandose en las denominadas
placas de anclaje o formando lazos que se anclan de nuevo a
la lamina densa.

El principal componente de las fibras de anclaje es el colageno tipo VII.

Actualmente, los estudios de biologia molecular y genética han permitido
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determinar que las mutaciones en el gen COL7A1, que codifica el colageno
tipo VII, dan lugar a la epidermdlisis bullosa distréfica (EBD).

La EBD se asocia con ampollas dermoliticas formadas por debajo de la
lamina basal y curan dejando cicatrices y quistes de mijo, incluyendo dos
formas principales, que son la dominante de Cockayne-Touraine y la
recesiva (EBDR).

La EBDR aunque puede afectar a cualquier zona del tegumento, son
mas frecuentes las lesiones sobre zonas trauméticas como las manos y los
pies, siendo caracteristica la temprana fusiébn de los dedos por tejido
cicatricial, lo que provoca manos y pies en mitones y seudosindactilia. La
fusion se realiza en flexion y también es visible en grandes articulaciones

(codos, rodillas, tobillos).

Las hipdtesis de este trabajo han sido:

Conceptual:

1.- Los pacientes que presentan una EBDR tienen ausencia de
colageno tipo VIl en los “complejos de anclaje” que se encuentran en la

dermis por debajo de la lamina densa.

2.- Puesto que el colageno tipo VII es fundamental para mantener la
estructura de la unién dermoepidérmica y evitar la formacion de ampollas a
este nivel, el uso de fibroblastos alogénicos pudiera ser determinante para

evitar la formacion de ampollas.
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Operativa:

1.- Hipotesis nula 1 es que el uso de fibroblastos alogénicos no
mantiene la presencia de colageno tipo VII en la estructura dermo-
epidérmica (complejos de anclaje) de forma definitiva.

Hipotesis alternativa es que el colageno tipo VIl se mantiene
durante un tiempo en los “complejos de anclaje” de la unidén dermo-

epidérmica.

2.- Hipotesis nula 2 es que tras el uso de fibroblastos alogénicos con
coldgeno tipo VII no se produce una disminucion en la formacién de
ampollas, signo evidente de malfuncién de los “complejos de anclaje”.

Hipotesis alternativa 2 es que tras el uso de fibroblastos
alogénicos con colageno tipo VII se produce una disminucion en la
formacion de ampollas, confirmando le adecuada funcién de los “complejos

de anclaje”.

3.- Hipotesis nula 3 es que tras el uso de fibroblastos alogénicos no se
modifica el tiempo de epitelizacion no mejorando la cicatrizacion de la
herida provocada (area de obtencion de injerto cutaneo)

Hipotesis alternativa 3 es que tras el uso de fibroblastos
alogénicos disminuye el tiempo de epitelizacion provocando una curacion

mas rapida respecto al no uso de este tratamiento.
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3. OBJETIVOS:
4.1.- Objetivo principal:

El objetivo principal de este estudio de investigacion consistié en
evaluar la eficacia del tratamiento en heridas cutaneas mediante la
aplicacion local de parches de piel quimérica cultivada, frente a la
utilizacion de apésitos oclusivos no adherentes.

Valorar el efecto de queratinocitos autélogos, cultivados con
fibroblastos alogénicos (procedentes de donantes) sobre el tiempo vy el
resultado histolégico de la epitelizacion de lesiones cutdneas de
pacientes con epidermdlisis bullosa distréfica recesiva en comparacion

con un aposito oclusivo no adherente.

4.2.- Objetivos secundarios:

Evaluar la persistencia de los fibroblastos implantados en la zona
afectada, union dermoepidérmica, (presencia de coladgeno tipo VII) en
piel quimérica a los 8 y 12 meses.

Evaluar la persistencia de fibroblastos alogénicos implantados
mediante marcadores genéticos a los 3, 8 y 12 meses.

Evaluar la seguridad de la terapia celular con parches de piel
qguimérica cultivada, en comparacién con la utilizacion de un apdsito
oclusivo no adherente.

Valorar la tolerabilidad del tratamiento determinando la ausencia
de rechazo inmune.

Valorar la tolerabilidad del tratamiento determinando la ausencia

de acontecimientos adversos clinicos y analiticos.
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5. MATERIAL Y METODOS .-

5.1.- Disefio del estudio:

Estudio comparativo, abierto, prospectivo en el que en cada paciente se
realizaron dos procedimientos: implante de un parche de piel quimérica
cultivada (terapia experimental) en la mitad de la lesion cutanea y aposito
oclusivo no adherente (control) en la otra mitad, durante 12 meses de
seguimiento.

* Procedimiento quirargico:

Reconstrucciéon de las comisuras interdigitales en pacientes con
sindactilia cutdnea severa mediante injertos laminares que se toman de forma
uniforme y sistematica con dermatomo eléctrico o de aire comprimido sobre
una zona aseptica y con la misma extension y profundidad en micras en todos
los pacientes.

* Periodo de tratamiento:

Inmediatamente tras el procedimiento quirdrgico se procedié a implantar
un parche de piel quimérica cultivada (terapia experimental) en la mitad del
defecto cutdneo del paciente y un apdsito oclusivo no adherente en la otra
mitad (control).

* Periodo de seguimiento

Se siguid inicialmente a los pacientes cada dos dias hasta que se
produzco la epitelizacion (aproximadamente 21 dias desde la intervencion
quirdrgica) y posteriormente, a los 3, 8 y 12 meses de seguimiento.

Puesto que se trata de una enfermedad hereditaria rara (baja incidencia

y prevalencia) se incluyeron de forma consecutiva 12 pacientes que cumplian
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los criterios de seleccién para evitar sesgos de inclusion. Ademas, puesto que
el proceso de epitelizacidbn depende de las caracteristicas individuales de
cada sujeto, cada paciente incluido fue a su vez su propio control.

El tratamiento de los defectos cutaneos de estos pacientes con piel
quimérica cultivada, constituida por queratinocitos autdlogos del paciente y
fibroblastos alogénicos (procedentes de donante) que son capaces de sintetizar
coladgeno tipo VIl y, por tanto, restaurar la integridad normal de la unién dermo-
epidérmica, se espera que no sélo aumente la velocidad de epitelizacion de
estos defectos cutdneos, sino que evite a largo plazo la recidiva de la
enfermedad de base en las areas implantadas. Por tanto, el control en nuestro
estudio fue el empleo de dichos apdsitos. El tratamiento de las Ulceras de estos

pacientes se realizé con apdsitos oclusivos no adherentes de manera electiva.

5.2.- Seleccidn de los pacientes:

Se seleccionaron pacientes con Epidermolisis Bullosa Distréfica
Recesiva diagnosticada por criterios clinicos e histoldgicos con sindactilia
cutanea severa que fueron sometidos a cirugia reconstructiva. Se incluyeron

hasta un total de 12 pacientes.

5.3.- Criterios de inclusion:
Los pacientes incluidos en el estudio debieron de cumplir todos y cada
uno de los siguientes criterios:

- Pacientes de ambos sexos mayores de 28 dias.
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- Pacientes con Epidermolisis Bullosa Distréfica Recesiva, diagnosticada
por criterios clinicos e histologicos, con sindactilia cutdnea severa en los
gue estaba indicada cirugia reconstructiva.

- Pacientes cuyos tutores legales otorgaron el consentimiento informado
por escrito para la participacion en el estudio previo a la realizacién de
cualquier procedimiento descrito en el mismo.

- Pacientes con edad = 12 afios que otorgaron el consentimiento
informado por escrito para la participacion en el estudio previo a la

realizacion de cualquier procedimiento descrito en el mismo.

5.4.- Criterios de exclusion:
Los pacientes que presentaron uno o mas de los siguientes criterios no

fueron incluidos en el estudio:

- Mujeres en edad fértii que no utilizaban métodos anticonceptivos
eficaces (anticoncepcién oral).

- Mujeres embarazadas o en periodo de lactancia.

- Hipersensibilidad conocida 6 sospechada a cualquier de los agentes
terapéuticos incluidos en el estudio, incluidos farmacos anestésicos.

- Pacientes con antecedente de tumor maligno en los ultimos 5 afos.

- Pacientes con diagnostico de tuberculosis activa en el momento de la
inclusion.

- Pacientes con marcadores positivos previos para cualquiera de los

siguientes patégenos: hepatitis By C, VIH-1, VIH-2.
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- Pacientes con historia de enfermedad hepatica, gastrointestinal,
hematoldgica, pulmonar o neuroldgica, no relacionada directamente con
la Epidermolisis Bullosa, clinicamente relevante.

- Cualquier otra situacion médica que a juicio del investigador podia
interferir con la participacion 6ptima en el estudio o producir un riesgo
significativo para el paciente.

- Alcoholismo, drogadiccién, patologia psiquiatrica u otros factores
presentes en los tutores legales que a juicio del investigador pudieran
complicar la participacion del paciente en el estudio.

- Pacientes que habian participado en otro estudio en los 30 dias previos
o en los que se habia planeado su participacion simultaneamente en otro
estudio.

