Dermatologfa Argentina Vol. 25 N°4 Octubre-diciembre de 2019: 152-160 ISSN 1515-8411 (impresa) ISSN 1669-1636 (en linea)

TRABAJOS ORIGINALES

Caracteristicas clinicas y epidemiolagicas de los
pacientes con epidermdlisis ampollar congénita
confirmada por estudio molecular.

Estudio retrospectivo en un hospital pediatrico

Clinical and epidemiological characteristics of patients with congenital
epidermolysis bullosa confirmed by molecular study.

Retrospective study in a pediatric hospital

Maria Laura Bageta', Eliana Cella?, Maria Florencia Martinez®, Guillermo Nicolas Ledo*, Monica Inés
Natale’, Laura Valinotto®, Graciela Beatriz Manzur’ y Andrea Bettina Cervini®

Premio Aaréon Kaminsky 2019

RESUMEN

Introduccion: Las epidermdlisis ampollares congénitas (EA) pueden
ser dificiles de diferenciar clinicamente, por lo que el estudio molecular
es fundamental para el diagnstico de certeza.

Objetivos: Describir las caracteristicas epidemioldgicas y clinicas de los
pacientes con diferentes tipos de EA confirmados por estudio molecu-
lar. Determinar si existe asociacion entre el tipo de EA y el momento de
aparicion de las lesiones cutédneas. Analizar la correlacion entre el tipo de
EA'y el modo de herencia sospechados clinicamente con el resultado del
analisis molecular. Enumerar variantes genéticas atin no comunicadas.
Diseiio: Estudio descriptivo, retrospectivo y transversal.

Materiales y métodos: Se estudiaron los pacientes con diagndstico
de EA confirmado por el estudio molecular, evaluados en el Servicio de
Dermatologia del Hospital Nacional de Pediatria Prof. Dr. Juan P. Garra-
han, desde agosto de 1988 hasta julio de 2019.

ABSTRACT

Introduction: congenital epidermolysis bullosa (EB) can be difficult to differ-
entiate clinically, so molecular study in essential for the diagnosis of certainty.
Objectives: to describe the epidemiological and clinical characteristics
of patients with different types of congenital EB confirmed by molec-
ular study. To determine whether the time of onset of the skin lesions
correlates with a certain type of EB. To analyze if there is a correlation
between the type of EB and the mode of inheritance clinically suspected
with the result of the molecular analysis. To number genetic variants
that have not been previously reported.

Design: descriptive, retrospective and transversal study.

Materials and methods: Patients with confirmed diagnosis of EB by
molecular test that were evaluated at the Dermatology Department of
the Hospital Nacional de Pediatria Prof. Dr. Juan P. Garrahan, from Au-
qust 1988 until July 2019 were included.

Resultados: De los 57 pacientes incluidos, 45 (79%) presentaron EA dis-
tréfica, 11 (19%) EA simple y 1 (2%) sindrome de Kindler.

En el 91% (52 pacientes), con independencia del tipo de EA, las lesiones se
iniciaron dentro del primer mes de vida y en el 9% (5 pacientes) restante,
entre el mes y el afio, estos dltimos pacientes con EA distrofica.

E191% presentd correlacion entre el diagndstico clinico presuntivo y el re-
sultado del estudio genético. Se encontraron 17 variantes patogénicas no
comunicadas.

Conclusiones: Tanto la clinica como el hallazgo de las variantes pa-
togénicas son imprescindibles para el diagnéstico definitivo del tipo
de EA'y sumodo de herencia.

Palabras clave: epidermdlisis ampollar congénita, diagndstico molecular.
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Results: of the 57 patients, 45 (79%) were dystrophic EB, 11 (19%)
were simplex EB and one (2%) was a Kindler syndrome.

In 91% (52 patients), regardless of the EB type, skin lesions started
within the first 30 days of life, while in the regarding 9% (5 patients)
appeared between the first month and the first year and all of them
were dystrophic EB.

There was a 91% correlation between the clinical and genetic diagnosis.
Seventeen new pathogenic variants have been found.

Conclusions: the clinical manifestations and the pathogenic variants
are essential for the definitive diagnosis of the types of EB and the mode
of inheritance.

