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PARTE |

INTRODUCCION

1.1. Definicién e Historia

El Liguen escleroso (LE) es una enfermedad inflamatoria cronica de etiologia
desconocida que afecta fundamentalmente a la piel genital. Se caracterizada por
la presencia de papulas o placas blancas atroficas v afecta de forma fundamental
a las mujeres posmenopausicas. La prevalencia en la poblacion general se estima
en 1de cada 300-1.000 individuos. Aungque pueden existir lesiones extragenitales
hasta en un 15-20%, la mayoria aparecen en la zona anogenital.

El LE fue descrito por primera vez en 1887 por Francois Henri Hallopeau? Sin em-
bargo, fue en el 1892 cuando se describieron los tipicos cambios histopatologi-
cos por Ferdinand Jean Darier. Posteriormente, Unna, Westberg y von Zumbusch
enumeraron las caracteristicas clinicas del LE en varios casos clinicos lo cual
contribuyo al acuhamiento de varios términos para definir el trastorno como en-
fermedad de las manchas blancas, liguen blanco, kraurosis vulvar, balanitis xerotica
obliterans, etc. Esto ha complicado bastante la busqueda bibliografica.

Hoy en dia, se usa el término de LE, propuesto por la sociedad internacional para
el estudio de la enfermedad vulvar (ISSVD International Society for the Study of
Vulvo vaginal Disease) v es el mas frecuentemente usado?.

1.2. Etiologia

Aungue La etiologia exacta del LE es desconocida, se considera una enfermedad
de origen multifactorial en la que actuarian factores inmunoldgicos v ambientales
sobre pacientes genéticamente predispuestos.

Cada vez se aboga mas por el mecanismo autoinmune como inductor de las le-
siones basado en su asociacion con otras enfermedades de este tipo hasta en un
21-28% de los casos. Se ha asociado fundamentalmente a la tiroiditis de Hashimo-
to, la alopecia Areata, el vitiligo y la anemia perniciosa*?®. Ademas, la presencia de
anticuerpos circulantes antiproteina 1 de la matriz extracelular (ECM-1) hasta en el
80 % de estos pacientes apoya dicha teoria (anticuerpos IgG anti ECM-D™°. Se ha
sugerido que la matriz extracelular podria actuar como autoantigeno vy provocar
el inicio de las lesiones mediado por células T¢.

Como en la mayoria de las enfermedades autoinmunes, la predisposicion gené-
tica contribuye al desarrollo de la enfermedad, lo cual se pone de manifiesto en
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estudios realizados con gemelos monocigoticos™? Ademas, se ha observado una
asociacion con el antigeno MHC (Complejo Mayor de Histocompatibilidad) clase
[ HLA-DQ7'%. La existencia de susceptibilidad genética para la esclerosis dentro
del MHC se subraya por los hallazgos en la misma region de un mayor riesgo de
enfermedades autoinmunes.

Entre los factores ambientales cabe destacar el posible papel del estrés oxidativo
en la patogenia del LE™™. La influencia de este mecanismo se basa en un analisis
de la piel lesionada gue mostro una peroxidacion de los lipidos de las células epi-
dérmicas de la capa basal con dafo oxidativo del DNA v de las proteinas, aunque
se desconoce si este factor es causa o consecuencia de la propia enfermedad.
Por otro lado, se han demostrado alteraciones en el gen pb3 en pacientes con
LE vulvar vy un mayor dano oxidativo tisular secundario a una alteracion funcional
enzimatica antioxidante, lo gue explicarfa un mayor riesgo oncogénico.'®

El LE y el abuso sexual pueden coexistir pudiendo actuar el abuso sexual como un
gatillo o punto de partida para el inicio de un LE como fenomeno de Koebner'®

1.3. Incidencia

La incidencia de LEV es desconocida v probablemente infra-estimada debido a
gue inicialmente puede ser asintomatica y esquiva en el diagnostico. La prevalen-
cia en mujeres adultas es de un 3% aproximadamente®™. Estudios prospectivos vy
retrospectivos en adultos sugieren que el LE es una de las causas mas frecuentes
de enfermedad vulvar sintomatica. Las mujeres se afectan mas que los hombres
con una ratio de 6:1. La presentacion genital en mujeres tiene dos picos de edad
de presentacion, prepuberal y postmenopausica, pero hay muchos casos descritos
a lo largo de la vida reproductiva de la mujer?®. Dos tercios de los casos infantiles
experimentan mejoria o curacion al llegar la menarquia, mientras que las formas
del adulto tienden a hacerse cronicas, con fases de exacerbacion y remision, pu-
diendo progresar a un carcinoma espinocelular?-?’.

1.4. Manifestaciones clinicas

El LE afecta fundamentalmente a la zona anogenital, sin embargo, puede afectar
también a la piel extragenital. Se han descrito casos de presentacion siguiendo las
lineas de Blaschko?®. Tiene predileccion por la zona cervical, hombros, superficies
flexoras de munecas y zonas sometidas a presion constante como pueden ser
las caderas o los hombros. El LE extragenital normalmente no produce sintomas
salvo la sequedad v el prurito asociado.
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| INTRODUCCION

La afectacion de la cavidad oral, palmas
o plantas es rara. En la boca, pueden
aparecer papulas blanco-azuladas de
5 mm de diametro en la mucosa yu-
gal o debajo de la lengua que pueden
desembocar en erosiones o zonas de
atrofia cicatricial.

En fases iniciales las lesiones suelen ser
poligonales, blanco-azuladas, brillantes

Fig. 1. LE extragenital

v ligeramente sobreelevadas en forma
de papulas interfoliculares. Con el paso del tiempo estas papulas confluyen o
aumentan de tamafo. La mayoria de los pacientes presentan papulas de color
marfil, brillantes o con superficie arrugada de aspecto cicatricial. A veces, las lesio-
nes pueden adqguirir una tonalidad rosada o violeta claro y en las zonas de roce,
pueden adquirir un aspecto de parche. En estadios mas avanzados, se pueden
ver telangiectasias junto con un aplanamiento de la interfaz entre la epidermis vy
la dermis lo que resulta en una fragilidad de la union dermoepidérmica que puede
llegar a traducirse en la formacion de ampollas hemorragicas?®.

