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PALABRAS CLAVE Resumen La epidermolisis bullosa (EB), enfermedad genética de fragilidad mucocutéanea rara
Genodermatosis; y devastadora, es clinica y genéticamente heterogénea. Se caracteriza por la aparicion de
Epidermolisis bullosa; ampollas inducidas por contacto/friccion o de forma espontanea. La EB se clasifica en 4 tipos:
Epidermalisis bullosa simple, juntural, distrofica y sindrome de Kindler y en 30 subtipos. Esta genodermatosis esta
simple; causada por defectos en proteinas implicadas en la adhesion dermoepidérmica, con al menos 19
Epidermolisis bullosa genes caracterizados hasta el momento y mas de 1.000 mutaciones identificadas, que explican
juntural; la complejidad de su diagnostico. El diagnostico molecular de la EB es el ultimo paso de un
Epidermolisis bullosa proceso laborioso que se inicia con la recogida de una historia clinica detallada y la toma de
distrofica; una biopsia cutanea, que incluya una zona de despegamiento entre la dermis y la epidermis
Sindrome de Kindler; inducida, en el momento de la recoleccion. Dicho despegamiento permite establecer el plano
Diagnostico genético; de rotura por mapeo antigénico y, en el mejor de los casos, un Unico gen candidato en el
Mapeo antigénico; que realizar la busqueda de las mutaciones patogénicas. Finalizado el diagnostico molecular,
Diagnostico prenatal; se estd en condiciones de ofrecer al paciente un asesoramiento genético adecuado (patrén
Diagnostico de herencia, riesgo de recurrencia y opciones de diagndstico prenatal y preimplantacional) y
preimplantacional los consecuentes programas preventivos, asi como un pronéstico clinico razonable que facilite

su acceso a opciones terapéuticas y de rehabilitacion especificas. Por ultimo, el diagnostico
molecular es imprescindible para la participacion de los pacientes en ensayos clinicos, de gran
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importancia en una enfermedad como la EB, que no tiene cura. El objetivo de la presente guia es
difundir el procedimiento de diagnostico de la EB tal y como se esta llevando a cabo en nuestro
laboratorio y, asi, evitar diagnosticos clinicos suboptimos o incompletos. Las recomendaciones
recogidas son fruto de nuestra experiencia de mas de 10 afios de diagnostico molecular de EB
en Espana.

© 2017 AEDV. Publicado por Elsevier Espana, S.L.U. Todos los derechos reservados.

Epidermolysis bullosa (EB) is a rare genetic disease that causes mucocutaneous fra-
gility. It comprises a clinically and genetically heterogeneous group of disorder characterized by
spontaneous or contact/friction-induced blistering. EB is classified into 4 types-simplex, junc-
tional, dystrophic, and Kindler syndrome—and 30 subtypes. The disease is caused by defects
in proteins implicated in dermal-epidermal adhesion. At least 19 genes have been characte-
rized and more than 1000 mutations identified, thus rendering diagnosis complex. Molecular
diagnosis of EB is the last stage of a laborious process that starts with a detailed clinical history
compilation and careful procurement of a skin fresh biopsy that includes an area where the
epidermis detaches from the dermis. The detachment area makes it possible to establish the
cleavage plane by antigen mapping and, in the best scenario, to identify a single candidate gene
to search for pathogenic mutations. The results of the molecular diagnosis enable the physician
to provide appropriate genetic counseling (inheritance pattern, risk of recurrence, and options
for prenatal and preimplantation diagnosis) and implement subsequent preventive programs,
as well as to establish a reasonable clinical prognosis facilitating access to specific therapy
and rehabilitation. Lastly, molecular diagnosis is essential for the participation of patients in
clinical trials, a critical issue given the current incurable status of EB. The present guidelines
aim to disseminate the procedure for diagnosing EB in our laboratory and thus avoid suboptimal
or incomplete clinical diagnoses. The recommendations we provide are the result of more than
10 years’ experience in the molecular diagnosis of EB in Spain.
© 2017 AEDV. Published by Elsevier Espana, S.L.U. All rights reserved.

los tratamientos disponibles son (nicamente sintomaticos’.
La comunidad cientifica esta haciendo un gran esfuerzo
por ofrecer soluciones innovadoras basadas en las llamadas
terapias avanzadas: terapia celular, génica e ingenieria de
tejidos, asi como la terapia proteica® 2.

Bajo la denominacion de epidermdlisis bullosa (EB), comUn-
mente llamada «piel de mariposa», se encuentra un grupo
genética y clinicamente heterogéneo de enfermedades
raras, caracterizadas por una extrema fragilidad de la piel
y de las mucosas. Este trastorno da lugar a la formacion de
ampollas y erosiones que se generan por friccion o incluso
de forma espontanea’?. Otras complicaciones asociadas a
la EB son la aparicion de lesiones hipoplasicas del esmalte
dental; estenosis o estrechamiento de las vias respiratorias,
gastrointestinales y urogenitales; atresia pildrica; distrofia
muscular y cancer?“. Por lo tanto, la atencion de estos
pacientes requiere de un equipo multidisciplinar (para mas
informacion consultar la «Guia de atencion clinica integral
de la epidermdlisis bullosa hereditaria» publicada por el
Ministerio de Sanidad y Consumo?®).

La EB afecta a personas de todos los origenes étnicos y por
igual a ambos géneros. Se estima que en Estados Unidos la
incidencia global es de 1/53.000 y la prevalencia 1/125.000.
Estimaciones similares se han obtenido en algunos paises
europeos, incluida Espafia® (1/166.000; www.orpha.net).

La EB se considera una enfermedad huérfana, ya que no
existe en la actualidad una terapia especifica y efectiva, y

Se definen 4 tipos de EB segun el plano de fractura cutanea
cuando se induce una ampolla: EB simple (EBS), EB juntu-
ral (EBJ), EB distrofica (EBD) y sindrome de Kindler (SK). En
la EBS la fragilidad se detecta a nivel intraepidérmico (que
puede afectar tanto a los queratinocitos basales como supra-
basales). En la EBJ la formacion de ampollas se produce en
la lamina lcida y en la EBD, por debajo de la lamina densa
(en la dermis papilar). En el SK la fractura puede ocurrir
a cualquier nivel, excepto en los estratos suprabasales’

(fig. 1).

La EB esta causada por mutaciones en genes que codifi-
can proteinas responsables de la integridad y la estabilidad
mecanica del tegumento'>'>. Estas proteinas pueden ser
intracelulares, transmembrana o extracelulares y estan
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Figura 1 Representacion grafica de un corte histologico de piel en el cual se diferencian las distintas capas de la piel y los tipos

celulares de cada una de ellas. Se observan los puntos de rotura de cada tipo de EB.

implicadas en la formacion del citoesqueleto, de la union
célula-célula o de las interacciones célula-matriz. La EB
presenta un modelo de herencia autosomica que puede ser
dominante o recesivo. El gran nimero de proteinas que for-
man parte de las estructuras adhesivas de la piel explica
la heterogeneidad clinica de la enfermedad. Se han docu-
mentado mas de 1.000 mutaciones en al menos 19 genes
asociados a la patogenia de la EB (tabla 1). Recientemente,
se ha descubierto un nuevo gen causante de fragilidad cuta-
nea KHLH 24'3. Este gen codifica para la proteina kelch like
24 y causa un nuevo tipo de EBS basal que no esta incluido
en la clasificacion actual por lo que no se menciona en los
siguientes apartados.

Recomendaciones para el diagnoéstico de la
epidermdlisis bullosa

Dado el gran nimero de proteinas involucradas en esta
enfermedad, el diagndstico de la EB es complejo y su cla-
sificacion ha estado sujeta, durante los Gltimos 20 afos,
a revisiones internacionales consensuadas periodicas, la
altima en 20132, La ultima clasificacion de la EB se basa en
un sistema de capas (onion skinning) que tiene en cuenta,
de modo secuencial, el nivel de escision de la piel, las carac-
teristicas fenotipicas, el modo de herencia, los hallazgos en
el mapeo antigénico, el gen implicado y la mutacion causal
de la enfermedad?. Siguiendo estos criterios se han descrito
hasta 30 subtipos de EB.