Key words: congenital epidermolysis bullosa, molecular diagnosis.
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INTRODUCCION

Las epidermdlisis ampollares congénitas (EA) son
un grupo de enfermedades de causa genética que lle-
van a la formacién de ampollas ante minimos trauma-
tismos. Se producen por variantes patogénicas en los
genes que codifican las diversas proteinas de la unién
dermoepidérmica’.

Inicialmente, se reconocieron tres tipos principales
de la enfermedad: EA simple (EAS), EA de la unién
(EAU) y EA distréfica (EAD), basdndose en el plano
de clivaje en el que se forma la ampolla (intraepidér-
mico, intraldmina ldcida y subldmina densa, respec-
tivamente). Mds tarde se anadi6 a la clasificacién un
cuarto tipo de EA denominado sindrome de Kindler
(SK), el cual presenta ampollas en diferentes planos de
clivaje y asocia caracteristicas clinicas propias (fotosen-
sibilidad y poiquilodermia)'=.

Cada uno de estos tipos de EA, a su vez, se clasifica
en subtipos al tener en cuenta el fenotipo del paciente
(severidad del cuadro y distribucién de las lesiones),
el modo de herencia y el gen especifico involucrado
(Tabla 1),

El diagnéstico de certeza se obtiene con la detec-
cién de variantes patogénicas en los genes afectados a
través del estudio molecular. Se describieron al menos
20 genes involucrados en la etiologia de las EA y se
comunicaron més de 1.000 variantes patogénicas que
pueden aparecer de 7ovo o seguir un patrén de heren-
cia autosémica dominante o recesiva®*.

OBJETIVOS

* Describir las caracteristicas epidemioldgicas y cli-
nicas de los pacientes con diferentes tipos de EA con-
firmada por el estudio molecular.

* Determinar si existe asociacién entre el tipo de EA
y el momento de aparicién de las lesiones cutdneas.
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Tipo Gen mutado / proteina
EA alterada

KRT5 / Queratina 5
KRT14 / Queratina 14

AD PLEC/ Plectina
KLHL24 / Kelch-like protein

PLEC/ Plectina
Intraepidér- KRT14 / Queratina 14
EAS s DST / BPAGT*
EXPHS5 / Exofilina 5
(D151 /Tetraspanina 24
TGMS5 /Transglutaminasa 5
PKP1 / Placofilina 1
DSP/ Desmoplaquina
JUP / Placoglobina

LAMA3, LAMB3, LAMC2 /
Laminina 332

(0L17A1/ Coldgeno XVII
ITGAG, ITGB4 / Integrina
ab4

[TGA3 / Integrina o3

AR

EAU Irrltralamlna AR
licida

Sublimina  AD (0L7A1/ Colageno VIl
oI AR COL7A1/ Colageno VIl
FERMT1 / Kindlina 1

EAD

SK Cualquiera AR

TABLA 1: Clasificacion de las epidermélisis ampollares congénitas.
*BPAG1: antigeno del penfigoide ampollar 1.

* Analizar si hay correlacién entre el tipo de EA y
el modo de herencia sospechados por la clinica y el
resultado del estudio molecular.

* Enumerar las variantes patogénicas halladas en
nuestros pacientes que ain no han sido publicadas.
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DISENO

Estudio descriptivo, retrospectivo y transversal.

MATERIALES Y METODOS

Se revisaron las historias clinicas de 211 pacien-
tes con manifestaciones clinicas compatibles con EA
evaluados en el Servicio de Dermatologia del Hospi-
tal Nacional de Pediatria Prof. Dr. Juan P. Garrahan,
desde agosto de 1988 hasta julio de 2019 inclusive. Se
incluyeron los que realizaron el estudio molecular. Se
excluyeron aquellos en los cuales los genes analizados
no mostraron variantes patogénicas y aquellos cuyo es-
tudio molecular se encuentra en andlisis.

En el Centro de Investigaciones de Genodermato-
sis y Epidermélisis Ampollar (CEDIGEA) se secuen-
cié el gen candidato segiin las caracteristicas clinicas
y el modo de herencia que presentaron los pacientes.
Se realizé la secuenciacién de Sanger o el estudio del
exoma clinico seglin correspondiera. Las variantes en-
contradas se confirmaron en los progenitores para es-
tablecer su origen parental®”.

