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RESUMEN

INTRODUCCION La Epidermdlisis Bullosa (EB) agrupa a una serie de trastornos
cutaneos generados por mutaciones en los genes que codifican las proteinas que

estabilizan la Zona de la Membrana Basal (ZMB).

Dado que el diagnéstico definitivo de la EB requiere de un analisis de ADN, siendo
este procedimiento bastante caro, es fundamental buscar nuevas alternativas para
disminuir barreras de acceso. En este contexto se desarrolla nuestra investigacion,
que tiene por objetivo determinar caracteristicas linguales de paciente portadores
de distintas mutaciones causales de EB, para mejorar las herramientas de

diagnaostico y/o pronostico de la enfermedad.

MATERIAL Y METODO La muestra se constituyd por 76 pacientes que fueron
examinados clinicamente y los datos se registraron en un formulario OMS de
evaluacion de salud bucal adaptado para pacientes con EB. La informacion obtenida
de los analisis de protrusion lingual y depapilacion lingual fue tabulada y analizada
junto con las mutaciones que cada paciente porta, en el programa Microsoft Excel

para Mac version 16.25.

RESULTADOS Pacientes con mutaciones en el Gen COL7A1 fueron los Unicos que
presentaron casos con depapilacion lingual; todos los afectados con formas
dominantes de EB distrofica (EBD; n=14) no presentaron depapilacion lingual. De
los 36 pacientes afectados con formas recesivas; el 75% manifestdo lengua
totalmente depapilada, 11% parcialmente depapilada y 14% papilada.

Pacientes con mutaciones en los genes: FERMT1, EXPHS5, KRT14, PLEC Y TGM5
presentaron lengua sin anquiloglosia. Solamente un paciente con mutaciones en el
gen KRTS5 y otro con el gen LAMB3 presentaron anquiloglosia. En relacion a
pacientes con mutaciones en el gen COL7A1, todos los pacientes con formas
dominantes presentaron protrusion lingual normal. De los 36 pacientes con formas

recesivas, el 72% presentd anquiloglosia.



CONCLUSIONES

Solo fue observada depapilacion lingual en pacientes con presentaciones
recesivas de mutaciones del gen COL7A7; lengua parcialmente depapilada
no habia sido descrita anteriormente y cuando se presento fue en pacientes
con EBD recesiva generalizada intermedia (EBDR gen intermed).

Pacientes con mutaciones en el gen COL7A1 concentraron la mayor cantidad
de casos con anquiloglosia; de los 36 pacientes con formas recesivas, el 72%
presento anquiloglosia.



MARCO TEORICO

INTRODUCCION

La Epidermdlisis Bullosa (EB) agrupa a una serie de trastornos cutaneos que tienen
en comun el presentar una mayor tendencia a generar lesiones tanto en piel como
mucosas al exponerse a traumatismos leves, provocando una peérdida de
funcionalidad variable y que podria afectar enormemente la calidad de vida de los
pacientes que la padecen.

La amplia variabilidad fenotipica de la EB es consecuencia de mutaciones en los
genes implicados en la formacién de las proteinas que conforman la zona de la
membrana basal (ZMB), donde dependiendo de la ubicacion y funcién de la proteina
alterada, se vera afectada de modo variable la unién dermoepidérmica,
manifestandose a nivel macroestructural mediante las multiples presentaciones
clinicas de la enfermedad.

El origen genético de la EB ha sido una barrera importante en la busqueda de
mejores respuestas en relacion a: etiologia, diagndstico, tratamiento y prondstico de
esta patologia; esto se debe principalmente al elevado costo econdmico que
significa realizar estudios genéticos para determinar la mutacion causal de un
subtipo en especifico. Esta situacion ha comenzado a cambiar durante los ultimos
afnos gracias a la disminucion de los costos en las tecnologias de secuenciacion del
ADN, permitiendo que sea mas habitual su implementacion a nivel de investigacion.
Sin embargo, el precio de estos analisis aun es elevado para que sean utilizados
masivamente en la practica clinica, pero no por ello dejan de ser necesarios, ya que
es la unica forma de establecer un diagnostico definitivo y especifico de la EB, por
lo tanto es crucial el desarrollo de investigaciones que permitan un dialogo
multidisciplinar para encontrar alternativas de diagndstico mas accesibles con el fin
ultimo de mejorar la calidad de vida de los pacientes con esta patologia.

Dentro de este contexto se desarrolla el tema de este trabajo de investigacion, el
cual tiene por objetivo determinar caracteristicas linguales de paciente portadores
de distintas mutaciones causales de EB, con el fin de establecer directrices para
futuros estudios de correlacion genotipo — fenotipo y asi lograr optimizar las
herramientas para realizar diagndsticos y/o prondsticos de la enfermedad.



1. Simbiosis estructural; la piel y la zona de la membrana basal (ZMB).

La piel es el érgano mas grande que posee nuestro cuerpo. Su funcion mas
importante, que es la de recubrir todas las estructuras internas, permite que se
puedan llevar a cabo una serie de otras funciones necesarias para mantener la
homeostasis corporal como, por ejemplo: proteccion frente a la deshidratacion,
transmision de estimulos desde el ambiente hacia el sistema nervioso central,
termoregulacion y ser reservorio de la inmunidad. Esta constituida a su vez por dos
capas principales: la epidermis y la dermis._La epidermis (que es la mas superficial)
esta formada por varios tipos de células. Las principales son los queratinocitos, que
daran origen a los diferentes estratos que la conforman: basal, espinoso, granuloso,
lucido y corneo. El estrato basal, que es el mas interno, tendra una intima relacion
con una supraestructura de alta complejidad molecular que es esencial para que la
unidn entre la epidermis y la dermis subyacente pueda llevarse a cabo: la zona de
la membrana basal (ZMB) (Junqueira y Carreiro, 2015).

1.1 La zona de la membrana basal (ZMB)

La ZMB es una estructura que tiene como principal funcion mantener integra la
arquitectura de la piel frente a cargas y asi permitir que se lleve a cabo: la
remodelacion, reparacidon y comunicacion epitelio-mesénquima (Bruckner-
Tuderman y Has, 2014).

La membrana basal (MB) a su vez esta formada por 2 tipos de laminas: la lamina
lucida y la lamina densa, las cuales se adheriran a las estructuras con las que
colindan: la parte inferior de la epidermis a la lamina lucida y la lamina densa a la
dermis papilar superior mediante ensamblajes macromoléculares de origen

proteico, llamados complejos de union (Uitto y cols, 2017).



1.1.1 Complejos de union y su relacion con la membrana basal

Dentro de los complejos de unidn que participan en la cohesion de esta region, el
hemidesmosoma (HD) es uno de los mas importantes y esta formado tanto por
proteinas intracelulares como transmembrana. La plectina, que es uno de los
constituyentes del HD dentro del queratinocito basal, permite unir los filamentos
intermedios (que son las queratinas 5/14) a la integrina a634 y al colageno tipo XVII,
estos 2 ultimos son componentes transmembrana del HD que se enfrentan a la MB.
Los HD a nivel extracelular se unen a filamentos de anclaje, como la laminina 332
que atraviesa la lamina lucida para interactuar con el colageno tipo IV, que es el
principal componente de la lamina densa (Uitto y cols, 2017, Figura 1).

Ademas del mecanismo de unidn queratinocito - lamina ldcida, nombrado
anteriormente, existe otro adicional en donde la proteina Kindilina-1 interactua con
integrina a3B1 que permite conectar la red de filamentos intracelulares de actina
con laminina 311, que se ubica en la MB (Uitto y cols, 2017).

En la parte dérmica, desde la lamina densa de la ZMB hasta la dermis papilar
superior, se extienden las fibrillas de anclaje, constituidas principalmente de
colageno tipo VII (Uitto y cols, 2017; Figura 1).

Mutaciones en los genes que codifican para estas proteinas de adhesion, generan
alteraciones importantes en la union de los diferentes componentes que constituyen
la region de la piel que estamos analizando. Esto tiene como consecuencia una
mayor vulnerabilidad estructural frente a algun trauma mecanico, generando
separacion de las diferentes capas y manifestandose como ampollas y erosiones.
Clinicamente estos cuadros se diagnostican como epidermdlisis bullosa hereditaria
(Uitto y cols, 2017).
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Figura 1 Esquema que muestra los principales componentes de la zona de la
membrana basal (ZMB). Podemos ver la intima relacion que existe entre los
queratinocitos basales, membrana basal y dermis (Adaptado de Wolf y cols, 2014).




2. Epidermdlisis Bullosa

La epidermdlisis bullosa hereditaria (EB) es un grupo de condiciones mucocutaneas
de origen genético que afecta a multiples tejidos como la piel, mucosas y tejidos
duros. A su vez, se caracteriza por presentar multiples fenotipos que tienen en
comun la formacién de ampollas y erosiones (Uitto y cols, 2016).

Lo comun en estos pacientes, independiente del subtipo, es el sentir dolor cutaneo
debido a que la enfermedad presenta una actividad constante a lo largo de toda la
vida del paciente, pudiendo ser muy grave y altamente invalidante en sus formas

mas severas (Finey cols, 2004).

La diversidad de fenotipos presentes en EB responde a multiples mutaciones que
ocurren en los 19 genes (TGMS, DSP, PKP1, JUP, KRT5, KRT14, EXPHS, PLEC,
DST, LAMA3, LAMB3, LAMC2, COL17A1, ITGB4, ITGA6, ITGA3, LAMASA,
COL7A1, FERMT1) que brindan la informacion necesaria para formar las

proteinas responsables de la estabilidad de la ZMB (Fine y cols, 2014).

Segun el Registro Nacional de Epidermdlisis Bullosa de EEUU, es una enfermedad
que presenta una baja prevalencia en la poblacion, de 11.07 por cada 1 millon de
nacidos vivos en un periodo de 16 afos (Fine, 2016), realidad que no dista mucho
de la chilena, con 232 casos a nivel nacional, donde el 60% tienen la presentacion
leve de EB (DEBRA Chile, 2018).

2.1 Clasificacion y etiopatogenia

EB puede ser clasificada en cuatro grandes grupos segun el lugar donde se
produzca la escision de la piel: Simplex (EBS), Juntural o de la Unién (EBJ),
Distréfica (EBD) y Sindrome de Kindler (SK) (Fine y cols, 2014; Tabla 1).



Nivel de Tipo principal  Subtipo principal Gen mutado
escision de la de EB de EB
piel
Intraepidermal EBS EBS suprabasal Transglutaminasa 5 (TGMS); placofilina 1 (PKP1);
desmoplaquina (DSP) ; placoglobina (JUP)
EBS basal Queratina 5y 14 (KRT5 y KRT14),; plectina 1
(PLEC1); exofilina 5 (EXPHS); Distonina (DST)
Intralamina EBJ EBJ generalizada Gen para la Subunidad Alfa 3 de la laminina
lucida (LAMAS3); gen para la subunidad Beta 3 de la
laminina (LAMB3); Gen para la subunidad gamma-2
de la laminina (LAMC?2).
EBJ localizada LAMAS3; LAMB3; LAMC2, Gen para la cadena Alfa 1
del colageno XVII (COL17A1);Gen para la subunidad
Alfa 6 de la integrina (ITGA6);, Gen para la
Subunidad Beta4 de la integrina (ITGB4); Gen para la
subunidad Alfa3 de la integrina (ITGA3), Gen para la
subunidad Alfa 3 A de la laminina (LAMAS3A).
Sublamina EBD EBD Dominante Gen para la cadena alfa 1 del Colageno VII
densa (EBDD) (COL7A1)
COL7A1
EBD Recesiva
(EBDR)
Mezclado SK --- Fermitina 1 (FERMT1)

Tabla 1. Los principales tipos y subtipos de EB segun el ultimo consenso internacional de esta
enfermedad llevado a cabo el afio 2014 (Adaptado de Fine y cols,2014).




2.1.1 Epidermdlisis Bullosa Simplex (EBS)

La EBS involucra a todos los subtipos que tienen fragilidad mecanica y generacion
de ampollas limitadas a la epidermis. Normalmente el modo de herencia de esta EB
es autosomica dominante, siendo el tipo de EB mas comun, representando entre un
75-85% de todos los casos. Dependiendo del sitio histopatolégico donde se
produzca la separacion en la epidermis se subdivide en Suprabasal y basal (Fine y
cols, 2014; Laimer, Prodinger y Bauer, 2015).

2.1.1.1 EBS Suprabasal

Es una presentacién menos comun de la EBS, con un modo de herencia autosémico
recesivo. Se caracteriza porque las proteinas alteradas se encuentran a nivel de los
desmosomas o en las proteinas que permiten la diferenciacion terminal de la
epidermis, hecho que provoca una mayor fragilidad a nivel de la superficie de las
ampollas, ya que son mas delgadas, haciendo dificil que se observen inalteradas.
Los genes que generan este tipo de EBS al estar mutados son: TGMS, DSP, PKP1
y JUP. Uno de los subtipos que encontramos en la EBS suprabasal es el sindrome
de Descamacion Cutanea Acral (Fine y cols, 2014; Laimer, Prodinger y Bauer,
2015).

2.1.1.1.1 Sindrome de Descamacion Cutanea Acral (SDCA) (Kiritsi y cols, 2010;
Kiprono y cols, 2012; Pavlovic y cols, 2012).

— Este sindrome se caracteriza por provocar una descamacion focalizada
asintomatica de la piel a nivel de las superficies dorsales de manos y pies,
pudiendo presentar variabilidad fenotipica.

— Se inicia, en la mayor cantidad de los casos, poco después del nacimiento.

— Puede generar eritema residual y agravarse en estaciones mas calidas.



2.1.1.2 EBS Basal

Este tipo de EBS se debe principalmente a mutaciones en los genes que codifican

para queratina 5 0 14 (KRT5 y KRT14). Dependiendo de la severidad de la mutacion
y el lugar en que ocurra, se producira una alteracion parcial o total de estas
proteinas, por lo que frente a estrés mecanico ocurrira una alteracién estructural del
queratinocito que podria provocar su muerte. Los genes que generan los distintos
subtipos de la EBS al estar mutados son: KRT5, KRT14, EXPHS, PLEC y DST.
Dentro de los subtipos mas comunes de EBS Basal tenemos: epidermdlisis bullosa
simplex localizada, epidermolisis bullosa simplex generalizada intermedia y
epidermdlisis bullosa simplex con distrofia muscular (Fine y cols, 2014; Laimer,
Prodinger y Bauer, 2015).

2.1.1.2.1 Epidermdlisis Bullosa Simplex Localizada (EBS-loc) (Pfender y Bruckner,
2016).

— Normalmente las ampollas aparecen durante la infancia (entre los 12 y 18
meses de edad) limitandose a manos y pies, aunque podrian presentarse en
otros lugares que tengan exposicion a un estimulo traumatico constante.

— En muy pocos casos las lesiones comprometen mucosas.

— Ocasionalmente desarrollan hiperqueratosis palmo-plantar.

— Suele haber compromiso ungueal.

2.1.1.2.2 Epidermdlisis Bullosa Simplex Generalizada Intermedia (EBS-gen
intermed) (Pfender y Bruckner, 2016).

— Las ampollas se manifiestan en el nacimiento o durante la infancia,
distribuyéndose a lo largo de todo el cuerpo.
— De vez en cuando puede haber compromiso de mucosas, hiperqueratosis

palmo-plantar, milia y compromiso ungueal e hiper/hipo pigmentacion.



2.1.1.2.3 Epidermdlisis Bullosa Simplex con Distrofia Muscular (EBS—dm)
(Chiaverini y cols, 2010).

— Las ampollas pueden aparecer al nacer o poco tiempo después,
distribuyéndose en distintos sitios del cuerpo como: extremidades, cara,
espalda o en lugares expuestos a constante trauma mecanico.

— Las ampollas tienden a no dejar cicatrices, pero pudiesen generar una leve
atrofia residual en la piel.

— Es comun la presencia de onicodistrofia congénita a nivel de manos vy pies.

— La debilidad muscular aparece en la ultima parte de la primera década de
vida o en la adolescencia. La atrofia muscular ocurre progresivamente,
llevando a una ptosis palpebral y a una muerte prematura del paciente
durante la tercera década de vida producto de la debilitacion de la

musculatura intercostal.
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2.1.2 Epidermdlisis Bullosa Juntural o de la Union (EBJ) (Fine y cols, 2014).

La EBJ abarca todos los subtipos de EB que presentan el sitio de escision dentro
de la lamina lucida de la ZMB. El modo de herencia principalmente es autosémico
recesivo y los genes que generan este tipo de EB al estar mutados son: LAMAS,
LAMB3, LAMC2, COL17A1, ITGB4, ITGAG, ITGA3, LAMAS3A.

Dentro de los subtipos mas comunes de EBJ tenemos: Generalizado severo e

intermedio.

2.1.2.1 Epidermdlisis Bullosa Juntural o de la Unidn generalizada severa. (EBJ-
gen sev) (Pfendner y Lucky, 2018 b).

— Las ampollas pueden estar presentes al nacer o poco tiempo después,
generando abundante tejido de granulacién en la piel comprometida. Es
comun que se desarrollen con mayor probabilidad a nivel de: nariz, boca,
orejas, las puntas de los dedos y en general en cualquier lugar sometido a
friccion excesiva.

— La facilidad de sangrado del tejido de granulacion puede generar una
abundante pérdida de fluidos, aumentando la probabilidad de padecer un
desequilibrio electrolitico, asi como sepsis y/o muerte subita.

— La cicatrizacion de estas ampollas puede ocurrir sin dejar cicatrices,
exceptuando que se produzca una infeccion secundaria.

— Puede haber afectacion de mucosas a nivel de las vias respiratorias, renales
y digestivas. La acumulacion de tejido de granulacion a nivel subgldtico
genera un grito débil y ronco, teniendo una evolucién poco favorable al
obstaculizar las vias respiratorias, poniendo en riesgo la vida del paciente.

— Presentan amelogénesis imperfecta en ambas denticiones.

— Anivel renal es comun la presencia tanto de anomalias como complicaciones
producto del compromiso epitelial de este 6rgano.