- Pacientes menores de edad, cuyos tutores legales no otorgaron el
consentimiento informado para participar en el estudio.

- Pacientes = 12 afios que no otorgaron el consentimiento informado

para participar en el estudio.

5.5.- Duracion de la investigacion:

El estudio tuvo una duracién de 12 meses de seguimiento desde la

realizacion del procedimiento quirurgico.
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5.6.- Descripcién del tratamiento:

Los tratamientos administrados fueron:

- Tratamiento experimental: bicapa de piel compuesta por
queratinocitos del paciente (autélogos) y fibroblastos de un donante
(alogénicos) embebidos en una matriz plasmatica (Cx501).

- Control: fue el apdsito estéril Allevyn (Smith and Nephew) que no

contiene ningun principio activo. Apésito trilaminar de poliuretano.

Identificacion de los productos de investigacion:
- Tratamiento experimental:
o Forma farmacéutica: Parche
o Via de administracion: Topica
o Grupo terapéutico: Terapia celular
- Aposito estéril Allevyn:
o Forma farmacéutica: Apoésito oclusivo no adherente de
poliuretano.

o Via de administracion: topica

Método de asignacién de tratamientos a los pacientes:
Cada paciente recibi6 el tratamiento experimental en la mitad del
defecto cutaneo antebraquial y en la otra mitad (control), de modo que

no fue necesario el proceso de aleatorizacion.
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5.7.- Diagrama de estudio:

Tiempo -2:

- Tiempo -2 6 de seleccion: Todos los pacientes que cumplieron los criterios de
inclusién y de exclusion detallados anteriormente fueron incluidos en el tiempo
de seleccién. En esta visita se obtuvo el consentimiento informado por escrito
de los tutores legales y del propio paciente, en caso de tener al menos 12 afios
para la participacion en el estudio. Se realiz6 una historia clinica completa, con
anamnesis y exploracion fisica, y se recogido la toma de medicacion
concomitante. Ademas se midieron el peso y la talla y se realizé una analitica
completa que incluyé hemograma, coagulacion sanguinea y parametros
bioquimicos nutricionales. Se realiz6 el test gonadotrofinico del embarazo a las
pacientes en edad fértil. También se realizé una prueba de serologia que
incluia las siguientes determinaciones: VIH-1, VIH-2, Hepatitis B y Hepatitis C.
Si los test realizados resultasen positivos para alguno de dichos patégenos, se
le comunic6 al paciente que cesaba su participacion en el estudio
inmediatamente y se rellend el formulario de finalizacion del estudio. Ademas
se realiz6 una biopsia cutanea para confirmar el tipo de epidermdlisis bullosa,

siempre que en la historia clinica no estuviera ya reflejado.

Tiempo -1:
-Tiempo -1 6 de biopsia cutanea: En esta visita, una vez obtenidos los
resultados negativos de la serologia, se realizé una biopsia de piel a partir de la

cual se cultivaron los queratinocitos autélogos del paciente.
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Procedimiento de las biopsias de piel:

Las biopsias de piel de paciente se sometieron al siguiente
procedimiento para el aislamiento de los queratinocitos:

Se coloc6é la muestra de piel en una placa de Petri estéril y se troced
con unas tijeras estériles, pasandola a un frasco con 25-30 ml de solucién
estéril e irradiada de tripsina al 0,05% y &cido etilendiaminotetraacético (EDTA)
al 0,02% (T/E) que incubamos a 37°C bajo agitacion orbital durante 45 minutos
(primer lavado). Extrajimos el bote del agitador orbital y disgregamos
mecanicamente la piel con la ayuda de una pipeta empapada en TI/E.
Decantamos los fragmentos de piel y con cuidado pasamos la suspension
celular en T/E a un cénico de 50 ml. Neutralizamos con igual cantidad de medio
QN vy centrifugamos durante 10 minutos a 1400 rpm. Afadimos T/E fresca al
bote que contiene los fragmentos de piel e incubamos nuevamente unos 30
minutos a 37°C en agitacion (segundo lavado).

El precipitado obtenido de la centrifugacion del primer lavado se disolvié
en 2-3 ml de medio QN. En un microtubo etiquetado se tomaron 10 ul de la
suspensiéon celular para el estudio de viabilidad y contaje celular. Sélo se
aceptaron las muestras con una viabilidad > 80%, desechandose el resto de las
muestras.

Con las células del segundo lavado se repitidé el procedimiento descrito
en los apartados anteriores, afiadiendo las células obtenidas en cada lavado a
las del anterior. El procedimiento de recogida de la T/E se repitid en lavados

subsiguientes hasta que no se obtuvieron mas células de la biopsia.
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Las células resultantes del procesamiento de la biopsia de piel del
paciente se sometieron al siguiente procedimiento:

Para el cultivo primario de queratinocitos, se sembré la resuspension
celular a razon de unas 25.000 células por cm2 (unos 2 millones de
queratinocitos por frasco de 75 cm2) en presencia de 75.000 células 3T3
irradiadas por cm2 (capa alimenticia, en total se sembraron unos 5-6 millones
de células 3T3 por frasco de 75 cm2). Las células se incubaron durante un
periodo de 48 horas en un incubador a una temperatura de 37 °C, con 5% de
CO2 y saturacion de humedad. El medio de cultivo utilizado fue el medio QN.
Una vez transcurrido este tiempo, se recogid el sobrenadante del cultivo para
realizar los ensayos de micoplasma y de patégenos especificos, depositandolo
en un conico debidamente etiquetado. Centrifugamos durante 10 minutos a
1400 rpm. Se recogieron tres mililitros del sobrenadante de la centrifugacion
que fueron utilizados para los andlisis de micoplasma, almacenandolos en el
congelador a —20°C hasta su andlisis.

Se retir6 cuidadosamente casi todo el medio restante dejando otros tres
mililitros de sobrenadante del cultivo para resuspender las células muertas que
habian precipitado. Esta suspension de medio y células no viables se utiliz6
para realizar el test de patdgenos virales, depositandolos en tubos eppendorf
etiquetados y almacenandolos en el congelador a —20°C hasta su andlisis.

Una vez retirado todo el medio se procedio a realizar un lavado
afiadiendo suficiente tampon fosfato (PBS) como para cubrir toda la superficie
de la placa. Inmediatamente se retird dicho PBS. Una vez realizado el lavado,
el cultivo se suplementd con un volumen equivalente al retirado de medio QN

fresco y se devolvio a la incubadora durante 24 horas. Una vez trascurridas las

146



24 horas se procedié a un lavado complementario. Una vez retirado el PBS, se
afiadié un volumen equivalente de medio fresco QC cada 2-4 dias. Esto
constituyo el pase cero.

Una vez que los ensayos de micoplasma y patdégenos virales se
demostraron negativos se procedi6 a la elaboracién del -cultivo de
queratinocitos. Una vez que el cultivo alcanzé una confluencia del 80-90%, se
procedi6 al levantamiento y dilucion de las muestras: retirandose
cuidadosamente el medio de cultivo, intentando evitar levantar la capa de
células pegadas al plastico. Se lavd el exceso de medio de cultivo con un
volumen equivalente de tampén fosfato (PBS) y posteriormente se procedio a
su retirada. Para el levantamiento de la capa celular alimenticia (células 3T3
irradiadas) se afiadié un volumen de T/E suficiente para cubrir toda la superficie
celular. La muestra se devolvio a la incubadora por un periodo que no excedi6
los 5 minutos. Una vez pasado dicho periodo se comprobd en el microscopio
que todas las células 3T3 estaban en suspension. Para el levantamiento de los
queratinocitos, se volvio a afiadir un volumen de T/E fresca suficiente para
cubrir toda la superficie celular. La muestra se devolvié al incubador por un
periodo que no excedid los 15 minutos. Una vez pasado dicho periodo se
comprobd en el microscopio que todos los queratinocitos estaban en
suspensién y lo mas disgregados posible. Para parar la reaccion de la tripsina,
la muestra se diluyé al menos un tercio en medio QN fresco. Se procedi6 al
recuento y analisis de la viabilidad celular utilizando el ensayo de exclusion de
azul tripan. Una vez conocida la concentracion celular, la muestra se centrifugo
en un tubo etiquetado, a 1200 a 1500 rpm (290-453xg) por un periodo de 5 a

10 min. Se retir0 el medio y se afiadié medio QN fresco. La muestra se sembro
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en un frasco/s nuevo/s a una concentracion de entre 25000-27000 células por
centimetro cuadrado, en presencia de 75000 células 3T3 irradiadas/cm2. A los
dos dias de la siembra se cambi6 el medio QN por medio QC. Este medio se
renové cada 2-3 dias por medio QC fresco. Cuando las células alcanzaron una
confluencia de 80-90% se levantaron y se procedio a congelar las células en
medio de congelacion estandar (90% suero fetal bovino, 10% DMSO). Los
viales conteniendo las células se congelaron y almacenaron en nitrégeno
liquido, constituyendo el Banco Celular de queratinocitos autélogos (BCQ),
en pase 1.