Frente a la mencionada complejidad, el diagnostico de
la EB implica, ademas de la obtencion de una muestra de

sangre para extraer el ADN genémico, la toma de una biop-
sia cutanea que incluya una zona de despegamiento entre
la dermis y la epidermis que se induce por friccion en el
momento de la recoleccion. Esta biopsia se emplea para rea-
lizar un mapeo antigénico que permita establecer el plano
de rotura y que oriente el diagndstico hacia uno de los
4 principales tipos de EB y, por tanto, que acote el gen can-
didato. Para el mapeo antigénico se emplea habitualmente
una bateria de anticuerpos dirigidos contra el colageno v
(Col wv) y distintos antigenos presentes en las proteinas de
la membrana basal implicadas en las formas mas comunes
de EB, cuya expresion se analiza por inmunofluorescencia.
En muchas formas recesivas de EB, las mutaciones de pér-
dida de funcidon generalmente conducen a una reduccion
o ausencia del inmunomarcaje para una proteina en par-
ticular, lo que hace de este modo posible la identificacion
del mejor gen candidato. Sin embargo, en general, en las
formas dominantes (y en algunas recesivas), los resultados
del mapeo antigénico pueden no mostrar diferencias claras
en el nivel de expresion de las distintas proteinas analiza-
das. En estos casos es fundamental que la muestra contenga
una ampolla reciente para poder determinar el plano de
fractura. Cabe resaltar que la microscopia electronica de
trasmision empleada inicialmente en el diagndstico ha sido
casi reemplazada por el mapeo antigénico.

Finalmente, la identificacion de la mutacion —en el
gen que codifica la proteina cuya alteracion da lugar a la
enfermedad— permite la realizacion de un diagnodstico defi-
nitivo, ayuda —dentro de ciertos limites— a realizar un
pronostico de la evolucion de la enfermedad y es clave
para la inclusion del paciente en ensayos clinicos. Existen
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Tabla 1 Genes involucrados en la patogenia de la EB
Tipo de EB Proteina alterada GEN mutado Cromosoma
EB simple suprabasal Transglutaminasa 5 TGM5 15q15.2
EB simple suprabasal (Junction)-Placoglobina 1 JUP 17921
EB simple suprabasal Placofilina 1 PKP1 1932
EB simple suprabasal Desmoplaquina DSP 6p24
EB simple basal Queratina 5 KRT5 12913.13
EB simple basal Queratina 14 KRT14 17921.2
EB simple basal Plectina PLEC 8924
EB simple basal Exofilina 5 EXPH5 11922.3
EB simple basal Distonina DST 6p12.1
EB simple basal Kelch-like 24 KHLH24 3q27.1
EB Juntural Integrina a6p4 ITGA6 2q31.1
ITGB4 17925
EB Juntural Integrina a3 ITGA3 17g21.33
EB Juntural Colageno 17 COL17A1 10g24.3
EB Juntural Laminina 332 LAMAS, LAMB 18q11.2
S 1g32.2
1925-931
EB Ditréfica Colageno 7 COL7A1 3p21.1

protocolos estandar que incluyen reaccion en cadena de la
polimerasa y posterior secuenciacion Sanger. Para analizar
los 18 genes implicados en los distintos subtipos de EB se
requieren mas de 400 pares de cebadores, de ahi la conve-
niencia de acotar los genes candidatos mediante el mapeo
antigénico de las biopsias de piel. La busqueda de la muta-
cion es muy laboriosa, ya que se han descrito mas de 1.000
mutacionesy, en muchos casos, se siguen encontrando muta-
ciones nuevas asociadas Unicamente a una familia. Debido
a limitaciones de la técnica de secuenciacion directa, las
mutaciones patogénicas no son identificadas en alrededor
del 15% de los casos. La incorporacion de la tecnologia de
secuenciacion masiva, next generation sequencing (NGS),
permite en la actualidad mejorar la sensibilidad en el diag-
ndstico de EB'®.

En los muchos casos en los que la mutacion identificada
resulta ser «privada» de cada familia (no ha sido encontrada
previamente en otro paciente), es necesario asegurarse de
que no se trata de una variante polimorfica no patogé-
nica. Para ello, debe investigarse su presencia y frecuencia
en la poblacion general del mismo origen. Ademas, es

conveniente constatar el efecto patogénico de la mutacion
a nivel del ARN mensajero o de la proteina. Para dichos estu-
dios se emplea una segunda pequena biopsia de piel de la
que se aislaran las células de la dermis y la epidermis del
paciente, que se recomienda recoger en el mismo acto qui-
rurgico que la empleada para el inmunomapeo. Los datos
recabados seran de interés para establecer la estrategia de
estudio en el laboratorio, con el fin Gltimo de proporcionar
al paciente y sus familiares un adecuado consejo o asesora-
miento genético para cada situacion en particular. Una vez
que se ha informado al paciente y a sus familiares en el
contexto de esta consulta es cuando realmente finaliza el
diagnéstico.

En la tabla 2 se recogen las recomendaciones sobre los
pasos para el diagnostico de la EB.

Diagnéstico clinico

El diagnostico de la EB se inicia con la realizacion de
una historia clinica completa del paciente que recoge las
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Pasos recomendados frente a la sospecha de EB
1. Diagnédstico clinico

1. Diagndstico molecular
Inmunomapeo antigénico: seleccion del gen candidato
Diagnostico genético: deteccion de mutaciones por PCR
y secuenciacion

1. Asesoramiento o consejo genético
Podran, ademas, derivarse las siguientes acciones de
intervencion médica:

v. Diagnéstico prenatal (invasivo y no invasivo)
v. Diagnéstico preimplantacional

manifestaciones cutaneas y extracutaneas de la enferme-
dad, el momento de aparicion de los sintomas, e incluye
antecedentes familiares de interés. El arbol genealdgico
debe reflejar, entre otras cosas, la edad de los padres, la
posible consanguinidad y el origen geografico de la familia.

En el neonato, el diagnostico clinico del subtipo de EB
es complicado, ya que muchos de los sintomas iniciales de
la enfermedad son comunes a los 4 tipos principales, lo que
hace practicamente imposible discernir entre ellos. Es, ade-
mas, fundamental realizar el diagnostico diferencial entre
las formas hereditarias de la EB y las enfermedades ampo-
llosas autoinmunes'”'8, Estas Gltimas se deben a lesiones
causadas por la accion inflamatoria de autoanticuerpos que
reaccionan contra determinadas moléculas de la union der-
moepidérmica y no a mutaciones en el gen que codifica para
dichas proteinas, como ocurre en las formas hereditarias.
La existencia de antecedentes familiares aporta, sin duda,
informacién muy valiosa.

En los pacientes adultos, en los que la sintomatologia de
la enfermedad estd completamente establecida, las mani-
festaciones pueden llegar a ser muy especificas y permiten
orientar el diagnodstico hacia alguno de los subtipos. En la
altima clasificacion? se estratifican por niveles, cada rasgo
clinico en cada subtipo de EB, su intensidad, momento de
aparicion, etc. Esta informacion es muy Gtil para diferen-
ciar entre algunos subtipos con caracteristicas comunes?.
No obstante, en las formas leves de EB los subtipos pueden
seguir siendo, en muchos casos, clinicamente indistinguibles
en el adulto.

Presentamos a continuacion un resumen de las princi-
pales caracteristicas de cada tipo y subtipo de EB, algunas
imagenes clinicas orientativas y la tabla 3, donde consultar
las proteinas afectas en cada subtipo.

El término EBS incluye a todas las formas de EB en las que la
fragilidad cutanea esta confinada a la epidermis. En la gran
mayoria de las EBS la fractura se produce a nivel histologico
en el estrato basal y la enfermedad se transmite de forma
autosdémica dominante. La herencia autosémica recesiva en
EBS representa solo el 5% de los casos. Aunque las manifesta-
ciones clinicas (fig. 2) comienzan, en general, al nacimiento
o en el periodo neonatal, en algunos casos pueden apare-
cer en la edad adulta. Como norma general, las ampollas en
la EBS se inducen por traumatismo y, raramente, de forma
espontanea. Las cicatrices, los quistes de milia y la distrofia

ungular suelen ser menos frecuentes en la EBS que en la EBJ
y la EBD.