— Debido al alto compromiso sistémico, la tasa de mortalidad es alta, no

llegando mas alla de la primera década.
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2.1.2.2 Epidermdlisis Bullosa Juntural o de la Unién intermedia (EBJ-intermed)
(Pfendner y Lucky, 2018 b).

— Es una forma fenotipica menos grave que la presentacion generalizada
severa de la EBJ.

— Puede manifestarse con ampollas solo a nivel de extremidades y areas de
flexion o abarcar, ademas: rifiones, uréter, eso6fago y tronco.

— Algunas personas pueden expresar las ampollas solo durante el nacimiento.

— Es poco frecuente la presencia de excesivo tejido de granulacién, asi como
el compromiso de las vias respiratorias.

— Es comun la presencia de: Alopecia, onicodistrofia e hipoplasias a nivel del
esmalte dentario.

— Pseudosindactilia y milia son poco comunes.

— [Es comun observar aplasia cutanea congénita.
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2.1.3 Epidermdlisis Bullosa Distrofica (EBD) (Bruckner-Tuderman, 2010; Laime,
Prodinger & Bauer, 2015).

La EBD incluye todos los subtipos en los cuales se desarrollan ampollas a nivel de
la dermis superior, es decir, justo debajo de la [amina densa de la ZMB. El modo de
herencia que presenta la EBD puede ser autosomico dominante o recesivo.

El gen responsable de este tipo de EB es COL7A1 que codifica para colageno tipo
VII, este ultimo es un homotrimero de cadenas alfa y constituyente principal de las
fibras de anclaje.

Dentro de la de EBD podemos encontrar los siguientes subtipos: EBDR-
generalizada severa, EBDR-generalizada intermedia, EBDR — pretibial, EBDD —

generalizada y EBDD — Acral.

2.1.3.1 Epidermolisis Bullosa Distrofica Recesiva generalizada severa (EBDR-gen
sev) (Pfendner y Lucky, 2018a).

— Pueden presentar aplasia cutanea congénita.

— Las ampollas comienzan en el nacimiento o poco tiempo después, abarcando
tanto piel como mucosas de todo el cuerpo. La cicatrizacion de estas lesiones
provoca desfiguraciones y posibles problemas funcionales como, por
ejemplo, la pseudosindactilia de los dedos.

— Es comun la presencia de heridas cronicas que tienden a no sanar y a
sobreinfectarse.

— Suele haber presencia de nevos.

— Existe una alta probabilidad (90%) que desarrollen carcinoma de células
escamosas con un alto poder de metastasis y mortalidad.

— A nivel oral, es probable que se genere: una fusion de la lengua al piso de
boca (anquiloglosia), disminucién del tamafio de Ila cavidad oral
(microstomia). Estos factores sumados a una higiene oral poco prolija
podrian generar una disminucion de la ingesta de alimentos y, por ultimo,

afectar la nutricion.
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— Ampollas y erosiones esofagicas podrian generar una disfagia grave,
produciendo un déficit nutricional.

— Es comun la presencia de estrefiimiento severo.

— La malnutricién, que es consecuencia de las multiples complicaciones a nivel
del tracto digestivo y la mayor necesidad de nutrientes para poder hacer
frente a la reparacion de los tejidos dafiados, podria tener repercusiones a
nivel del crecimiento de la persona.

— Entre otras complicaciones nutricionales, tenemos: anemia (déficit de hierro),
disminucién de la capacidad de cicatrizacion (por déficit de zinc),
cardiomiopatia (por déficit de carnitina y selenio), osteopenia y osteoporosis
(asociada a déficit de vitamina D).

— Las erosiones corneales podrian generar una pérdida de la vision.

— Las erosiones uretrales y otras complicaciones renales (como estenosis,
disfuncion vesical y glomerulonefritis) podrian provocar insuficiencia renal.

— La pseudosindactilia de los dedos es comun.

— El estrés severo producto de la serie de complicaciones fisicas junto al dolor

cronico, es comun, pudiendo llevar a trastornos psicosociales.

2.1.3.2 Epidermdlisis Bullosa Distrofica Recesiva generalizada intermedia (EBDR-
gen intermed) (Pfendner y Lucky, 2018 a).

— Presenta ampollas generalizadas que cicatrizan. También podemos
encontrar milia y nevos.

— La pseudosindactilia podria presentarse junto con compromiso oral y
ungueal.

— Podria ocurrir un retraso en el crecimiento, pero no tan marcado como en la
EBDR gen sev.
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2.1.3.3 Epidermdlisis Bullosa Distrofica Recesiva pretibial (EBDR - pretibial)
(Pfendner y Lucky, 2018 a).

Las ampollas se focalizan en la region pretibial y tienden a evolucionar a lesiones
hiperqueratosicas que se asemejan a prurigo.
Es posible encontrar distrofia de las ufas, lesiones en la piel albulopapuloides y

cicatrices hipertréficas (Qque no predominan a nivel pretibial)

2.1.3.4 Epidermdlisis Bullosa Distrofica Dominante generalizada (EBDD - gen) (Fine
y cols, 2014).

— Normalmente las ampollas estan presentes al momento del nacimiento,
teniendo una distribucidn generalizada en el cuerpo.

— Es comun la presencia de milia, cicatrices atroficas y distrofia o ausencia de
unas.

— Con cierta frecuencia puede haber alteraciones a nivel del cuero cabelludo.

— Lesiones albulopapuloides aparecen de forma variable.

— Anivel de la cavidad oral es comun que exista un compromiso a nivel de los
tejidos blandos y la probabilidad de desarrollar caries depende de la higiene
que tenga el paciente.

— Son poco frecuentes las alteraciones a nivel del crecimiento, al igual que a

nivel del tracto genitourinario y la pseudosindactilia.

2.1.3.5 Epidermolisis Bullosa Distréfica Dominante Acral (EBDD-Acral) (Fine y cols,
2014).

Es una forma de EBD muy poco comun, caracterizada por la presencia de ampollas

que se localizan principalmente en manos y pies.
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2.1.4 Sindrome De Kindler (SK) (Has y cols, 2011).

Este sindrome presenta caracteristicas fenotipicas unicas dentro de las EB, como
por ejemplo: fotosensibilidad y ampollas en multiples capas de la piel.

El modo de herencia es autosdmico recesivo y el principal gen involucrado es
FERMT1 que codifica para la proteina kindlina-1, que es un componente de los
contactos de adhesion en los queratinocitos basales, tejido periodontal y colon. Esto
incidira en el anclaje del citoesqueleto de actina con la matriz extracelular y en la

transduccion epitelio mesénquima.

Este sindrome se caracteriza por presentar un espectro fenotipico variable que
depende de diversos factores, como: la edad de aparicioén, la severidad y la

extension de las lesiones.

Dentro de los distintos signos que podemos evidenciar, tenemos:

— Ampollas acrales, que durante la infancia son comunes de observar y van
disminuyendo a medida que se alcanza la adolescencia.

— Atrofia epitelial, que va evolucionando desde un cuadro muy focalizado (solo
a nivel de extremidades) para después generalizarse a todo el cuerpo.

— Poiquilodermia, que es wuna atrofia cutanea con pigmentacion vy
telangectasias.

— Hiperqueratosis palmoplantar.

— Pseudosindactilia, que se presenta sin cicatrizacién o milia, a diferencia de
otros tipos de EB.

— Las mucosas superficiales presentan una mayor fragilidad, comprometiendo:
encias (enfermedad periodontal severa, mucositis hemorragica, gingivitis y
leucoqueratosis labial), es6fago, ano, uretra / vagina y conjuntiva ocular
(ectropion).

— Hay una mayor probabilidad de desarrollar carcinoma de células escamosas
(en la piel de extremidades y en la boca) y carcinoma de células
transicionales de la vejiga.

— Xerosis, eccema, dermatitis y distrofia ungueal.
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Hipermovilidad de dedos, rodillas y codos.

Algunos casos pueden desarrollar distintos grados de fotosensibilidad, que
normalmente disminuye a medida que avanza la edad.

Sintomas gastrointestinales, como el estrefiimiento y la colitis severa,

también pueden ocurrir
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2.2 Manifestaciones orales de EB

La frecuencia y severidad de las manifestaciones orales de EB varian con el tipo de
enfermedad. La mayoria de las lesiones de la mucosa oral en pacientes con EB
comprenden lesiones vesiculo bulllosas que van desde pequefas vesiculas
discretas hasta grandes ampollas. Estas lesiones se pueden distribuir en todas las
superficies de la mucosa. Existen diferencias con respecto a la prevalencia y la
gravedad de la participacion oral entre los diferentes tipos de EB, siendo los
pacientes con la forma EBDR-gen los afectados con mayor severidad (Wright, Fine
y Johnson, 1991; Wright, Fine y Johnson, 1994; Harris y cols, 2001; Kramer, 2010;
Kramery cols, 2012).

Ademas de las ampollas, los pacientes con EBD presentan cicatrices significativas
y bandas de cicatrices fibrosas en la mucosa bucal y las comisuras, apertura bucal
limitada (microstomia), obliteracién vestibular, anquiloglosia y lengua depapilada.
La depapilacién lingual, que es la ausencia total de papilas linguales en la superficie
dorsal de la lengua, se puede observar desde el nacimiento en pacientes con el tipo
EBDR-gen (Wright, Fine y Johnson, 1994; Kramer y cols, 2012; Kummer y cols,
2013).
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2.3 Lengua

La lengua es un 6rgano movil ubicado a nivel de la linea media del piso de la boca,
fundamental para el desarrollo de la mayor parte de las funciones que ocurren a
nivel de esta cavidad. Esta constituida principalmente por 2 tipos de tejidos: la
musculatura (que le brinda la movilidad necesaria para participar en la masticacion,
deglucién y fonacién) y mucosa (permite el desarrollo del gusto) (Rouviére y
Delmas, 2005).

2.3.1 Constitucidn externa de la lengua

Para fines practicos, la lengua esta conformada por: dos caras, dos bordes y un

vértice (Rouviére y Delmas, 2005).

2.3.1.1 Dorso de la lengua o cara superior

El dorso de la lengua esta dividido por 2 tipos de surcos: el surco medio (que se
extiende anteroposteriormente a lo largo del dorso lingual) y el surco terminal de la
lengua (que se encuentra en su tercio posterior y que la divide anatbmicamente en
una porcion anterior y otra posterior). La porcidn anterior de la lengua se caracteriza
por ser una superficie irregular y estar recubierta por una mucosa de alta densidad
y especializacion que se encuentra muy adherida a la musculatura subyacente. A lo
largo de toda su extension presenta pequeias elevaciones, denominadas papilas
linguales, las que segun su forma se clasifican en: filiformes, fungiformes,
cincunvaladas y foliadas. En el dorso lingual encontramos los 3 primeros tipos
(Rouviere y Delmas, 2005; Figura 2.a).

Las papilas circunvaladas normalmente son nueve y se ubican en la zona posterior
del dorso y anterior al surco terminal, siguiendo una linea en forma de “V”. Las
fungiformes estan distribuidas a lo largo de los 2/3 anteriores del dorso y las
filiformes cubren la totalidad de la porcidén anterior y también pueden ubicarse en la
zona posterior en relacion al surco medio (Rouviére y Delmas, 2005; Fuentes y cols,
2010; Figura 2.a).
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2.3.1.2 Cara inferior

Esta recubierta por una mucosa regular, delgada, transparente y laxa. Presenta los
siguientes hitos anatomicos: un canal medio, un frenillo lingual (qQue es un repliegue
mMucoso que se encuentra a nivel de la linea media), dos rodetes longitudinales (1 a
cada lado del canal medio), venas satélites del nervio hipogloso y canales laterales
(uno a cada lado, que separan los rodetes musculares longitudinales de los bordes
laterales de la lengua) (Rouviére y Delmas, 2005; Figura 2.b).

2.3.1.3 Bordes

Son anchos a nivel posterior y se van adelgazando a medida que se acercan al
vértice de la lengua. En la porcion posterior encontramos pequefios pliegues
verticales denominados papilas foliadas (Rouviére & Delmas, 2005).

2.3.1.4 Vértice

Esta demarcado por el surco medio de la legua que continua hacia la cara inferior

de esta (Rouviere y Delmas, 2005).



Frenillo del labio superion

Glindula salivar menor Hingual

Arteria y venas linguales
y nervio Lingual

Pliegue fimbeiado
Conducto submandibular
Glindula sublingual
Frenilio de Lo lengua

Plicgue sublingual con aberturas
de los conductos sublinguales

Carincula sublingual con abertura
det focto subx iy

Frenillo del Labio infernior

Cuerpo <

RN
- V)W‘
v;l

Vértice

20

Epiglotis

Pliegue glosoepiglotico medio

Pliegue glosoepiglotico lateral

Valécula

Arco y misculo palatofaringeos (cortada
Amigdala palatina (cortada)

Amigdala ingual (foliculos linguales)
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Surco de la linea media (surco medio)

Dorso de la lengua

Figura 2 Anatomia de la lengua: cara dorsal (a) y ventral (b) de la lengua (Adaptado de Netter, 2015).
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2.3.2 Funciones de la lengua

Desde un punto de vista funcional, la lengua se encuentra involucrada en gran parte
de los procesos que ocurren a nivel de la cavidad oral, como son; la ingestion y

procesamiento inicial de los alimentos y la fonoarticulacion (Guyton y Hall, 2016).

2.3.2.1 Ingestion y fragmentacion de los alimentos

La ingestion de los alimentos depende tanto del deseo por querer comerlos (lo que
denominamos hambre) como de la predileccion de una sensacion gustativa
especifica (determinada por el apetito). Son estos mecanismos que permiten que el
cuerpo pueda tener un aporte de nutrientes acorde a sus requerimientos
funcionales, necesarios para mantener su homeostasis.

La lengua tiene especial relevancia en el aspecto mecanico del procesamiento de
los alimentos; especificamente a nivel de la masticacion y deglucion; ademas de
captar los multiples estimulos que ocurren durante la formacién del bolo alimenticio,

mediante la experiencia gustativa (Guyton y Hall, 2016).

2.3.2.1.1 Masticacion

Para facilitar la digestion de los alimentos, es necesario que sean inicialmente
triturados, debido a que las enzimas del sistema digestivo requieren de una intima
relacién con cada particula de alimento para poder realizar su funcién. De ahi la
importancia de la masticacion, ya que permite iniciar esta degradacién del alimento
para obtener el maximo potencial nutricional que este brinda. Hay 3 componentes
de la cavidad oral que permiten que este proceso se desarrolle 6ptimamente, dentro
de los cuales tenemos: 1) dientes, que segun su anatomia y ubicacién intraoral
pueden, cortar, triturar o rasgar; 2) lengua, que transporta el alimento a las
superficies oclusales de los dientes posteriores y contribuye a la humectacion del
mismo con saliva y 3) musculatura masticatoria que junto al sistema nervioso
generan de una forma automatica, la oclusion de los dientes y con ello la

fragmentacion de los alimentos. La masticacion ocurrira ciclicamente hasta lograr
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que el bolo alimenticio tenga una consistencia adecuada para ser deglutido (Guyton
y Hall, 2016).

2.3.2.1.2 Gusto

La experiencia gustativa es consecuencia de la alta especializacion de la mucosa
del dorso lingual, que es responsabilidad de las yemas o botones gustativos.

La lengua posee cerca de 5.000 botones gustativos; cada uno tiene forma de roseta
y esta constituido por cerca de 50 células epiteliales (dentro de las cuales hay
algunas especializadas en el gusto). Estos botones se encuentran inmersos en el
epitelio de cada papila y varian en numero y ubicacion segun el tipo de papila; Las
papilas circunvaladas presentan miles en sus paredes laterales, las fungiformes
presentan uno o pocos botones en su porcion basal y las foliadas presentan cientos
de botones en sus paredes laterales.

De esta forma, cada vez que la lengua tiene alguna interaccion con sustancias
quimicas que constituyen los alimentos, generaran la activacién de las células
neuroepitelias de los botones y de esta forma se iniciara la experiencia del gusto
(Rouviere & Delmas, 2005; Fuentes y cols, 2010; Guyton & Hall, 2016).

2.3.2.1.2 Deglucion

Este proceso es de gran complejidad, pues requiere de una coordinacion tanto del
sistema respiratorio como digestivo para ser llevado a cabo.

Puede ser dividida a su vez en 3 fases: 1) oral voluntaria, que ocurre en la boca y
permite iniciar la deglucion; 2) faringea involuntaria, en donde ocurre el paso de los
alimentos desde la faringe hacia el es6fago y 3) esofagica involuntaria, que permite
el paso de los alimentos desde el es6fago hacia el estomago (Guyton y Hall, 2016).
La lengua tiene un rol importante en la primera fase de la deglucién, en donde, una
vez concluida la formacién del bolo alimenticio, ejercera una presion hacia arriba y
hacia atras contra el paladar, permitiendo desplazar voluntariamente en sentido
posterior el bolo hacia la faringe, desencadenando el automatismo de la deglucién
a lo largo del trayecto del tubo digestivo (Guyton y Hall, 2016).
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2.3.2.2 Fonoarticulacion

Para poder llevar a cabo el habla, es necesario que el paso del aire sea modulado
por dos funciones mecanicas: 1) fonacién, que ocurre en la laringe y 2) articulacion,
qgue se realiza en la boca.

En la fonacion, los pliegues vocales que posee la laringe se juntaran para regular el
paso del aire, produciendo una vibracién. El tono de la vibracion dependera
principalmente del grado de tensidn de los pliegues, asi como del nivel de
proximidad entre los distintos pliegues y de la masa de sus bordes.

Por otro lado, en la articulacién tanto labios, lengua como paladar blando, permitiran
coordinar la generacién de los diferentes fonemas, generando de esta forma el
habla (Guyton y Hall, 2016).