Las biopsias de piel de donante se sometieron al siguiente
procedimiento para el aislamiento de los fibroblastos:

Colocamos la muestra de piel en una placa de Petri estéril y la
troceamos con unas tijeras estériles, pasandola a un frasco con 25-30 ml de
solucién de colagenasa Tipo | (2 mg/ml) en DMEM que incubamos a 37°C bajo
agitacion orbital hasta que se disolvieron los fragmentos (entre 2-12 horas,
dependiendo del tamafio de la muestra inicial). Sacar el bote del agitador
orbital. Para filtrar la resuspension celular, se acabd de resuspender
mecanicamente con una pipeta estéril y se decant6 sobre un filtro de nylon de
60 micras (cell strainer) previamente depositado sobre una placa de Petri
estéril. Se volvid a filtrar la suspension celular en colagenasa a través del filtro
de nylon y se recogio con cuidado la colagenasa que pasamos a un conico de
50 ml. Los fragmentos de piel restantes en el filtro se desecharon con el mismo.
La suspension celular recogida en colagenasa se neutralizé con igual cantidad
de medio de cultivo de fibroblastos y se centrifugé a 1200 a 1500 rpm (290-

453xg) por un periodo de 5 a 10 min. El precipitado celular obtenido se disolvio
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en 2-3 ml de medio de cultivo de fibroblastos y se contaron las células viables
obtenidas. En un microtubo etiquetado se tomaron 10 pl de la suspension
celular para el estudio de viabilidad y contaje celular. S6lo se aceptaron las
muestras con una viabilidad > 80%, desechandose el resto de las muestras.
Para el cultivo primario de fibroblastos, se sembrd la resuspension
celular a razon de unas 75.000-100.000 células por cm2 (unos 7 millones de
células por frasco de 75 cm2) durante un periodo de 48 horas en un incubador
a una temperatura de 37°C, con 5% de CO2 y saturacién de humedad. El
medio de cultivo utilizado fue el de fibroblastos. Una vez transcurrido este
tiempo, se recogio el sobrenadante del cultivo para realizar los ensayos de
micoplasma y de patdgenos especificos, depositdndolo en un cdnico
debidamente etiquetado. Centrifugamos durante 10 minutos a 1400 rpm. Se
recogieron tres mililitros del sobrenadante de la centrifugaciébn que fueron
utilizados para los andlisis de micoplasma, almacenandolos en el congelador a
—20°C hasta su analisis. Se retir6 cuidadosamente casi todo el medio restante
dejando otros tres mililitros de sobrenadante del cultivo para resuspender las
células muertas que habian precipitado. Esta suspension de medio y células no
viables se utilizé para realizar el test de patégenos virales por laboratorios
externos autorizados, depositandolos en tubos eppendorf etiquetados y
almacenandolos en el congelador a —20°C hasta su analisis. Una vez retirado
todo el medio se procedid a realizar un lavado afiadiendo suficiente tampon
fosfato (PBS) como para cubrir toda la superficie de la placa. Inmediatamente
se retird dicho PBS. Una vez realizado el lavado, el cultivo se suplemento con
un volumen equivalente al retirado de medio fresco y se devolvid a la

incubadora durante 24 horas. Una vez trascurridas las 24 horas se procedio a
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un lavado complementario. Una vez retirado el PBS, se afiadié6 un volumen
equivalente de medio fresco cada 2-4 dias. Esto constituy6 el pase O.

Una vez que los ensayos de micoplasma y patdégenos virales se
demostraron negativos, se preparo el cultivo de queratinocitos. Una vez que el
cultivo primario alcanz6 una confluencia del 80-90%, se procedi6é al
levantamiento y dilucién de las muestras: retirandose cuidadosamente el medio
de cultivo, intentando evitar levantar la capa de células pegadas al plastico. Se
lavo el exceso de medio de cultivo con un volumen equivalente de tampdn
fosfato (PBS) y posteriormente se procedi6 a su retirada. Para el
levantamiento de la capa celular se afiadid un volumen de T/E suficiente para
cubrir toda la superficie celular. La muestra se devolvié al incubador por un
periodo que no excedid los 5 minutos. Una vez pasado dicho periodo se
comprobd en el microscopio que todas las células estaban en suspensién y lo
mas disgregadas posible. Se utiliz6 una accibn mecénica mediante suaves
golpeteos para alcanzar este estado. Para parar la reaccion de la tripsina, la
muestra se diluyé al menos un tercio en medio de fibroblastos fresco. Se
procedio al recuento y analisis de la viabilidad celular utilizando el ensayo de
exclusién de azul tripan. Una vez conocida la concentracion celular, la muestra
se centrifugé en un tubo etiquetado, a 1200 a 1500 rpm (290-453xg) por un
periodo de 5 a 10 min. Se retird el medio y se afiadié medio fresco. La muestra
se sembrd en un frasco/s nuevo/s a una concentracion de entre 10000-14000
células por centimetro cuadrado. Cuando las células alcanzaron una
confluencia de 80-90% se procedié a congelar. Los viales conteniendo las
células se congelaron y se almacenaron en nitrogeno, constituyendo el Banco

Celular Maestro de Fibroblastos alogénicos (BCMFa).
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El sucesivo subcultivo de las células se prolongd hasta obtener el n° de
células suficientes (unos 10 millones para todo el ensayo clinico) y siempre sin
superar un numero razonable de duplicaciones celulares (25). Obtenido el n°
de células suficiente, se tripsinizaron las células, se resuspendieron en medio
de cultivo, se contaron y se congelaron en alicuotas constituyendo el Banco
Celular de Trabajo de Fibroblastos alogénicos (BCTFa).

Una vez programado el implante de la lamina de piel en el paciente, los
bancos celulares de queratinocitos (BCQ) y de fibroblastos (BCTFa) se
procesaron para la obtencion del producto celular a granel. Para ello, se
empled el siguiente procedimiento:

Primeramente, un vial de fibroblastos del BCTFa se descongelé y se
sembrd en un frasco de 75 cm2 en medio de cultivo de los fibroblastos y se
esperd a que estuvieran confluentes. Alcanzada la confluencia, los fibroblastos
se tripsinizaron y se centrifugaron y el pellet se resuspendié en medio de cultivo
para realizar el contaje celular. Una vez contado el n® de fibroblastos
recolectados, se descongel6 el plasma sanguineo a 37°C y se suplementé con
1 mg/ml de &cido tranexamico (Amchafibrin). Los fibroblastos se
resuspendieron en 10-15 ml de plasma, a una concentracion de 3.000-5.000
células/ml. El volumen de plasma utilizado dependié de la concentracion de
fibrinbgeno detectado, utilizdndose el necesario para alcanzar 20-25 mg de
fibrinbgeno por lamina de piel. Si el plasma a utilizar tuviera una concentracion
menor a 2 mg/ml, se desecharia ya que el volumen necesario seria demasiado
grande. A continuacion se afadié el volumen necesario de una solucion de
cloruro sodico al 0,9% (suero fisioldgico) hasta alcanzar el volumen de 23 ml.

Finalmente se afiadio a la suspension 2 ml de una solucion de cloruro calcico al
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1% y se vertié la mezcla final en una placa de cultivo cuadrada de unos 80
cm2. Se incubd a 37°C hasta su completa coagulacion (entre 30 y 45 minutos).
Posteriormente se cubrié la dermis artificial asi generada con 10 ml de medio
QN y se incub6 a 37°C durante 10-16 horas. A continuacion se descongelaron
los queratinocitos del BCQ. El contenido del criovial se diluyé en 20 ml de
medio QN y se centrifugdé a 1400 rpm durante 10 minutos a temperatura
ambiente. El precipitado obtenido se resuspendio en 10 ml de medio de cultivo
y los queratinocitos aut6logos descongelados se sembraron sobre la dermis
artificial a una densidad aproximada de 15.000 células/cm2 (10.000-20.000).
En ningln caso se sembraron menos de 4000 cels/cm2. A las 48-72 horas de
la siembra de los queratinocitos, se cambié el medio de cultivo afiadiéndole en
este caso medio QC. EI cultivo progreso siendo cambiado el medio QC cada
tres dias hasta que se observd a través del microscopio la presencia de una
capa de epitelio confluente (unos 10 dias).
La lamina de piel se acondicion6 de la siguiente manera:

Una vez confluente la lamina de piel ingenierizada en cultivo, se transporté a la
cabina de flujo laminar dentro de la sala de envasado. Se pegé a la superficie
epidérmica de la lamina un trozo de gasa textil (100% poliéster) de su misma
superficie, mediante el adhesivo tisular Histoacryl (monémero de n-butil-2-
cianocrilato, B.Braun). Esta gasa facilita la manipulacion de la lamina y no tiene
ningun efecto sobre su viabilidad. Con la ayuda de dos pinzas estériles, la
lamina se transporta con mucho cuidado de la placa cuadrada donde se ha
generado a una bandeja de polipropileno (envase primario). La lamina se
cubre, con fines de proteccién con un aposito hidropolimérico de poliuretano.