Segtin el gen afectado, se clasificé a los pacientes en
los cuatro tipos principales de EA: EAS, EAU, EAD y
SK. Luego se subdividieron en grupos de acuerdo con
el modo de herencia: autosémica dominante (AD) y
autosémica recesiva (AR).

Posteriormente se analizaron las caracteristicas epi-
demioldgicas y las manifestaciones cutdneas y extra-
cutdneas de cada grupo. Se tuvieron en cuenta la dis-
tribucién predominante de las lesiones, se clasificaron
las EA en formas localizadas (lesiones situadas princi-
palmente en manos, pies, codos, rodillas y regién pre-
tibial) y generalizadas (lesiones presentes en cualquier
parte del tegumento).

RESULTADOS

De los 211 pacientes con diagnéstico clinico de EA
seguidos en nuestro Servicio, 68 realizaron el estudio
molecular. Se excluyeron 11 pacientes que estdn en
andlisis en la actualidad. El diagnéstico fue confirmado
en 57 pacientes.

Con base en el resultado del estudio genético se
confirmé el diagnéstico de EAD en 45 pacientes
(79%), 11 tuvieron diagnédstico de EAS (19%), 1 de
sindrome de Kindler (2%) y ninguno presenté EAU.

Las EAS y EAD fueron subdivididas en dos grupos
segin el modo de herencia: AD o AR. De esta forma
se consideraron para su andlisis cuatro grupos (Grafico
1): Grupo 1: EAS de herencia AD (EAS-AD); Grupo
2: EAD de herencia AD (EAD-AD); Grupo 3: EAD
de herencia AR (EAD-AR) y Grupo 4: sindrome de
Kindler (SK).

Del total de pacientes, 30 (53%) eran varones y 27
(47%), mujeres. La media de edad en el momento del
diagnéstico molecular fue de 8 afios y 5 meses (rango
2 meses-22 afnos).

38 n=57
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GRAFICO 1: Distribucién de los grupos analizados de epidermélisis ampollar.

Grupo 1: EAS-AD

Del total de pacientes incluidos, en 11 (19%)
se confirmé el diagnéstico de EAS-AD. De estos, 7
(64%) presentaron variantes patogénicas en el gen
KRT14 y 4 (36%), en el gen KRT5. En 2 pacientes
(18%) las variantes fueron de novo. En 9 pacientes
(82%) las lesiones cutdneas presentaron una distribu-
cién localizada (Foto 1) y en 2 (18%), generalizada
(Foto 2). Las manifestaciones cutdneas y extracutdneas
se muestran en la Tabla 2.

FOTO 1: EAS-AD localizada. A) Estrias longitudinales en las uias. B) Am-
pollas en los pies.
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Grupo 2: EAD-AD

Los 7 pacientes (12%) incluidos en este grupo pre-

sentaron variantes patogénicas asociadas a herencia
AD en el gen COL7AI. En 2 (29%) las variantes fue-
ron de novo. Las lesiones cutdneas adoptaron una dis-
tribucién localizada en todos los casos (Foto 3). Una
paciente (14%) present6 fenotipo de EA pruriginosa
(Foto 4). Las manifestaciones cutdneas y extracutdneas
se muestran en la Tabla 3.

FOTO 2: EAS-AD generalizada. A-C) Ampollas con disposicién arciforme.

EAS-AD

(%)

Manifestaciones cutaneas

Aplasia cutis congénita 27
Ampollas 100
Milium 9
Cicatrices atroficas - FOTO 3: FAD-AD localizada. A) Cicatrices atréficas y quistes de milium en el
Compromiso de las ufias dorso de las manos. B) Cicatrices atréficas en las rodillas. C) Onicodistrofia
en los pies.
- Estrias longitudinales 54
Tejido de granulacién -
Queratodermia palmoplantar 18
Nevos asociados a EA -