En mujeres la afectacion mas frecuente es la zona vulvar v perianal en forma de
ocho. El picor es el sintoma principal, aungue el dolor también es comun debido
a las erosiones v fisuras. El prurito frecuentemente empeora por la noche vy en
ocasiones puede producir alteraciones del suefo. La dispareunia sucede con las
erosiones, fisuras vy el estrechamiento del introito. Estos sintomas pueden producir
disuria y dolor durante la defecacion. Las lesiones tipicas son papulas o placas de
color blanco porcelana asociadas frecuentemente a zonas de equimosis. El LE co-
mienza frecuentemente como un area delimitada ligeramente elevada, eritematosa
con facilidad para erosionarse. Con el paso del tiempo, la piel se vuelve brillante,
hipopigmentada vy esclerdtica, pudiendo fisurarse. La reaccion cicatricial asociada
puede producir fusion vy reabsorcion de labios mayores, menores y enterramiento
del clitoris. La combinacion de erosiones vy sangrado puede llevar al diagnostico
erroneo de abuso sexual por lo que es esencial un cuidadoso examen fisico apo-
yvado en la mayoria de los casos con un diagnostico histologicos°.

Los signos mas precoces del LEV suelen ser la aparicion de placas blanguecinas.
Mas tarde aparecen las flictenas hemorragicas que es un signo caracteristico del
LEV. A medida gue la enfermedad evoluciona se produce una fusion de labios
menores y mayores, una fimosis del clitoris v un estrechamiento del introito.

La vagina vy el cérvix guedan preservados a menos que haya un prolapso vaginal
v la mucosa se gueratinice v pueda desarrollar la enfermedad3'32. Las lesiones

25



Mons pubis

. _~Clitoral hood
Labia majora: « -~

. 4 ~——— Clitoral glans

L i =a—Urinary meatus.
Labia minorat=—1" . |

. “*Vaginal orifice’

Perineumnm
"ﬂ‘_‘_h-‘--‘--
Anus

Fig. 2A. Vulva en paciente con LEV Fig. 2B. Vulva sin patologia

perianales ocurren en el 30% de las mujeres pudiendo extenderse a los pliegues
inguinales y gluteos.

La mayoria de los datos sugieren gue el LE no es precanceroso de forma intrin-
seca, pero el hecho de que esté considerado como una entidad con inflamacion
cronica en un entorno humedo puede promover la carcinogénesiss. El riesgo de
malignizacion es de aproximadamente 3.5%-5%23. Sin embargo, el analisis patolo-
gico del carcinoma escamoso vulvar indica que aproximadamente el 60% ocurre
en un entorno de LE?3?4 E| LE parece actuar tanto como iniciador y promotor de
la carcinogénesis por mecanismos independientes del VPH. Sin embargo, es fre-
cuente encontrar VPH en neoplasias intraepiteliales (VIN) asociadas con LE®S. La
mayoria de los pacientes que sufrieron cancer (carcinoma de células escamosas)
en la zona habian recibido radioterapia o infeccion previa por el virus del papiloma
humano en el caso de las pacientes jovenes (VPH 16 y VPHI18). La recurrencia local
de carcinoma vulvar de células escamosas es mayor en pacientes con LE.

1.5 Hallazgos Histoldgicos.

La histologia convencional muestra hipergueratosis ortoqueratosica en la epi-
dermis, atrofia, degeneracion hidropica de las células basales, hendiduras der-
moepidérmicas y ocasionales tapones corneos ortoqueratdsicos de los orificios
foliculares vy ecrinos en las lesiones cutaneas®t. En dermis papilar aparece edema
vy homogenizacion del colageno, adoptando un aspecto en vidrio esmerilado. Se
aprecia un infiltrado focal perivascular o en banda de células mononucleares v
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células plasmaticas, que separa la dermis papilar edematosa de la dermis reticular,
junto a capilares dilatados. En casos avanzados la piel adguiere el aspecto de un
proceso cicatricial inespecifico. Estas lesiones histoldgicas del liquen escleroso
pueden asociarse a cambios de liguen plano o morfea3®.

El estudio inmunohistoguimico con anticuerpos policlonales para colageno |y |1,
vy un anticuerpo monoclonal para elastina demuestra una andmala distribucion de
éstos, gue contribuye a la fragilidad vy atrofia clinicamente evidentes?®

Inicialmente se produce un edema dérmico superficial asociado a un infiltrado
linfocitico “band-like”. La epidermis se adelgaza junto con una ortohipergueratosis
vy degeneracion vacuolar de la capa basal. Durante las fases tempranas el infiltrado
inflamatorio a lo largo de la zona de hialinizacion corre a cargo de linfocitos CD3+,
CD4+ vy CD8+, macrofagos, eosinofilos y mastocitos.

En las lesiones antiguas, el infiltrado mononuclear es escaso vy disperso en islas
dentro de la dermis hialinizada ademas de un acortamiento de las fibras de co-
lageno v pérdida de fibras elasticas. También se ha observado en estos estadios
avanzados fisuras y hemorragias dentro de la dermis papilar. Los marcadores de
lesion epidérmicos cronicos tanto directos como indirectos son: paragueratosis, hi-
perqueratosis, cuerpos apoptoticos, melandfagos, hipergranulosis, acantosis, atrofia
epidérmica v fibrosis subepitelial.