La EBS localizada es la forma mas comun y se caracte-
riza por ampollas confinadas a las palmas de las manos y las
plantas de los pies y, en algunos de los casos, por erosiones
o ampollas orales durante la infancia. También pueden pre-
sentarse lesiones en cualquier otra parte del cuerpo como
consecuencia de traumatismos cutaneos. La EBS grave gene-
ralizada, un subtipo menos frecuente, suele estar asociada
a una marcada morbimortalidad en el periodo neonatal o
infancia temprana. Su rasgo mas distintivo es la forma-
cion de vesiculas intactas agrupadas con una distribucion en
forma de arco (herpetiforme). Estos pacientes suelen desa-
rrollar un engrosamiento de la piel en palmas y plantas que
da lugar a una queratosis que puede resolverse en la edad
adulta. Algunos pacientes presentan distrofia ungular, cica-
trices atroficas, quistes de milia, afectacion de las mucosas
(estenosis laringea), anemia y retraso en el crecimiento. A
diferencia de la forma grave, la EBS generalizada interme-
dia presenta ampollas no herpetiformes y en ella la anemia
y el retraso en el crecimiento son infrecuentes’.

Otros subtipos de EBS basales menos frecuentes son la
de pigmentacién moteada, circinada migratoria, autosomica
recesiva (EBS-AR), con distrofia muscular, con atresia pilo-
rica, ogma, déficit de BP230 y exofilina 5%. Recientemente,
se ha identificado una nueva proteina (kelch-like 24), aso-
ciada a un subtipo de EBS basal con caracteristicas clinicas
distintivas'® con respecto a las formas clasicas de EBS (alo-
pecia, atrofia folicular y cutanea).

Actualmente, el término EBS engloba también a aquellas
formas en las que la fragilidad mecanica ocurre, a diferencia
de las descritas anteriormente, en los estratos suprabasa-
les. Este subtipo de EBS suprabasal incluye a la forma acral,
superficial, acantolitica y sindromes de fragilidad cutanea
debidos a deficiencias de desmoplaquina, placoglobina y
placofilina* (ver tablas 1y 3).

La caracteristica clinica mas sefalada en todos los subtipos
de EBJ es la hipoplasia del esmalte, rasgo distintivo util para
el diagnostico de este tipo de EB (fig. 3F). La EBJ también se
subdivide en varios subtipos que se transmiten, todos ellos,
de forma autosomica recesiva.

El subtipo mas grave es la EBJ grave generalizada, que
aparece desde el nacimiento y puede afectar a toda la
extension de la piel (fig. 3 A-B). Un hallazgo muy significa-
tivo de este subtipo es la aparicion de tejido de granulacion
exuberante de distribucion simétrica, en la boca, la region
central de la cara y nariz, la region superior de la espalda,
axilas y los pliegues inguinales. El cuadro clinico incluye
ampollas intraorales, microstomia y anquiloglosia, estas
Gltimas no tan marcadas como en las formas recesivas de
EBD. Las manifestaciones extracutaneas pueden, ademas,
afectar a otros 6rganos como el esofago, los ojos, la via
aérea superior y los genitales. Los pacientes presentan tam-
bién retraso en el crecimiento y anemia multifactorial.
Existe un alto riesgo de mortalidad infantil (hasta los 2 afios
de vida) como resultado del retraso del crecimiento, infec-
ciones, neumonia y obstruccion de las vias aéreas.

La EBJ generalizada intermedia, evidente desde el naci-
miento, es la mas comUn de las junturales, con un trastorno
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Clasificacion clinica de la EB

Tipo Subtipo
EBS
Suprabasal
Basal
EBJ

Generalizada

Localizada
EBD

Dominante

Recesiva
SK

Subtipo clinico

Sindrome de descamacion de la piel acral (APSS)
Superficial (EBSS)

Acantolitica (EBS-acanth)

Sindromes de fragilidad cutanea:

- EBS-desmoplaquina: sindrome de fragilidad
cutanea-pelo lanoso

- EBS-placoglobina

- EBS-placofilina: sindrome de fragilidad
cutanea-displasia ectodérmica

Localizada (EBS-loc)

Grave generalizada (EBS-gen sev)
Generalizada intermedia (EBS-gen intermed)
Con pigmentacion moteada (EBS-MP)
Circinada migratoria (EBS-migr)

Autosomica recesiva K14 (EBS-AR K14)

Con distrofia muscular (EBS-MD)

Con atresia pilorica (EBS-PA)

Ogna (EBS-Og)

Autosomica recesiva-deficiencia de BP230 (EBS-AR
BP230)

Autosomico recesivo-deficiencia de exofilina 5 (EBS-AR

exofilina 5)

Grave generalizada (EBJ-sev gen)
Generalizada intermedia (EBJ-gen intermed)
Con atresia pilorica (EBJ-PA)

Localizada (EBJ-loc)
Inversa (EBJ-inv)
Sindrome de LOC

Generalizada (EBDD-gen)
Localizada (EBDD-loc)

Acral (EBDD-ac)

Pretibial (EBDD-pt)
Pruriginosa (EBDD-pr)

Solo unas (EBDD-na)

Del recién nacido (EBDD-BDN)

Grave generalizada (EBDR-gen sev)
Generalizada intermedia (EBDR-gen intermed.)
Inversa (EBDR-inv)

Localizada (EBDR-loc)

Pretibial (EBDR-pt)

Pruriginosa (EBDR-pr)

Centripeta (EBDR-ce)

Del recién nacido (EBDR-BDN)

Proteina

Trasglutaminasa 5
Desconocida
Desmoplaquina, placoglobina

Desmoplaquina

Placoglobina
Placofilina1

Keratina 5 (K5), keratina 14 (K14)
Keratina 5 (K5), keratina 14 (K14)
Keratina 5 (K5), Keratina 14 (K14)
Keratina 5 (K5)

Keratina 5 (K5)

Keratina 14 (K14)

Plectina

Plectina, Integrina a6b4

Plectina

Antigeno 1 pénfigo bulloso (BP230)

Exofilina 5

Laminina 332
Laminina 332, colageno xvi
Integrina 634

Laminina 332, colageno xvi, integrina b4
Laminina 332
Laminina 332, cadena a3

Colageno i
Colageno i
Colageno i
Colageno i
Colageno vii
Colageno i
Colageno i

Colageno i
Colageno i
Colageno v
Colageno i
Colageno i
Colageno v
Colageno i
Colageno i

Kindlina 1
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EBS-loc

EBS-sev gen

EBS-sev geri i "
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Figura 2 Manifestaciones clinicas de la EBS basales. Los genes de las queratinas (KRT5, KRT14) son los causales de la enfermedad
en todos los pacientes'®?, Fotografias obtenidas con consentimiento informado expreso. (Fuente: u714-CIBERER-CIEMAT-UC3M-

ISFJD).

A) Afectacion palmoplantar de un paciente con EBS-localizada durante la infancia. B) Afectacion generalizada de 2 hermanos con
EBS, de padres consanguineos, con un patron de herencia autosomica recesiva'® (arriba). C) Pigmentacién moteada en un paciente
con EBS-PM?'. D-G) Amplia afectacién de un neonato con EBS sev gen. E-F-H-1) Progresion durante la infancia. E) Se pueden observar

las lesiones herpetiformes ampliamente distribuidas en la espalda.

generalizado que cursa con ampollas, cicatrices atroéficas
y ufas distroficas o ausentes (fig. 3D). Los pacientes sue-
len presentar, ademas, hipopigmentacion postinflamatoria
o despigmentacion y, en algunos de los casos, alopecia cica-
tricial del cuero cabelludo. El riesgo de muerte por oclusion
de la via aérea o por otras complicaciones es mucho menor
que en la grave generalizada, al igual que la anemia y el
retraso en el crecimiento. No obstante, algunos de los casos
pueden desarrollar carcinomas epidermoides.

Otro subtipo clinicamente importante es la EBJ inversa,
que se presenta con ampollas graves y confinadas a lugares
de la piel intertriginosos, esofago y vagina. El sindrome de
LOC se caracteriza por la formacion de ampollas y cicatrices
localizadas en cara y cuello con tejido de granulacion, alte-
raciones en las vias respiratorias superiores, anormalidades
en las ufias e hipoplasia del esmalte dental’. La EBJ con
atresia pildrica cursa con ampollas generalizadas desde el

nacimiento y atresia congénita del piloro y ocasiona anoma-
lias congénitas del tracto genitourinario con un prondstico
muy variable: puede causar muerte infantil neonatal o dar
lugar a un fenotipo mas leve (fig. 3 E-F). Cabe mencionar que
existe una forma de EB asociada a atresia de piloro en la que
el plano de fractura cutanea ocurre en el estrato epidérmico
basal y no en la union dermoepidérmica y que se consi-
dera, por tanto, un subtipo de EBS (EBS con atresia pildrica;
tablas 1y 3).