2.3.2 Surco alvéolo lingual

Este surco se ubica entre la parte posterior de la arcada gingivodental y la raiz de
la lengua, siendo visible unicamente cuando se levanta la lengua y se separa su
cara inferior del piso de la boca. En este lugar podemos encontrar los siguientes
hitos anatdmicos: carunculas sublinguales, orificio umbilical que se encuentra en
cada uno de los vértices de las carunculas y permiten la excrecion de las glandulas
submandibulares, conducto sublingual mayor que permite la excrecion de las
glandulas sublinguales y se encuentra lateral a cada caruncula, pliegue sublingual
que son prominencias, una a cada lado de las carunculas sublinguales y reflejan la

presencia de estas glandulas (Rouviére y Delmas, 2005).

2.3.3 Anquiloglosia

Este término se usa indistintamente para referirse a dos situaciones clinicas a nivel
lingual. Por un lado, puede aludir a la fusion de la parte ventral de la lengua al piso
de la boca y por otro lado, cuando hay una limitacion del movimiento de la lengua
producto de un frenillo lingual corto y grueso (Suter y Bornstein, 2009).

La etiopatogenia de la anquiloglosia es desconocida, pero se ha presentado como

una caracteristica clinica en algunos casos de ciertos sindromes poco comunes,
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como por ejemplo: Van der Woude, Paladar Hendido ligado a X, EB y sindrome de
Opitz (Suter y Bornstein, 2009).

2.3.3.1 Clasificacion de anquiloglosia

A lo largo de los afios, han surgido distintas clasificaciones para describir los
grados de severidad de esta condicion, pero no ha habido un acuerdo
generalizado para aceptar una en especifico (Suter y Bornstein, 2009).

En el ARo 1969, Horton & cols, crearon una clasificaciéon que se basaba en el
criterio clinico del examinador para determinar el grado de anquiloglosia que tenia
el paciente. Establecieron 3 categorias: 1) media, en donde podia observarse una
banda de membrana mucosa cuando el paciente elevaba la lengua; 2) moderada,
en la cual el frenillo lingual y el musculo geniogloso estan marcadamente
fibrosados y 3) completa, donde la lengua esta fusionada, por su cara ventral, al
piso de la boca, careciendo de movimientos (Horton y cols, 1969).

En el afno 1999, Kotlow planted otra clasificacion, que dependia de la medicion de
la porcion libre de la lengua medida desde la insercion del frenillo lingual hasta el
vértice de la lengua, estableciendo 5 categorias: 1) normal, >16 mm; 2) medio, de
12 a 16 mm; 3) moderado, de 8 a 11 mm; 4) severo, de 3 a 7 mm, y 5) completo, <
3mm (Kotlow, 1999).

2.4 Diagnostico en EB

El diagnostico de la EB es un proceso bastante complejo y que requiere de mas
elementos que solo la evaluacion clinica de las lesiones en la piel para ser resuelto.
De ahi que, para hacer mas facil este proceso; el afio 2014, un grupo de expertos
en EB plante6 una nueva forma para diagnosticar a los pacientes, denominado
enfoque de piel de cebolla. Este consiste en seguir un protocolo de diagndstico que
sigue el siguiente orden légico; 1) una evaluacion clinica inicial; 2) Mapeo por
inmunofluorescencia de la piel (MIF); 3) si es necesario, se complementa con

microscopia electronica de transmisién (MET), lo que permitira identificar la proteina
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defectuosa (que sugiere un gen candidato); y por ultimo la secuenciacién del ADN,
que permitira determinar la mutacion especifica del gen defectuoso. Este enfoque
tiene un nivel de éxito de un 85% para diagnosticar a los pacientes con EB (Cepeda-
Valdés y cols, 2010; Fine y Cols, 2014).

La MET fue durante muchos anos la técnica mas importante para esclarecer el
diagndstico de los principales tipos de EB, ya que permite determinar el lugar donde
se genera la separacion a nivel cutaneo, ademas de mostrar estructuras especificas
que estan alteradas como, por ejemplo: filamentos de queratina, desmosomas,
hemidesmosomas, placas densas sub-basales, filamentos y fibrillas de anclaje (Fine
& cols, 2008).

La MIF consiste en utilizar anticuerpos inmunoreactivos monoclonales especificos
para los distintos componentes proteicos de la ZMB, de esta forma se logra
identificar, mediante un microscopio de fluorescencia, la ubicacién y nivel de
expresividad de estas estructuras, o que nos permitira conocer tanto el tipo principal
de EB como la proteina alterada (Fine y cols 2008; Cepeda-Valdés y cols, 2010).

A pesar de que las técnicas nombradas anteriormente permiten, en gran parte de
los casos esclarecer el diagnostico de EB, hay situaciones en donde se requiere
una mayor profundizacion en la indagacion de las causas, debiendo recurrir a

analisis genéticos para este fin (Fine y cols, 2008; Schaeffer, 2012).

2.4.1 Analisis genéticos

El principal objetivo de estas pruebas consiste en determinar cual es la mutacion
especifica responsable de la alteracion proteica que ocasiona la genodermatosis,
gracias a la secuenciacién del ADN, proceso descubierto por Sanger en el afio 1977
y que ha sido clave para el desarrollo de la investigacion genética durante los
ultimos 40 afos. La técnica de Sanger, que es el gold estandar para el diagnostico
molecular de la EB, analiza los genes individualmente y con un numero limitado de
bases por vez, lo cual conlleva a que sea muy lenta y costosa su realizacién.

Razones que explicarian por qué el proyecto del Genoma Humano fue tan caro y
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demord cerca de 10 afos para ser finalizado (Fine y cols, 2008; Behjati y Tarpey,
2013).

Con el advenimiento de nuevas tecnologias de secuenciacién, como la
secuenciacion de siguiente generacidon (Next Generation Sequencing, NGS), estas
limitaciones han comenzado a resolverse, permitiendo que cada vez sea mas
comun la realizacién de diagndsticos genéticos en estudios cientificos y en la
practica clinica (Takeichi y cols, 2013).

Estas mejoras consisten en que, a diferencia de la técnica tradicional de Sanger, la
NGS permite hacer una secuenciaciéon de multiples genes y millones de bases en
paralelo y de una forma mucho mas rapida y barata (comparado con la técnica
Sanger), pudiendo analizar todo el genoma (secuenciacion del genoma completo o
WGS) o un segmento funcional especifico (secuenciacion de exomas o WES),
dependiendo de las necesidades del caso. Producto de que el 85% de las
enfermedades monogenéticas (como la EB) residen en segmentos funcionales o
codificantes de proteinas, WES ha adquirido gran popularidad para la realizacion de
este tipo de diagnosticos (Rodriguez y Armengol, 2012; Takeichi y cols, 2013).

La realizacion de analisis genéticos es un procedimiento bastante relevante en
enfermedades genéticas, ya que permite: establecer diagnosticos prenatales y
preimplantatorios que mejoran el prondstico respecto a la gravedad y evolucion
natural de la enfermedad, determinacion de portadores de mutaciones en el
contexto de consejeria genética o para la realizacion de una terapia génica (Fine y
cols, 2008; Schaeffer, 2012).

2.4.2 Correlacion genotipo - fenotipo

Uno de los principales objetivos de la genética es establecer relaciones de
causalidad entre mutaciones especificas y caracteristicas del organismo, lo cual ha
permitido descubrir muchos signos de enfermedades genéticas (Botstein y Risch,
2003).

Uno de los principales problemas con los que nos podriamos encontrar al momento
de realizar estudios de genotipo-fenotipo es la complejidad para establecer dicha
relacidn; para ello es esencial que los datos fenotipicos utilizados sean de buena
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calidad y que la asociacion realizada sea independiente del contexto ambiental en
el que se desarrolla el individuo (Boyd, 2013).

Este tipo de estudios han sido de gran ayuda para establecer correlaciones entre
mutaciones genéticas y signos clinicos en la EB (Pfendner, Sadowski y Uitto, 2005;
Varkiy cols, 2007; Wright y cols, 2011; Fortuna y Cols, 2013). De hecho el afio 2006,
a partir de 332 familias que presentaban EBD, se descubrieron 138 mutaciones
nuevas y se logré establecer nuevas relaciones genotipo fenotipo, permitiendo
mejorar la subclasificacion, consejeria y diagndstico prenatal de la enfermedad
(Varki y cols, 2007).

La utilizacidn de pruebas genéticas es una forma bastante efectiva para determinar
un diagnostico definitivo de la EB. Pero también es un método bastante caro y
complejo de llevar a cabo, por lo que en paises con pocos recursos monetarios, este
tipo de examenes no son una opcion para establecer un diagndstico integral, hecho
que repercute en que el asesoramiento que brinda el tratante sea incompleto y por

ende poco aplicable (Yenamandra y cols, 2017).

A pesar de que en la literatura se han establecido asociaciones entre alteraciones
linguales y mutaciones genéticas (Zhu y cols, 2017; Demeer y cols, 2018;
Lenormand y cols, 2018), en EB las caracteristicas linguales solo han sido
nombradas como parte de una descripcidn clinica general de algunos subtipos
diagnosticados por MIF y/o MET (Wright, Fine & Johnson, 1991; Wright, Fine &
Johnson, 1994), pero no se ha determinado una posible asociacion entre las
caracteristicas de este 6rgano en pacientes con EB y las mutaciones que cada

uno porta.

Es en este contexto que se desarrolla el presente estudio, que tiene por objetivo
responder la siguiente pregunta de investigacion: ;Cual es la proporcion de las
caracteristicas linguales de grado de anquiloglosia y depapilacion lingual en
paciente portadores de distintas mutaciones causales de EB?
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El principal fin de buscar una respuesta a esta interrogante es generar nueva
informacion que permita aumentar el conocimiento que se tiene de la EB y con ello
ayudar a dar nuevas directrices en futuras investigaciones que busquen relaciones
de causalidad entre un conjunto de signos clinicos y ciertos tipos de mutaciones

genéticas.

Este tipo de estudios puede ser de gran ayuda al momento de crear herramientas
que permitan contribuir a derribar barreras de acceso en relacion al diagnostico, con
medidas mas simples, baratas y precisas, con el fin ultimo de mejorar la calidad de

vida de los pacientes que padecen esta enfermedad.



29
OBJETIVOS

1. Objetivo General

— Determinar caracteristicas linguales de paciente portadores de distintas

mutaciones causales de Epidermdlisis Bullosa.

2. Objetivos Especificos.

— Describir la caracteristica clinica intraoral de grado de depapilacion en los
pacientes con EB que asistan a la clinica de la Facultad de Odontologia de
la Universidad de Chile.

— Describir la caracteristica clinica intraoral de grado de anquiloglosia en los
pacientes con EB que asistan a la clinica de la Facultad de Odontologia de
la Universidad de Chile.

— Describir la proporcion de la caracteristica clinica intraoral de grado de
depapilacion de estos pacientes y la mutacién genética que cada uno porta.

— Describir la proporcion de la caracteristica clinica intraoral de grado de

anquiloglosia de estos pacientes y la mutacion genética que cada uno porta.
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METODOLOGIA.

1. Tipo De Estudio
Se realizd un estudio de tipo transversal, descriptivo y observacional.
-Transversal, puesto que mide la prevalencia de la exposicion y el efecto de esta
en un solo momento temporal.
-Descriptivo, porque se analiza la situacién tal cual es.
-Observacional, ya que el investigador no interviene las variables del estudio.

2. Participantes

2.1 Universo

El universo de este estudio se conformé por todos los pacientes con Epidermalisis
bullosa diagnosticados en Chile.

2.2 Muestra

Se construyé una muestra por conveniencia de todos los pacientes con EB que
asistieron a atencion odontologica en la Facultad de Odontologia de la Universidad
de Chile (FOUCH), centro de referencia nacional para la atenciéon dontolégica de
pacientes con EB, entre los meses de Abril de 2015 y Enero de 2017. En este
periodo se reclutaron para el estudio 76 pacientes.
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2.2.1 Criterios inclusion

- Pacientes con diagnéstico de EB confirmado por NGS.

- Pacientes con diagndstico de EB subclasificado segun la clasificacion del afio
2014 (Fine & cols, 2014).

- Pacientes que estén dispuestos a formar parte del estudio mediante una
firma de un consentimiento informado (anexo 1) o un asentimiento, pudiendo
ser firmado por algun familiar responsable en el caso de que el paciente sea

menor de edad (anexo 2 y 3).

2.2.2 Criterios exclusion

— Pacientes que ademas de la EB tengan otra genopatia diagnosticada.

— Pacientes que no puedan seguir las instrucciones del examen clinico.

3. Procedimientos

El presente estudio corresponde a la seccion odontolégica del proyecto
“‘Determining the genetic basis of Epidermolysis bullosa symptoms through
Genotype-Phenotype associations using Next Generation Sequencing”,
FONDECYT N° 11140440.

La evaluacion odontoldgica consistio en un examen clinico de las caracteristicas

bucodentarias y periorales realizado por 3 investigadores calibrados.

3.1 Calibracion

Para asegurar la estandarizacion en la obtencion de informacion en esta
investigacion, se realiz6 la calibracion de los examinadores realizando el
formulario completo de evaluacién de la salud bucodental adaptado para pacientes

con EB (Anexo 5) en dos pacientes con EBD.
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El Kappa intraevaluador fue de: 0.83 (Susanne Kramer); 0,74 ( José Farfan) y
0.85 (Carolina Encina) respectivamente y el Kappa inter evaluadores fue de 0.85
(Lopez de Ullibarri y Pita, 1999).

3.2 Examen y registro de los datos

El examen odontologico realizado a los pacientes de este estudio se llevd a cabo
en las dependencias de la Facultad de Odontologia de la Universidad de Chile, en
la clinica de Cuidados Especiales.

El instrumental que se ocupd para realizar dicho examen estaba constituido por:
una sonda para examen curva Hu-Friedy, espejo bucal N°4 (22mm diametro), sonda
periodontal U. Carolina del Norte Hu-Friedy y una regla metalica milimetrada.

Se debe tener en consideracion que dadas las limitaciones fisiologicas de
determinados subtipos (como EBJ y EBDR gen sev) se tuvo especial precaucion en
no forzar la apertura bucal y con ulceras o bullas que hayan estado presentes al
momento del examen. Con el objetivo de no generar nuevas lesiones, se lubricé con
vaselina solida las superficies que entrarian en contacto con el paciente, asi como

los labios del mismo.

La informacién de cada examen clinico fue registrada en una ficha construida a
partir del formulario OMS de evaluacion de salud bucal (anexo 5), en la cual se
registraban los siguientes datos:

¢ Informacion general

e Evaluacién extraoral

e Articulaciéon temporomandibular

e Mucosa oral

¢ Opacidades / hipoplasias del esmalte
¢ Fluorosis dental

e Estado de la denticion

e Necesidad de tratamiento
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e Situacion y necesidad de protesis
e Trastorno que amenaza la vida

e Dolor o infeccion al momento del examen

Ademas, se agregaron al formulario los criterios de:

e Microstomia (apertura bucal en mm)

e Profundidad de vestibulo

e Milimetros de protrusion lingual

e indice de higiene oral (Green y Vermillon simplificado)
e Funcion lingual en: reposo, deglucion y fonoarticulacion
e Tipo de respiracion

e Tipo de atencion requerida

El hallazgo de lengua depapilada se registré en la seccién odontologica de la ficha
digital de cada paciente examinado de la fundacion DEBRA Chile, en conjunto con
la pediatra encargada de realizar la evaluacion fisica e historial médico de cada

paciente.

3.3 Analisis mutacional

El diagnéstico genético de cada paciente que participd en este estudio fue realizado
mediante la técnica NGS (WES), por la fundacion DEBRA Chile, bajo el alero del
proyecto FONDECYT “Determining the genetic basis of Epidermolysis bullosa
symptoms through Genotype-Phenotype associations using Next Generation
Sequencing”.N° 11140440.
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3.4 Grado de depapilacion lingual

Después de estudiar la superficie de la lengua de los pacientes con EB durante 10
anos (2005 a 2015), el equipo de investigacion ha establecido las siguientes

categorias:

3.4.1 Lengua con papilas normales: Lengua papilada.

Los pacientes presentan papilas
filiformes y fungiformes en el dorso de la
lengua. Como parte de su enfermedad
. ampollosa, algunos pacientes pueden
presentar ulceras o areas bien definidas

de granulacién. (Imagen 1.a)

Estas areas no deben ser confundidas con areas depapiladas, ya que se relacionan
con una lesion especifica (ejemplos de lenguas papiladas se ven en las imagenes
1.ay1.b).

3.4.2 Ausencia parcial de papilas en la lengua: Lengua parcialmente

depapilada.

Los pacientes tendran areas de la lengua lisas y
brillantes, mientras que otras areas presentan papilas
con forma normal. Puede variar desde una lengua
principalmente brillante con pequefas areas con
papila a una lengua principalmente papilada con
pocas areas de depilacion (un ejemplo de lengua
parcialmente depapilada se ve en la imagen 2).
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3.4.3 Ausencia completa de papilas de la lengua: Lengua completamente

depapilada.

La superficie de la lengua es completamente lisa,
sin estructuras elevadas. Puede haber ampollas
de diferentes tamanos, llenas de sangre o llenas
de liquido; tejido cicatricial o areas ulceradas.
Pero no se observan papilas reconocibles. Al

observar una imagen, pequefas ampollas llenas

i de sangre podrian confundirse con papilas. El
examen clinico por lo tanto ayuda a reconocer las estructuras tridimensionales (un

ejemplo de lengua completamente depapilada se ve en la imagen 3).

3.5 Determinacion del grado de anquiloglosia

A partir de las clasificaciones mencionadas en el apartado de anquiloglosia del
marco tedrico y considerando que la fragilidad de las mucosas de algunos pacientes
con EB limita la elevacion de la lengua; es que decidimos modificar la clasificacion
de anquiloglosia de Kotlow (Kotlow, 1999) y establecer una nueva referencia para
gue pueda ser aplicada a pacientes con EB.