Fig. 3A Se observa una epidermis atrofica con Fig. 3B. Se observa una epidermis atrofica
esclerosis subepitelial e infiltrado linfoplasma- con ligera hiperortoqueratosis asociada a leve
citario en banda con presencia de exocitosis esclerosis subepitelial e infiltrado linfoplasma-
aislada linfocitario con dano de células de la citario en banda vy difuso, con presencia de
capa basal. Cortesia del Dr. Francisco Giner. exocitosis, dafio de células de la capa basal vy

presencia de melandfagos subepiteliales. Cor-
tesia del Dr. Francisco Giner.
1.6. Diagnéstico Diferencial

El diagndstico diferencial para el LE extragenital debe hacerse con la morfea vy
cuando hay afectacion genital en nifos, debemos descartar abuso sexual® En
adultos el LE genital puede imitar el liguen plano erosivo. En ocasiones, el diag-
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nostico diferencial es sumamente dificil y existen casos en los que el LE v el liquen
plano erosivo vulvar se solapan originando el gue algunos autores denominan
‘sindrome de solapamiento LE v LP de mucosas” Sin embargo, el LE presenta
en general una buena respuesta al tratamiento con corticoides topicos de alta
potencia y es rara la afectacion vaginal 3432,

Por otra parte, hay un diagndstico diferencial muy importante que hay que co-
mentar en el texto, ademas de incluirlo en la tabla, gue es el liguen simple cronico.
El liguen simple cronico es consecuencia del rascado continuo, v tanto las altera-
ciones clinicas como las histoldgicas que aparecen derivan de esto. Las pacientes
con liguen escleroatrofico tienen prurito, y en ocasiones no es facil diferenciar
clinicamente ambas entidades, de manera gue se precisa una biopsia para esta-
blecer el diagndstico correcto.

Las biopsias son muy Utiles para establecer el diagnostico diferencial junto con
un exhaustivo examen fisico. En este sentido, las biopsias pueden ser esenciales
para excluir una malignizacion sobre todo cuando hay una infeccion por VPH fe-
notipos 16 v 18 los cuales son potencialmente carcinogénicos. Cabe resaltar, gue la
esclerosis de la dermis papilar es la Unica caracteristica patoldgica que discrimina
claramente el LE del liqguen plano. A continuacion, presentamos la tabla con el
diagnostico diferencial del LEV (Tabla 1.)

Tabla 1. Diagndstico diferencial LE.

Sintomas , . ,
Enfermedad y localizacién Macroscopia Histologia

Neoplasia Vulvar Epidermis acantosica,
Intraepitelial atipias citoldgicas leves-
(VIN) de tipo severas con mitosis
diferenciado atipicas.
Liquen Plano Suele afectar a la Erosiones rojo Crestas epidérmicas en
erosivo vulvar vagina (sinequias) | brillantes dientes de sierra (hiper-

y otras mucosas: plasia epidérmica pso-

boca esofago, veji- riasiforme).

ga, conjuntiva...

Dolor vy ardor

Flujo maloliente,

purulento
Liquen Plano No esclerosis dermis

papilar.
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Se caracteriza

pOr una reaccion
cutanea ante una
agresion cronica vy
cuyo sintoma prin-
cipal es el prurito
vulvar.

Hiperpigmenta-
cion

Areas escamosas

Acantosis psoriasifor-
me con espongiosis y
paraqueratosis. Fibrosis
interpapilar con fibras
de colageno dispuestas
verticalmente vy esca-
so infiltrado linfocitario
perivascular

Placas eritemato-
sas y eritemato-
escamosas

Papilomatosis con pa-
ragueratosis e infiltrado
neutrofilico intraepidér-
Mico con microabscesos
de Munro.

Despegamiento subepi-
dérmico de epidermis
con formacion ampo-
llosa vy depdsitos de
inmunoglobulinas en la
membrana basal

Asintomatico

Maculas acromi-
cas sin atrofia o
esclerosis

Pérdida completa de
melanocitos v melanina
en toda la capa basal.

Puede tener en fases
iniciales infiltrado in-
flamatorio en la union
dermoepidérmica.

Dispareunia que
mejora con tra-
tamiento topico
estrogénico.

Ausencia de infiltrado
linfocitario en banda
con escaso fenomeno
de hialinizacion dérmica.

Esclerosis dérmica

con fibras de coladgeno
gruesas que envuelven
por completo la dermis
reticular. No engrosa-
miento de la membrana
basal o vacuolizacion de
la capa basal. Infiltrado
inflamatorio de células
plasmaticas perineural
y periecrino. Fibras elas-
ticas conservadas.
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1.7. Evaluacién y seguimiento del LEV
1.7.1. Sistema de puntuacién clinica para el LEV.

El dolor es la causa mas frecuente de consulta médica. La Asociacion Interna-
cional para el Estudio del Dolor define el dolor como “una experiencia sensitiva
y emocional desagradable, asociada a una lesion tisular real o potencial” La
percepcion del dolor consta de un sistema neuronal sensitivo (nociceptores) v
unas vias nerviosas aferentes que responden a estimulos nociceptivos tisulares;
la nocicepcion puede estar influida por otros factores (p.ej. psicoldgicos).

El prurito se define como una sensacion no placentera gue induce el deseo de
rascarse; este es provocado por mediadores quimicos vy estimulos sobre los re-
ceptores neuronales. Entender su fisiopatologia es esencial debido al alto impacto
gue tiene sobre la calidad de vida de los pacientes, ademas de gue puede ser el
Unico sintoma de algunas enfermedades cutdneas v sistémicas.

La guemazon en pacientes con LEV, se define como una sensacion de ardor en
la mucosa vulvar.

La dispareunia es el dolor recurrente o persistente que aparece durante las rela-
ciones sexuales vy que puede alterar en gran medida la salud, relaciones sociales
y calidad de vida de las pacientes.

Existe un sistema de puntuacion clinica validada (CSS) para el LEV, desarrollado
en conjunto en el hospital universitario de Berna y en la universidad de Berna 3738,
Esta escala no solo es util en el diagndstico del LEV sino también para valorar la
respuesta al tratamiento vy establece el diagnostico de LEV en pacientes sinto-
maticos, con un punto de corte de 4 en el apartado de signos. Segun los autores,
este diagnostico debe ser contrastado con una biopsia. También es Util para va-
lorar la progresion de la enfermedad y como pauta general de seguimiento de las
pacientes afectadas de LEV.

Dicho sistema tiene, por una parte, un apartado sintomatico compuesto de cua-
tro items: prurito, guemazon, dolor vy dispareunia. Los pacientes puntuan en cada
visita cada item en una escala de O (no sintoma) a 10 (maxima intensidad), con
un minimo de O y un maximo de 40.