Se cubre la lamina y el apdsito con medio de envasado estéril. La bandeja de
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polipropileno es herméticamente cerrada mediante termosellado a un film
estanco y pelable. El exterior del envase primario, una vez termosellado, se
cubre con una etiqueta de material de nylon blanco, impresa con tinta negra

mediante impresora de transferencia térmica a una resolucion de 203 dpi.

Tiempo 0 (Procedimiento quirurgico):

Se realiz6 la reconstruccion de las comisuras interdigitales en pacientes
con sindactilia cutdnea severa mediante injertos laminares que se tomaron de
forma uniforme y sistemética con dermatomo eléctrico o de aire comprimido
sobre una zona aséptica y con la misma extensiéon y profundidad en micras en
todos los pacientes. Inmediatamente tras el procedimiento quirdrgico se
procedi6 a implantar un parche de piel quimérica cultivada (terapia

experimental) en la mitad del defecto cutdneo del paciente y un apoésito

oclusivo no adherente en la otra mitad (control).

@) (b)
Figura 25: Obtencion de injerto de piel de antebrazo con dermatomo quirdrgico (a), area quirirgica de

estudio de cobertura con piel quimérica cultivada y apoésito oclusivo no adherente(b).
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(e) ®

Figura 26: Procedimiento quirdrgico: tratamiento de la sindactilia con aplicacion de injertos

cutaneos laminares (a), cobertura de area cutanea cruenta (b), muestra de lamina de piel quimérica

(c,e), cobertura de defecto cutaneo con piel quimérica (d,f).
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Visitas de seguimiento de la epitelizacion:

Se realizaron visitas cada dos dias hasta la fecha de epitelizacion
completa (aproximadamente 21 dias desde el momento de la intervencion), en
las cuales se valoraron datos clinicos referentes a la evolucion de la misma
(coloracion, textura, hipertrofia, ampollas, signos de infeccién, etc.) y a la
seguridad de los tratamientos en estudio.

A los 3y 8 meses Se realiz6 una exploracion fisica completa, se
midieron los signos vitales (peso) y se realiz6 una analitica completa que
incluia parametros bioquimicos nutricionales. Ademas se valoraron datos
clinicos referentes a la region cutdanea del implante (coloracién, textura,
hipertrofia, ampollas, signos de infeccion, etc) y a la seguridad de los
tratamientos en estudio. En ambas visitas se realizaron sendas biopsias
cutaneas de la region del implante.

A los 12 meses se realiz6 una evaluacion completa del paciente que
incluia exploraciéon fisica, signos vitales (peso), analitica completa con
parametros bioquimicos nutricionales, asi como valoracion de datos clinicos
relativos a la regién cutanea del implante y a la seguridad de los tratamientos
en estudio. Ademas se realizaron sendas biopsias cutdneas de la regién del
implante. En esta visita final el investigador determinaria la respuesta clinica
global (eficacia y seguridad) una vez finalizado el tratamiento del estudio en la

ultima valoracion del seguimiento.
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@) (b)

() (d)

Figura 27: Seguimiento postoperatorio del area tratada analizando la epitelizacion cada dos dias hasta

alcanzar los 21 dias: cuatro dias (a); ocho dias (b), 16 dias (c) y 21 dias (d).

En todas las visitas se recogieron debidamente en el Cuaderno de
Recogida de Datos la presencia de acontecimientos adversos o tratamientos

concomitantes que aparecieron a lo largo del estudio.
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5.8.- ldoneidad de las medidas:

La EB distréfica recesiva carece de tratamiento farmacolégico o no
especifico. El tratamiento de los defectos cutaneos de estos pacientes con piel
quimérica cultivada, constituida por queratinocitos autélogos del paciente y
fibroblastos alogénicos (procedentes del donante) que son capaces de
sintetizar colageno tipo VIl y, por tanto, restaurar la integridad normal de la
union dermoepidérmica, se esperaba que no solo aumentase la velocidad de
epitelizacion de estos defectos cutaneos, sino que evitase a largo plazo la
recidiva de la enfermedad de base en las areas implantadas. Por tanto, el
control en nuestro estudio seria el empleo de dichos apdsitos. El tratamiento de
Ulceras de estos pacientes se realiza en la actualidad con ap6sitos oclusivos no

adherentes de manera electiva.

5.9.- Variables de eficacia:
La variable principal de eficacia ha sido los dias necesarios hasta llegar
al 100% de epitelizacion del area afectada.
Las variables secundarias de eficacia fueron:
- Dias hasta llegar al 50% de epitelizaciéon del area afectada.
- Persistencia de los fibroblastos implantados en la zona afectada
desde el punto de vista histologico (presencia de colageno Vil en la
unién dermoepidérmica demostrada mediante anticuerpos
monoclonales) a los 8 y 12 meses de seguimiento.
- Evaluacion de la persistencia de los fibroblastos alogénicos

implantados mediante el analisis de 17 marcadores genéticos por
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analisis de STRs (capaz de discriminar dos ADN diferentes) a los 3, 8
y 12 meses de seguimiento.

- Evaluacion de la integracién y eficacia del implante desde el punto de
vista histoldgico (ausencia de ampollas en el corte histologico) a los 3,

8 y 12 meses de seguimiento.

La variable de seguridad se baso en la ausencia de rechazo inmune, en
la presencia de acontecimientos adversos clinicos y analiticos y en la
realizacion de procedimientos clinicos y analiticos relativos a la seguridad del

tratamiento.

5.10.- Determinaciones de laboratorio:

Los resultados de todas las pruebas de laboratorio que requeria el
protocolo se registraron en el cuaderno de recogida de datos del paciente.
Todas las alteraciones de laboratorio importantes clinicamente que ocurrieron
durante el estudio se repitieron a intervalos adecuados hasta que alcanzaron
su nivel basal.

Se anotaran en el cuaderno de recogida de datos como acontecimientos
adversos, todos los resultados anormales de las pruebas de laboratorio que
especifique el protocolo o la suspension del tratamiento del estudio o aquellas
gue requieran intervencion o la evaluacion diagndéstica para valorar el riesgo del

paciente/sujeto.

Inmunohistoquimica: De las muestras de biopsia cutanea obtenidas se

obtuviero cortes congelados de 5um que fuero procesados para tincion con
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hematoxilina-eosina y para inmunofluorecencia indirecta utilizando el
anticuerpo monoclonal especifico LH 7.2 que actua como marcador directo del
coldgeno VII. Las muestras congeladas fueron lavadas y fijadas con solucién
salina buffer y después de la preincubacién con suero fijador se incubaron con
el anticuerpo monoclonal LH 7.2. Se repitieron los lavados y se aplicé un
anticuerpo secundario con fluoresceina conjugada. Las muestras fueron
finalmente lavadas, montadas y examinadas usando un microscopio de

fluorescencia.

5.11.- Exploracion fisica:

Se realizé una exploracion fisica en todas las visitas especificadas en el
cronograma. La informacion sobre la exploracion fisica se documento en la
historia clinica del paciente. Los hallazgos significativos que estaban presentes
antes de iniciar el tratamiento del estudio se registraron en el apartado de

Historial Clinico Relevante/Condiciones Médicas.

5.12.- Aspectos éticos:

Este estudio se ha desarrollado bajo las normas tripartitas armonizadas
para Buena Practica clinica 1996 segun la directiva 91/507/EEC: Normas sobre
Buena Préactica Clinica para investigaciones con productos médicos en la
Comunidad Europea.

También se ha desarrollado cumpliendo la declaracion de Helsinki
referente a la investigacion médica en seres humanos "Recomendaciones para

los médicos que participan en investigacion biomédica con seres humanos”.
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Los investigadores han accedido, con la firma del protocolo, a seguir las
instrucciones y procedimiento descritos en el mismo y por lo tanto a cumplir los
principios de Buena Practica Clinica en los cuales se basa. Las investigaciones

fueron realizadas de acuerdo con los principios de la Declaracion de Helsinki.

5.13.- Comité Etico de Investigacién Clinica (CEIC):

Antes de la implementacion de este estudio, el protocolo, el formulario
de consentimiento informado propuesto y otra informacion para los pacientes,
han sido revisados por un Comité Etico Independiente/Comité Etico de
Investigacion Clinica (CEIC) debidamente constituido. Cualquier enmienda al
protocolo, que no fueron cambios administrativos, debieron ser aprobados por

estos comités.

5.14.- Consentimiento informado:

El investigador explic6 a cada paciente y al donante (o representante
legalmente autorizado) la naturaleza del estudio, sus propésitos,
procedimientos, duracién prevista y los potenciales riesgos y beneficios
relacionados con la participacion en el estudio, asi como cualquier
inconveniente que este le pueda suponer. Cada uno de los participantes fue
advertido de que su participacion en el estudio es voluntaria y de que puede
abandonar el estudio en cualquier momento, sin que esto afecte a su
tratamiento médico posterior, ni a su relacion con el médico que le trata.