3.5.1 Clasificacion de Kotlow modificada

En el afno 1999, Kotlow planted una clasificaciéon que se basaba en tomar como
referencias la porcion libre de la lengua medida desde la insercion del frenillo

lingual hasta el vértice de la lengua, estableciendo 5 categorias: 1) normal, >16
mm; 2) medio, de 12 a 16 mm; 3) moderado, de 8 a 11 mm; 4) severo,de 3a 7

mm, y 5) completo, < 3mm (Kotlow, 1999).
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Tal como se nombré anteriormente en el marco tedrico, los subtipos mas severos
de la EB tienen una mayor fragilidad de la mucosa frente a cargar mecanicas, por
lo que frente a un examen clinico que implique utilizar un elemento metalico
sublingualmente, como es la sonda periodontal, para medir el grado de protrusion,
podria generar lesiones intraorales en el proceso. Es por esta razén que se decidid
modificar una de las referencias utilizadas para medir la protrusion lingual y es asi
que en vez de tomar como referencia la insercion del frenillo lingual, se utilizo la
cara incisal de los dientes incisivos centrales inferiores, manteniendo la referencia

del vértice lingual de la clasificacion original.

Para compensar la diferencia que se genera producto del cambio de referencias
que existe entre la clasificaciéon de Kotlow y la modificada, es que se decidio restar
arbitrariamente 3 mm a cada una de las categorias que presenta la clasificacion

original de Kotlow ( Kotlow, 1999), quedando de la siguiente forma:

e Normal: > 13 mm

e Medio: de 9 a 13 mm

e Moderado: de 5 a 8 mm
e Severo:de 0a4 mm

e Completo: < Omm.

3.6 Descripcion de las mutaciones de cada paciente y algunas

caracteristicas clinicas intraorales

La informacién obtenida de los analisis clinicos fue tabulada y analizada junto con
las mutaciones que cada paciente porta, en el programa Microsoft Excel para Mac

version 16.25.
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4. Consideraciones Eticas

Este estudio esta adscrito al proyecto “Determining the genetic basis of
Epidermolysis bullosa symptoms through Genotype-Phenotype associations using
Next Generation Sequencing” que fue aprobado por el Comité Etico Cientifico de la
Facultad de Odontologia de la Universidad de Chile en la sesion del dia 15 de abril
del afio 2015 (anexo 4), por un plazo de 36 meses, a partir de la fecha anteriormente
mencionada.

Previo a la realizacion del examen se le explico a los pacientes y/o tutor legal (en el
caso de que el paciente fuese menor de edad) en qué consistiria el examen clinico
y la finalidad de la realizacion.

Quienes estuvieron de acuerdo con participar en el estudio, se les solicitd leer y
firmar un formulario de consentimiento informado (anexo 1) y un asentimiento
informado a la persona y al tutor legal (en el caso de que el paciente fuese menor
de edad) (anexo 2 y 3).

Posterior al examen clinico, en el caso de que el paciente tuviese alguna urgencia
de caracter odontoldgico, se resolvié durante la misma sesion. Asi como pacientes
que no tuviesen un control oral regular y/o con un alto riesgo de caries, fueron
agendados para que recibiesen atencion odontolégica préximamente (en el marco
del convenio de atencion odontologica establecido entre la FOUCH vy la fundacién
DEBRA Chile).

Independiente del estado de salud oral de cada paciente analizado, fueron
informados de su estado intraoral y se les hizo un asesoramiento e instruccion de

higiene.
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RESULTADOS

1. Descripcidon de la muestra
1.1 Distribucién de los grupos segun subtipo de EB
La muestra estuvo conformada por 76 pacientes con los siguientes subtipos: 22

personas con EBS, 3 con EBJ, 22 con EBDR gen sev, 12 con EBDR gen intermed,
2 con EBDR-pretibial, 9 con EBDD-gen, 5 con EBDD-acral, y 1 SK (grafico 1).
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Grafico 1. Composicion de la muestra total segun subtipo de EB.




1.2 Distribucién de los grupos segun género y edad
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La muestra estuvo constituida por 76 personas, de las cuales 39 (51.3%) correspondian al género masculino y 37 (48.7%) al

femenino. El rango de edad para la cohorte fue de 2 meses a 66 afos. La media fue de 16, la desviacion estandar de 14.4 y la

mediana de 13 afios (Tabla 2).

Tipo/Subtipo de EB Media (rango) Femenino (%) Masculino(%) Total
pacientes

EBS 16,9 (4 meses-58 afios) 10 (45,45%) 12 (54,5%) 22
EBJ 5,6 (4-7 afios) 1(33,3%) 2 (66,6%) 3
EBDR-gen sev 14,22 (2 meses-33 afios) 13 (59,1) 9 (40,9%) 22
EBDR-gen intermed 18.5 (10 meses-49 afios) 4 (33.3%) 8 (66.6%) 12
EBDR-pretibial 57.5 (49-66 afios) 2 (100%) 0 2
EBDD-gen 15,3 (4-35 afios) 3 (33,3%) 6 (66,6%)
EBDD-acral 3,8 (2-5 afios) 3 (60%) 2 (40%)
SK 14 (14 afos) 1 (100%) 0

37(49.7%) 39 (51.3%) 76(100%)

Tabla 2. Distribucion de los grupos segun género y edad

en los tipos/subtipos principales de EB.




40

1.3 Distribucién de los pacientes segun ubicacién geografica.

De la muestra total de pacientes con EB (76 personas) residentes en el territorio chileno; 1 (1,2%) provenia de la | region, 1
(1.2%) de la Il regidn, 2 (2,3%) de la IV regidn, 5 (5,8%) de la V regidn, 4 (4,7%) de la VI regidn, 44 (57,8%) de la Xlll region,
4 (4,7%) de la VIl regidn, 7 (8,1%) de la VI, 3 (3,5%) de la IX region, 3 (3,5%) de la X region y 2 (2,3%) de la Xll regién (grafico
2).
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Grafico 2. Distribucion geografica de pacientes con EB por region.
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2. Descripcion de caracteristicas linguales de paciente portadores de
distintas mutaciones causales de Epidermdlisis Bullosa.

2.1 Grado de depapilacion lingual

Al describir el grado de depapilacion lingual y la mutacion genética que cada
paciente porta, se observa que:

1. Todos los pacientes con mutaciones en los genes: LAMB3 (6 alelos
mutados), FERMT1 (2 alelos mutados), EXPH5 (2 alelos mutados), KRT14
(6 alelos mutados), KRT5 (12 alelos mutados), PLEC (1 alelo mutado) Y

TGMS5 (10 alelos mutados) presentaron lengua papilada (Anexo 6, grafico 3;

Imagen 4).

Imagen 4. Paciente que presenta un fenotipo de
lengua papilada, con la mutacion heterocigota
simple ¢.1429G>A en el gen KRTS.

2. Pacientes con mutaciones en el gen COL7A1 presentaron los 3 de grados de
depapilacion lingual: completamente depapilada 62,7% (54 alelos mutados),
parcialmente depapilada 9,4% (8 alelos mutados) y papilada 27,9% (24
alelos mutados) (Grafico 3; Imagen 5,6 y 7).



Imagen 5. Paciente con un fenotipo de lengua completamente depapilada, con
la mutacién c.6527_6528insC /c.7708delG en el Gen COL7A1.

Imagen 6. Paciente con un fenotipo de lengua parcialmente depapilada, con la
combinacion de mutaciones ¢.2005C>T/c.4342-2A>G en el Gen COL7AT1.
Imagen 7. Paciente con un fenotipo de lengua papilada, con la combinacion de
mutaciones ¢.5532+1G>T/c.6527_6528insC en el Gen COL7A1.
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Grafico 3. Porcentaje de alelos mutados segun el grado de depapilacion lingual.
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Descripcion de las mutaciones del gen COL7A1 y el grado de depapilacion
lingual.

De las 20 mutaciones presentes en la cohorte, 6 se expresan clinicamente como
una EBDD (C.4775G>A, C.5318G>T, C.6026G>A, C.6100G>A, C.6127G>A y
€.6082G>A). Todos los pacientes portadores de estas mutaciones (14 pacientes),

presentaron lengua papilada (anexo 6; Imagen 8)

Imagen 8. Lengua papilada de paciente con EBDD-
gen que presenta la mutacion heterocigota
dominante c.6026G>A.

Las 14 mutaciones restantes son recesivas (EBDR), es decir, solo se expresan
clinicamente cuando estan en una presentacion de heterocigoto compuesto u
homocigoto. Estas mutaciones se presentaron en 36 pacientes, en donde; el 75%
(27 personas) manifestaron lengua completamente depapilada, 11% (4 personas)
lengua parcialmente depapilada y un 14% (5 personas) lengua papilada (anexo 6;
grafico 4).
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Grafico 4. % de pacientes con mutaciones recesivas en el gen COL7A1
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De estas 14 mutaciones recesivas, 12 se describen con una proporcion absoluta, es decir, en el 100% de los casos se da la

misma caracteristica clinica (Tabla 3; Anexo 7).

Lengua Lengua parcialmente Lengua completamente
papilada depapilada depapilada
€.8393T7>G €.4342-2A>G ¢.3970delC

(heterocigoto C.)
(n=1)
c.185C>T
(heterocigoto C.)
(n=3)

(heterocigoto C.) (n=2)

c.3264_5293
(heterocigoto C.) (n=1)

(heterocigoto C.) (n=1)

c.5932C>T
(homocigoto) (n=2)

c.6527_6528insC (homocigoto) (n=16)
¢.7708delG (homocigoto) (n=16)
c.7876-1G>A (heterocigoto C.) (n=1)
¢.8245G>A (heterocigoto C.) (n=1)
€.8329C>T (heterocigoto C.) (n=1)
c.5565_5568+8delGAAGGTAAAGTCinsA (heterocigoto C.)
(n=1)

Tabla 3. Proporcién absoluta (100%) entre mutaciones del gen COL7A1 y los distintos grados de depapilacion

lingual.
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Mientras que las otras 4 mutaciones restantes tienen una proporcion relativa, es decir, una misma mutacién presenta distintas
presentaciones clinicas. Cabe sefalar que se repiten dos mutaciones del cuadro anterior, ¢.6527 _6528insC y la ¢.7708delG,

pero con la salvedad de que en este caso se habla de sus presentaciones heterocigotas. (tabla 4; anexo 7).

Mutacién presentacion clinica

¢.2005C>T (heterocigoto C.) 50% (n=1) lengua parcialmente depapilada y 50% (n=1) lengua completamente
depapilada.

¢.5532+1G>T (heterocigoto C.) 50% (n=2) lengua parcialmente depapilada, 25% (n=1) lengua completamente

depapilada y 25% (n=1) lengua papilada.

c.6527_6528insC (heterocigoto C.) 58,3% (n=7) lengua completamente depapilada, 8,3% (n=1) lengua parcialmente
depapilada y 33,4% (n=4) con lengua papilada.

¢.7708delG (heterocigoto C.) 75% (n=6) lengua completamente depapilada, 12,5% (n=1) lengua parcialmente
depapilada y 12,5% (n=1) lengua papilada.

Tabla 4. Proporcioén relativa entre mutaciones del gen COL7A1 y los distintos grados de depapilacion
lingual.
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A continuacion, se describiran las combinaciones de las mutaciones del gen
COL7A1y los distintos grados de depapilacion lingual que presentaron los pacientes
portadores:

Mutacion heterocigota c.2005C>T

De los 2 pacientes portadores de la mutacién heterocigota ¢.2005C>T; el primer
paciente presentd lengua completamente depapilada. En este caso el heterocigoto
estaba compuesto con ¢.7708delG y clinicamente se manifest6 como EBDR-gen
sev. El segundo paciente present6 lengua parcialmente depapilada, es heterocigoto
compuesto con ¢.4342-2A>G, y clinicamente se manifest6 como EBDR-gen
intermed (Tabla 4; anexo 7).

Mutacién heterocigota ¢.5532+1G>T

De los 4 pacientes portadores de la mutacion heterocigota ¢.5532+1G>T; 1
paciente (25% de los casos) presentd lengua completamente depapilada y estaba
compuesto con ¢.8245G>, 2 pacientes (50% de los casos) presentaron lengua
parcialmente depapilada y estaban combinados con las mutaciones ¢.3264_5293 y
c.7708delG, y el cuarto paciente (25% de los casos) presenté lengua papilada y es
heterocigoto compuesto con ¢.6527_6528insC. Los cuatro pacientes se
manifestaron clinicamente como EBDR gen intermed (Tabla 4; anexo 7).

Combinaciones de la mutacién ¢.6527_6528insC

La mutacién ¢.6527 _6528insC se presentd en 20 pacientes chilenos; en 8 casos se
encontré en su presentacion homocigota y en 12 casos como heterocigoto
compuesto (anexo 6).

De los 8 pacientes portadores de la mutacion homocigota ¢.6527_6528insC, todas
las personas presentaron lengua completamente depapilada, donde 7 personas
tenian un diagnostico clinico de EBDR-gen sev y solo 1 paciente presentaba un
diagnostico de EBDR gen intermed (anexo 6).
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De los 12 pacientes portadores de la mutacidn heterocigota ¢.6527_6528insC, 7 personas (correspondiente al 58,3% de los
casos) presentaron lengua completamente depapilada, mientras que se observo lengua parcialmente depapilada en 1 persona

(8,3% de los casos) y lengua papilada en 4 personas (33,4% de los casos) (Tabla 5).

Lengua Lengua parcialmente Lengua completamente
papilada depapilada depapilada
c.185C>T c.4342-2A>G c.3970delC

(EBDR-pretibial / (EBDR-gen sev)

(EBDR gen intermed)

gen intermed) (n=1)
(n=3) (n=1)
c.5532+1G>T c.7708delG (EBDR-gen sev) (n=4)
(EBDR-gen c.5565_5568+8del GAAGGTAAAGTCinsA (EBDR-gen
intermed) (n=1) intermed) (n=1)

c.8329C>T (EBDR-gen intermed) (n=1)

Tabla 5. Descripcion de las mutaciones combinadas con ¢.6527_6528insC y los distintos grados
de depapilacién lingual.
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Combinaciones de la mutacion ¢.7708delG

La mutacion c.7708delG se presentd en 16 pacientes chilenos; en 8 casos se
encontré en su presentacion homocigota y en los 8 casos restantes como

heterocigoto compuesto (anexo 6).

Los 8 pacientes portadores de la mutacion homocigota c¢.7708delG presentaron
lengua completamente depapilada con un diagndstico clinico de EBDR-gen sev

(anexo 6).

De los 8 pacientes portadores de la mutacion heterocigota c.7708delG, 6 personas
(correspondiente al 75% de los casos) presentaron lengua completamente
depapilada, una persona (12,5% de los casos) presenté lengua parcialmente
depapilada y una persona (12,5% de los casos) presentd una lengua papilada
(Tabla 6).



Lengua Lengua parcialmente Lengua completamente
papilada depapilada depapilada
c.8393T7>G c.5632+1G>T ¢.2005C>T (EBDR-gen sev) (n=1)
(EBDR-gen intermed) (EBDR-gen intermed) €.6527_6528insC (EBDR-gen sev)

(n=1) (n=1) (n=4)

c.7876-1G>A (EBDR-gen sev) (n=1)

Tabla 6. Descripcion de las mutaciones combinadas con c¢.7708delG y los
distintos grados de depapilacion lingual
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2.2 Grado de anquiloglosia

Al describir el porcentaje de los distintos grados de anquiloglosia y la mutacién que
cada paciente porta se observa que:

Pacientes con mutaciones en los genes: FERMT1 (2 alelos mutados), EXPH5 (2
alelos mutados), KRT14 (5 alelos mutados), PLEC (1 alelo mutado) y TGM5(5 alelos
mutados) presentaron en un 100% de los casos lengua sin anquiloglosia (gréafico 5;
imagen 9).

En cambio, los pacientes con mutaciones en los genes: LAMB3, KRT5 y COL7A1
presentaron distintos grados de anquiloglosia. (grafico 5).

Personas con mutaciones en el gen LAMBS3 presentaron un 33,3% (2 de 6 alelos
mutados) con anquiloglosia media. Asimismo, pacientes con mutaciones en el gen
KRT5 manifestaron en un 8,3% (1 de 12 alelos mutados) anquiloglosia media. Y,
por ultimo, personas con mutaciones en el gen COL7A1 presentaron en un 9.3% de
los casos anquiloglosia moderada, un 46,51% anquiloglosia severa y un 4,65% de

los casos con anquiloglosia completa (grafico 5).

Imagen 9. Paciente sin anquiloglosia con la
combinaciéon de mutaciones ¢.337G>T/c.644G>A en
el Gen TGM5 y diagndstico clinico de SDCA.
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Grafico 5. Porcentaje de alelos mutados segun los distintos grados de anquiloglosia.
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Descripcion de las mutaciones del gen LAMB3 y grado de anquiloglosia
(Anexo 8)

Este gen presentd 2 mutaciones descritas en la muestra analizada; la ¢.3228+1G>
y ¢.823-1G>A.

La presentacion homocigota de la mutacion ¢.3228+1G> se manifesto en 2
pacientes y se expreso clinicamente como EBJ gen-intermed sin anquiloglosia.

El unico paciente (33%) descrito con la presentacion heterocigota ¢.3228+1G>/
€.823-1G>A presentd un diagnostico clinico de EBJ gen sev con anquiloglosia

media.

Descripcion de las mutaciones del gen KRTS y grado de anquiloglosia (Anexo
8)

De los 12 pacientes que presentaron mutaciones a nivel del Gen KRTS), solo el 8.3%
de los casos (1 persona) presentd anquiloglosia media, con la mutacion
heterocigota simple ¢.968T>A con un diagndstico clinico de EBS gen intermed.

Descripcion de las mutaciones del gen COL7A71 y grado de anquiloglosia
(Anexo 8)

De las 20 mutaciones descritas, 6 se expresan clinicamente como una EBDD
(C.4775G>A, C.5318G>T, C.6026G>A, C.6100G>A, C.6127G>A y c.6082G>A).
Todos los pacientes que presentaron este subtipo de EB (14 pacientes) no
presentaron anquiloglosia.

Las 14 mutaciones restantes son recesivas (EBDR). Este tipo de EBD se presento
en 36 pacientes, en donde: el 25% (10 personas) no presentaron anquiloglosia, 11%
(4 personas) anquiloglosia moderada, 55.5% (20 personas) anquiloglosia severa y
un 5.5% (2 personas) anquiloglosia completa (anexo 8; grafico 6).
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De estas 14 mutaciones recesivas, 9 se describen con una proporcion absoluta (Tabla 7; Anexo 9).