Por otra parte, en la puntuacion correspondiente a los signos fisicos se consi-
deraron los siguientes: erosiones, hiperqueratosis, fisuras, reabsorcion, estenosis
v atrofia. Cada item se puntlUa en una escala de tres puntos tipo Likert de O a 2
donde O corresponde a un aspecto normal, T afectacion moderada y 2 afectacion
grave. La puntuacion de esta parte de signos fisicos varia por tanto de O a 12.
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Las erosiones grado 1 vienen definidas por la existencia de 1-2 pequenas erosiones
casi invisibles macroscopicamente, mientras que las erosiones grado 2 son ague-
llas en las que hay mas de 2, confluentes o macroscopicamente visibles.

La hiperqueratosis grado 1 afecta hasta un 10% a la vulva y perineo mientras que
en la de grado 2, la afectacion es mayor del 10%.

Las fisuras grado 1 afectan a la parte posterior del introito mientras que las de
grado 2 son generalizadas.

La aglutinacion o reabsorcion si es de grado 1 afectaba de forma parcial al pre-
pucio clitoriano v a los labios menores vy si se clasifica de grado 2, la afectacion
es total.

La estenosis grado 1 viene definida por la posibilidad de que pasen a través del
introito 2 dedos v la de grado 2 por menos de dos dedos.

La atrofia grado 1 se corresponde con la atrofia de clitoris y de labios menores
mientras que el grado 2 viene definido por la invisibilidad de clitoris v de labios
menores.

La mejoria sintomatica viene definida por un descenso en la puntuacion de la
escala lineal de O a 10 para cada item (prurito, dolor, guemazon vy dispareunia)
mientras que la estructural viene definida por una recuperacion total o parcial
arquitectural de las subunidades vulvares afectadas.

1.7.2. Evaluacion de la elasticidad

La elasticidad viene definida como la propiedad de un cuerpo solido para recu-
perar su forma cuando cesa la fuerza que la altera. Las pacientes afectadas de
LEV sufren una esclerosis localizada que disminuye la elasticidad de las zonas
afectadas. En este estudio la elasticidad se midio mediante el analizador de piel
para investigacion Cutometer-dual-mpa®. El principio de medicion se basa en el
meétodo de succion (Fig. 4). Con dicho método, la sonda crea una presion negativa
v la piel es arrastrada hasta la apertura de la sonda. Se mide la profundidad de
penetracion mediante un sistema de medicion optica sin contacto, consistente en
una fuente de luz, un receptor y dos prismas, que proyectan luz desde el emisor
hasta el receptor.

La medicion con el Cutometer-dual-mpa® se utiliza como estandar en dermato-
logia y cosmetologia para la investigacion vy el diagndstico clinico, por ejemplo,
en la medicion de cicatrices vy también en aplicaciones especiales, como en este
estudio®.
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Fig. 4. Fase inicial de la deformacion de la piel ante un estimulo mecanico de
succion producido por el Cutometer-dual-mpa®

El Cutometer-dual-mpa® es un instrumento que se diseno originalmente para
evaluar la elasticidad de la piel sana. Dicho aparato se ha usado de forma fiable
para medir la elasticidad en las lesiones de esclerodermia, pero la informacion
gue ofrece sobre el comportamiento de la elasticidad en cicatrices es escasa.*®

Cuando las mediciones son realizadas por el mismo investigador, los coeficientes
de correlacion intraclase de elasticidad y extension maxima son aceptables (r=0,76
v r=0,74 respectivamente)*.

Los resultados evaluaron la capacidad de la piel vulvar para volver a su posicion
original (elasticidad) vy la resistencia de la piel a ser succionada (firmeza).

1.7.3. Evaluacion del prurito.
El picor es una experiencia subjetiva y multidimensional dificil de cuantificar 42

En el sistema de puntuacion clinica gue hemos utilizado, el prurito se evallda en
una escala de O a 10 en cada visita. La mayoria de los métodos para medir el
prurito suelen ser unidimensionales (por ejemplo, solo miden la intensidad sin el
impacto en la calidad de vida). De éstos, ninguno ha demostrado la capacidad de
detectar el cambio a lo largo del tiempo lo cual es esencial para medir el efecto
tras una determinada accion. Es por ello gue decidimos ahondar en el estudio de
este sintoma utilizando la escala de la evaluacion del prurito en 5 dimensiones.
La escala 5-D fue desarrollada como un cuestionario breve, multidimensional vy
Util para ensayos clinicos*3. Las cinco dimensiones son: grado, duracion, direccion,
incapacidad vy distribucion. Las puntuaciones de cada uno de los cinco dominios
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se obtienen por separado vy luego se suman para obtener la puntuacion final la
cual varia entre 5 (no prurito) v 25 (maximo prurito). Esta escala ha demostrado
facilidad en el uso, validez de contenido, confianza test-retest, consistencia interna
vy habilidad para detectar el cambio en el picor a lo largo del tiempo en pacientes
con prurito cronico de diferentes etiologias: cutaneo, hepatico, renal, pacientes
con VIH v guemados. Se correlaciona con fuerza con la escala visual analdgica
a nivel basal (r=0,727) (P<0O,0001) vy a las 6 semanas de seguimiento (r=0,892)
(P<0,0001).

1.7.4. Evaluacion de la calidad de vida.

Segun la OMS, la calidad de vida es la percepcion gque un individuo tiene de su
lugar en la existencia, en el contexto de la cultura y del sistema de valores en
los que vive vy en relacion con sus objetivos, sus expectativas, sus normas y sus
inquietudes.

La mayoria de las escalas dermatoldgicas sobre calidad de vida fueron creadas
originalmente en inglés y debian ser traducidas para adaptar su uso en otras cul-
turas. El instrumento original se componia de 61 items vy fue sometido a un proceso
explicito de analisis de items vy de reduccion hasta obtener una version reducida
de 29 apartados con unas capacidades de medicion mejoradas*t. La generacion
de novo de un test es un proceso que consume mucho tiempo vy recursos. Debido
a ello, Jones-caballero vy colaboradores desarrollaron una traduccion semantica
equivalente de la escala Skindex-29 al castellano, gue, aungue No es un Proceso
sencillo, permite obtener medidas estandar utilizables en estudios intercultura-
les4>46 E| cuestionario Skindex-29 es agil, siendo 5 minutos el tiempo medio gue
un paciente requiere para completarlo.