El consentimiento informado fue proporcionado mediante un escrito
estandar, en lenguaje facilmente comprensible para el participante. El

paciente/donante dispuso del tiempo suficiente para leer y entender las
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explicaciones antes de fechar y firmar el consentimiento informado y recibié
una copia del documento firmado. Cuando el paciente no podia leer o firmar los
documentos se realiz6 una presentacion oral, siempre con la presencia de un
testigo no involucrado en el estudio y se mencion6 que el paciente no pudo leer
ni firmar los documentos. Ningun paciente/donante fue incluido en el estudio

sin haber otorgado previamente su consentimiento informado.

5.15.- Método estadistico utilizado:

El analisis de eficacia se realizd “por intencion de tratar”, donde se
incluy6 a los pacientes incluidos en el estudio y que se les haya implantado
tanto el parche de piel como el apdsito oclusivo no adherente y de los que se
disponga de al menos una evaluacion clinica de la respuesta durante el
seguimiento.

En el Analisis “por protocolo correcto” se analizaron la variable principal
y las variables secundarias de eficacia que comprende la poblacion por
intencion de tratar pero excluyendo a los pacientes que han tenido alguna de
las siguientes desviaciones: incumplimiento de criterio de inclusion/exclusion,
tener dias de no exposicion al tratamiento, tanto al parche de piel ingenierizada
como al apésito oclusivo, o que les falte alguna evaluacion clinica de eficacia
especificada en el protocolo. La poblacién de seguridad incluyé a todos los
pacientes a los que se les implanté los tratamientos en estudio.

Se analizaron los datos basales y demogréaficos de la poblacion de
eficacia “por intencion de tratar”. Se usaron estadisticos descriptivos (media,
mediana, desviacion tipica, minimo, maximo y nimero de casos validos) en las

variables cuantitativas y frecuencias absolutas y relativas en las variables
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categoricas. Todos los analisis que se realizaron, se presentaron de forma
comparativa entre los dos grupos de tratamiento del estudio. Todos los p-
valores e intervalos de confianza fueron calculados con un nivel de confianza
bilateral del 95% (nivel de significacion del 5%).

La valoracion principal de eficacia se consider6 como los dias hasta
llegar al 100% de epitelizacion del area afectada. Mediante la prueba T-Student
de medidas intrasujeto para ver la significacion estadistica, siendo la medida
del efecto la diferencia de medias intrasujeto entre los dos tratamientos y su

intervalo de confianza al 95%.

Las valoraciones secundarias de eficacia se consideraron como:

- Los dias hasta llegar al 50% de epitelizacion del area afectada. Se
analizé igual que la valoracion principal de eficacia.

- La persistencia de los fibroblastos implantados en la zona afectada
desde el punto de vista histologico (presencia de colageno VIl en la
union dermoepidérmica demostrada mediante anticuerpos
monoclonales) a los 8 y 12 meses de seguimiento. Se estimé la
proporcibn de pacientes con presencia de coladgeno VII en cada
momento y se compard esta proporcion con la inicial del 100% (todos
tienen presencia de colageno VIl al instaurar el tratamiento experimental)
mediante la prueba binomial exacta siendo la medida a evaluar la
diferencia absoluta de proporciones y su intervalo de confianza exacto.

- La evaluacion de la persistencia de los fibroblastos alogénicos
implantados mediante el analisis de 17 marcadores genéticos por

analisis de STRs (capaz de discriminar dos ADN diferentes) a los 3, 8
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y 12 meses de seguimiento. Se estimo la proporcion de pacientes con
presencia de fibroblastos alogénicos en cada momento y se comparo
esta proporcion con la inicial del 100% (todos tienen presencia de
fibroblastos alogénicos al instaurar el tratamiento experimental). Se
analiz6 igual que la valoracion de la presencia de colageno VIL.

- La evaluacion de la integracion y eficacia del implante desde el punto
de vista histologico (ausencia de ampollas en el corte histologico) a los
3, 8 y 12 meses de seguimiento. Se estimo la proporcion de pacientes
con ausencia de ampollas en el corte histolégico tanto con el tratamiento
experimental como con el control y se compararon entre si mediante la
prueba binomial exacta siendo la medida a evaluar la diferencia absoluta

de proporciones y su intervalo de confianza exacto.

Se calcularon la incidencia de acontecimientos adversos y se
compararon entre tratamientos de la misma forma que las comparaciones de
eficacia. Se estudiaron los cambios de presién arterial, frecuencia cardiaca y
peso. La reduccion porcentual con respecto al valor basal se comparé entre los
tres grupos. El valor basal estuvo definido como la media de los valores
pretratamiento en estudio. Se calcularon los estadisticos descriptivos
separadamente para cada rama y se realizaron la prueba de significacion del
analisis de la varianza de medidas repetidas. Como medida de la magnitud del
efecto se calculd la diferencia de medias y su intervalo de confianza.

Para cada variable del laboratorio de seguridad se calcularon los
pacientes con valores fuera del rango de normalidad. Dicha incidencia se

calculo sobre los pacientes que basalmente estaban dentro del rango normal.
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Se calculé las frecuencias absolutas y relativas de cada grupo de tratamiento,
el p-valor asociado al test de la misma forma que las variables de eficacia. Se
evalu6 de manera descriptiva la proporcion de posibles rechazos

inmunoldgicos que se produjeron.

5.16.- Consideraciones sobre el tamafio de la muestra y la potencia:

Uno de los objetivos fue obtener una primera estimacién del tamafio del
efecto del tratamiento experimental frente al control (diferencia de medias
intrasujeto entre ambos tratamientos de los dias hasta epitelizacion), para lo
cual, suponiendo que el tiempo hasta epitelizacion con el tratamiento control
fue de aproximadamente 21 dias y que este tiempo se vio reducido en al
menos 6 dias con el tratamiento experimental, con una potencia del 95%, un
error alfa del 5%, una desviacion tipica maxima de 5 dias y una proporcion de
no evaluables del 15% (2 de 12) se necesitaron un total de 12 pacientes
evaluables. Se decidi6 utilizar una potencia estadistica del 95% en lugar del

80% habitual por tratase de una muestra de relativamente pocos pacientes.

164



6.- RESULTADOS.-

6.1.- Pacientes del estudio: 13 pacientes afectos de epidermalisis
bullosa distréfica recesiva.

Figura 28.- Disposicion de los pacientes estudiados:

N=13
pacientes incluidos

N=2

no recibieron
tratamiento

N=11

recibieron
tratamiento

N=11 N=0

completan el ningln abandono
tratamiento

Se incluyeron 13 pacientes en el estudio de investigacion. Once de ellos (84.6%)
recibieron el tratamiento del estudio.
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6.2.- Muestras analizadas:

Tabla lll.- Poblaciones de estudio:

Pacientes N %

Incluidos 13 (100%)
Seguridad 11 (84.6%)
Intencién de tratamiento 11 (84.6%)
Por protocolo 11 (84.6%)

Los 11 pacientes tratados forman parte de las tres poblaciones del
estudio: poblacion de seguridad, poblacién por intencion de tratamiento y

poblacién por protocolo.

Por el propio disefio del estudio, en el que el tratamiento experimental se
proporciona en la mitad del defecto cutaneo antebraquial y el control en la otra
mitad, los 11 pacientes fueron tratados con ambos tratamientos. Se realizaron
los analisis de eficacia en la poblacion por intencién de tratamiento y en la
poblacion por protocolo, pero al coincidir ambas poblaciones se presentan

tablas Unicas que pueden ser aplicadas a cualquiera de ellas.
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6.3.- Caracteristicas demogréficas:

La poblacion tratada se compuso mayoritariamente de hombres (72.7%),

todos de raza blanca, con una edad media de 12,5 afos.

La siguiente tabla presenta los datos demograficos y caracteristicas

basales de los pacientes del estudio:

Tabla IV.- Datos demogréficos y caracteristicas basales.-

N (%)
Sexo Varén 8 (72.7%)
Mujer 3 (27.3%)
Raza Caucasica 11 (100%)
Edad (afios) Media (de) 12.5 (11.63)
Peso (kg) Media (de) 24.3 (8.75)
Exploracion fisica Aspecto general 1 (9.1%)
normal Boca 7 (63.6%)
Garganta 3 (27.3%)
Abdomen 1(9.1%)
Musculoesqueletico 3 (27.3%)
Extremidades 6 (54.5%)
Piel 8 (72.7%)
Genitourinario 3 (27.3%)
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Tabla V.- Caracteristicas basales.-

N (%)
Tiempo de protrombina (seg) Media (de) 12.7 (0.59)
Tiempo de protrombina (%) Media (de) 96.8 (7.16)
Tiempo de tromboplastina Media (de) 30.8 (5.29)
Parcial (seg)
Serologia HbCAc+ 1(9.1%)
Infeccion activa No 11 8100%)
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6.4.- Resultados de eficacia:

TablaVl.- Andlisis principal de eficacia. Tiempo hasta llegar al 100% de

epitelizacion del area afectada.-

Aposito Piel Diferencia

guimérica cultivada individual

Media (de) 23.9(7.1) 21.4 (6.9) 1.2 (1.7)
Mediana 20.0 14.5 3.0
Mediana (IC 95%)1 20.0 (14.0; 22.0) 17.0(10.0; 31;0) P =0.248

! Estimada por el método de Kaplan-Meier.