Grado de anquiloglosia
Sin anquiloglosia

Moderada Severa Completa
€.8393T>G (heterocigoto  ¢.6527_6528insC ¢.3970delC (heterocigoto C.) c.6527_6528insC
C. (homocigoto) (homocigoto)
(n=1) (n=2) (n=1) (n=2)
c.185C>T (heterocigoto ¢.5932C>T (homocigoto)
C.) (n=2)
(n=3)
c.3264_5293(heterocigoto €.6527_6528insC (homocigoto)
C.) (n=12)

(n=1)
¢.8245G>A (heterocigoto C.) (n=1)
¢.8329C>T (heterocigoto C.) (n=1)
c.5565_5568+8delGAAGGTAAAGTCinsA
(heterocigoto C.) (n=1)

Tabla 7. Proporcion absoluta (100%) entre mutaciones del gen COL7A1 y los distintos
grados de anquiloglosia.
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Mientras que las otras 5 mutaciones restantes como una proporcion relativa (Tabla 8; anexo 9).
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Mutacion Presentacion clinica

¢.2005C>T (heterocigoto) 50 % con anquiloglosia severa (n=1) 50% sin anquiloglosia (n=1).

c.4342-2A>G (heterocigoto) 50% con anquiloglosia moderada (n=1) y 50% sin anquiloglosia (n=1).
¢.55632+1G>T (heterocigoto) 25% con anquiloglosia severa (n=1) y 75% sin anquiloglosia (n=3).
c.6527_6528insC (heterocigoto) 16,6% con anquiloglosia moderada (n=2), 41,6% con anquiloglosia severa (n=5)

y 41,6% sin anquiloglosia (n=5).

¢.7708delG (homocigoto) 75% con anquiloglosia severa (n=12), 12,5% con anquiloglosia moderada (n=2)
y 12,5% sin anquiloglosia (n=2).

c.7708delG (heterocigoto) 12,5% con anquiloglosia moderada(n=1), 37,5% con anquiloglosia severa (n=3),

12,5% con anquiloglosia completa (n=1) y 37,5% sin anquiloglosia (n=3).

Tabla 8. Proporcion relativa entre mutaciones del gen COL7A1 y los distintos grados de anquiloglosia.
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El hecho de que algunas mutaciones presenten proporciones relativas hace
necesario el analisis de las combinaciones de mutaciones recesivas y su expresion

clinica.

Heterocigota c.2005C>T

De los 2 pacientes portadores de la mutacién heterocigota ¢.2005C>T; el primer
paciente presentd anquiloglosia severa. En este caso el heterocigoto estaba
compuesto con ¢.7708delG y clinicamente se manifesto6 como EBDR-gen sev. El
segundo paciente presentd lengua sin anquiloglosia, es heterocigoto compuesto
con ¢€.4342-2A>G, y clinicamente se manifestd6 como EBDR-gen intermed (Anexo
9).

Heterocigota c.4342-2A>G

De los 2 pacientes portadores de la mutacion heterocigota ¢.4342-2A>G; un
paciente presentd anquiloglosia moderada. En este caso el heterocigoto estaba
compuesto con ¢.6527_6528insC y clinicamente se manifest6 como EBDR-gen
intermed. El segundo paciente presentd lengua sin anquiloglosia, es heterocigoto
compuesto con ¢.2005C>T y clinicamente se manifesté como EBDR-gen intermed
(Tabla 8).
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Combinaciones de la mutacién ¢.6527_6528insC

La mutacién ¢.6527 _6528insC se presentd en 20 pacientes chilenos; en 8 casos se
encontré en su presentacion homocigota y en 12 casos como heterocigoto

compuesto (Anexo 9).

De los 8 pacientes portadores de la mutacion homocigota c.6527_6528insC; 7
personas, correspondiente a 87,5% de los casos, presentaron un diagnostico
clinico de EBDR-gen sev con distintos grados de anquiloglosia (6 con severa y 1
con completa), también se observd anquiloglosia moderada en 1 paciente (12,5%

de los casos) con un diagnoéstico de EBDR gen intermed (Anexo 9).

De los 12 pacientes portadores de la mutacion heterocigota ¢.6527_6528insC, 7

personas (58,3% de los casos) presentaron anquiloglosia (Tabla 9).
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Sin anquiloglosia

Grado de anquiloglosia

Moderada

Severa

¢.5532+1G>T (EBDR-gen

intermed)

(n=1)

c.185C>T
(EBDR pretibial/intermed)
(n=3)
c.7708delG (EBDR-gen sev)
(n=1)

c.4342-2A>G (EBDR gen
intermed)
(n=1)

c.7708delG (EBDR-gen sev)
(n=1)

¢.3970delC (EBDR gen sev)
(n=1)

c.5565_5568+8delGAAGGTAAAGTCinsA
(EBDR gen intermed)
(n=1)
¢.8329C>T (EBDR gen intermed)
(n=1)
c.7708delG (EBDR-gen sev)
(n=2)

Tabla 9. Descripcion de las combinaciones mutacionales de la forma heterocigota de la mutacion

c.6527_6528insC y los distintos grados de anquiloglosia.
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Combinaciones de la mutacion ¢.7708delG

De los 8 pacientes portadores de la mutacion homocigota c¢.7708delG, 7 personas
(88% de los casos) presentaron distintos tipos de anquiloglosia manifestando una
presentacion clinica de EBDR gen sev, de los cuales; 6 pacientes (75% de los
casos) presentaron anquiloglosia severa y 1 (12,5% de los casos) anquiloglosia
moderada (Anexo 9)

De los 8 pacientes portadores de la mutacion heterocigota c.7708delG, 5 personas
presentaron anquiloglosia (62.5% de los casos) (Tabla 10).
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Grado de anquiloglosia

Sin anquiloglosia Moderada

Severa

Completa

c.6527_6528insC (EBDR gen ¢.6527_6528insC
sev) (EBDR gen sev)
(n=1) (n=1)

€.83937>G (EBDR gen
intermed)

(n=1)
¢.5632+1G>T (EBDR gen
intermed)

(n=1)

€.2005C>T (EBDR gen sev)
(n=1)

c.6527_6528insC (EBDR gen
sev)
(n=2)

c.7876-1G>A (EBDR
gen sev)
(n=1)

Tabla 10. Descripcion de las distintas combinaciones mutacionales de la mutacion heterocigota
€.7708delG y los distintintos grados de anquiloglosia.
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VII. DISCUSION

El presente estudio logré dar respuesta a la pregunta de investigacion planteada:
¢, Cual es la proporcion de las caracteristicas de grado de depapilacion lingual y
grado de anquiloglosia en paciente portadores de distintas mutaciones causales de
EB~.

1. Composicion del grupo de estudio

DISTRIBUCION SEGUN TIPO EB.

La distribucion por lugar de residencia fue representativa del total de pacientes que
conforman el universo de personas que son atendidos en Chile, ya que se
examinaron personas provenientes de las regiones |, Il, IV, V, VI, VII, VIII, IX, X'y
XIII.

En la distribucidn por género los porcentajes se mantuvieron dentro de valores
similares entre sexo femenino y masculino. Y respecto a la distribucion por edad,
se examinaron pacientes de diferentes edades, abarcando un amplio rango etario

(2 meses a 66 afnos).

2. Descripcion y analisis intraoral

2.1 Grado de depapilacion lingual

La presencia de lengua depapilada ha sido descrita con anterioridad en la
literatura en pacientes con EBDR, principalmente en el subtipo severo
generalizado (Wright, Fine & Johnson, 1991; Azrak & cols, 2006; Kramer & cols,
2012; Kummer & cols, 2013). Los hallazgos del presente estudio son consistentes
con la literatura, ya que todos los pacientes con mutaciones en los genes
causales de EBS, EBJ, EBDD y SK presentaron una lengua papilada.
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La presencia de lengua depapilada ha sido un hallazgo comun en los subtipos
mas severos de la enfermedad, como es el caso de la EBDR gen. Wrigth en el afio
1991 hizo un estudio en 216 pacientes con EB, de los cuales 27 presentaban un
diagnodstico de EBDR gen (diagndstico que fue solamente hecho con MET), los
que al analisis intraoral tenian lengua depapilada en todos los casos. El autor
justifico la presencia de este fenotipo en todos los pacientes, con el constante
proceso de ulceracion y posterior cicatrizacion que impediria una correcta

regeneracion a nivel de las papilas (Wright, Fine & Johnson, 1991).

Serrano & cols en el afio 2003 evaluaron en una muestra de 35 pacientes con EBDR
gen, la prevalencia de lesiones en diferentes partes de la cavidad oral. Dentro de
los resultados; 32 pacientes presentaron anquiloglosia y 34 atrofia lingual
(depapilacién lingual), no especificando en esta ultima caracteristica cual fue el
patrén de depapilacion y tampoco el por qué de la ausencia de la caracteristica

analizada en un solo paciente (Serrano & cols,2003).

Los estudios anteriores dejan en evidencia que se ha tratado de establecer una
correlacion entre la caracteristica de lengua depapilada y un subtipo de EB
especifico, como es la EBDR gen. En nuestro estudio, coincidiendo con Wright,
encontramos esta caracteristica solamente en pacientes cuyas mutaciones
generaron un diagnostico de EBDR gen, tanto en sus formas severas como
intermedias. Todos los pacientes de la muestra que presentaron la forma EBDR gen
sev tenian lengua completamente depapilada, presentando las siguientes
combinaciones de mutaciones: ¢.2005C>T / ¢.7708delG, ¢.3970delC /
c.6527_6528insC, ¢.6527_6528insC / ¢.7708delG, c.7708delG / c.7876-1G>A,
c.5932C>T / ¢.5932C>T, c¢.7708delG / c¢.7708delG y ¢.6527_6528insC /
c.6527_6528insC (gen COL7A1).

En cambio, los pacientes con EBDR gen intermed presentaron principalmente un
fenotipo de lengua parcialmente depapilada y en algunos casos; una depapilacion
total o una lengua papilada. Las mutaciones que presentaron los pacientes con este
fenotipo parcial de lengua depapilada fueron; ¢.4342-2A>G / ¢.6527_6528insC,
c.2005C>T / c¢.4342-2A>G, ¢.5532+1G>T / c¢.7708delG, ¢.55632+1G>T /
€.3264_5293, c.6527_6528insC / ¢.6527_6528insC (gen COL7A1). Cabe destacar
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que la caracteristica de lengua parcialmente depapilada no habia sido descrita con
anterioridad ni relacionada con este subtipo de EB en especifico.

Los pacientes con EBDR gen intermed presentaron distintos grados de
depapilacion lingual. Una posible explicacion que podria justificar esta versatilidad
fenotipica podria tener relacion con la cantidad de fibras de anclaje que brindan
sostén estructural al epitelio plano estratificado no cornificado que recubre a la
lengua; en este subtipo de EBD, estas fibras tienden a disminuir en cantidad o estar
alteradas en morfolgia pero no desaparecen completamente o0 en un numero
importante, esta alteracidn responde a mutaciones del tipo missense o splice
junction. En cambio, en el subtipo EBDR gen sev, las fibras de anclaje estan
drasticamente disminuidas o ausentes y son consecuencia de mutaciones nulas o

cambio en el marco de lectura (Pfendner & Lucky, 2018 a; Fine y cols, 2014).

Estas variaciones en las concentraciones de fibras de anclaje repercutiria en el nivel
de vulnerabilidad que podria presentar el epitelio lingual frente al estrés mecanico
al que esta expuesto cuando la lengua se encuentra realizando sus funciones
fisiologicas, de esta forma podriamos dar una posible explicacion a la depapilacion
parcial que solo presentd casos con el subtipo EBDR gen intermed. En este estudio
no evaluamos si es que la depapilacidén parcial presenta un patron de distribucion
en particular, hecho que seria interesante de abordar en futuras investigaciones con
el objetivo de dilucidar si es que existe alguna posible asociacion entre depapilacion
parcial con algun tipo de papila lingual en especifico.

La presencia de depapilacion total de la lengua en los pacientes con EBDR gen
intermed fue poco comun, presentandose en tan solo tres pacientes. Una de las
posibles explicaciones podria ser; las combinaciones mutacionales que presentaron
estos  pacientes (¢.5532+1G>T / ¢.8245G>A, ¢.6527_6528insC /
c.5565_5568+8delGAAGGTAAAGTCinsA y ¢.6527_6528insC / ¢.8329C>T; gen
COL7A1) podrian provocar una mayor severidad en la alteracion del numero de
fibras de colageno VII o generar fibras de menor calidad, lo que incidiria en una
mayor severidad fenotipica. Estudios mas especificos deben ser realizados en estos

casos para verificar o desmentir estas conjeturas.
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Wu & cols en el ano 2014, estudiaron las manifestaciones orales de 75 pacientes
con anemia por déficit de hierro (ANH). Dentro de sus resultados establecieron que;
los pacientes con ANH presentaban una prevalencia significativamente alta de 5
caracteristicas orales, dentro de estas encontramos a la atrofia lingual, que habia
sido vista en 20 pacientes (26,7%) Una posible explicacion a este hallazgo radica
en que, los niveles reducidos de hemoglobina en pacientes con anemia podrian
generar una disminucién en el transporte de oxigeno para las células epiteliales de
la mucosa oral, pudiendo generar una muerte celular mas temprana o una mucosa

mas inmadura (Wu & cols, 2014).

La anemia es una caracteristica muy comun en los pacientes con EBDR gen severa
y dependiendo de la severidad de las lesiones, también podria presentarse en
pacientes con EBDR gen intermed (Fine & cols 2014). Este factor también podria
ser una posible explicacidén de la presencia del fenotipo de lengua completamente
depapilada en determinados casos de pacientes con EBDR gen intermed. Aunque
en nuestro estudio no evaluamos la presencia de anemia al momento de examinar

al paciente, podria ser una variable a considerar en futuras evaluaciones.

2.2 Grado de Anquiloglosia

Esta caracteristica se presentod en tres de los cuatro tipos de EB, especificamente
en: EBS, EBJ y EBD.

De los 22 pacientes que tenian el tipo EBS, en sélo uno encontramos la presencia
de anquiloglosia, en su variante media, el cual presentaba el diagnéstico de EBS
gen intermed, con una combinacion mutacional heterocigoto dominante ¢.968T7>
(gen KRTY).

El compromiso a nivel oral de este subtipo de EB ocurre de modo variable en la
poblacién con EB (Fine & cols, 2014), por ende, podria ser una posible
consecuencia de las lesiones a nivel intraoral la presencia de anquiloglosia en este

subtipo.
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De los 3 pacientes que tenian el tipo EBJ, en solo 1 encontramos la presencia de
lengua con anquiloglosia (en su variante media), el cual presentaba el diagndstico
de EBJ gen sev, con una combinacion mutacional ¢.823-1G>A /¢.3228+1G>A (Gen
LAMB3)
Aunque la presencia de bullas y ulceras a nivel de tejidos blandos intraorales es
comun en este subtipo de EB, la cicatrizacion intraoral severa no es usual (Wright,
Fine & Johnson, 1991; Wright, Fine & Johnson, 1994; Wright, 2010; Kramer & cols,
2012), pero podria ser la explicacion a la anquiloglosia que presenté este paciente
en nuestro estudio, ya que este proceso bioldgico podria alterar la arquitectura
normal de la cavidad oral y por ende generar una limitacion de la movilidad de la
lengua. Por otro lado, la anquiloglosia que registramos en este paciente fue con una
protrusion lingual de 10 mm, parametro que nosotros establecimos arbitrariamente
a partir de nuestra modificacion de la clasificacién de Kotlow, a diferencia de otros
estudios; que dejan a criterio del examinador determinar si es que hay una limitacion
de la movilidad lingual (Wright, Fine & Johnson, 1991) o simplemente no consignan
la forma en que se determino (Wright, Fine & Johnson, 1994). Estos casos dejan de
manifiesto en que podria generarse una variabilidad de criterios al momento de
establecer la caracteristica de anquiloglosia en los pacientes con EB, por lo que es
muy relevante estandarizar la forma en que se diagnostica esta caracteristica oral
en este tipo de pacientes, para generar una uniformidad de criterios en

investigaciones futuras.

Por ultimo, cabe mencionar que este subtipo de EB presenta una baja prevalencia
y un alto nivel de mortalidad en etapas tempranas de la vida (Laimer & cols, 2010);
Variables que se ven reflejadas en la poca cantidad de estudios que analizan las
caracteristicas clinicas orales en este tipo de pacientes, de ahi la importancia de
evidenciar este tipo de casos, para contribuir con posibles nuevos fenotipos clinicos
en este tipo de EB.

Por otro lado, en la forma EBD es donde encontramos la mayor cantidad de
personas con anquiloglosia; 26 pacientes, de un total de 50 con este tipo de EB,

presentaron la caracteristica.
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Todos los pacientes que presentaron mutaciones con el subtipo dominante de la
EBD no manifestaron ningun grado de anquiloglosia. A modo general, a pesar de
que se ha consignado la presencia de ampollas a nivel intraoral en personas con
EBDD, no es comun la presencia de cicatrizaciones severas como consecuencia de
estas lesiones, coincidiendo con nuestros resultados (Kramer & cols, 2012). Cabe
mencionar ademas que dentro de estos casos, dos pacientes presentaron un
diagnoéstico de EBDD acral, que es una variante poco comun de la EBDD (Fine &
cols, 2014), por lo que es muy importante describir en mayor detalle las
caracteristicas fenotipicas de pacientes con este subtipo en futuras investigaciones.

Las mutaciones que generaron subtipos recesivos en la EBD fueron los que
presentaron la caracteristica en un mayor porcentaje de pacientes, manifestandose
en 2 subtipos especificamente; las EBDR gen sev e intermed.

La forma EBDR gen sev fue el subtipo que presentd la mayor cantidad de pacientes
con anquiloglosia, existiendo solo 2 casos en donde no se manifestd la
carcateristica estudiada.