Se centra en tres dimensiones: funcional (12 items), emocional (10 items) vy sinto-
matica (7 items).

1. El funcional con 12 items (vida social, aislamiento, sexualidad, trabajo,
aficiones)

2. La dimension emocional de 10 items (verglenza, molestia, depresion,
frustracion)

3. La dimension sintomatica con 7 items (picor, dolor, irritacion).

Cada item tiene una escala de respuesta tipo Likert con 5 posibles opciones
(O=nunca, 1 = raramente, 2 = a veces, 3 = a menudo, 4 = todo el tiempo). La pun-
tuacion de cada dimension se obtiene transformando la suma de las respuestas
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en una escala lineal de 100 que varia desde O (ausencia de impacto en la calidad
de vida relacionada con la salud) hasta 100 (impacto maximo en la calidad de
vida relacionada con la salud). Se obtiene una puntuacion global mediante la
misma transformacion. La version espanola del cuestionario Skindex-29 presenta
un alto grado de validez de construccion, consistencia interna (Cronbach 0,84,
reproducibilidad, sensibilidad al cambio, interpretabilidad, factibilidad y valores de
correlacion intraclase en el test-retest > 0,70. Al ser un test dermatoldgico general,
SU Uso se permite en todo tipo de afectacion cutanea.

El motivo de usar este cuestionario frente al DLQI (Dermatology Life Quality Index)
es que este Ultimo solo se ha aplicado a pacientes con enfermedades inflamato-
rias v ha presentado un efecto suelo sustancial y falta de sensibilidad al cambio.

1.7.5. Evaluacidon funcién sexual.

La salud sexual es un estado de bienestar fisico, mental v social en relacién con
la sexualidad. Requiere un enfoque positivo v respetuoso de la sexualidad vy de
las relaciones sexuales, asi como la posibilidad de tener experiencias sexuales pla-
centeras vy seguras, libres de toda coaccion, discriminacion vy violencia.

El LEV afecta negativamente a la funcion sexual. La piel es delicada vy se producen
fisuras facilmente, lo cual causa dispareunia. El miedo al dolor, afecta a la excita-
cion, disminuye la lubricacion v provoca contracturas de los musculos pélvicos.
Ademas, se producen cambios anatomicos como fimosis clitoriana, fusion de la-
pios mayores y menores y una estenosis del introito lo cual contribuye a que las
relaciones sexuales sean dolorosas y haya problemas para alcanzar el orgasmo.

La medida de la funcion sexual de Rosen es un instrumento sencillo, breve vy
multidimensional para la evaluacion de la sexualidad en pacientes con trastornos
vulvares, incluyendo el LEV#. Fue disefado vy validado para la evaluacion de la
funcion sexual v de calidad de vida en ensayos clinicos vy estudios epidemiologi-
cos (anexo 4).

Las preguntas van referidas a las Ultimas 4 semanas. Mediante este cuestionario
de indice de funcion sexual de Rosen se evalla la mejora de la actividad sexual
(caricias, juegos sexuales, masturbacion vy relaciones sexuales). Tiene 19 items
divididos en seis dominios (deseo, excitacion, lubricacion, orgasmo, satisfaccion
y dolor).

Las puntuaciones de cada dominio se obtienen por la suma de los items de ca-
da dominio v su multiplicacion por el factor correspondiente de cada dominio.
Un score de O en un dominio indica no actividad sexual en el Ultimo mes. La pun-
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tacion total es la suma de las puntuaciones de los seis dominios. Las puntuaciones
mas altas indican una mejor funcion sexual mientras gue la disfuncion sexual se
considera cuando la puntuacion total es menor de 26.48

El IFS en espanol resulta ser de uso sencillo y rapido. La aplicacion del test de
Cronbach a las respuestas obtenidas en este estudio muestra una muy buena con-
sistencia interna (Cronbach a >0,70-0,80) de los diferentes dominios, validando
la traduccion realizada.

1.8. Tratamiento actual

La primera linea de tratamiento es el uso topico de propionato de clobetasol al
0,05% durante 2 meses (nivel de evidencia 1). Con este tratamiento se ha visto una
mejora de los sintomas en la mayoria de las pacientes, con un alivio sintomatico
en un 60-7/0% de los casos, pero con tan solo una remision completa en un 20%
de las pacientes*®. Al compararlo con placebo en un ensayo clinico controlado,
el propionato de clobetasol al 0,05% fue efectivo para tratar el LE genital con los
siguientes resultados: "mejoria o remision de los sintomas calificados por el parti-
cipante” (cociente de riesgos [CR] 2,85; intervalo de confianza [IC] del 95%: 1,45 a
5,61y “grado de mejoria global calificada por el investigador” diferencia de medias
estandarizada [DME] 5,74 IC del 95%: 4,26 a 723).4° Dicha revision ha concluido
gue el propionato de clobetasol topico al 0,05% v el furoato de mometasona son
efectivos en el tratamiento del LE comparados con placebo. Por el contrario, no
se ha visto beneficio significativo con la aplicacion topica de testosterona, dihi-
drotestosterona y progesterona“.

En la mayoria de los estudios retrospectivos v prospectivos el propionato de
clobetasol se aplicd durante 12-24 semanas. Tanto la seguridad como la efica-
cia del clobetasol se han documentado en todos los grupos de edad vy todos
los sexos. Casi todos los pacientes con LE vulvar respondieron a los corticoides
topicos ultrapotentes y entre los que respondieron, aproximadamente un 20%
experimentaron una remision completa. Sin embargo, los corticoides tépicos no
curan la enfermedad ni eliminan la posibilidad de recaida. Parecen solucionar los
principales sintomas, pero los danos estructurales, la atrofia v la piel cicatricial
tienden a persistir.