El andlisis principal de eficacia consisti6 en el nimero de dias hasta
llegar al 100% de epitelizacion del area afectada.

Aungue se ha conseguido en menor numero de dias el 100% de
epitelizacion en el area tratada con la piel quimérica cultivada comparando con
el aposito no adherente, el estudio no ha alcanzado una significacion
estadistica (media de 1,2 dias antes y mediana de 3.0 antes; p = 0.498).

Cuando se compara el numero de dias hasta llegar al 100% de
epitelizacion por medio del andlisis de Kaplan Meier, la piel quimérica cultivada
sigue epitelizando antes que el apdsito, pero sin significacién estadistica ( p =

0.248).
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Figura 28.- Tiempo hasta el 100% de epitelizacién.-
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La figura resume la funcion del tiempo hasta la obtencion del 100% de
epitelizacion por grupo de tratamiento (dias; eje abscisas), usando

estimaciones por el método de Kaplan-Meier.
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6.5.- Andlisis secundarios de eficacia.-

Tabla VIl.- Tiempo hasta llegar al 50% de epitelizacion del area afectada.-

Aposito Piel Diferencia

guimeérica cultivada Individual

Media (de) 12.3(1.7) 17.2 (6.8) -6.1(6.1)
Mediana 10.0 9.0 2.0
Mediana (IC95%)l 12.0(10.0; 15.0) 10.0(7.0; 26.0) P =0.423

! Estimada por el método de Kaplan-Meier

La piel quimérica cultivada sigue presentando una epitelizacion mas
temprana comparada con el apésito no adherente cuando se evalua el tiempo
hasta llegar al 50% de epitelizacion del area afectada; aunque el estudio no
puede demostrar esta diferencia como estadisticamente significativa (mediana
de 2.0 dias antes; p=0.343). Dada la gran dispersion presentada en tan pocos
pacientes, no se pueden interpretar los valores medios resumidos, que deben
ser evaluados por medio de sus medianas respectivas.

Cuando se compara el numero de dias hasta llegar al 50% de
epitelizacion por medio del analisis de Kaplan Meier, la piel quimerica cultivada
sigue epitelizando antes que el apdsito; pero sin significacion estadistica

(p=0.423).
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6.6.- Persistencia histologica de fibroblastos:

Tabla VIII.- Presencia histolégica de colageno VII.-

N (%)
Visita 0 1 (9.1%)
Visita 3 meses N.D.®
Visita 8 meses 8 (72.7%)
Visita 12 meses 6 (54.5%)

)" Dato no disponible por ausencia de datos.

Por medio de la presencia de colageno VIl en la union dermoepidermica
demostrada mediante anticuerpos monoclonales, se evidencia la persistencia
histologica de fibroblastos implantados.

Aungue un paciente presenta colageno VIl en la visita basal, no se
evidencia presencia de colageno VIl hasta la visita a los 8 meses de
seguimiento. No se ha podido demostrar una diferencia estadisticamente

significativa en la evolucién desde los 8 a los 12 meses (McNemar; p=0.157).
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6.7.- Persistencia de fibroblastos alogénicos:

Tabla IX.- Persistencia de fibroblastos alogénicos implantados.-

N (%)
Visita 3 meses 4 (36.4%)
Visita 8 meses 4 (36.4%)
Visita 12 meses 3 (27.3%)
Paciente 3 meses 8 meses 12 meses
1 negativo negativo negativo
2 negativo negativo negativo
3 + + +
4 negativo negativo negativo
5 + + ++
6 + + +
7 + + negativo
8 negativo negativo negativo
9 negativo negativo negativo
10 negativo negativo negativo
11 negativo negativo negativo

Se evidencia un total de 4 pacientes (36.4%) con fibroblastos alogenicos
en la visita a 3 meses de seguimiento; que se mantiene en la visita a 8 meses;
y pasa a 3 pacientes (27.3%) en la visita a 12 meses de seguimiento.

No se ha podido demostrar una diferencia estadisticamente significativa
en la evolucién desde los 3 a los 8 meses (McNemar; p=0,083), ni desde los 3
a los 12 meses (McNemar; p=0,317), ni desde los 8 a los 12 meses (McNematr;

p=0,564).
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Figura 29: Preparacion de inmunofluorescencia para demostracion de la presencia de
colageno VII con la utilizacion del anticuerpo LH7.2 Las sefiales verdes demuestran la
presencia de colageno VIl (muestra control).

Figura 30: Preparacion de inmunofluorescencia para demostracion de la presencia de
colageno VII con la utilizacion del anticuerpo LH7.2. Muestra a los 12 meses del
implante confirmando la existencia de colageno VII en la unién dermoepidérmica y
ausencia de separacion y de ampollas.
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Figura 31: Preparacion de inmunofluorescencia para demostracion de la presencia de
coldgeno VII con la utilizacion del anticuerpo LH7.2 en un paciente estudiado por
biopsia cutdnea a los 6 meses.

Figura 32: Preparacion de inmunofluorescencia para demostracion de la ausencia de
colageno VII con la utilizacién del anticuerpo LH7.2 en un paciente estudiado por
biopsia cutdnea a los 6 meses.Se aprecia la existencia de una separacién
dermoepidérmica y la ausencia de fibroblastos con colageno VII.
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Figura 33I: Preparacion de inmunofluorescencia directa en un paciente control para
demostracion de la presencia de coldgeno VIl con la utilizacién del anticuerpo LH7.2.Se
aprecia la existencia de la integridad de la union dermoepidérmica y la presencia de
fibroblastos con colageno VII.

Figura 34: Preparacion de inmunofluorescencia directa similar a la preparacién control y
apreciandose la presencia de colageno VII con la utilizacién del anticuerpo LH7.2. Se
aprecia la integridad de la unidon dermoepidérmica y la presencia de fibroblastos con
colageno VII. Muestra tomada a los 12 meses del tratamiento.
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Figura 35: Inmunofluorescencia directa con Figura 36: ausencia de colageno
anticuerpo LH7.1, presencia de colageno VII. VIl y separacion dermoepidérmica.

Figura 37: Inmunofluorescencia directa con Figura 38: ausencia de colageno
Anticuerpo LH7.1, presencia de colageno VII. VIl y separacion dermoepidérmica.

Figura 39: Inmunofluorescencia directa con Figura 40: ausencia de colageno
Anticuerpo LH7.1, presencia de colageno VII. VIl y separacién dermoepidérmica.
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6.8.- Integracion y eficacia del implante:

Tabla X.- Ausencia de ampollas en el corte histoldgico

N (%)
Visita 3 meses 4 (36.4%)
Visita 8 meses 1(9.1%)
Visita 12 meses 3 (27.3%)

Se ha medido la ausencia de ampollas en el corte histologico como
medida de evaluacion de la integracion y eficacia del implante desde el punto
de vista histologico.

Se evidencia un total de 4 pacientes (36.4%) con ausencia de ampollas
en la visita a 3 meses de seguimiento; que se reduce a 1 paciente (9.1%) en la
visita a 8 meses; y vuelve a aumentar a 3 pacientes (27.3%) en la visita a 12
meses de seguimiento.

No se ha podido demostrar una diferencia estadisticamente significativa
en la evolucién desde los 3 a los 8 meses (McNemar; p=0,180), ni desde los 3
a los 12 meses (McNemar; p=0,655), ni desde los 8 a los 12 meses (McNematr;

p=0,157).
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Figura 41: Preparacion previa al proceso de inmunofluorescencia de un paciente
tratado con piel quimérica apreciandose la existencia de una unién dermoepidérmica
normal con ausencia de ampollas y separaciones.
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Figura 42: Preparacion previa al proceso de inmunofluorescencia de un paciente
tratado con piel quimérica apreciandose la separacién de la unién dermoepidérmica
normal con presencia de una gran ampolla.
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6.9.- longitud y anchura de los tratamientos de estudio:

Cuando se evaluan diferencias individuales entre tratamientos en los
mismos pacientes, la longitud de la piel quimérica cultivada es similar a la
longitud del aposito no adherente; y la anchura del aposito no adherente es
mayor que la de la piel quimérica cultivada. No obstante, no se ha evidenciado
esta diferencia como estadisticamente significativa (longitud p=0.838; anchura

p=0.587).