Estos hallazgos coinciden con estudios previamente hechos, en los cuales se
establece que este subtipo de EBD, es una de la mas severa en relaciéon con el
compromiso de las estructuras a nivel intraoral; siendo muy probable que, como
consecuencia de las cicatrizaciones severas de las ulceras, encontremos la
presencia de anquiloglosia (Wright, Fine & Johnson 1991; Serrano & cols, 2003).
Las combinaciones de mutaciones que se correlacionaron con la presencia de
anquiloglosia en este subtipo fueron: ¢.7708delG / ¢.7876-1G>A, ¢.7708delG /
c.7708delG, ¢.6527_6528insC / ¢.7708delG, ¢.5932C>T / ¢.56932C>T, ¢.3970delC /
c.6527_6528insC, ¢.2005C>T / c¢.7708delG, , ¢.6527_6528insC / c¢.7708delG,
€.6527_6528insC / ¢.6527_6528insC y ¢.7708delG / c.7708delG (gen COL7A1);
siendo estas dos Uultimas combinaciones las mas frecuentes de la muestra

estudiada.

El subtipo EBDR gen intermed fue el segundo grupo de pacientes con EBD que
presentaron la caracteristica de anquiloglosia en una mayor cantidad de casos.

Las combinaciones de mutaciones que se correlacionaron con la presencia de
anquiloglosia en este subtipo fueron: ¢.4342-2A>G / ¢.6527_6528insC,
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¢.6527_6528insC / ¢.5565_5568+8delGAAGGTAAAGTCinsA, c.6527_6528insC /
¢.6527_6528insC, ¢.6527_6528insC / ¢.8329C>T, ¢.5532+1G>T / ¢.8245G>A (gen
COL7A1).

2.3 Variabilidad fenotipica en combinaciones mutacionales idénticas

Dentro de todos los genes analizados en este estudio, COL7A1 se caracterizo por
estar mutado en el mayor porcentaje de pacientes, generar la mayor cantidad de
diagnodsticos distintos de la muestra (comparado con los otros genes que se
analizaron), presentar la mayor cantidad de mutaciones genéticas y la mayor
frecuencia de casos de lengua depapilada en dos mutaciones especificas: la
c.7708delG y la c.6527_6528insC. Y fue precisamente a nivel de este gen donde se
presentaron 2 tipos de combinaciones mutacionales en las que hubo discordancias
entre las caracteristicas fenotipicas de pacientes con la misma combinacion

mutacional.

La variabilidad fenotipica en combinaciones de mutaciones idénticas del gen
COL7A1 ha sido reportada previamente, el aiio 2017 Knopfel y Cols presentaron un
reporte de caso de 3 pacientes sin nexos consanguineos, que tenian la misma
combinacion de mutaciones heterocigotas en el gen COL7A1, pero con diferentes
fenotipos de EBD, no obteniendo ninguna respuesta satisfactoria que les permitiese
establecer algun nexo entre las mutaciones genéticas y el fenotipo de los pacientes.
Esta variabilidad se asocio a factores desconocidos, que probablemente podrian
asociarse a un origen genético y/o ambiental, que podrian jugar un rol importante

en la patogénesis de la enfermedad (Knopfel y cols, 2017).

En nuestra muestra también encontramos discordancias entre combinaciones de
mutaciones idénticas y sus respectivos fenotipos: la mutacién ¢.6527_6528insC
(gen COL7A1), que se caracterizd por ser la mas comun en esta muestra y por ser
descrita junto con todo el espectro de posibilidades fenotipicas a nivel lingual,
presentd diferentes diagndsticos clinicos en 2 casos de combinaciones
mutacionales idénticas; tanto en su presentacion homocigota como en una de sus

presentaciones heterocigotas.
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En su presentacién homocigota vimos que, todos los casos analizados presentaron
lengua completamente depapilada, pero con distinto diagndstico clinico; la mayor
parte de los pacientes con esta combinacidn presentaron una lengua
completamente depapilada con un diagnostico de EBDR gen sev, a diferencia de
un paciente con la misma combinacion homocigota de mutaciones que presenté un
diagnostico de EBDR gen intermed. Todos los pacientes con esta combinacion

mutacional, independiente del diagndstico, presentaron anquiloglosia.

A su vez, la combinacion heterocigota compuesta por las mutaciones
c.6527 _6528insC y ¢.185C>T (gen COL7A1) manifesté una situacion similar; 3
pacientes presentaron esta misma combinacion de mutaciones, pero con 2 tipos de
diagnosticos diferentes (1 caso con EBDR gen intermed y 2 con EBDR pretibial).
Todos los pacientes con esta combinacidén de mutaciones, independiente del
diagnodstico, presentaron un fenotipo lingual completamente papilado y no
anquilosado. Es interesante destacar este tipo de variaciones en el diagndstico con

combinaciones mutacionales idénticas para futuras investigaciones.

A pesar de que describimos la proporcion entre las caracteristicas clinicas
analizadas y mutaciones genéticas en pacientes con EB, producto del bajo “n” por
mutacion, se hace necesario realizar nuevas investigaciones que contribuyan a
aumentar la cantidad de pacientes analizados para poder realizar una relacion de
causalidad entre mutaciones genéticas de paciente con EB y determinadas

caracteristicas clinicas.
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CONCLUSIONES

En nuestro estudio se describieron las proporciones de las caracteristicas linguales
de grado de depapilacion y anquiloglosia en pacientes portadores de distintas
mutaciones causales de EB. A partir de estas observaciones concluimos:

e En el 71% de los portadores de mutaciones en el gen COL7A1 se observo
algun grado de depapilacion lingual. En cambio, se observé lengua papilada
en todos los pacientes con mutaciones en los genes: LAMB3, FERMTT,
EXPH5, KRT14, KRT5, PLEC Y TGM5.

e De los 36 pacientes afectados con formas recesivas en el gen COL7A1, el
75% fue descrito con lengua completamente depapilada, 11% lengua
parcialmente depapilada y 14% con lengua papilada. La presentacion de
lengua parcialmente depapilada no habia sido descrita con anterioridad y
cuando se manifestd, fue en pacientes con un diagnostico de EBDR gen

intermed.

e Todos los afectados con formas dominantes de EBD (14) fueron descritos
con un fenotipo de lengua papilada.

e No se observd anquiloglosia en pacientes con mutaciones en los genes:
FERMT1, EXPH5, KRT14, PLEC Y TGMb5. Solamente un paciente de la
cohorte con mutaciones en el gen KRT5 (8.3%) y un paciente de la cohorte
con mutaciones en LAMB3 (33%) se observo algun grado de anquiloglosia.

e En el caso de las mutaciones en el gen COL7A1, todos los pacientes con
formas dominantes fueron descritos sin anquiloglosia. De los 36 pacientes
con formas recesivas, en el 72% se observo algun grado de anquiloglosia.
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1

DebRA e

, ODONTOLOGIA Facultad de Medicina
Chile UNAvERSS0AD D4 CHite a A

CONSENTIMIENTO INFORMADO PACIENTE

Yo soy la Dra. Maria Ignacia Fuentes, trabajo en el Centro de Genética Humana
de la Facultad de Medicina de la UDD y en conjunto con la Fundacién DebRA-Chile y la
Facultad de Odontologia de la U de Chile estamos realizando un estudio denominado
“Determinando las bases genéticas de los sintomas de Epidermolisis bulosa
mediante asociaciones de genotipo-fenotipo usando secuenciacion masiva". Este
estudio tiene como objetivo principal determinar el efecto o sintomas provocados por las
alteraciones (mutaciones) en el ADN de personas con Epidermolisis Bulosa.

Para desarrollar esta investigacién necesitamos su valiosa colaboracién, que
consistira en que usted permita que se le tome una muestra de 3 mililitros de sangre
venosa (equivale a un tubo pequefio o una cucharadita de té) en el box de atencién de
DEBRA del Hospital Padre Hurtado. La obtencion de esta muestra no implica riesgos, ni
molestias adicionales a las que Ud. ha experimentado cuando se le toma una muestra
de sangre para realizarle examenes de laboratorio clinico. A partir de su muestra de
sangre, obtendremos el ADN. En éste se analizara la presencia de mutaciones en todos
los genes descritos a la fecha que tengan relacién con enfermedades a la piel.

Ademas de la muestra de sangre, requerimos su participacién en la evaluacion de
las manifestaciones clinicas de su condicién en cada clinica de especialidades. El
objetivo de estas evaluaciones es entender por qué los pacientes con EB desarrollan
sintomas tan variados. El equipo médico de DebRA-Chile compuesio por cinco
profesionales de la salud altamente especializados en EB (dermatdlogo, pediatra,
oftalmélogo, otorrinolaringélogo y dentista) procederan a examinarlo detalladamente
acorde a su especialidad. Luego de la examinacién y apoyados por los datos
registrados en su ficha clinica, cada especialista completara un formulario por paciente.

Con los datos obtenidos del ADN de pacientes con EB, de sus familiares y de
sujetos sanos en nuestra poblacién podremos determinar si las mutaciones encontradas
en los pacientes con EB son causantes o no de su enfermedad. Finalmente, con la
informacién que recolectemos del proyecto, tanto de mutaciones como de
manifestaciones clinicas, ayudaremos al médico a: (1) diagnosticar acertadamente la
enfermedad, (2) planear un tratamiento que sea efectivo para el paciente y (3) darles
consejeria genética a pacientes y a sus familiares. Todo lo anterior es fundamental para
que en un futuro los pacientes con EB puedan optar a un tratamiento integro y
personalizado de su enfermedad.

Para garantizar su confidencialidad, todos los datos obtenidos de este estudio
seran identificados con un cédigo numérico y nunca usaremoim
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reportes generados con los datos obtenidos a partir de sus muestras y/o evaluaciones
clinicas.

Ante su solicitud y cuando el grupo de profesionales de la Fundacién DebRA-Chile
lo crea necesario y conveniente, los datos generados en esie proyecio seran
suministrados a Ud. a través de una Consejeria Genética ofrecida por la Fundacién
DebRA-Chile, quien lo asistira para una adecuada comprension de la informacién.

Si al finalizar el proyecto existiese muestra sobrante, sangre y/o ADN, esta sera
almacenada en las mismas condiciones de confidencialidad antes mencionadas y bajo
la custodia de la Fundacién DebRA-Chile. El empleo de dicha muestra remanente en
futuros estudios quedara sujeto a su autorizacion. Por favor marque con un circulo si
consiente o no a utilizar su muestra anénima en futuros estudios genéticos relacionados
con EB:

Si NO

Su colaboracion en este estudio es voluntaria y altruista, ya que no recibira ningdn
beneficio econdémico, ni terapéutico por ello. Si bien es cierio que su participacion es
fundamental para que realicemos nuestra investigacién, comprendemos si Ud. escoge
no participar en esta oportunidad. Esta Gltima decisién, no afectara en ninguna forma la
atencién profesional que Ud. recibe y recibira.

Si tiene alguna pregunta sobre el estudic o desea hablar de este, por favor
contactese con la Investigadora responsable, la Dra. Maria lgnacia Fuentes quien
estara ubicable de lunes a viernes entre 9:00-18:00 en el teléfono 02-23278331

Este estudio ha sido aprobado por el Comité de Etica de la investigacion
Universidad del Desarrollo-Clinica Alemana y por el comité de ética de la Facultad de
Odontologia de la Universidad de Chile

Cualquier perscna con alguna preocupacion sobre el estudio podra también

contactar a:
Comité de Etica de la Investigacién Universidad del Desarrollo-Clinica Alemana,
Presidente: Dr. Marcial Osorio. Universidad del Desarrollo. Teléfono 02-232739157,
horario 9:00hrs a 15:00. Comité de Etica de la Facultad de Odontologia de la
Universidad de Chile, Presidente: Dra. Maria Angélica Torres. Teléfono 02-29781703,
horario: 9:00 a 17:00.

Muchas gracias por aceptar ser parte de nuestro equipo.
Atentamente,

Maria Ignacia Fuentes, Ph.D.
Investigadora responsable

En conjunto con Dr. Francis Palisson, Dra. Gabriela Repetto, Dra. Constanza Fuentes,
Dra, Maria Elena Mc Nab, Dr. Arturo Kantor, Dr. Mario Zanolli, Dr. Felipe Mellado, Dra.
Joao Yubero, Dr. José Miguel Contreras y Dra. Susanngj;

{ \\;J;Yf
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Version 5.0 15 de Abril 2015

PROYECTO DE INVESTIGACION: “Determinando las bases genéticas de
los sintomas de Epidermolisis bulosa mediante asociaciones de genotipo-
fenotipo usando secuenciaciéon masiva"”

Declaracion del paciente o tutor legal a participar en el estudio:

He sido informado(a) por un profesional de las caracteristicas e implicancias del
procedimiento al cual me someteré. Comprendo la informacién recibida y he formulado
todas las preguntas que he creido oportunas. Tengo conciencia que mi participacion es
de caracter absolutamente voluntario. Al firmar este consentimiento, acepto participar en |
este estudio o autorizo a mi familiar.

Nombre del familiar 0 SUJEI0 SEN0...... ...ttt e e et e e e

En la situacién que aplique: Nombre de quien aprueba (tutor legal) la participacién del
familiar en @l EStUAIO. ... ..o e e e

Relacion conel familiar...........ccooovviiiiiiiiinnan.

Declaracion del profesional que solicita el consentimiento a participar en el
estudio:

He informado de las caracteristicas del estudio, las implicancias de su
participacion en éste y las condiciones.

Nombre del Investigadorque toma el Cl ... ..o

Fecha firma consentimiento

Iniciales familiar:........ Iniciales Investigador: .




Anexo 2: Asentimiento informado

Versién 4.0 02 de Abril 2015
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DebRA  Bssisoci  ronunes so eors

a Nemana

.......

ASENTIMIENTO INFORMADO PACIENTE (participantes entre 12 y 18 afos)

Hola, te estamos invitando a participar en un estudio llamado "Determinando las
bases genéticas de los sintomas de Epidermolisis bulosa mediante asociaciones
de genotipo-fenotipo usando secuenciacion masiva". Mi nombre es Maria Ignacia
Fuentes y soy la investigadora responsable de esta investigacion. Este trabajo se
realizara entre el Centro de Genética Humana de la Facultad de Medicina de la UDD, la
Fundacién DebRA-Chile y la Facultad de Odontologia de la U de Chile.

Ya hemos conversado con tu papd/mama y élella estd de acuerdo en que
participes en este estudio. Sin embargo, tu también debes estar de acuerdo. Puedes
conversarlo con tus padres primero y luego decidir libremente si participar o no. Si
durante la conversacion o lectura de este asentimiento hay alguna palabra que no
entiendas, hazmelo saber para explicartelo cuantas veces sea necesario.

Este estudio se estd haciendo porque queremos enconirar las alteraciones
causantes de los sintomas que tienen los pacientes con EB. Y asi en el futuro, el doctor
podra usar los datos de esta investigacion para decidir como tratar mejor a un paciente
con EB.

Por eso te estamos pidiendo a ti una muestra de sangre. Aunque la toma de la
muestra no tiene ningln riesgo para ti, podria producirte un poco de dolor y, a veces,
puede dejarte un pequefic moretén. Ademas de la muestra de sangre, cinco doctores
de la Fundacion DEBRA te examinaran detalladamente y luego llenaran un cuestionario
escrito con los sintomas de tu enfermedad. El objetivo final de estos examenes es

entender porque los pacientes con EB desarrollan sintomas tan variados;’%é*’ 20 O¢

/

Iniciales familiar......... Iniciales Investigador: ........ N¥ O
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Quiero explicarte que toda la informacién que entregues para este estudio es
confidencial, es decir, nadie sabrd que estds participando en él. Y ademds, tu
participacion es completamente voluntaria, puedes rechazarla o retirarte en cualquier
momento sin ningun problema.

Si en el futuro tienes alguna pregunta sobre este estudio, por favor siéntete libre
de contactar a la Dra. Maria Ignacia Fuentes quien estara feliz de responder a tus
preguntas. Puedes ubicarla de lunes a viernes entre 8:00-18:00 en el teléfono 02-
23279931.

Muchas gracias por aceptar ser parte de este estudio.

Atentamente,

Maria Ignacia Fuentes, Ph.D.
Investigadora responsable

En conjunto con Dr. Francis Palisson, Dra. Gabriela Repetto, Dra. Constanza Fuentes,
Dra, Maria Elena Mc Nab, Dr. Arturc Kantor, Dr. Mario Zanolli, Dr. Felipe Mellado, Dra.
Joao Yubero, Dr. José Miguel Contreras y dra. Susanne Kramer.

Este estudio ha sido aprobado por el Comité de Etica de la investigacion
Universidad del Desarrollo-Clinica Alemana y por el comité de ética de la Faculiad de
Odontologia de la Universidad de Chile

Cualquier persona con alguna preocupacién sobre el estudio podra también

contactar a:

Comité de Etica de la Investigacion Universidad del Desarrollo-Clinica Alemana,
Presidente: Dr. Marcial Osorio. Universidad del Desarrollo. Teléfono 02-23279157,
horario 9:00hrs a 15:00. Comité de Etica de la Facultad de Odontologia de la
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PROYECTO DE INVESTIGACION: “Determinando las bases genéticas de

los sintomas de Epidemorlisis bulosa mediante asociaciones de genotipo-
fenotipo usando secuenciacién masiva”

Declaracion del paciente que dona la muestra de sangre:

y doy mi autorizacién para participar en este estudio. Declaro que he leido todas las
paginas de este documento y que he sido informado(a) por un médico/enfermera de las
caracteristicas e implicancias de esta investigacion. Comprendo la informacién recibida
y sé que mi participacion es voluntaria, que nadie me obliga y que puedo salir del
estudio cuando quiera.

Declaracion del profesional que solicita el consentimiento para la toma de
muestra de sangre:

He informado al donante las caracteristicas del estudio, las implicancias de su
participacion en éste y las condiciones de la toma de muestra.