Otras: ampollas de disposicion arciforme (“herpeti-

forme”) en lesiones generalizadas B
Manifestaciones extracutaneas
Anemia 9
Retardo del crecimiento 18
(avidad bucal
- Erosiones 55
- (aries 9
Tracto gastrointestinal
- Estrefiimiento 18
Tracto respiratorio -
Tracto genitourinario =
Compromiso ocular -
Seudosindactilia i FQTO 4 EAD-Pruriginosa. 'I!) Cicatriges hipertr.('nﬁcas, placas y nédulos 5|
milares a prurigo en la region pretibial. B) Lesiones en los codos. €) Oni-
TABLA 2: Manifestaciones clinicas de los pacientes con EAS-AD (n=11). codistrofia.
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Manifestaciones cutaneas

Aplasia cutis congénita 14
Ampollas 100
Milium Al
Cicatrices atréficas 86
Onicodistrofia 100

Tejido de granulacion -
Queratodermia palmoplantar 14
Nevos asociados a EA -

Otras: EAD pruriginosa: cicatrices hipertroficas,

placas liquenificadas y papulas y nédulos similares 14%
a prurigo asociados a rascado secundario a prurito

intenso

Manifestaciones extracutaneas
Anemia -

Retardo del crecimiento -

Cavidad bucal
- Erosiones 29
- Caries 14

Tracto gastrointestinal

- Estrefiimiento 14
Tracto respiratorio -
Tracto genitourinario =
Ocular -
Seudosindactilia -

TABLA 3: Manifestaciones clinicas de los pacientes con EAD-AD (n =7).
*Hermana del paciente con fenotipo EAD-AD localizada.

Grupo 3: EAD-AR

Se hallaron variantes patogénicas asociadas a
EAD-AR en el gen COL7AI en los 38 pacientes
(66%). El 82% de los casos (31 de 38) fueron varian-
tes heterocigotas y en el 18%, homocigotas (7 de 38).
Se constataron antecedentes familiares en 5 pacientes
(13%) y consanguinidad en 3 (8%).

En 28 pacientes (74%) las lesiones fueron genera-
lizadas y en 10 (26%), localizadas (Foto 5). Las mani-
festaciones cutdneas y extracutdneas se muestran en la

Tabla 4.

Manifestaciones cutaneas

Aplasia cutis congénita 34
Ampollas 100
Milium 95
Cicatrices atréficas 100
Onicodistrofia 100

Tejido de granulacion -

Queratodermia palmoplantar 13
Nevos asociados a EA 32
Otras -

Manifestaciones extracutaneas

Anemia 66
Retardo del crecimiento 58
(avidad bucal
- Erosiones 87
- (aries 76
- Anquiloglosia 53
- Microstomia 50

Tracto gastrointestinal

- Estenosis esofagica 'y}
- Estrefiimiento 76
- Gastrostomia 8

Tracto respiratorio

- Disfonia recurrente n
Tracto genitourinario

- Fimosis 45
Compromiso ocular 39
Seudosindactilia 45
Deformidades en mitén 16

TABLA 4: Manifestaciones clinicas de los pacientes con EAD-AR (n = 38).

Grupo 4: SK

Solo un paciente presentd una variante homocigo-
ta del gen FERMTI y se confirmé el diagndstico de
SK. Es hijo de padres consanguineos, sin antecedentes
familiares. Las manifestaciones clinicas se describen en

la Tabla 5.
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FOTO 5: EAD-AR. A) Aplasia cutis congénita. B) Seudosindactilia y anoniquia. €) Ulceraciones y cicatrices atréficas en el brazo. D) Deformidades en mit6n.

Manifestaciones cutaneas

Aplasia cutis congénita -
Ampollas +
Milium -
Cicatrices atroficas +

Onicodistrofia -
Tejido de granulacién -
Queratodermia palmoplantar -
Nevos asociados a EA -
Otras: poiquilodermia y fotosensibilidad +
Manifestaciones extracutaneas

Anemia =
Retardo del crecimiento
(avidad bucal

- Erosiones

- Caries

- Edema de labios

+ 4+ 4+ o+

- Sangrado gingival
Tracto gastrointestinal

- Estrefiimiento A
Tracto respiratorio

- Disfonia recurrente A
Tracto genitourinario

- Fimosis A
Compromiso ocular

- Disminucién de la agudeza visual

- Ectropion

+

Seudosindactilia

TABLA 5: Manifestaciones clinicas del paciente con SK (n=1).