Tabla XI.- Longitud de los tratamientos de estudio:

Apasito Piel Diferencia

Quimérica cultivada Individual

Media (ee) 71.3 (16.3) 74.3 (12.4) -3.0

Mediana 70.0 90.0 0.0

Tabla Xll.- Anchura de los tratamientos de estudio

Aposito Piel Diferencia

Quimérica cultivada Individual

Media (ee) 67.8 (16.1) 61.5 (36.1) 6.3

Mediana 70.0 80.0 8.0
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6.10.- Evaluacion global del efecto:

Se ha considerado el efecto global del tratamiento por un lado como la
epitelizacion completa del defecto cutdneo y por otro al 50% de la
epitelizacion del defecto cutaneo.

La piel quimérica cultivada presenta desde este punto de vista un mayor
porcentaje de pacientes que consiguen epitelizacion completa del defecto
cutaneo comparado con el apdsito no adherente (90.9% vs. 81.8%,
respectivamente), repitiéndose exactamente los mismos datos cuando se
evalua el 50% de epitelizacion. No obstante, el reducido tamafio muestral no

permite confirmar estas diferencias como estadisticamente significativas.

Tabla XIIl.- Evaluacién global del efecto. Pacientes que alcanzan el 100%

de epitelizacion del area afectada.-

100% epitelizacion Aposito Piel quimérica cultivada
Si 9 (81.8%) 10 (90.9%)
No 2 (18.2%) 1 (9.1%)

Tabla XIV.- Evaluacion global del efecto. Pacientes que alcanzan el 50%

de epitelizacion del area afectada.-

50% epitelizacion Aposito Piel quimérica cultivada
Si 9 (81.8%) 10 (90.9%)
No 2 (18.2%) 1 (9.1%)
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6.11.- Respuesta clinica global:

Se ha considerado la respuesta clinica global en terminos de
tolerabilidad y eficacia.

Se ha obtenido una tolerabilidad Buena o Muy buena en el 81.8% de los

pacientes; dato que coincide con la eficacia Buena o Muy buena.

Tabla XV.- Respuesta clinica global. Tolerabilidad y eficacia

N (%)
Tolerabilidad Muy buena 5 (45.5%)
Buena 4 (36.4%)
Mala 2 (18.2%)
Eficacia Muy buena 4 (36.4%)
Buena 5 (45.5%)
Mala 1(9.1%)
Muy mala 1(9.1%)
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6.12.- Complicaciones durante la investigacion.-

La siguiente tabla resume todos los acontecimientos adversos sucedidos

durante la investigacion:

Tabla XVI.- Acontecimientos adversos:

Sistema orgéanico Término preferente Total
e*/p**
N=11
Infecciones 5 (36.4%)
Infeccion lugar aplicacion 1/1 (9.1%)
Infeccion neumocécica 1/1 (9.1%)
Infeccion estafilococica 3/2 (18.2%)
Metabolismo y 1/1 (9.1%)
trastornos nutricionales Malnutricion 1/1 (9.1%)
Procedimientos 1/1 (9.1%)
Quirudrgicos y médicos Cambio dispositivo médico 1/1 (9.1%)

*NUmero de episodios en cada categoria
*Numero de episodios en cada categoria, porcentajes calculados como

((n/N)*100), donde N es el numero total de pacientes de cada grupo.
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6.13.- Andlisis de acontecimientos adversos:

El 36,4% de los pacientes incluidos en el ensayo clinico presentaron al
menos un acontecimiento adverso a lo largo del estudio. No obstante, ninguno
de los pacientes presentd un acontecimiento adverso relacionado con el
tratamiento del estudio.

La siguiente tabla muestra un resumen de los pacientes que presentaron

algun acontecimiento adverso a lo largo del estudio.

Tabla XVII.- Resumen de acontecimientos adversos (AA).-

Parametro Total*
N=11

Al menos un AA 4 (36.4%)

Al menos un AA relacionado 0 80.0%)

Al menos un AA con discontinuacion 0 (0.0%)

Al menos un AA serio 2 (18.2%)

*Porcentajes calculados por paciente que presentaron al menos un AA.
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6.14.- Signos vitales, hallazgos fisicos y otras observaciones relacionadas
con aspectos de seguridad:

El peso de los pacientes se registro en todas las visitas. El peso en la
visita final mostré un porcentaje medio de cambio respecto a la visita de
seleccion de 9.19%. La siguiente tabla muestra la evolucion del peso a lo largo
del estudio:

Tabla XVIII.- Peso a lo largo del estudio.-

Peso (kg) Total N =11
Media (de) % cambio
Visita 0 26.54 (9.80) -
Visita 2 27.62 (10.78) 1.33
Visita 3 27.38 (10.56) 2.98
Visita final 27.78 (11,13) 9.19

La siguiente tabla muestra la evolucion de la frecuencia cardiaca durante
el estudio a lo largo de las visitas y el porcentaje de cambio con respecto a la
visita de seleccion:

Tabla XIX.- Frecuencia cardiaca a lo largo del estudio.-

Frecuencia cardiaca (rpm) Total N =11
Media (de) % de cambio
Visita 0 102.4 (25.87) -
Visita 2 95.30 (21.67) 0.12
Visita 3 98.09 (28.54) -2.04
Visita final 95.20 (17.49) -7.58
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7.- Discusion.-

La piel es un area excelente para la aplicacion de la terapia génica y ello se
debe a su facil acceso asi como la visualizacion inmediata de los resultados.
Incluso en la situacion de desarrollar acontecimientos adversos el tejido
modificado puede ser resecado. En el caso concreto de la EB, el facil acceso y
el conocimiento de las diferentes mutaciones que se han descubierto en los
diferentes tipos de EB, fueron las claves que facilitaron los estudios de
genoterapia in vitro. Sin embargo existen serios problemas que dificultan la
aplicacion de la terapia génica en la préactica clinica de pacientes con EB. La
compartimentalizacién de la piel y el proceso de constante autorrenovacion
hacen necesaria una mayor eficacia en la identificacion celular para lograr una
expresion duradera del gen en concreto y consecuentemente una correccion

fenotipica de larga duracion.

Desde la década de los 90" se han logrado importantes avances
experimentales y preclinicos en el campo del tratamiento molecular. EI mayor
conocimiento de las bases génicas de las alteraciones que se producen en la
zona de la membrana basal, asi como la identificacion de los factores
moduladores de la enfermedad, han sentado las bases para la correccion de
mutaciones geénicas especificas. Ademas, los avances constantes en el disefio
de vectores, la transferencia, la inmunomodulacion y técnicas como los analisis
clonales de células que actian como precursoras para verificar el
mantenimiento prolongado y regulado en ellas de la expresion del transgén a

través de multiples ciclos de renovacion epidérmica, constituyen medios
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importantes y alentadores que nos acercan cada vez mas a la aplicacion clinica
generalizada de los tratamientos moleculares. Sin embargo, las caracteristicas
histologicas y fisioldégicas de la piel suponen obstaculos metodologicos que
entorpecen la adopcion de técnicas comunes para la trasferencia y expresion
de transgenes especificos. La epidermis que constituye una importante barrera
de proteccion contra la entrada de microorganismos al cuerpo y contra la
desecacion, es poco permeable, en especial al agua y los compuestos
hidrosolubles, lo que reafirma la importancia de garantizar el funcionamiento
correcto de los dispositivos de transporte eficiente de los transgenes. La
compartimentalizacién de la epidermis hace necesario que el gen terapéutico
introducido no interfiera con el programa de desarrollo de la proliferacion y la
diferenciacion bien regulados ilustrado por la expresion secuencial de una serie
de genes de la capa basal y las capas epidérmicas superiores que determinan
la adhesion, el crecimiento y la especializacion de las células [246].

A pesar de que en muchos pacientes no se han logrado aun los
resultados terapéuticos ideales, y de que auln existen problemas relativos a la
aplicacion de los tratamientos moleculares, como la inmunogenicidad y la
bioseguridad, disponemos ya de varias nuevas aplicaciones biotecnol6gicas
prometedoras para validar el tratamiento génico como una modalidad
terapéutica eficaz en los seres humanos.

En el campo del tratamiento génico cutaneo, los esfuerzos de las
investigaciones actuales se centran en la EB, y la técnica de aplicacion mas
usada es el método ex vivo. Se han adoptado ya un niumero considerable de
medidas necesarias para garantizar un tratamiento génico seguro y eficaz. Se

estan desarrollando proyectos cuyo objetivo es la correccion de la EB distrofica
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recesiva mediante métodos retroviricos. Dado el éxito de estos estudios,
podemos esperar que en los proximos cinco afios se inicien varios ensayos
clinicos en determinados pacientes con EB. Aunque hasta el momento no
existen informes sobre efectos adversos serios relacionados con la integracion
viral, los resultados del ensayo francés IDSC-X y otros estudios con animales
han hecho sonar la alarma sobre las posible consecuencias genotoxicas
aconsejando medidas de seguridad para minimizar riesgos [247].

Por otro lado, para neutralizar mutaciones negativas, la terapia génica
debe suprimir la produccion de proteinas toxicas o bien corregir el defecto
génico sustituyéndolo por el gen primitivo. Técnicas como el empleo de
ribozimas terapéuticas, de oligonucledtidos o la interferencia con el ARN para
reducir los niveles de proteina toxica mejorando el fenotipo pueden abrir un
horizonte terapéutico, pero aun no han sido probados con suficiente evidencia
en la EB.