Epidermolisis bullosa distrofica
La EBD se subdivide en 2 grandes grupos, dominante y rece-
siva, en funcidn del tipo de herencia (tabla 3, fig. 4)"2.

El subtipo mas grave de la EBD dominante (EBDD) es el
generalizado, que se caracteriza por la presencia de ampo-
llas distribuidas por todo el cuerpo desde el nacimiento
que, con el tiempo, se asocian con quistes de milia, atrofia,
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Figura 3

Manifestaciones clinicas de la EBJ. Fotografias obtenidas con consentimiento informado expreso (Fuente: U714-CIBERER-

CIEMAT-UC3M-1ISFJD). A-B) EBJ grave generalizada causada por mutaciones en el gen LAMC2 con ausencia de Lam 332, concretamente
la cadena y2, que causo la muerte en el periodo neonatal a uno de los pacientes. C) EBJ-generalizada intermedia. D) EBJ-localicada.
En ambos pacientes se encontraron mutaciones en el gen COL17A1, que resultaron en una expresion reducida y en la ausencia
completa de Col17, respectivamente. Notese la hipopigmentacion postinflamatoria. E-F) EBJ con atresia de piloro causada por
mutaciones en el gen ITGB4; la expresion de la proteina fue comparable a la de un control en el paciente F y nula en la forma
letal??. Ambos pacientes fueron tratados mediante cirugia correctora de la atresia pilérica.

cicatrices y unas distroficas (fig. 4B). Es frecuente la apari-
cion de ampollas y erosiones recurrentes en el eséfago. Otros
subtipos menos graves de EBDD son el de solo ufias (fig. 4A),
el acral, la forma de EBDD localizada con ampollas confi-
nadas en manos y pies (fig. 4C), la pretibial, que ademas
cursa con lesiones menores en forma de placa, a menudo
violaceas (fig. 4D), la forma pruriginosa, que da lugar a un
prurito intratable, la del recién nacido, con ampollas gene-
ralizadas que van acompanadas de cicatrizacion focal y que
suele desaparecer entre los 6 y los 24 meses de vida.

La EBD recesiva (EBDR), que a su vez se subdivide en
varios grupos, puede exhibir un amplio espectro de gra-
vedad, que va desde una simple distrofia ungular hasta
la presencia generalizada de ampollas y deformidades en
manos y pies (pseudosindactilia). La enfermedad puede
afectar a las mucosas y, en las formas mas graves, se
asocia a un alto riesgo de desarrollar carcinomas epider-
moides. El subtipo mas frecuente es el grave generalizado,
que es evidente en el nacimiento, con ampollas que van
extendiéndose por todo el cuerpo de forma progresiva y
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Figura 4  Manifestaciones clinicas de la EBD. Fotografias clinicas de pacientes espanoles obtenidas con consentimiento informado
expreso (Fuente: U714-CIBERER-CIEMAT-UC3M-IISFJD). El gen que codifica para el colageno de tipo vi (COL7A1) es el causante de la
enfermedad en todos los pacientes?*24). a) EBD dominante, solo ufas. b) EBD dominante, generalizada. c) EBD recesiva, localizada.
d) EBD recesiva, pretibial. e) EBD recesiva, generalizada (no Hallopeau-Siemens). f) EBD recesiva, grave generalizada (Hallopeau-
Siemens). g-i) Otras complicaciones en pacientes con EBDR-sev gen. g) Microstomia con alteraciones dentales y caries. h) Cicatrices
y ampollas oculares (parpado inferior). i) Carcionama escamoso celular en el muiién de la mano izquierda.

resultan en cicatrizacion atrofica. Este subtipo cursa con
tejido de granulacion, sobre todo en las heridas cronicas,
asi como contractura articular y desarrollo de pseudosin-
dactilia (fig. 4F). Los pacientes suelen desarrollar, ademas,
caries en exceso, anquiloglosia grave y microstomia (fig. 4G)
asociadas a un déficit en la ingesta de alimentos. Otras
manifestaciones extracutaneas son las ampollas corneales,
estenosis esofagica, insuficiencia renal crénica, anemia mul-
tifactorial y retraso en el crecimiento. Este subtipo, que es
el mas grave de EBDR, se complica habitualmente con el
desarrollo de carcinomas epidermoides metastasicos (fig. 41)
y muerte prematura del paciente. El subtipo generalizado
intermedio es menos grave (fig. 4E), no cursa, en general,
con retraso en el crecimiento ni anemia, la frecuencia de
apariciéon de estenosis esofagica es menor y la afectacion
cutanea, también. Sin embargo, sigue teniendo un riesgo sig-
nificativo de desarrollar carcinomas de células escamosas.
Subtipos menos comunes son el centripeto, que empieza en
la zona acral y se va extendiendo por el tronco, y el inverso

(EBDR-inv), en el que la aparicion de ampollas esta restrin-
gida a las zonas intertriginosas, la base del cuello, la parte
alta de la espalda y la zona lumbosacra. Los pacientes con
EBDR-inv son propensos a desarrollar ampollas en la cavi-
dad oral, esofago y tracto genitourinario. Pueden llegar a
desarrollar estenosis debilitante en esdfago y vagina.

Sindrome de Kindler

El SK es una genodermatosis con un patron de herencia
autosomico recesivo que esta incluido en la clasificacion
de EB con base en criterios clinicos y biologicos, lo que
permite que estos pacientes (menos de 200 individuos en
el mundo) sean atendidos en los centros de referencia de
EB"2. EL SK aparece al nacimiento con la presencia de
ampollas que pueden distribuirse de forma generalizada vy,
frecuentemente, desaparecen con la edad (fig. 5). El curso
de esta enfermedad se caracteriza por el desarrollo pro-
gresivo de poiquiloderma, fotosensibilidad, envejecimiento
cutaneo prematuro y queratoderma?®. Los pacientes con SK
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. 6 meses -

17 ahos

Figura 5

.

Manifestaciones clinicas del SK. Fotografias clinicas de pacientes obtenidas con consentimiento informado expreso

(Fuente: U714-CIBERER-CIEMAT-UC3M-IISFJD). El gen que codifica para la kindlina (KIND1) es el causante de la enfermedad en
todos los pacientes?®28, A) Erosiones y envejecimiento prematuro de la piel de los dorsos de las manos incipiente en la infancia.
B) Envejecimiento cutaneo y poiquiloderma evidentes junto con distrofia ungueal en una paciente joven. C) Afectacion ocular,
poiquiloderma, sinequia interdigital y contractura en las manos de una paciente sexagenaria.

pueden presentar cicatrizacion atrofica, distrofia de unas,
contractura y sinequia interdigital. Complicaciones como
colitis grave, esofagitis, estenosis uretral, hiperplasia gin-
gival y carcinomas escamosos pueden verse asociadas al
SK'2, El estado prooxidativo, recientemente descrito en las
células epiteliales de pacientes con SK, podria justificar
las caracteristicas patognomaonicas no asociadas a fragilidad
cutanea’®?’.

Diagnostico molecular
Inmunomapeo antigénico

El primer paso recomendado para el diagndstico de la EB es
la realizacion de una clasificacion clinica de los pacientes

con un cuadro de fragilidad cutanea que nos hace sos-
pechar una posible alteracion en las proteinas de anclaje
dermoepidérmico' . El diagnéstico continda con la cla-
sificacion inicial dentro de los 4tipos principales de EB
mediante la identificacion del nivel de rotura de la piel por
inmunofluorescencia (tabla 4).

Para el inmunomapeo antigénico, se emplean cortes
histologicos obtenidos a partir de biopsias de piel criopre-
servadas que contienen una ampolla inducida por friccion
en el momento de la toma de la muestra. Estos cortes se
incuban con una bateria de anticuerpos dirigidos contra el
Col v y distintos antigenos de proteinas implicadas en EB.
El anticuerpo contra Col v, proteina presente en la lamina
densa de la union dermoepidérmica, nos permite identificar
de forma inequivoca la EBD (localizacion del marcaje en el
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Plano de fractura en cada uno de los 4 principales tipos de EB

Principales tipos de EB

EB simple

EB juntural

EB distrofica
Sindrome de Kindler

Control

Nivel de formacion de las ampollas

Intraepidérmica

Intralamina licida (membrana basal)

Sublamina densa (dérmica)

Multiples niveles (intraepidérmica, intralamina licida y sublamina densa)

EB Juntural y Simple

EB Distéfica

Sindrome Kindler

Col IV

Inmunofluorescencia Col iv. Tanto en la EBJ como en la EBS puede observarse el Col iv en el suelo de la ampolla. En la EB
distrofica se observa el Col v en el techo de la ampolla, mientras que en el SK se observa una reduplicacion de la membrana basal
distintiva de esta enfermedad. Fuente: Dra. Marta Garcia (U714-CIBERER-CIEMAT-UC3M-IISFJD).

techo de la ampolla) y el SK (reduplicacion de la membrana
basal). El uso de este anticuerpo no distingue entre la EBS y
la EBJ, ya que en ambos casos el marcaje se localiza en el
suelo de la ampolla (fig. 6).