BAGETA ML E7 AL. CARACTERISTICAS CLINICAS Y EPIDEMIOLOGICAS DE LOS PACIENTES CON EPIDERMOLISIS AMPOLLAR CONGENITA

CONFIRMADA POR ESTUDIO MOLECULAR / TRABAJOS ORIGINALES

En cuanto a la edad de inicio de las lesiones cutd-
neas, todos los pacientes presentaron ampollas antes
del afio de vida. En el 91% de los casos (52/57) estas
aparecieron dentro del primer mes de vida y, dentro de
este grupo, el 81% (42/52) en el primer dia de vida. El
9% restante (5/57) inicié las lesiones entre el mes y el
aio de vida, todos ellos pacientes con diagnéstico de
EAD (Grifico 2) (Foto 6).

Se encontraron 50 variantes patogénicas diferentes
en genes implicados en la EA. De estas, el 66% (33 de
50) estdn previamente comunicadas en la literatura y
el 34% (17 de 50) corresponden a variantes atin no
descriptas (Tabla 6).

En el 91% de los pacientes (52/57) el diagnds-
tico molecular coincidié con el diagnéstico clinico
sospechado. En el 9% (5/57) no hubo coincidencia,
tratdndose de pacientes con EAD-AR en quienes, por
las escasas manifestaciones clinicas, se sospech(’) una

herencia AD.

n=>57

nEAS-AD
uEAD-AD
HEAD-AR
usK
- B =

<1dia 2-30 dias 31-365 dias
Intervalo etario

NN W W
(= = R v

—
o

Numero de pacientes
&

w

GRAFICO 2: Momento de inicio de las lesiones cuténeas en los diferentes
grupos analizados.
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FOTO 6: SK. A) Cicatrices atroficas “en papel de cigarrillo”en el dorso de las manos. B) Poiquilodermia y eritema secundario a fotosensibilidad en el dorso superior.

Grupo analizado | Gen afectado |

Variantes patogénicas (n = 50)

Comunicadas (33/50) No comunicadas (17/50)
¢.355A>G (.1195-1196-del AA
KRT14 NM_000526.5 ¢373CT
¢.374G>A
EAS-AD 427651 C503A>T
KRT5 NM_000424.4 ¢.1401C>G
¢.555+2T>G
¢.5318G>A ¢.5765G>A
EAD-AD COL7A7 NM_ 0000943 ¢.6008G>A €.6235_6236delinsAA
¢.6191G>A
€.6164G>A
¢.6781C>T €.5669G>T
¢.7380+2T>C €.6280-2_6281del
€.6527insC ¢.339_340del
¢.7051G>A 8414delGG
€.4603delG ¢.1507+4A>T
.8244del ¢.1907 G>T
¢4027C>T ¢.7104+3A>T
€.325ins(G (.977-16>C
c1837C>T ¢.2817A>G
c.425A>G €.6647G>A
€.325ins(G €.7929+8delGGGGATGGGGGCTGGG
EAD-AR (0L7A7 NM_000094.3 ¢5047¢>T €.3545_3550del
€.6205C>T
.4824_4831de8
¢.7738C>T
€.682+1G>A
€.7957G>A
.8357_8358-+4del(GGTGA
¢.7249C>T
¢.5532+1G6>T
€.324_325ins2
€.6022G>T
€.6697G>A
SK FERMTT NM_017671.4 ¢.450delG

TABLA 6: Variantes patogénicas halladas mediante el estudio molecular.
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COMENTARIOS

Si bien en la literatura médica se describe la EAS
como el tipo mds frecuente de EA, en nuestra casuis-
tica el mayor porcentaje de pacientes presentaron
EAD, principalmente de herencia AR. Esto podria
deberse a que este dltimo grupo de pacientes consulta
con mayor frecuencia en el hospital, dada la severidad
de su cuadro!'~.

Respecto del grupo de EAS-AD, las caracteristicas
clinicas coincidieron con lo previamente descripto, a
excepcién de las erosiones orales que se presentaron
con mayor frecuencia (55%) que lo comunicado en
la bibliograffa®#1°.