Iniciales familiar:........ Iniciales Investigador: ......
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Anexo 3: Asentimiento informado familiares

Version 4.0 02 de Abril 2015

e . & M
D@bRA ODONTOLOGIA Facultad de Mec[i-cuna
28 UNIvE MDD B Cwine Clinica Alermana - Universidad del Desarrolic

Chlle

ASENTIMIENTO INFORMADO FAMILARES (participantes entre 12 y 18 afios)

Hola, te estamos invitando a participar en un estudio llamado "Determinando las
bases genéticas de los sintomas de Epidermolisis bulosa mediante asociaciones
de genotipo-fenotipo usando secuenciacion masiva". Mi nombre es Maria Ignacia
Fuentes y soy la investigadora responsable de esta investigacién. Este trabajo se
realizara entre el Centro de Genética Humana de la Facultad de Medicina de la UDD, la
Fundacién DebRA-Chile y la Facultad de Odontologia de la U de Chile.

Ya hemos conversado con tu papa/mama y éllella estd de acuerdo en que
participes en este estudio. Sin embargo, tu también debes estar de acuerdo. Puedes
conversarlo con tus padres primero y luego decidir libremente si participar o no. Si
durante la conversacidon o lectura de este asentimiento hay alguna palabra que no
entiendas, hazmelo saber para explicartelo cuantas veces sea necesario.

Este estudio se estd haciendo porque queremos encontrar las alteraciones
causantes de los sintomas que tienen los pacientes con EB (por ejemplo, tu
hermanito/a). Y asi en el futuro, el doctor podra usar los datos de esta investigacion
para decidir como tratar mejor a un paciente con EB.

Por eso te estamos pidiendo a ti una muestra de sangre. Aunque la toma de la
muestra no tiene ningln riesgo para ti, podria producirte un poco de dolor y, a veces,
puede dejarte un pequeiio moreton.

Quiero explicarte que toda la informacién que entregues para este estudio es
confidencial, es decir, nadie sabra que estads participando en él. Y ademas, tu

participacion es completamente voluntaria, puedes rechazarla o retirarte"léﬁ’%t%

B [

momento sin ningdn problema. [ comTe

Iniciales familiar:......... Iniciales Investigador: ........ \2.oF 0
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Si en el futuro tienes alguna pregunta sobre este estudio, por favor siéntete libre
de contactar a la Dra. Maria Ignacia Fuentes quien estara feliz de responder a tus
preguntas. Puedes ubicarla de lunes a viernes entre 8:00-18:00 en el teléfono 02-
23279931.

Muchas gracias por aceptar ser parte de este estudio.

Atentamente,

Maria Ignacia Fuentes, Ph.D.
Investigadora responsable

En conjunto con Dr. Francis Palisson, Dra. Gabriela Repetto, Dra. Constanza Fuentes,
Dra, Maria Elena Mc Nab, Dr. Arturo Kantor, Dr. Mario Zanolli, Dr. Felipe Mellado, Dra.
Joao Yubero, Dr. José Miguel Contreras y Dra. Susanne Kramer.

Este estudio ha sido aprobado por el Comité de Etica de la investigacién
Universidad del Desarrollo-Clinica Alemana y por el comité de ética de la Facultad de
Odontologia de la Universidad de Chile

Cualquier persona con alguna preocupacidon sobre el estudio podra también

contactar a:
Comité de Etica de la Investigacién Universidad del Desarrollo-Clinica Alemana,
Presidente: Dr. Marcial Osorio. Universidad del Desarrolio. Teléfono 02-23279157,
horario 9:00hrs a 15:00. Comité de Etica de la Facultad de Odontologia de la
Universidad de Chile, Presidente: Dra. Maria Angélica Torres. Teléfono 02-29781703,
horario: 9:00 a 17:00.

Iniciales familiar......... Iniciales Investigador: ........
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PROYECTO DE INVESTIGACION: “Determinando las bases genéticas de
los sintomas de Epidemorlisis bulosa mediante asociaciones de genotipo-
fenotipo usando secuenciacién masiva”

Declaracion del familiar que dona la muestra de sangre:

y doy mi autorizacién para participar en este estudio. Declaro que he leido todas las
paginas de este documento y que he sido informado(a) por un médico/enfermera de las
caracteristicas e implicancias de esta investigacién. Comprendo la informacion recibida
y sé que mi participacién es voluntaria, que nadie me obliga y que puedo salir del
estudio cuando quiera.

Declaracion del profesional que solicita el consentimiento para la toma de
muestra de sangre:

He informado al donante las caracteristicas del estudio, las implicancias de su
participacion en éste y las condiciones de la toma de muestra.

Iniciales famikiar......... Iniciales Investigador: ....
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Anexo 4: Acta de aprobacién de protocolo de investigacion.
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FACULTAD DE | COMITE ETICO
ODONTOLOGIA | CIENTIFICO ~— ACTA DE APROBACION DE PROTOCOLO DE INVESTIGACION

Cra. MATomesPcte./Dr. £ Rodriguez'Sria. A Herrera'Dra. B. Urzia O0ra. X. Lee MJSma. K Lagos BUSra. .Comee PUSm. V. Redriguez

D.J

ACTAN": 01
1. Acta De Aprobacién De Protocolo De Estudio N° 2015/02
2. Miembros del Comité Etico-Cientifico de la Facultad de Odontologia de la
Universidad de Chile participantes en la aprobacién del Proyecto:
Dra. M* Angélica Torres V Srta. Karin Lagos
Presidente CEC Secretaria CEC
Dr. Eduardo Rodriguez Y. Dra. Ximena Lee .
Membro permanente del CEC Miembro permanente del CEC
Dra. Blanca Urzia Sra. Viviana Rodriguez Srta. Ma. Isabel Cornejo

Miembro permanente del CEC Miembro permanente del CEC Miembro permanente del CEC
3. Fecha d Aprobacién: 15/04/2015

4. Titulo completo del proyecto: FONDECYT Iniciacion, titulado “Determining the genetic

basis of Epidermolysis bullesa symploms through
Genotype-Phenolype associations using Next Generation
Sequencing” Versidn 29 Mayo 2014,

5. Investigador responsable: Dra. Maria Ignacia Fuentes Bustos, Bioguimico, PhD

genética, del Programa De Genética Humana, Facultad de
Medicina Universidad del Desarrollo (Clinica Alemana)

6. Institucidn Patrocinante: Universidad Del Desarrolic / Facultad De Medicina Clinica

Alemana Y Programa De Genética Humana. Auspiciado
por FONDECYT Iniciacién

7. Documentacién Revisada:

»

‘F

‘F

Formulario de Protocolo Pre-aprocbade Completo de Concurso FONDECYT Iniciacion,
titlulade “Determining the genetic basis of Epidermolysis bullosa symploms through
Genotype-Phenotype associations using Next Generation Sequencing” Version 29 Mayo
2014,

Formulario de Asentimiento informado familiares (participantes entre 12 y 18 afos), version
4.0 del 2de Abril del 2015, del Protocolo "Determining the genetic basis of Epidermolysis
bullesa symptoms through Genotype-Phenolype asscciations using Next Generation
Sequencing” Version 29 Mayo 2014.

Asentimiento informado pacientes (participantes entre 12 y 18 afics), version 4.0 del 2de
Abril del 2015, del Protocolo "Determining the genetic basis of Epidermolysis bullosa
symploms through Genotype-Phenotype assocations using Next Generation Sequencing”
Versién 29 Mayo 2014.
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Consentimiente informado familiares y sujetos sanos, version 4.0 del 15 de Abril del 2015,
del Protocolo “Determining the genetic basis of Epidermolysis bullosa symptoms through
Genotype-Phenotype asscciations using Next Generation Sequencing” Version 29 Mayo
2014,

Consentimiento informado pacientes, version version 4.0 del 15 de Abril del 2015, del
Protocolo “Determining the genetic basis of Epidermolysis bullosa symptoms through
Genolype-Phenotlype associations using Next Generation Sequencing” Version 29 Mayo
2014,

E! curriculo Vitae del IP Dra. Maria Ignacia Fuentes Bustos version del 22 de Marzo 2015

Ay

v

Ay

» El curriculo Vitae S. Kramer, co-investigador, version del 22 de Marzo 2015.
» Nomina de los coinvestigadores y colaboradores directos de la investigacion:
*  Dr. Francis Palisson: Dermatdlogo, Hospital Padre Hurtado
¢ Dra. Gabriela Repetto: Genetista, Centro de Genética y Gendmica, Facullad de
Medicina, Universidad del Desarrollo
e Dra Conslanza Fuentes:  Pedialra, Hospital Padre Hurlado
* Dra. Maria Elena Mc Nab:  Médico Cirujano, Hospital Padre Hurtado
e  Dr. Arturo Kantor: Oftaimoélogo, Fundacién Oftalmologica Los Andes
e Dr. Mario Zanolli: Oftaimologo, Hospital Padre Hurtado
¢ Dr. Felipe Mellado: Médico Cirujano, Fundacién Oftalmologica Los Andes
¢ Dra. Joao Yubero: Pediatra, Hospitlal Padre Hurlado
*  Dr. José Miguel Contreras:  Olorrinolaringélogo, Clinica Alemana de Santiago
¢  Dra. Susanne Kramer Cirujano Dentista, Clinica Odontoldgica, Facullad de
Odontologia U. de Chile.
» Carla de adjudicacion del Fondecyt del 29/Nov/2014.
» Carla de aceplacion de la Directora de la Clinica Odonfolégica de las Facullad de
Odontologia de la U de Chile del 30/03/2015
» Aprobacion del CEC-Facullad de Medicina, U. del Desarrollo del 1/09/2014
» Cerlificado de Bioseguridad de Facullad de Medicina, U. del Desarrollo del 3/10/2014
» Ficha OMS adaptada para EB

7.- Caracter de la poblacion: En esta investigacion descriptiva analitica, se reclutara un minime
de 100 participantes y se estima un maximo de 450, eslo es pacientes con Epidermdlisis Bullosa
(EB) de 4 a 77 anfos, familiares y sujelos sancs. Se espera enrolar a todos los pacientes con EB,
que se atienden en la fundacion DEBRA-Chile n=200 segun epidemiologia efectuada por DEBRA
Chile en Marzo 2015, sus padres (2x200) y 50 sujetos sanos.

8.- Fundamentacion de la aprobacion

La Epidermolisis Bullosa (EB), es un grupo de enfermedades genélicas hereditarias,
caraclerizadas por la excesiva fragilidad de la piel con formacion de ampollas con un minimo
frauma; es la enfermedad mas dolorosa en los nifos y sus diferentes formas hacen que sea dificil
de diagnoslicar, sobre todo en recién nacides donde lodos se ven muy similares. Ademas del gran
numero de genes implicados, hay miles de diferentes mutaciones y es muy dificl predecir los
sintomas que tendra un paciente EB. Un diagnéstice correclo puede prevenir las complicaciones
graves y mejorar su tasa de supervivencia, asf la oblencion del diagnéstico genético resulta crucial
para clasificar la enfermedad y decidir cémo tralar y aconsejar a los pacientes. Esle proyecto
prelende aportar a la comprension de cémo el genotipo influye en el fenotipe en EB mediante la
secuenciacion de lodos los genes relacionados con la enfermedad EB descritos hasta la fecha en
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pacientes seguidos por la Fundacion DEBRA en Chile y relacionarlas con las caracleristicas
clinicas detalladas con la ayuda de herramientas esladisticas y de bicinformatica.

Esle comité ha considerado que esta investigacion cumple con los estandares élicos, la actividad
cientifica propuesla se enmarca en los principios de respelo a los derechos humanos,
garantizandolos en todos los procedimientos, metodolegias y procesos de investigacion, asi como
en el manejo, divulgacion y archivo de los datos oblenidos garantizando el derecho a la privacidad
y al anonimato de los sujetos de investigacion.

La invesligacion no vulnera la dignidad de los sujetos y se ha tomado en cuenta la autonomia de
los participantes mediante la toma de consentimiento informado y asentimientos.

En vidud de las consideraciones anteriores, el Comité Etico Cientifico de la Facullad de
Odontologia de la Universidad de Chile, olorga la aprobacion élica para la realizacion del Estudio
Tilulade "Determining the genetlic basis of Epidermolysis bullosa symploms through Genotype-
Phenotype associations using Next Generation Sequencing” Version 29 Mayo 2014, dirigido por la
Dra. Maria Ignacia Fuentes Buslos, en sesidn del dia 15 de abril del afio 2015.

Esla aprobacidn se extiende por un plazo de 36 meses, a contar de esta fecha.

Se recomienda al investigador responsable conservar los Documentos de Cl firmados por los
pacientes y verificados con su firma, debera ademas lener presente que se debe:
* Enviar para aprobacion o toma de conocimientc de nueva documentacion relacionada al
estudio.
* Informar cambio en los delegados del Director de la Institucion ¢ de cualquier enmienda al
protocolo.
*  Enviar anualmente avances del Proyecto.
+ Solicitud de extension de plazo de aprobacion.
* Enviar informe final del Proyecto.

Los items minimos que deben contener los informes anuales y el informe final, son los siguientes:
Cumplimiente de los objetivos.

Numero de Sujetos enroladoes.

Numero y motivo de los sujelos que abandonan o se retiran de la investigacion

Resumen de eventos adversos serios ya reporlados al Comité.

Listado de desviaciones al Proyeclo.

OO N=

Este Comité se reserva el derecho de monitorear este proyeclo si lo considera necesario y el
investigador deberd, bajo mulue acuerdo, presentar los antecedentes solicitados.

Saluda atentamente a Ud.
o~ \U v
Dra. Maria Angélica Torres V.

PRESIDENTE (A)
COMITE ETICO CIENTIFICO-

L €
| =3
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Anexo 5: Formulario de evaluacion de la salud bucodental adaptado para

pacientes con EB.

FORMULARIO OMS DE EVALUACION DE LA SALUD BUCODENTAL Adaptado para EB
PAIS
Dejese en blanco Afio Mes Dia Nom de i i Copia/Original
[©) 4) &) [ 8) @[T Qoo oo T T T Joo [ Jus [ Jus)
INFORMACION GENERAL
Nombre: DgEB E(zm
Afo Mes - Subtipo (30)
Fecha o T 1T T Jeo Profesién (25)
Edad en Afics 20| (22) i (25)[ (27) [ para el examen. ey
Sexo M=1, F=2 |23 Tipe de emplazamiento |28 Motivo: N 0: No
1=urbano, 2=periurb.. 3=rural 1:8i
EVALUACION CLINICA (32) EVALUACION DE LA ARTICULACION TEMPCROMANDIBULAR
EVALUACION EXTRACRAL
0= Aspecto Extraoral Normal SINTOMAS SIGNOS Chasquido (34)
1= Ulceras, Inflamaciones, Erosicnes, fisuras 0= No D(SS) 0= No Doler por Palpacién (35)
{cabeza, cuello, extremidades) 1= Si 1= Si Mevilidad reducida (36)
2= Ulceras, Inflamaciones, Erosicnes, fisuras 9= No Registrado 9= No Registrade de la mandibula {(<30mm)
{nariz, mejilla, barbilla)
3= Ulceras, Inflamaciones, Erosiones, fisuras
{comisuras)
4= Ulceras, Llagas, Inflamaciones, Erosiones, fisuras APERTURA BUCAL {microstomia)
{borde bermellén) 0= Normal (50-60mm)
5= Cancer Oral Microstomia leve (41-50mm) D
6= Anomalias de los labics superior e inferior Microstomia moderada (31-40mm)
7= Ganglios linfaticos abultades {cabeza, cuello) Microstomia severa {(menor 30 mm) mm)
8= Ctras hinchazones de la cara y mandibula = mayora 61mm
= No registrado = No registrado
MUCOSA ORAL LOCALIZACION BULLAS
0= Ningun estado anormal (37 {40) 0= Borde bermellén 0= No presenta :l
1= Tumor Maligno (cancer oral) (38) (41) 1= Comisuras 1= Hemormagicas
2= Leucoplasia (39) {42) 2= Labios 2= No Hemorragicas
3= Liguen Plano 3= Surcos
4= Ulcera (aftosa, herpética, traumética) 4= Mucosa bucal
5= Gingivitis necrotizante aguda = Piso de la boca
6= Candidiasis 6= Lengua
7= Absceso = Paladar duro y/o blando
&= Otro trastomo (especifiquese si es posible) . )= Bordes alveolares/encias
9= No registrado Eritema Gingival, Bullas 9= No registrado

PROFUNDIDAD DE VESTIBULO

Medido en mm con sonda periodontal desde fondo de vestibulo

al limite Amelo-cementario o limite superior reborde alveolar

16/55 13/53 11/51 2363 2665 ANQUILOGLOSIA

0= Sobrepasa el borde incisal en ..mm
1= A nivel del borde incisal
26085 2383 31/71 3NT3 3675 2= No llega al borde incisal
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OPACIDADESHIPCPLASIAS DEL ESMALTE FLUORCSIS DENTAL FLUJO SALIVAL
0= Normal
1= Opacidad delimi 14 13 12 11 21 22 23 24 = Normal ....mm
2= Opacidad difusa ey T T T T [ 1 Jeo = Discutible
3= Hipoplasia [0 | [ lis2y Muy ligera
4= Ofros defectos 46 36 Ligera s CEC (DG con biopsia)
5= Opacidad delimitada y difusa Mcderada
6= Opacidad delimitada e hipoplasia Intensa No presente
7= Opacidad difusa e hipoplasia Excluida 1= Presente D
= Las tres alteraciones No registrada
= No registrado
ESTADO DE LA DENTICION Y NECESIDAD DE TRATAMINETO pzs. pzs.
tem per SITUACION TRATAMIENTO
55 54 53 52 51 61 62 63 64 65 A 0 Satisfactoria 0 Ninguno
18 17 18 15 14 13 12 11 21 22 23 24 25 26 27 28 B 1 Cariado P Preventivo
Corona (56)[ (81) C 2  Obturado, con caries F  Obt. Fisura
i (98)| [ 1 | J¢113) D 3 Obturado, sin caries 1 1obtsuperf
E 4 Perd xcaries 2 20+ obtsuper
§  Perd. x otro motive 3 Corona
F 6  Fisura Obturada 4 Revesti% o lamina
B5 B4 83 82 81 71 72 73 74 75 G 7  Soporte puente 5  Cuidado pulpa + rest
48 47 48 45 44 43 42 41 31 32 33 34 35 36 37 38 8  Diente sin brotar 6  Extraccién
Corona (114) (129) T T Traumatisme (fractura) 7  Otra:
i (148) (161) 9 Noregistrado 2 Otra:
RS RS SRR PO SRR SURIN N FRN RN SR SN S SN S S - 9 Noregistrado
INDICE DE HIGIENE ORAL FUNCION LINGUAL RESPIRACION
0= 16/55 11 26085 0= Normal En reposo 0= Nasal
1= 1= Alterada En deglucion 1= Mixta ™
2= En foncarticulacién 2= Bucal
= AG/B5 31 3675
SITUACION DE PROTESIS NECESIDAD DE PROTESIS
0= Ninguna Prétesis Superior Inferior 0= Ninguna Prétesis necesaria Superior Inferior

1= Puente
2= Mas de un puente
3= Dentadura postiza parcial

(e[ Jce3)

1= Necesidad de prétesis unitaria
Necesidad de prétesis multiunitaria

Necesidad de una combinacién de prétessi unitaria

e[ Jue3

y multiunitaria

= Does puentes y detadura postiza parcial Necesidad de prétesis completa
= Dentadura completa removible No registrado
9= No reg
NECESIDAD INMEDIATA DE ASISTENCIAY CONSULTA CONSULTA
Trastomo que amenaza la vida (177) 0= Ausente 0= Consulta D(!SO)
Dolor o infeccién (178) 1= Presente 1= Pabellon
Otro pecifique) (179) 9= No 9= No i

Susanne Krémer i com Uni

idad de Chile
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ID
Mut.