El uso de anticuerpos especificos para las proteinas impli-
cadas en EB y su patrdon de expresion en el techo y el suelo
de la ampolla nos permite, ademas, diferenciar entre EBS,
EBJ y EBD (figs. 7 y 8) e ir acotando el gen candidato.

En algunos casos, los resultados de la inmunofluorescen-
cia permiten afinar aln mas en la subclasificacion, ya que
la disminucion de la intensidad de la tincion (tabla 5) o
la ausencia total de marcaje de una proteina en particu-
lar sefalan de forma consistente al gen que la codifica como
candidato. La ausencia completa de marcaje se corresponde
generalmente con mutaciones nulas. En otros casos se pro-
ducen proteinas completas con la secuencia de aminoacidos
alteraday su expresion puede llegar a ser comparable a la de
un individuo sano. El proceso de seleccion del gen candidato
se especifica en la figura 7.

Este primer cribado diagnostico mediante inmunofeno-
tipado, gracias a la secuenciacion masiva, no es hoy por
hoy imprescindible, pero si es recomendado como paso pre-
vio al analisis genético. El inmunofenotipado ayuda en la
identificacion de la proteina implicada y, por tanto, del gen
candidato?®?*%*, En la tabla 5 se muestran los diferentes
subtipos de EB con base en criterios moleculares: proteinas
afectadas, nivel de expresion en piel y los genes que las
codifican.

Tras el conocimiento de la proteina afectada en el paciente,
podemos comenzar el analisis genético mediante la secuen-
ciacion del gen candidato. Se inicia con la busqueda de
las mutaciones mas comunes y finaliza con la secuencia-
cion completa del gen, si fuese necesario. Actualmente, la
busqueda de la mutacion se realiza por secuenciacion San-
ger, aungue ya se estan incorporando técnicas nuevas, como
la NGS, que pueden incluir la busqueda de mutaciones en
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Localizacién Mapeo (ampolla IF)
Proteinas (piel intacta
ME) EBS basal EBJ EBD
]QUERAT\NA K5K14
5 Queratina5y 14 Epidermis Techo y Techo Techo
_ "/ PLECTINA (K5Y K14) suelo *

= Integrinas 06 y B4 Lamina Lucida Suelo Techo y/o Techo

= Qg (Inta6y B4 suelo o nulo

LAMINA LUCIDA 2| =3
s gl= Colageno tipo XVII Lamina Lucida Suelo Techo y/o Techo
2 = (Col XVIIy suelo o nulo

_ Lamnina3a Laminina 332 (Lam 332) Lamina Densa Suelo Techo y/o Techo

y sus 3 cadenas suelo o nulo

LAMINA DENSA (Lam o3, Lam B3, Lam g2)
olageno V1 Coléageno tipo IV Lamina Densa Suelo Suelo Techo
(Col IV)
Colageno |
DE“"’”S Colageno tipo VI Sublamina Suelo Suelo Techo y/o
(Col VII) densa suelo o nulo
Dermis Papilar

* En las formas recesivas de EBS debidas a defectos en la queratina K14, su expresién es nula.

Diagndstico diferencial de los tipos de EB mediante inmunofenotipado A) Representacion esquematica de las proteinas

comunmente estudiadas. B) Patron de expresion diferencial.

diferentes genes al mismo tiempo'®. Este avance es muy
atil, ya que permite realizar el estudio molecular directo
independizando el diagndstico del analisis inmunofenoti-
pico en biopsia de piel. Las técnicas de NGS, mediante
paneles que contengan al menos toda la secuencia codifi-
cante de los genes conocidos, permiten obtener un mayor
nimero de casos diagnosticados en una enfermedad hete-
rogénea. Este abordaje se valida en cohortes de casos de
EB con mutaciones ya identificadas y también debe ser
complementado, ocasionalmente, con estudios especificos
para detectar deleciones e inserciones de tamano interme-
dio. Aun asi, y aunque este abordaje puede aumentar la
proporcion de pacientes caracterizados en enfermedades
genéticas, la NGS no llegara a identificar la mutacion en
todos los casos, como ocurre en otras enfermedades genéti-
cas. Para dar una solucion a los casos en los que no se llega
a encontrar la mutacion patogénica mediante la secuencia-
cion directa del gen, se emplean técnicas complementarias
para la bisqueda de grandes deleciones y duplicaciones,
como es el analisis por multiplex ligation probe amplifi-
cation o arrayCGH. La incorporaciéon de la mutacion en la
clasificacion final de la EB sera critica para proporcionar un
asesoramiento genético riguroso, ya que determina el modo
de transmision genética y permite realizar también un pro-
nostico teorico de la evolucion de la enfermedad en cada
caso. La realizacion del prondstico segun hallazgos genéticos
debe hacerse con cautela, ya que la influencia de factores
ambientales o modificadores de los factores genéticos puede
ser determinante en la evolucion de la enfermedad?.

Como ya hemos mencionado en varias ocasiones, los
genes involucrados en la EB son muchos y, ademas, las
posibles mutaciones en cada uno de ellos son también
abundantes'®; por tanto, se trata de una enfermedad
con heterogeneidad genética alélica (muchas posibles
mutaciones) y de loci (diversos genes). Se han identificado
mutaciones de todo tipo implicadas en la enfermedad de
la EB, desde codon de parada prematura a cambio en la
pauta de lectura, entre otras. También su localizacion es

diversa, lo que afecta tanto a la secuencia codificante
como a las regiones promotoras e, incluso, a regiones
intrénicas. A la hora de realizar una correcta anotacion e
interpretacion del potencial patogénico de una mutacion
presente en un paciente, se deben realizar blUsquedas
en bases de datos genéticas generales, como la HGMD
(HGMD® Human Gene Mutation Database Professional;
http://www.biobase-international.com/product/hgmd),
que recoge todas las mutaciones publicadas como cau-
santes de enfermedades genéticas en humanos. Existen,
ademas, otras bases de datos que son mas especificas,
como la de mutaciones en el gen del COL7A71 aso-
ciada al Registro Internacional de Pacientes con EBD*'
(http://www.deb-central.org/molgenis.do) o la de fila-
mentos intermedios®? (http://www.interfil.org). En caso de
que la mutacion no esté reportada en las bases de datos
generales ni en las especificas, ni tampoco recogida como
un polimorfismo en la base de datos de pequehas varia-
ciones genéticas (Short Genetic Variation database DbSNP;
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/Variations_
Survey.html), debe descartarse su presencia en un minimo
de 100 individuos controles de una poblacion con el mismo
origen étnico. Aunque no es siempre posible, es recomen-
dable la constatacion del efecto patogénico de la mutacion
a nivel de ARN mensajero o de la proteina.

Partiendo de la premisa de que existen descritas mas de
1.000 mutaciones en al menos 19 genes, es muy importante
contar con toda la informacion disponible para optimizar la
busqueda y hacer los calculos de riesgo. El nUmero de muta-
ciones nuevas que se identifican sigue aumentando ano tras
ano: en el caso de algunos de los genes, como por ejemplo
el COL7A1, en su mayoria son especificas de cada familia.
Otros datos para tener muy en cuenta son la frecuencia de
mutaciones descritas seglin lugar geografico o en relacion
con determinado origen étnico. Siguiendo con el ejemplo del
gen del COL7A1, se ha realizado un estudio poblacional en el
cual se ha observado que la mutacion patogénica c.6527insC
esta presente en el 46,3% de los alelos de los pacientes


http://www.biobase-international.com/product/hgmd
http://www.deb-central.org/molgenis.do
http://www.interfil.org/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/Variations_Survey.html
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/Variations_Survey.html
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A K5/K14

Col VII

Col VI

K5 Col VI
.
. .