Estudios simples han descrito una mejoria del LE vulvar con el tratamiento topico
de derivados de la vitamina A, pero estas observaciones requieren estudios con-
trolados. El tratamiento oral con derivados de la vitamina A (etretinato o acitretino)
a dosis de 20-30 mg/dia durante 16 semanas es efectivo comparado con placebo
en el LE, pero la respuesta solo es visible después de meses de tratamiento. El
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mecanismo exacto por el gue los retinoides mejoran la esclerosis es desconocido.
Sin embargo, en los cultivos de fibroblastos de la esclerodermia, los retinoides
inducen la COX-2 y PGE2 mientras que actuan inhibiendo el factor profibrotico
CTGF v la produccion de colageno |y IIl. Ademas, los retinoides interactlan con el
TGF-B , mediante la estimulacion de la sintesis de colageno por los fibroblastos®®.

Debido a que el IFN-vy v el IFN-a normalizan la produccion patologica de cola-
geno por parte de los fibroblastos in vitro, se han testado ambas citoquinas para
el tratamiento de la morfea. Sin embargo, ninguna citoquina, en estudios contro-
lados, ha logrado revertir la esclerosis®®2 No esta claro el papel patogénico del
TNF-a (Factor de necrosis tumoral alfa) en la esclerosis sistémica o en la morfea.
En un estudio piloto de pacientes con esclerosis sistémica, el infliximalb (farmaco
anti-TNF) no mejoro la esclerosis de la piel.

Los factores de crecimiento TGF- B (Factor crecimiento transformador B) v PDGF
(Factor de crecimiento derivado de plaguetas) juegan un importante papel en
la génesis de la esclerosis cutanea por lo gue la inhibicion del receptor de PDGF
mediante la administracion sistéemica de imatinib (inhibidor de multiples quina-
sas) produjo una reduccion de la esclerosis de la piel en pacientes con esclerosis
sistémica®s.

Como he resefado con anterioridad, los corticoides topicos (propionato de clo-
petasol 0,05%) son el tratamiento principal para el LE consiguiendo un efectivo
control de sintomas, pero la recurrencia es frecuente después del tratamiento
por lo que la terapia de mantenimiento se hace necesaria para evitar la esclero-
sis. Ademas, la terapia corticoidea no consigue revertir los cambios estructurales
acontecidos en los grados de afectacion moderada o severa como son la fimosis
clitoriana, de labios mayores y menores. Aungue los corticoides topicos siguen
siendo la primera linea de tratamiento, en la actualidad se ha investigado sobre el
posible papel de los injertos de grasa autologa vy de células mesenguimales de la
fraccion vascular estromal del tejido adiposo asociado a plasma rico en plaguetas
como una alternativa y/o complemento al tratamiento topico con corticoides en
aquellos casos rebeldes.®

En los pocos estudios publicados hasta el momento, se ha visto en los resultados
de las biopsias tras el tratamiento con la infiltracion de tejido graso autdlogo una
marcada reduccion de la fibrosis vy de la inflamacion cronica, una reduccion del
edema de la dermis vy de la hiperqueratosis®>®5. A nivel macroscopico se ha obser-
vado una mejora del trofismo de la piel y mucosa, una mayor elasticidad del introi-
to y una disminucion de la fimosis clitoriana junto con un aumento del volumen
tanto de los labios mayores como de los menores. En un estudio llevado a cabo
entre 2011-2014, se objetivdo ademas gue casi un 80% de las pacientes sufrieron
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una remision de las lesiones blanguecinas y un 95% prescindio del uso de corti-
coides topicos. Las pacientes relataron una mejora significativa en la calidad de
vida vy en su actividad sexual debido a una marcada reduccion de los sintomas®.

Hay evidencia de que las células madre mesenqguimales contribuyen a la restau-
racion de la vascularizacion tisular. A la presencia significativa de este tipo de
células pluripotenciales con capacidad de neovascularizacion vy de regeneracion
en tejidos que han sufrido radioterapia, se suma que es un proceso minimamente
invasivo. Mediante esta terapia se ha conseguido la restauracion tisular en pacien-
tes con Ulceras por radionecrosis tras neoplasias mamarias®e.

El uso de tejido adiposo se basa en recientes estudios gue han demostrado que
posee propiedades antiinflamatorias e inmunomoduladoras ya que es la fuen-
te principal de IL-1Ra (antagonista especifico de la IL-1 proinflamatoria).®” Estas
propiedades se deben principalmente a las células mesenguimales de la fraccion
vascular estromal del tejido graso, las cuales parecen modular respuestas anti-
inflamatorias al interactuar con células dendriticas, linfocitos T v células natural
killer. Las células mesenguimales parece gue también poseen funciones inmu-
nosupresoras al segregar los factores Inmunomoduladores TGF, HGF (Factor de
crecimiento hepatocitico), VGF (Factor de crecimiento vascular), EGF (Factor de
crecimiento endotelial), FGF (Factor de crecimiento de fibroblastos), QGF (Factor
de crecimiento de queratinocitos), PDGF, IL-6 ( Interleuguina-6), I1-10 (Interleuqui-
na-10) y HLA-G5 entre otros que disminuyen la vigilancia de los linfocitos T v los
procesos inflamatorios. El efecto final se traduce en cierta inhibicion de la fibrosis
Vv una curacion mediante remodelacion de la matriz extracelular®®®®. En resumen,
las células madres (CD44+. CD90O+ y CD105+) presentes en el tejido adiposo son
capaces de diferenciarse en diferentes tejidos mesenguimales y de producir un
efecto inmunomodulador y antiinflamatorio.

Por otro lado, el PRP (plasma rico en plaguetas) es una concentracion autologa
de plaguetas humanas en un volumen pegueno de plasma gue representan un
aumento de plaquetas sobre la linea normal, siendo asi una fuente de facil acceso
a los Factores de crecimiento (FC) contenidos en ellas, permitiendo asi acelerar vy
mejorar los procesos de cicatrizacion y de regeneracion tisular®. Por consiguiente,
el término PRP se refiere al gel o concentrado de plaguetas autdlogas o plasma
rico en FC (Tabla 2).

Al ser un agregado de plaguetas contiene los FC, proteinas fundamentales que
son secretados al activarse las mismas cuando se inicia el proceso de cicatriza-
cion de las heridas. El PRP es otra forma normal de coagulo sanguineo autodlogo
gue contiene un numero favorablemente elevado de plaguetas vy presenta un pH
entre 6,5y 6,7
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Tabla 2. Composicién del PRP.