En relacién con las EAD-AD, las manifestacio-
nes cutdneas y extracutdneas observadas coinciden
con las previamente publicadas. Cabe destacar que
ya se describié en la literatura médica la variabilidad
fenotipica asociada a una misma variante patogénica
como la que observamos en dos hermanas de nuestro
estudio, quienes compartian la misma variante, pero
una de ellas manifestd un fenotipo de EAD-AD loca-
lizada y la otra, de EAD-AD pruriginosa®*!!"3,

Al analizar a los pacientes con EAD-AR, algu-
nas manifestaciones se presentaron en un porcentaje
menor que lo publicado en la bibliografia, como el
compromiso ocular, observado en el 39% de los pa-
cientes, y la estenosis esofdgica, en el 42%. Estas se
informan en el 51% y el 65% respectivamente en
la literatura. Con respecto a la seudosindactilia, esta
complicacién se observd solo en la EAD-AR, en la
que se asocia con mayor frecuencia. Si bien hubo un
alto porcentaje de fimosis en la poblacién masculi-
na, no se detectaron complicaciones genitourinarias
asociadas a ella. El resto de las manifestaciones cutd-
neas y extracutdneas observadas se presentaron con
frecuencias similares a lo informado en otros traba-
josl,4,9,10‘

En relacién con el SK, todas las manifestaciones
descriptas en nuestro paciente han sido referidas pre-
viamente. La presencia de la triada clinica caracte-
ristica (ampollas, poiquilodermia y fotosensibilidad)
y el compromiso mucoso severo son fundamentales
para la sospecha diagndstica'!4.

Con respecto a los nevos asociados a EA, se los ob-
servé con mayor frecuencia en pacientes con EAD-AR,
aunque también pueden verse en pacientes con EAS
generalizadas y EAU. En nuestra casuistica, estas lesio-
nes estuvieron presentes en el 32% de los pacientes con
EAD-AR>4b,

En cuanto a la aplasia cutis asociada a EA (previa-
mente conocida como sindrome de Bart), se present

en los pacientes con EAD y EAS-AD. Esta caracte-
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ristica ha sido asociada en la bibliografia a todos los
tipos de EA 16,

Segtin el momento de aparicién de las lesiones
cutdneas, la mayoria de los pacientes (con indepen-
dencia del tipo de EA) presentaron ampollas en el
primer mes de vida, en su mayoria al nacer, en coin-
cidencia con lo publicado en la bibliografia. Si bien
en ciertos subtipos de EAS, EAU y EAD las lesiones
en la piel pueden tener un inicio tardio, en nuestra
casuistica ningtin paciente con EAS comenzé con le-
siones luego del mes de vida y solo 5 pacientes con
EAD presentaron lesiones entre el mes y el afio de
vida. El escaso niimero de pacientes no permite esta-
blecer una relacién entre el momento de inicio de las
lesiones y un tipo determinado de EA o su modo de
herencia'”%

Hubo un alto grado de correlacién entre el tipo
de EA y el modo de herencia sospechada por la cli-
nica y confirmada luego por el estudio molecular.
Esto puede deberse a que el diagnéstico clinico de
sospecha fue realizado por un equipo interdisciplina-
rio familiarizado en la atencién de estos pacientes.
En los casos en los que no hubo esa correlacién, el
estudio molecular confirmé un diagndstico asociado
a mayor riesgo de complicaciones a largo plazo que el
que se esperaria de acuerdo con el diagnéstico clinico
inicial. Esto tltimo resalta el valor prondstico de este
estudio.

Finalmente, el estudio molecular permitié la de-
teccién de variantes patogénicas atin no publicadas,
cuyo conocimiento permite una mejor caracteriza-
cién de los fenotipos asociados a estas y establece las

bases para el desarrollo de la futura terapia génica®.

CONCLUSIONES

El diagnéstico de EA debe considerarse en todo
nifio que presente ampollas antes del afo de vida,
principalmente desde el nacimiento.

El momento de inicio de las lesiones cutdneas y
las manifestaciones clinicas no son suficientes para
determinar el tipo de EA que presenta un paciente
y su modo de herencia, lo cual convierte el estudio
molecular en una herramienta fundamental para el
diagnéstico de certeza.

El estudio molecular presenta un importante
valor prondstico; ademds, mediante la deteccién de
variantes patogénicas ya conocidas y otras nuevas,
permite una mejor caracterizacién de los fenotipos
asociados y marca el punto de partida en el camino
hacia un posible tratamiento curativo a través de la
terapia génica.
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