Lam 332

Lam 332 INT 06

Lam 332 INT 06

Clasificacion de la EB y seleccion del gen candidato mediante mapeo antigénico (primer cribado) en cortes histologicos
de biopsias de piel criopreservadas. Microfotografias: Dra. Marta Garcia (U714-CIBERER-CIEMAT-UC3M-IISFJD). A) Inmunofenotipo
de la EBS basal. Las queratinas K5 y K14 marcan el suelo y el techo de la ampolla como resultado de una fractura intraepidérmica.
El marcaje para el resto de las proteinas las localiza en el suelo de la ampolla. Este resultado nos indica que los genes candidatos
en el primer cribado son KRT5 y KRT14. B) Inmunofenotipo de la EBJ. Como resultado de una fractura intralamina licida el marcaje
de las queratinas queda en el techo de la ampolla, el de colageno vii queda en el suelo de la ampolla. En este caso, la ausencia
de marcaje de laminina 332 nos indica que los genes candidatos son LAMA3, LAMB3 o LAMC3 y la subclasificacion molecular de EBJ
(ver tabla 5). Se observa, ademas, que la ausencia en Lam332 puede afectar a la expresion de las integrinas. C) Inmunofenotipo de
la EBD. Como resultado de una fractura a nivel de la dermis papilar, todos los marcadores mapean en el techo de la ampolla. Este
resultado nos indica que el gen candidato es el COL7A1. La practica ausencia de Col vi es consistente con la EBD grave generalizada

(ver tabla 5).

espafoles con EBDR. Estamos hablando de una mutacion muy
frecuente en Espafa, que proviene de un Unico ancestro
comun, la cual, actualmente, se analiza como primer cri-
bado para el estudio de pacientes con EBD?*:33-%, Esta misma
mutacion se ha encontrado también con alta recurrencia en
Chile*®, hipotéticamente, como consecuencia de las oleadas
de migracion espafola hacia Latinoamérica en diferentes

periodos historicos. Otro dato muy valioso es que esta muta-
cion es, ademas, mas prevalente en el sur-oeste de la
peninsula (Extremadura y Andalucia). Existen otras muta-
ciones frecuentes en Espafna y, aunque su prevalencia es
muchisimo menor, su cribado esta incluido también en el
estudio de portadores que se realiza a las parejas tanto de
los propios pacientes como de familiares portadores de una
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Clasificacion molecular de la EB
Tipo  Subtipo Proteina Expresion prot. Gen
EBS
Suprabasal Trasglutaminasa 5 Normal, reducida o TGM5
ausente
Plakofilina 1 Reducida o ausente PKP1
Desmoplakina Reducida o ausente DSP
Placoglobina Reducida o ausente JUP
Basal Keratina 5 Usualmente normal KRT5
Keratina 14 Usualmente normal KRT14
Plectina Reducida o ausente PLEC
Exofilina 5 (slac2-b) Ausente EXPH5
Antigeno penfigoide Ausente DST
bulloso1 (BPAG1;
BP230)
EBJ
Generalizada
Grave generalizada (gen Laminina 332 Muy reducida o LAMA3,
sev) ausente LAMB3,
LAMC2
Generalizada intermedia Laminina 332 Reducida LAMA3,
(gen intermed) LAMB3,
LAMC2
Colageno xvii Reducida o ausente COL17A1
Con atresia pilorica (PA) Integrina o634 Muy reducida o ITGB4,
ausente ITGA6
Con inicio tardio (LO) Colageno xvii Reducida o patron COL17A1
anormal
Con afectacion Subunidad integrina Normal o ausente ITGA3
respiratoria y renal (RR) a3
Localizada
Localizada (Loc) Colageno xvii Reducida o ausente COL17A1
Laminina 332 Reducida LAMA3,
LAMB3,
LAMC2
Integrina a6b4 Reducida ITGB4
Inversa (Inv-1) Laminina 332 Reducida LAMA3,
LAMB3,
LAMC2
Sindrome de LOC Laminina 332, Normal LAM3A
cadena isoforma a3
EBD
Dominante (EBDD) Colageno i Normal o reducido COL7A1
(todos los tipos excepto
el del recién nacido)
Dominante y Recesivo Colageno i Tincion granular COL7A1

(del recién nacido)

dentro de
queratinocitos
basales y reducido o
ausente en la union
dermoepidérmica
cuando la
enfermedad esta
activa; tincion
normal en la union

dermoepidérmica en

adultos y se vuelve
asintomatica
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Tabla 5 (continuacion)

Tipo Subtipo
Recesiva (EBDR)
Grave generalizada
Intermedia generalizada
Localizada
Otras
Kindler

mutacion en el gen del COL7A1. El hecho de no portar estas
mutaciones recurrentes, aunque no descarta que el proban-
dus tenga otra mutacion en alguna de las regiones de gen
del COL7A1 no analizadas, reduce drasticamente el riesgo
poblacional.

En Espana no han existido centros de referencia para la
EB47 hasta el presente afno en el que el Hospital Universi-
tario de La Paz en Madrid y el Hospital Clinic i Provincial
de Barcelona y Hospital de Sant Joan de Déu en Cataluna
han obtenido dicha designacion. En este contexto, el
grupo de investigacion de la Prof. Marcela del Rio (ter-
meg.uc3m.es) realiza desde el 2006 el diagnostico genético
de los pacientes con EB (ORPHA361523; ORPHA361536,
ORPHA362075; ORPHA361538), esta implicado en proyectos
de investigacion encaminados al desarrollo de tratamientos
para la EBDR (TRA-049, CELLCAM, ORPHA300805, GENE-
GRAFT; ORPHA437567; ORPHA437569) y en la elaboracion
del registro nacional de EB (https://registroraras.isciii.es).
Este grupo, adscrito al CIBER de Enfermedades Raras
(www.ciberer.es), forma parte de la red internacio-
nal EB CLINET-Clinical Network of EB Centres and
Experts (http://www.eb-haus.org/en/eb-clinet.html;
http://www.eb-clinet.org/maps/eb-clinical-contacts.html).
El grupo realiza el estudio genético en colaboracion con
los servicios de dermatologia y de genética de diversos
hospitales distribuidos por todo el territorio nacional,
especialmente con la division de Dermatologia Pediatrica
del Hospital La Paz (Dr. Raul de Lucas), recientemente
acreditado como centro de referencia y con el Departa-
mento de Genética de la Fundacion Jiménez Diaz (Dra.
Maria José Trujillo-Tiebas; Dra. Carmen Ayuso), en sintonia
con la asociacion de pacientes con EB, DEBRA Espana
(www.pieldemariposa.es; info@debra.es). Esta actividad
cooperativa a nivel nacional e internacional ha permi-
tido al grupo alcanzar un conocimiento profundo de la
enfermedad?®19,21-26,33,35,3751 " De este modo, frente a la
sospecha de una EB, ademas de solicitar informacion a
DEBRA-Espana, es conveniente ponerse en contacto con la
Dra. Maria José Escamez (mj.escamez@ciemat.es), coordi-
nadora de los estudios moleculares llevados a cabo por el
grupo, para abordar correctamente el estudio genético del
paciente.

Proteina Expresion prot. Gen
Colageno i Ausente o muy COL7A1
reducida
Colageno vi Reducida COL7A1
Colageno vii Reducida o normal COL7A1
Colageno i Reducida COL7A1
Kindlina 1 FERMT1-
KIND1

Una vez identificada la mutacion causal, verificar el patron
hereditario es fundamental para establecer en términos pro-
babilisticos el riesgo de recurrencia en futuros hermanos e
hijos.