Categoria

Proteinas

Funcion

Proteinas adhesivas

Factores de
coagulacion y
proteinas asociadas

Factores
fibrinoliticos y
proteinas asociadas

Proteasas y anti
proteasas

Factores de
crecimiento

Quimioquinas,
citoquinas y otros
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Factor Von Willebrand +
Pro-péptido, Fibrindgeno,
FibronectinaVitronectina,
TSP-1, laminina-8 (subunida-
des de laminina alpha 4- vy
alpha 5-), SCUBEI

Factor V/Va, proteina del
tipo factor XlI, multimerina,
proteina S, quinindgeno de
alto peso molecular, anti-
trombina Ill, inhibidor de la
via del factor tisular (TFEP1) 1

Plasmindgeno, PAI-I, u-PA,
alfa 2 antiplasmina, glicopro-
teina rica en histidina, TAFI,
alfa 2 macroglobulina

Inhibidores de metalopro-
teasas 1-4 (TMPs 1-4),
metaloprotesas -1, -2, -4, -9,
ADAMTS 13, TACE, inhibidor
plaguetario de FIX, proteasa
nexina 2, inhibidor C1,
inhibidor 8 de la proteinasa
serpina, alfa 1 antitripsina

PDGF, TGF-beta 1y 2, EGF,
IGF-1, VEGF (Ay ), bFGF
(FGF-2), HGF, BMP -2, -4, -6,
CTGF

RANTES, IL8MIP 1-alfa,
ENA 78 MCP-3, alfa GRO,
angiopoietina 1, IGF-BP3,
IL-6sR, PF4, proteina basica
plaguetaria, NAP-2, péptido
Il activador ddel tejido co-
nectivo, HMGBI, FasL LIGHT,
TRAIL, alfa SDF 1, endostati-
nas, osteonectina, sialopro-
teina osea

Interaccion celular,
hemostasia y coagulacion,
composicion de la matriz
extracelular.

Produccion de trombina
y Ssu regulacion

Produccion de plasmina
vy modelado vascular

Angiogénesis, modelado
vascular, regulacion de

la coagulacion, regula-
cion del comportamiento
celular

Quimiotaxis, Proliferacion
celular y diferenciacion,
angiogenesis

Regulacion de la angiogeé-
nesis, modelado vascular,
interacciones celulares,
formacion osea




Categoria Proteinas Funcidén

Proteinas Trombocidinas Propiedades bacterianas
antimicrobianas y fungicidas

Glicoproteinas de allbB3, avB3, GPIb, PECAM-1,  Agregacion y adhesion de

membrana la mayoria de los constitu- plaguetas, endocitosis de
yentes de la membrana plas- las proteinas, inflamcio,
matica, receptores de los generacion de trombina,
agonistas primarios, CD40L, interacciones entre pla-
factor tisular, P-selectina, guetas vy leucocitos
TLT-1

Otros Sulfato de condroitina 4, Promueve la angiogénesis
albdmina, inmunoglobulinas, la regeneracion del carti-
disabled-2, semaforina lago, la fibrosis vy la adhe-

sion plaguetaria

Proviene de la propia sangre del paciente, por lo cual esta libre de enfermedades
trasmisibles vy no puede causar reacciones de hipersensibilidad. El niUmero de
plaguetas requerido en un coagulo para calificar como PRP puede ser discutible,
pero una concentracion de aproximadamente 1 millon de plaguetas/QL, o de 4 a
7 veces sobre su cuenta basicamente usual (200.000 plaguetas/QL), ha demos-
trado proporcionar beneficios clinicos®. Un coagulo de sangre normal contiene
93% de células de rojas, 6% de plaguetas y en algunos casos menos de un 1%
de células blancas; en contraste, un codagulo de PRP contiene 94% de plaguetas,
solo un 5% de células rojas v un 1% de células blancas. Esta alteracion de las pro-
porciones celulares de las células que no estimulan la cicatrizacion (células rojas)
por las gue si estimulan todas las fases de la cicatrizacion (plaguetas), es lo que
explica su habilidad en reforzar la regeneracion tisular.

La estrategia simple y beneficiosa del PRP es aumentar las acciones de los FC
para regenerar los tejidos a través del aumento de la cantidad de plaguetas. A
finales de los affos noventa, Whitman vy col (1997) introdujeron el uso del PRP en
el area de la cirugia bucal, el cual ha sido aceptado ampliamente como una nueva
biotecnologia que es parte del interés creciente en la ingenieria tisular vy la terapia
celular actual®?.

Cabe destacar que, en la enfermedad de Crohn, otra enfermedad autoinmune que
puede afectar a la zona perianal en forma de fistulas, se ha utilizado la metodo-
logia de células madre derivadas del tejido graso para el tratamiento de fistulas
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recto-vaginales®s. Estas fistulas son de dificil manejo v los resultados con esta
técnica parecen prometedores. En este sentido, ensayos clinicos en fase Ill han
reportado datos de un 60% de curacion completa de las fistulas rectovaginales
en la enfermedad de Crohn tras la aplicacion de células madre alogénicas deriva-
das de tejido graso concluyendo gue las células madre derivadas de tejido graso,
expandidas vy alogénicas (Cx601) son un tratamiento seguro vy efectivo para las
fistulas perianales complejas en pacientes con enfermedad de Crohn gue no res-
pondieron a tratamiento convencional, tratamiento bioldgico o0 ambos®.

Estos resultados en otros estudios se han elevado a un 80% a los 12 meses v a los
75% a los 24 meses, lo cual arroja resultados esperanzadores en cuanto al man-
tenimiento de los efectos beneficiosos a largo plazo®.

Existen numerosos estudios preclinicos que demuestran gue tanto la SVF (frac-
cion vascular estromal) como las ASC (células madre derivadas del tejido graso)
ejercen una accion protectora contra las lesiones vasculares agudas, y sugieren
gue se podrian usar en pacientes con enfermedades vasculares periféricas®®®’. Asi-
mismo, estudios en infarto de miocardio muestran gue hay menor lesion muscular
histologica cuando hay un tratamiento precoz con ASC, aungue no esta claro que
las células puedan convertirse en cardiomiocitos. Lo que si existe es una mejor
recuperacion funcional del miocardio®®

En otro estudio se ha visto que el hidrogel de plasma sanguineoc humano es un
soporte adecuado para que las celulas madre mesenquimales derivadas de tejido
adiposo humano proliferen y se diferencien hacia el linaje osteogeénico vy constitu-
yve un vehiculo adecuado para su administracion en regeneracion del tejido 0seo®.