La mayoria de los estudios en terapia génica se han dedicado a la
correcciéon de la ausencia de colageno tipo VIl en el EB distrofica recesiva, y
ello se debe en parte a ser un tipo de EB con una altisima morbilidad y
mortalidad.

La piel humana generada a partir de fibroblastos humanos sanos en
combinacién con queratinocitos afectados, logré restaurar in vivo la expresion
de colageno tipo VII en la unidon dermo-epidérmica en animales de
experimentacion [248]. Los trabajos publicados por Goto y cols. demostraron
que los fibroblastos de pacientes con EBD a los que se habia trasferido genes
mediante retrovirus y que se trasplantaron en ratones aportaron mayor cantidad

de colageno tipo VII que con el uso de queratinocitos trasferidos por terapia
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génica. Esto hace suponer que los fibroblastos son un componente mas
apropiado para el uso terapéutico [249]. Otros trabajos recientes han
demostrado que la aplicacion intravenosa de fibroblastos autégenos creados
por ingenieria genética y con expresion elevada de coladgeno tipo VII, logro
asentamientos en la membrana basal formando estructuras de fibrillas de
anclaje y consecuentemente acelerando la cicatrizacion de las lesiones. Estos
resultados apuntan que la proteinoterapia y el tratamiento celular podria ser
utilizado en pacientes con EB, y este efecto podria ser facilitado con el uso de
células precursoras de médula 6sea corregidas por terapia génica pudiendo
provocar efectos permanentes [250].

Wong y cols. [251] publicaron en 2008 los efectos de la inyeccion
intradérmica de fibroblastos cultivados con objeto de incrementar la presencia
de colageno VIl en la uniébn dermo-epidérmica en pacientes afectos de EBDR.
Estos estudios demostraron que las inyecciones mejoraban la adhesion dermo-
epidérmica asi como demostraron la evidencia de cambios microscépicos en la
ultraestructura de la membrana basal epidérmica incrementandose la presencia
de fibras de anclaje rudimentarias. En estos estudios realizados en cinco
pacientes afectados de EBDR demostraron el incremento de colageno VIl a las
2 semanas y 3 meses postinyeccion intradérmica. Los autores postulan que
este fenbmeno se debe a un incremento de los niveles de COL7A1 con un
depdsito mayor de colageno tipo VII mutante en la unién dermo-epidérmica.
Esta proteina mutante podria ser parcialmente responsable de la mejoria en la
adhesion dermo-epidérmica. Desde el punto de vista practico y debido a que

los pacientes afectos de EBDR tienen multiples heridas cutaneas, la aplicacion
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de multiples inyecciones cutaneas hacen el procedimiento altamente doloroso e
incomodo.

Los hallazgos encontrados por Woodley y cols. [250] con las inyecciones
intravenosas consiguiendo modificaciones en la membrana basal podria tener
una interesante aplicacion clinica evitando la incomodidad de las inyecciones
cutaneas multiples. Las observaciones derivadas de estos estudios
evidenciaron que la inyeccion de un numero suficiente de fibroblastos
conseguian depositos de colageno VIl y la formacion de complejos de anclaje
en la unién dermo-epidérmica. Estas experiencias realizadas en animales han
demostrado la presencia de fibroblastos en el parénquima pulmonar
provocando cambios tisulares, por lo que son necesarios mas estudios previos
al uso clinico de estas técnicas.

Wagner y cols. [252] han encontrado que la infusion de células
alogénicas de médula ésea trasplantada corrigen parcialmente la deficiencia de
colageno VIl y consigue mejorar la integridad de la unién dermo-epidérmica.
Los investigadores detectaron células donantes en la piel y en la mucosa
después del tratamiento. La localizacion y el tiempo de permanencia fue
variable en el grupo de 7 pacientes pediatricos tratados y afectos de EBD. Los
efectos del nuevo colageno VIl en la morfologia de los complejos de anclaje no
estd claro. Los esfuerzos en esta linea estan dirigidos a comprender la
respuesta fisiologica aparente del trasplante de médula 6sea y a identificar la
poblacion de células madre responsables de este efecto. El trasplante de
médula ésea, a pesar de su efecto beneficioso temporal, no deja de ser un

procedimiento de alto riesgo y que deberia estar dirigido hacia pacientes con
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riesgo vital o bien destinado exclusivamente a aquellos pacientes con las
formas mas severas de epidermdlisis bullosa.

Nuestra linea de trabajo se centr6 mas en la terapia celular y asi
trasplantar piel humana quimérica con fibroblastos alogénicos de donante sano
para que funcionen como una fuente alternativa productora de colageno VII.
Esta hipétesis se fundamentdé en que si bien el colageno VII es
mayoritariamente aportado por los queratinocitos epidérmicos, la aportacion de
fibroblastos dérmicos en cantidad suficiente puede suponer una clara mejora
en cuanto a la adhesion de la unidon dermo-epidérmica asi como en la
formacién de complejos de anclaje. Los fibroblastos a diferencia de los
queratinocitos, son poco inmunogénicos y pueden permanecer por largos
periodos de tiempo en el receptor. En estos estudios encontramos presencia de
fibroblastos y colageno VIl en tres pacientes al afio de su aplicacién. Del mismo
modo se observaron la ausencia de ampollas en la uniébn dermo-epidérmica en
tres pacientes al afio del implante. Esta teoria abre unas importantes
expectativas pues permitiria poder tratar las areas mas afectadas con estos
equivalentes cutaneos formados por queratinocitos autélogos y fibroblastos
alogénicos provocando una notable mejoria temporal.

A pesar de que algunas asunciones de la hipotesis del estudio se han
desviado, y por lo tanto el estudio no permite extraer conclusiones de forma
estadisticamente significativa, el tratamiento con piel quimérica cultivada ha
confirmado las estimaciones de que dicho tratamiento podria conseguir reducir
en 6 dias el tiempo hasta llegar al 100% de epitelizacion del area afectada.

El resto de variables secundarias analizadas confirma también una mayor

eficacia de la piel quimérica cultivada para reducir el tiempo hasta llegar al 50%
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de epitelizacion del area afectada, para evidenciar la presencia de colageno VIl
en la union dermo-epidérmica en el 72.7% de los pacientes ya desde la visita a
3 meses. La ausencia de ampollas ronda la tercera parte de los pacientes en la
visita a 3 meses y a 12 meses, dato que se corresponde con la persistencia de
fibroblastos alogénicos en las mismas visitas.

Por otro lado, aunque el estudio permite no atribuir los acontecimientos
adversos al tratamiento recibido, puesto que ambos tratamientos coincidieron
en los pacientes del estudio, ambos tratamientos presentaron un buen perfil de
seguridad, sin acontecimientos adversos relacionados, ni abandonos por
acontecimiento adverso, ni fenébmenos o signos tumorales especificos, ni
rechazo inmunoldgico al tratamiento en ninguno de los pacientes.

Considerando la ausencia de significacidon estadistica debido al bajo tamafio
muestral con una amplia dispersion, este estudio confirma la hip6tesis
planteada en las dos vertientes de eficacia y seguridad. No cabe duda de que
seran precisos estudios adicionales que avalen esta teoria y reconfirmen la
utiidad de los parches de piel quimérica cultivada frente a los apdsitos
oclusivos no adherentes en pacientes que padecen la enfermedad de la

epidermdlisis bullosa distréfica recesiva.
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8.-

Conclusiones:

Se derivan de este trabajo las siguientes conclusiones:

La piel quimérica cultivada ha conseguido en menor niumero de dias que

el aposito no adherente, el 100% de epitelizacion en el area tratada

(mediana de 3.0 dias antes).

La piel quimérica cultivada ha conseguido también en menor nimero de

dias que el apdsito no adherente, el 50% de epitelizacién en el area

tratada (mediana de 2.0 dias antes).

Se evidencia persistencia de fibroblastos alogénicos implantados en el

36.4% de los pacientes en la visita a 3 meses, que se mantiene en la

visita a los 8 meses y pasa al 27.3% en la visita a los 12 meses de

seguimiento.

Aunque a los 3 meses no se evidencia presencia histolégica de colageno

VII, este se detecta en el 72.7% de los pacientes en la visita a los 8

meses y en el 54.5% de los mismos en la visita a los 12 meses.

Se evidencia ausencia de ampollas en el corte histolégico en el 36.4%

de los pacientes ya desde la visita a los 3 meses, que pasa a ser del

27.3% en la visita a los 12 meses, aunque en la visita a los 8 meses este

dato baja al 9.1%.

Un mayor porcentaje de pacientes que consiguieron epitelizacion

completa del defecto cutaneo comparado con el apdsito no adherente.
En lo que se refiere a Impresion Clinica Global, se ha obtenido una

tolerabilidad Buena o Muy buena en el 81.8% de los pacientes.
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