Hasta el momento, se han descrito formas dominantes en
la EBS y en la EBD. Las formas dominantes son mayoritarias
en la EBS mientras que en EBD tan solo representan, por
ejemplo en la cohorte espanola, entre el 7 y el 8% de los
casos?® (126 familias estudiadas). Como en cualquier enfer-
medad genética con herencia autosomica dominante, basta
con portar la mutaciéon en una de las copias del gen para
padecer la enfermedad. En estos casos, la persona afec-
tada puede transmitir la mutacion (y la enfermedad) a su
descendencia con una probabilidad del 50% en cada gesta-
cion. Generalmente, en la EBDD suele verse que la persona
afectada ha heredado su enfermedad de uno de sus proge-
nitores, que seria también afectado (mutacién dominante
heredada). Sin embargo, en la EBS dominante, en muchos
casos, el paciente es el primer caso de la familia debido
a una mutacion de novo en linea germinal en progenitores
no afectos (10 familias con EBS con mutaciones en KRT5 y
KRT10 de novo de un total de 23 familias con mutaciones en
estos genes en las que se ha podido confirmar la herencia).
Esto se debe a que los genes que codifican las queratinas
K5 y K14 presentan sitios bien conocidos de alta inestabili-
dad genética («hot spot») que son mas susceptibles de mutar
en los gametos de los progenitores. Este fendmeno ocurriria
también en el gen que codifica el Col vii, aunque con menos
frecuencia en la cohorte espanola (2 familias con EBDD de
novo de 126 familias de EBD estudiadas). En cuanto al riesgo
de recurrencia en futuros hermanos del probandus, este no
es del 50%, como ocurre en mutaciones heredadas, sino que
se estima en aproximadamente 2-5%°2, debido a la posibi-
lidad de que alguno de los progenitores tenga la mutacion
en mosaicismo en la linea germinal. Cabe resaltar que el
riesgo de recurrencia en hijos del probandus si es del 50%.
En casos de pacientes con formas dominantes de novo, el


https://registroraras.isciii.es/
http://www.ciberer.es/
http://www.eb-haus.org/en/eb-clinet.html;
http://www.eb-clinet.org/maps/eb-clinical-contacts.html
http://www.pieldemariposa.es;/
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asesoramiento a cargo de un genetista clinico experto se
hace indispensable.

Aprovechamos, también, para resaltar que existe una
tendencia en los clinicos a hacer un diagnodstico genético
de sospecha de herencia dominante de novo en pacientes
con formas distroficas leves y padres no afectos. Dada la
mencionada baja frecuencia de la aparicion de mutaciones
dominantes de novo en el gen del Col vi, este tipo de diag-
nostico deberia evitarse hasta tener el resultado genético y
la forma de herencia confirmada. Esto es debido a que, en
la mayoria de los casos, este tipo de pacientes presentan en
realidad mutaciones recesivas que resultan en presentacion
clinica leve.

Como se menciond anteriormente, la mayor parte de las
veces en que vemos un caso de EBD que aparece por pri-
mera vez en una familia debemos pensar en una herencia
autosémica recesiva, en la que, para producirse la enfer-
medad, es necesario que ambas copias del gen (paterna y
materna) estén mutadas. En estos casos, los padres son por-
tadores sanos (heterocigotos) de una de las 2 mutaciones
presentes en el ADN de su hijo enfermo. Y el riesgo fami-
liar de que aparezcan nuevos casos afectos es del 25% para
los siguientes hermanos de los pacientes. En estos casos
es conveniente que los hermanos sanos de afectos, cuando
alcancen la mayoria de edad, se estudien también si quieren
saber si son portadores o no. Es importante senalar que un
portador solo podria tener hijos afectos si su pareja es igual-
mente portadora. La probabilidad de que, por azar, la pareja
sea portadora es menor de uno de cada 50 (2%), excepto si
la pareja es consanguinea (o de un area geografica cercana
o con alta prevalencia de una mutacion asociada a la EB).
Una vez que se identifica la mutacion en un portador, cabe
la posibilidad de rastrear ese gen en la pareja para descar-
tar razonablemente mutaciones y, por tanto, descartar su
estatus de portador.

Esta informacion respecto del patron hereditario, y sus
implicaciones reproductivas, incluyendo las opciones descri-
tas mas abajo de diagndstico prenatal y preimplantatorio,
entre otras, se proporciona en una consulta llamada con-
sejo o0 asesoramiento genético. Este proceso esta recogido
en nuestro ordenamiento juridico (Ley de Investigacion Bio-
médica LIB 14/2007 y la Orden SSI/1356/2015, de 2 de julio
de cartera de servicios del SNS) que lo define como el pro-
cedimiento destinado a informar a una persona sobre las
posibles consecuencias para él o su descendencia de los
resultados de un andlisis o cribado genéticos y sus ventajas y
riesgosy, en su caso, para asesorarla en relacion con las posi-
bles alternativas derivadas del andlisis. Tiene lugar tanto
antes como después de una prueba o cribados genéticos e
incluso en ausencia de los mismos. Debe proporcionarse de
manera no directiva y cumpliendo los principios de benefi-
cencia y no maleficencia que permitan al paciente tomar sus
propias decisiones.

Este modo de proceder es comUn para cualquier enferme-
dad genética o hereditaria, y se lleva a cabo de igual manera
en EB. Se han publicado algunas recomendaciones sobre el
asesoramiento de los pacientes de EB y sus familias®>>3, aun-
que la aplicacion de nuevas técnicas hace necesario revisar
su disponibilidad y alcance.

Una vez detectada la mutacion en la persona afecta por
la EB, el diagndstico prenatal es técnicamente abordable™.
Para ello, la pareja es atendida en una consulta de genética,
donde recibe asesoramiento o consejo genético. La pareja
recibe informacion sobre el tipo de opciones reproductivas
a las que puede optar, asi como sobre las técnicas obstétri-
cas que se utilizan para acceder al ADN del feto (a partir
de células presentes en liquido amnidtico o en vellosidades
coriales), las posibilidades diagnosticas y los riesgos o com-
plicaciones de estas técnicas, ya que son invasivas. Solo se
puede realizar el diagnostico prenatal si se conoce la muta-
cion y el gen responsable de la EB en esa familia concreta.

Ademas del estudio directo de la mutacion familiar, en
algunos tipos de EB, otras técnicas permiten apoyar o rea-
lizar el diagnostico prenatal en casos muy concretos. Por
ejemplo, la deteccion de un aumento de a-fetoproteina en
liquido amnidtico junto con polihidramnios durante el emba-
razo justifica la sospecha de una forma especifica de EB que
cursa con atresia de piloro (EB-PA), detectable por ecografia
durante el periodo fetal®, que resulta en muchos casos ser
letal. La EB-PA se debe a defectos en las integrinas a634
o en la plectina?>“°. Por otro lado, en el primer trimes-
tre, las vellosidades coridnicas expresan claramente ambas
proteinas y su expresion persiste durante todo el emba-
razo. De modo que el analisis de las vellosidades coridnicas
por inmunofluorescencia representa una herramienta para
el diagnodstico prenatal de la EB-PA%. Desafortunadamente,
dado que el aumento de la a-fetoproteina y el polihidram-
nios son sintomas inespecificos del embarazo que pueden
estar asociados a otras enfermedades y la baja casuistica
de la EB-PA, el obstetra dificilmente los relaciona con esta
enfermedad de fragilidad cutanea, si no hay antecedentes
familiares.

Una de las novedades en este campo es el diagndstico
prenatal no invasivo que se basa en el estudio del ADN fetal
que se encuentra presente en plasma materno. La gran ven-
taja frente al diagndstico prenatal convencional es que, al
realizarse a partir de una muestra de sangre materna, no
implica ningln riesgo para el feto ni para la madre. El diag-
nostico prenatal no invasivo de enfermedades monogénicas
se hace Unicamente en el ambito de la investigacion y para
algunas mutaciones. En la muestra de plasma materno, el
ADN fetal coexiste con cantidades mucho mayores de ADN
de origen materno. La coexistencia de los 2 ADN en la mues-
tra limita estos estudios al analisis de regiones que hayan
sido heredadas de novo o via paterna y que no estén presen-
tes en el genoma materno, para poder asegurar su origen
fetal en caso de ser detectadas en la muestra. A pesar de
esta limitacion, se ha demostrado la eficacia de este método
para la deteccion de mutaciones™’ .

Hoy en dia, ademas, existe la posibilidad, mediante técni-
cas de reproduccion asistida, de realizar el diagndstico de
embriones y la posterior implantacion en el (tero materno
de aquellos que se encuentren libres de la enfermedad. Es
lo que se conoce como diagnostico genético de preimplanta-
cion (DGP). El DGP, disponible en Espana tras la aprobacion
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de la Ley 14/2006, de 26 de mayo, sobre técnicas de repro-
duccion humana asistida, ofrece una opcion reproductiva
alternativa a las familias que presentan enfermedades here-
ditarias graves, de aparicion precoz y para las que todavia
no existe tratamiento curativo, entre las que se encuentra
la EB. Se recomienda que las parejas recurran a un Servicio
de Reproduccion Asistida con experiencia en el manejo de
este tipo de diagndstico, que trabaje coordinadamente con
un Servicio de Genética y que tenga optimizados los proto-
colos de fertilizacion in vitro, generalmente extensos, con
el objeto de conseguir un nimero adecuado de embriones
para analizar.