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19
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Anexo 6: Descripcion de mutaciones y la proporcion de la caracteristica grado de
depapilacion lingual.

Mutacion

c.2005C>T
(heterocigoto C.)

¢.3970delC
(heterocigoto C.)
€.4342-2A>G
(heterocigoto C.)
c.4775G>A
(heterocigoto S.)
c.5318G>T
(heterocigoto S.)
¢.5632+1G>T
(heterocigoto C.)
¢.5932C>T
(homocigoto )
c.6026G>A
(heterocigoto S.)
c.67100G>A
(heterocigoto S.)
c.6127G>A
(heterocigoto S.)
c.6527 _6528ins
C

Homocigoto

Heterocigoto C.

c.7708delG
Homocigoto

Heterocigoto C.

c.7876-1G>A
(heterocigoto C.)
c.8245G>A
(heterocigoto C.)
c.8329C>T
(heterocigoto C.)
c.8393T>G
(heterocigoto C.)
c.185C>T
(heterocigoto C.)
c.5565_5568+8d
elGAAGGTAAA
GTCinsA
(heterocigoto C.)
c.3264_5293
(heterocigoto C.)

Gen

COL7A1

COL7A1

COL7A1

COL7A1

COL7A1

COL7A1

COL7A1

COL7A1

COL7A1

COL7A1

COL7A1

COL7A1

COL7A1

COL7A1

COL7A1

COL7A1

COL7A1

COL7A1

COL7A1

COL7A1

COL7A1

Tipo-Subtipo
DE EB
EBDR gen
sev/EBDR gen
intermed

EBDR gen sev
EBDR gen intermed
EBDD gen

EBDD acral

EBDR gen intermed
EBDR gen sev
EBDD gen

EBDD

gen
EBDD gen

acral/EBDD

EBDR gen sev/
EBDR gen intermed

EBDR gen sev/

EBDR gen intermed/
EBDR pretibial

EBDR gen sev

EBDR gen
sev/EBDR gen
intermed

EBDR gen sev
EBDR gen intermed
EBDR gen intermed
EBDR gen intermed
EBDR gen intermed/

EBDR pretibial
EBDR gen intermed

EBDR gen intermed

N
pacientes

12*

8*

1*

N total
Alelos

16

12

16

N alelos de

pacientes

con Lengua

Completa-
mente
Depapilada
(%)

1 (50%)

1 (100%)
0%
0%
0%

1 (25%)
2 (100%)
0%
0%

0%

16 (100%)

7 (58,3%)

16 (100%)

6 (75%)

1(100%)

1 (100%)

1 (100%)
0%
0%

1 (100%)

0%

N alelos de
pacientes
con lengua
Parcial-
mente
Depapilada
(%)

1 (50%)

0%

2 (100%)
0%
0%

2 (50%)
0%
0%
0%

0%

0%

1(8,3%)

0%

1(12,5%)

0%
0%
0%
0%
0%

0%

1(100%)

N alelos
de
pacien-
tes con
lengua
papila-
da

(%)

0%

0%
0%

2
(100%)
2
(100%)
1 (25%)
0%

1
(100%)
5
(100%)

3
(100%)

0%

(33,3%)

0%

]
(12,5%)

0%
0%
0%

1

(100%)

3

(100%)
0%

0%



20

21

22

23

24

25

26

27

28

29

30

31

32

33

34

35

36

37

38

39
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c.6082G>A COL7A1 | EBDD acral 1 1 0% 0% 1
(heterocigoto S.) (100%)
c.3228+1G>A

2 4 0% 0% 4
Homocigoto LAMB3 EBJ gen intermed (100%)

1
Heterocigoto C. LAMB3 | EBJ gen sev 1* 1 0% 0% (100%)
c.823-1G>A EBJ gen sev 1* 1 0% 0% 1
(heterocigoto C.) (100%)
LAMB3

c.467A>G FERMT | SK 1 2 0% 0% 2
(homocigoto) 1 (100%)
¢.5539C>T EXPH5 EBS autosomal 1 2 0% 0% 2
(homocigoto) recessive EXPH5 (100%)
c.442C>T KRT14 EBS autosomal 2 4 0% 0% 4
(homocigoto) recessive K14 (100%)
c.346A>G KRT14 EBS loc 1 1 0% 0% 1
(heterocigoto S.) (100%)
c.1429G>A KRT5 EBS gen intermed 1 1 0% 0% 1
(heterocigoto S.) (100%)
c.1437C>A KRT5 EBS gen intermed 2 2 0% 0% 2
(heterocigoto S.) (100%)
c.519G>T KRT5 EBS gen intermed 1 1 0% 0% 1
(heterocigoto S.) (100%)
c.968T>A KRTS EBS gen intermed 5 5 0% 0% 5
(heterocigoto S.) (100%)
c.504G>C KRTS EBS loc 1 1 0% 0% 1
(heterocigoto S.) (100%)
c.1649delG ( | KRT5 EBS loc 2 2 0% 0% 2
heterocigoto S.) (100%)
c.6955C>T PLEC EBS-dm 1 1 0% 0% 1
(heterocigoto S.) (100%)
c.1002G>A TGM5 SDCA 1* 1 0% 0% 1
(heterocigoto C.) (100%)
c.1664_1664del | TGM5 SDCA 1* 1 0% 0% 1
T (heterocigoto (100%)
C)
c.337G>T

1 2 0% 0% 2
Homocigoto TGMS SDCA (100%)

1* 1 0% 0% 1(100%)
Heterocigoto C. TGM5 SDCA
c.644G>A 2% 2 0% 0% 2
(heterocigoto C.) | TGMS SDCA (100%)
c.817G>A 1* 1 0% 0% 1
(heterocigoto C.) | TGM5 | SDCA (100%)
c.928 938delGG | TGM5 | SDCA 1 2 0% 0% 2
AAACCTGAT (100%)

(homocigoto)

* Debido a que se hizo una descripcion de cada mutacién por separado, en el caso
de los heterocigotos compuestos (heterocigotos C.; constituidos por 1 par de
mutaciones distintas) se sobrecontd el numero de pacientes, por lo que el nUmero

real de casos con este tipo de combinacion es de 23 y no de 46.
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Anexo 7: Descripcidon de las combinaciones de mutaciones recesivas en el gen
COL7A1 y la proporcion de la caracteristica grado de depapilacion lingual.

Mutacion
Alelo 1

c.4342-2A>G
c.2005C>T
c.2005C>T
¢.3970delC
c.5532+1G>T
c.5532+1G>T
c.5532+1G>T
c.5532+1G>T

c.6527_6528insC
c.6527_6528insC

€.6527_6528insC
€.6527_6528insC

€.6527_6528insC
€.6527_6528insC
c.6527_6528insC

c.7708delG
c.7708delG

Mutacion
Alelo 2

€.6527_6528insC
c.4342-2A>G
c.7708delG
c.6527_6528insC
€.6527_6528insC
c.8245G>A
c.7708delG
c.3264_5293

c.6527_6528insC
c.6527_6528insC

c.7708delG

c.5565_5568+8delGA

AGGTAAAGTCinsA
c.185C>T

c.8329C>T
c.185C>T

c.7876-1G>A
¢.8393T>G

N
Pacientes

Diagnostico
Clinico
EBDR gen

intermed
EBDR gen
intermed

EBDR gen sev
EBDR gen sev

EBDR gen
intermed
EBDR gen
intermed
EBDR gen
intermed
EBDR gen
intermed

EBDR gen sev
EBDR gen
intermed

EBDR gen sev

EBDR gen
intermed
EBDR gen
intermed
EBDR gen
intermed

EBDR pretibial
EBDR gen sev
EBDR gen
intermed

N de pacientes
con lengua
completamente
Depapilada
(%)

0%
0%

1 (100%)
1 (100%)
0%

1 (100%)
0%
0%

7 (100%)
0%

4 (100%)
1 (100%)

0%
1 (100%)
0%

1 (100%)
0%

N de
pacientes
con lengua
parcialmente
depapilada
(%)

1 (100%)
1 (100%)
0%

0%

0%

0%

1 (100%)
1 (100%)

0%
1 (100%)

0%
0%

0%
0%
0%

0%
0%

N de
pacientes
con
lengua
papilada
(%)
0%
0%
0%
0%
1(100%)
0%
0%
0%

0%
0%

0%
0%

1 (100%)
0%
2 (100%)

0%
1 (100%)
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Anexo 8: Descripcion de las mutaciones y la caracteristica grado de
anquiloglosia.

N° de alelos segun los diferentes grados

ID Tipo- N N de anquiloglosia.
Mut. Mutacién Gen Subtipo Pacien- | total sin
De EB tes alelos = anquilo Media Mode- = Severa Com-
glosia rada pleta
1 €.2005C>T COL7A1 | EBDR gen 2% 2 1 1
(heterocigoto C.) sev/EBDR
gen
intermed
2 ¢.3970delC  (heterocigoto C.) | COL7A1 | EBDR gen 1* 1 1
sev
3 c.4342-2A>G  (heterocigoto | COL7A1 | EBDR gen 2* 2 1 1
C.) intermed
c.4775G> eterocigoto S. gen
4 4775G>A  (h igoto S.) | COL7A1 | EBDD 2 2 2
5 c.5318G>T _ (heterocigoto S.) | COL7A1 | EBDD acral 2 2 2
6 c.5532+1G>T  (heterocigoto | COL7AT | 'EBDR gen 4+ 4 3 1
C) intermed
7 ¢.5932C>T  (homocigoto) | COL7AT "EBDR gen 1 2 2
sev
8 c.6026G>A__(heterocigoto S.) ggfﬁ; EBDD gen 1 1 1
9 c.6100G>A  (heterocigoto S.) 7 EBDD 5 5 5
acral/EBDD
gen
10 c.6127G>A  (heterocigoto S.) EBDD gen 3 3 3
11 c.6527_6528insC COL7AT
Homocigoto COL7A1 SE(_:I‘BVI? REBgsa'g 8 16 2 12 2
gen
intermed
Heterocigoto C. COL7A1 EB?REBQSIQ 12* 12 5 2 5
sev,
gen
intermed/
EBDR
pretibial
12 c.7708delG
Homocigoto coL7A1 | EBDR gen 8 16 2 2 12
sev
Heterocigoto C. COL7A1 | EBDR gen 8* 8 3 1 3 1
sev/EBDR
gen
intermed
13 c.7876-1G>A (heterocigoto | cOL7A1 | EBDR gen 1* 1 1
C) sev
14 c.8245G>A  (heterocigoto C.) | COL7A1 | EBDR gen 1* 1 1
intermed
15 c.8329C>T (heterocigoto C.) | COL7A1 | EBDR gen 1* 1 1
intermed
16 c.8393T>G (heterocigoto C.) | COL7A1 | EBDR gen 1* 1 1
intermed
17 c.185C>T (heterocigoto C.) | COL7A1 | EBDR gen 3* 3 3
intermed/
EBDR
pretibial
18 c.5565_5568+8delGAAGGTA COL7A1 | EBDR gen 1* 1 1
AAGTCinsA (heterocigoto C.) intermed
19 c.3264_5293 (heterocigoto | COL7A1 | EBDR gen 1* 1 1
C) intermed

20 c.6082G>A (heterocigoto S.) COL7A1 | EBDD acral 1 1 1



21

22

23
24

25

26
27

28
29
30
31
32
33
34
35
36

37
38

€.3228+1G>A

Homocigoto

Heterocigoto C.

c.823-1G>A

c.467A>G
c.5539C>T

c.442C>T

c.346A>G
c.1429G>A

c.1437C>A
c.519G>T
c.968T>A
c.504G>C
c.1649delG

€.6955C>T
c.1002G>A

(heterocigoto C.)

(homocigoto)
(homocigoto)

(homocigoto)

(heterocigoto S.)
(heterocigoto S.)

(heterocigoto S.)
(heterocigoto S.)
(heterocigoto S.)
(heterocigoto S.)
(heterocigoto S.)

(heterocigoto S.)
(heterocigoto C.)

c.1664_1664delT
(heterocigoto C.)

c.337G>T

Homocigoto

Heterocigoto C.
c.644G>A (heterocigoto C.)
¢.817G>A (heterocigoto C.)
c.928_938delGGAAACCTGAT

(homocigoto)

LAMB3

LAMB3

LAMB3

FERMT1
EXPHS5

KRT14

KRT14
KRTS

KRTS

KRTS

KRTS

KRTS

KRTS
PLEC
TGMS5
TGMS5

TGMS5
TGMS5
TGMS5
TGMS5
TGMS5

EBJ gen
intermed
EBJ gen
sev

EBJ gen
sev

SK

EBS
autosomal
recessive
EXPH5
EBS
autosomal
recessive
K14

EBS loc
EBS gen
intermed
EBS gen
intermed
EBS gen
intermed
EBS gen
intermed
EBS loc
EBS loc
EBS - dm
SDCA
SDCA

SDCA
SDCA
SDCA
SDCA
SDCA

1*

1*

alalalpn =

N=IN =N

alalaln =

N=2IN=N
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* Debido a que se hizo una descripcion de cada mutacién por separado, en el caso

de los heterocigotos compuestos (heterocigotos C.; constituidos por 1 par de

mutaciones distintas) se sobrecontd el numero de pacientes, por lo que el numero

real de casos con este tipo de combinacion es de 23 y no de 46.
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Anexo 9: Descripcion de las Combinaciones de Mutaciones en el gen COL7A1y
la caracteristica grado de anquiloglosia.

Mutacion Mutacion Subtipo de EB N total N pacientes que | N paciente
Alelo 1 Alelo 2 pacientes presentan sin
Anquiloglosia(%) | anquiloglosia
(%)

c.4342-2A>G c.6527_6528insC EBDR gen intermed 1 1 (100%) 0%
c.2005C>T c.4342-2A>G EBDR gen intermed 1 0% 1 (100%)
c.2005C>T c.7708delG EBDR gen sev 1 1 (100%) 0%
¢.3970delC c.6527_6528insC EBDR gen sev 1 1 (100%) 0%
c.5532+1G>T c.6527_6528insC EBDR gen intermed 1 0% 1 (100%)
c.5532+1G>T c.7708delG EBDR gen intermed 1 0% 1 (100%)
c.5532+1G>T c.3264_5293 EBDR gen intermed 1 0% 1 (100%)
c.5532+1G>T c.8245G>A EBDR gen intermed 1 1 (100%) 0%
€.6527_6528insC | ¢.6527_6528insC EBDR gen sev 7 7 (100%) 0%
c.6527_6528insC | ¢.6527_6528insC EBDR gen intermed 1 1 (100%) 0%
c.6527_6528insC | c.185C>T EBDR gen intermed 1 0% 1 (100%)
€.6527_6528insC | ¢.5565_5568+8delGA | EBDR gen intermed 1 1 (100%) 0%
AGGTAAAGTCinsA
€.6527_6528insC | c¢.7708delG EBDR gen sev 4 3 (75%) 1(25%)
c.6527_6528insC = ¢.185C>T EBDR pretibial 2 0% 2 (100%)
c.6527_6528insC | ¢.8329C>T EBDR gen intermed 1 1 (100%) 0%
c.7708delG c.7708delG EBDR gen sev 8 7 (88%) 1(22%)
c.7708delG c.8393T>G EBDR gen intermed 1 0% 1 (100%)
c.7708delG c.7876-1G>A EBDR gen sev 1 1 (100%) 0%
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Anexo 10: Abreviaciones utilizadas

En este trabajo se utilizaron las abreviaciones en cada tipo y subtipo de

epidermdlisis bullosa:

EB: epidermdlisis bullosa

EBD: epidermdlisis bullosa distrofica

EBDD: epidermdlisis bullosa distrofica dominante

EBDD gen: epidermdlisis bullosa distrofica dominante generalizada
EBDR: epidermdlisis bullosa distrofica recesiva

EBDR gen sev / intermed: epidermdlisis bullosa distréfica recesiva generalizada
severa / intermedia.

EBJ: epidermalisis bullosa Juntural

EBJ gen intermed / sev: epidermdlisis bullosa Juntural intermedia / severa
SK: Sindrome de Kindler

EBS: epidermdlisis bullosa simplex.

EBS loc: epidermdlisis bullosa simplex lozalizada.

EBS gen intermed: epidermdlisis bullosa simplex generalizada intermedia.
EBS - dm: epidermdlisis bullosa simplex con distrofia muscular

SDCA: Sindrome descamativo cutaneo Acral.

MB: Membrana Basal

ZMB: Zona de la Membrana Basal.

Heterocigoto S.: Heterocigoto simple

Heterocigoto C.: Heterocigoto compuesto