La primera premisa para poder realizar el DGP es dispo-
ner del diagnostico genético preciso de la pareja, es decir,
que se hayan identificado las mutaciones concretas que por-
tan ambos progenitores. Es necesario, ademas, realizar un
estudio de «informatividad» en la pareja, para elegir los
marcadores genéticos mas adecuados. Es decir, el estudio
de marcadores genéticos que acompanan a la mutacion y
que permiten diferenciar el haplotipo que se asocia a la
enfermedad. Estos marcadores se analizan en esa pareja en
particular para estimar las posibles combinaciones en los
posibles futuros embriones que se generen. De este modo
podremos saber, a priori, si la combinaciéon de marcado-
res de ambos progenitores permitira distinguir, sin lugar a
dudas, los embriones afectos de los sanos. Si el estudio de
marcadores genéticos resultase «no informativo», esto es,
que las combinaciones de marcadores hacen indistinguibles
los embriones sanos de los afectos, el diagndstico genético
de preimplantacion podria no ser factible técnicamente,
dependiendo de la estrategia diagndstica posterior.

En el caso de que la pareja resultase apta para el estudio,
ha de seguirse un protocolo similar al de una fecundacion in
vitro con inyeccion intracitoplasmica de espermatozoides
convencional, si bien en el caso del DGP es necesario con-
seguir un nimero mas alto de o6vulos. Asi, la futura madre
ha de seguir un tratamiento farmacologico de estimulacion
ovarica controlada, consistente en la inyeccion de hormonas
estimulantes con la finalidad de que maduren varios 6vulos
en el mismo ciclo. Tras la extraccion de los 6vulos (foliculos
maduros) se fecundan in vitro para obtener los embriones.
A los 3 dias de la fecundacion, cuando los embriones estan
formados por 6-8 células (inicio de la moérula), se biopsia
una célula (blastomero) de cada uno y se envia al laborato-
rio de genética para realizar el diagnostico que dictaminara
qué embriones son portadores de la enfermedad y cuales
no (embriones sanos). Este estudio debe realizarse en un
periodo no superior a 24 h.

De los embriones considerados sanos respecto de la muta-
cién y, por tanto, transferibles, se han de seleccionar de
nuevo desde el punto de vista embriologico aquellos embrio-
nes (nunca mas de 3) que presentan mejores caracteristicas
morfoldgicas para ser transferidos al Utero materno y que
proporcionen mayor garantia de éxito para su implantacion.
Al transferirse varios embriones no es infrecuente que se
implante mas de uno y que se desarrolle un embarazo mal-
tiple. Si fracasa el proceso por alguna razon, la mujer puede
iniciar un nuevo ciclo de estimulacion ovarica para comenzar
de nuevo el proceso.

Durante el proceso de consentimiento informado, se debe
informar a la pareja de sus resultados particulares espera-
bles, y de las tasas de éxito y de fracaso y, posteriormente,

de los resultados que se vayan obteniendo a lo largo de
todo el proceso. Por ejemplo, deben conocer que la tasa
de embarazo de estas técnicas es bajo (menos del 20% en
cada ciclo que se intente). El DGP tiene una fiabilidad com-
prendida entre el 88 y el 96%°¢, por lo que se recomienda
un diagnostico prenatal convencional una vez instaurado el
embarazo para confirmar los resultados.

En Espana, el diagnostico genético prenatal y el de pre-
implantacion estan incluidos dentro de las prestaciones del
SNS, cuando se cumplen los criterios establecidos de riesgo
genético, caracteristicas de la descendencia y estudio de
fertilidad y edad de la pareja. Por tanto, el procedimiento
es gratuito para las parejas portadoras de EB que cumplan
estos criterios, a través del sistema sanitario publico. Cada
comunidad auténoma dispone de centros de referencia para
el estudio genético preimplantacional. Por ello, las parejas
deben consultar en su respectiva comunidad auténoma. Este
proceso esta recogido en la cartera de servicios del SNS, que
es valida para todo el estado y esta regulado por la Ley de
Reproduccion Humana Asistida y por la Comision de Repro-
duccion Humana Asistida para los casos que planteen alguna
situacion no contemplada por la ley.

El grupo de la Dra. del Rio y, en particular, el diagnos-
tico molecular han sido financiados por fondos especificos
del CIEMAT, el 1IS-FJD, los proyectos CELLCAM, GENEGRAFT
HEALTH-F2-2011-261392, SAF2013-43475-R, 1CI14/00363,
CIBERER INTRAMURAL/08/714.1, por la Fundacion Ramon
Areces (CIVP-16A1864) y por parte de las Asociaciones de
Pacientes Berritxuak y, mas recientemente, por DEBRA-
Espana. El grupo de la Dra. Ayuso agradece los recursos
obtenidos por el PIE13/00051, CIBERER CB06/07/0036 y Bio-
banco PT13/0010/0012.

Los autores declaran no tener ningun conflicto de intereses.

Queremos agradecer a las personas con EB y sus familias la
confianza, el respeto y la voluntad de colaborar con nuestro
equipo que siempre han mostrado.

A la Asociacion Piel de Mariposa DEBRA-Espana.

A los profesionales sanitarios de enfermeria, genetistas,
dermatologos, pediatras, cirujanos y de otras especialidades
que, de alguna manera, han participado en la realizacion del
diagndstico molecular, sin cuya colaboracion y dedicacion
este trabajo no hubiera sido posible. En especial, a nues-
tros colaboradores mas asiduos por dedicarnos un tiempo
del que carecen, ponernos en contacto con sus pacien-
tes, facilitarnos la obtencion de muestras e informacion
(incluidas algunas de las fotografias clinicas que ilustran
este trabajo). No queremos olvidarnos tampoco de los gru-
pos del Dr. Meneguzzi (INSERM-Francia) y la Dra. Zambruno
(Istituto Dermopatico dell’Immacolata, actualmente, Ospe-
dale Pediatrico Bambino Gesu-Italia), lideres mundiales en
el ambito de la EB, por su ayuda en nuestros inicios.
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Al equipo de diagnostico de EB, Nuria Illera, Almudena
Holguin, Dra. Adela Garcia, Dra. Marta Garcia, Dr. Alvaro
Meana, Dra. Sara Llames, Eva Garcia y Dra. Angeles Mencia
por el excelente trabajo que realizan y por su dedicacion.

La colaboracion entre los grupos de la Dra. Carmen Ayuso
y la Dra. Marcela del Rio ha sido fundamental en el traslado
del diagnostico molecular al paciente mediante el asesora-
miento genético y el diagnostico prenatal.

Anexo. Autores colaboradores

Catedra Fundacién Jiménez Diaz de Medicina Regenera-
tiva y Bioingenieria Tisular: http://www.fjd.es/iis_fjd/es/
areas-grupos-investigacion/tecnologia-innovacion-sanitaria/
grupos-asociados/medicina-regenerativa-ingenieria-tejidos.

Asociacion de Epidermolisis Bullosa en Espana.
www.pieldemariposa.es/

Profesionales sanitarios: Dr. Raul de Lucas, Dra. Rocio
Maseda y Dr. Juan Carlos Lopez (Hospital La Paz, Madrid),
Dra. Angela Hernandez y Dr. Antonio Torrelo (Hospital Nifio
Jesus, Madrid), Dr. José Lasso (Hospital Universitario Gre-
gorio Maraién, Madrid), Dra. Asuncion Vicente, Dra. Loreto
Martorell (Hospital St Joan de Deu, Barcelona), Dra. Pilar
Iranzo, Dra. Susana Puig y Dr. José Manuel Mascar6 (Hospi-
tal Clinic, Barcelona), Dra. Raquel Rodriguez y Dra. Isabel
Febrer (Consorcio Hospital General, Valencia), Dr. Agusti
Toll, Dr. Ramoén Pujol (Hospital del Mar, Barcelona), Dra.
Yolanda Gilaberte (Hospital San Jorge, Huesca), Dr. Juan Luis
Santiago (Hospital Ciudad Real), Dr. José Bernabé (Hospital
Virgen del Rocio, Sevilla), Dr. Angel Vera (Hospital Carlos
Haya, Malaga), Dra. Eulalia Baselga (Hospital Santa Creu i
Sant Pau, Barcelona) y Dres. Sebastian Mir-Mir y Roger Costa
(Hospital Platé de Barcelona), Dra. Raquel Saez (Hospital
Universitario de Donostia, San Sebastian), Dra. Elena Arana
(Hospital Vall d’Hebron, Barcelona) y Dr. José Carlos Moreno
(Hospital Reina Sofia, Cordoba).
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