1.9. Justificacion del estudio.

En resumen, los estudios actuales han demostrado que el tejido adiposo posee
propiedades antiinflamatorias e inmunomoduladoras gue se deben principalmen-
te a las celulas mesengquimales de la SVF del tejido. Las células mesenqguimales
parece gue también poseen funciones inmunosupresoras al segregar factores que
disminuyen la vigilancia de los linfocitos T vy los procesos inflamatorios. El efecto
final se traduce en una inhibicion de la fibrosis v en cierta curacion mediante re-
modelacion de la matriz extracelular. El hecho de que el PRP aumente las acciones
de los FC en la regeneracion de los tejidos, parece l0gico pensar gue la asociacion
al tejido graso autologo parece que pueda potenciar el efecto inmunomodulador,
antiinflamatorio y reparador de este Ultimo’°.

Con todo lo anterior nos parecio apropiado realizar un estudio para determinar
si el tratamiento mediante injerto adiposo v plasma rico en plaguetas autdlogo,
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consigue un restablecimiento estructural de las subunidades vulvares afectadas,
una mejoria de las lesiones, de la elasticidad, de los sintomas vy por tanto de la
calidad de vida vy funcion sexual de las pacientes afectadas de LEV.

El analisis de la competencia del tratamiento con tejido adiposo y PRP autologo
para el LEV podria hacerse extensible a una amplia cohorte prospectiva, una vez
demostrada su eficacia vy seguridad.

1.10. Hipotesis.

El tratamiento del liuen escleroso vulvar mediante lipoinjerto enriqguecido con
plasma rico en plaguetas autologo, podria conseguir una mejoria de las lesiones a
nivel micro y macroscopico, ademas de los sintomas, elasticidad, calidad de vida
y funcion sexual de las pacientes afectadas por dicha enfermedad desde fases
tempranas del tratamiento.
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PARTE Il

OBJETIVOS

2.1 Objetivo principal

Evaluar la eficacia del tratamiento con tejido adiposo v plasma rico en plaguetas
autologo (PRP) en pacientes con liquen escleroso vulvar (LEV) en términos de
mejoria anatomopatologica (inflamacion v fibrosis) de las lesiones vy compararlo
con el tratamiento estandar de aplicacion topica de corticoides.

2.2 Objetivos secundarios

1. Evaluar la mejoria sintomatica y de afectacion macroscopica
de las subunidades vulvares afectadas.

2. Estudiar la mejoria de la elasticidad.

3. Analizar la eficacia clinica en términos de mejoria del prurito.
4. Examinar el impacto del tratamiento sobre la calidad de vida.
5. Estimar la mejora en la funcion sexual.

©. Evaluar los eventos adversos derivados del tratamiento.
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PARTE Il

METODOLOGIA

3.1 Diseio del estudio

Ensayo Clinico, en fase I, controlado, aleatorizado simple ciego, unicéntrico vy
prospectivo.

3.2 Poblacién

Se incluyeron mujeres de 18 a 70 anos de edad con diagndstico de LEV, con
afectacion moderada a severa de la enfermedad a nivel genital v que hubieran
llevado durante al menos los 3 meses previos tratamiento topico segun practica
clinica sin haber presentado mejoria. Se permitid mantener sin cambios el resto
de tratamiento habitual y para la enfermedad durante el estudio.

3.2.1 Criterios de inclusién
» Mujeres adultas entre 18 v /0 anos de edad.

+ Pacientes con diagnostico de certeza de LEV, clinico y/o histoldgico (con-
firmado con biopsia).

« Pacientes con afectacion moderada o severa de la enfermedad a nivel
genital por diagnostico clinico mediante exploracion fisica o por anatomia
patologica.

» Pacientes no respondedoras al tratamiento convencional con corticoides
topicos™.

« Pacientes que dieran su consentimiento para participar en el estudio.

* Cuando tras la administracion de un régimen de induccion con propionato de clo-
betasol al 0.05% con la pauta*® de 3 meses de duracion de una aplicacion diaria
durante el primer mes, una aplicacion dias alternos durante el segundo mes y dos
aplicaciones a la semana durante el tercer mes, no hubiera cambios evidentes
respecto a la sintomatologia inicial v las alteraciones histoldgicas graves.
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3.2.2 Criterios de exclusiéon
* Mujeres embarazadas o en periodo de lactancia.
+ Alcohdlicas y/o usuarias de drogas por via parenteral.
« Enfermedad maligna diagnosticada en los ultimos 5 afos.
« Antecedentes de infeccion por los virus VHS-II, VPH, VIH, VHB v VHC.
« Enfermedad infecciosa activa grave.
« Alergia o intolerancia reconocida a cualquiera de los tratamientos usados.

« Antecedentes de padecimiento de otras enfermedades inflamatorias con
afectacion vulvar (enfermedad de Crohn, colitis ulcerosa, psoriasis, ecze-
ma).

« Pacientes con expectativas poco realistas respecto a los beneficios finales
del tratamiento.

3.2.3. Criterios de retirada

Las participantes pudieron retirar el consentimiento para su participacion en
cualguier momento del estudio vy sin que esto supusiera Nningun perjuicio. Adi-
cionalmente, el investigador podia retirar a una paciente del estudio en caso de
empeoramiento con el tratamiento empleado a criterio del clinico/investigador
principal o si la paciente no podia cumplir con los requisitos del protocolo.

Los principales motivos considerados para detener el estudio fueron los si-
guientes:

* Incidencia inaceptable de acontecimientos adversos.
 Inclusion inadecuada de pacientes.

« Recogida de datos inadecuada o imprecisa.

Necesidad de cambio de medicacion por empeoramiento
de la enfermedad.

En caso de exacerbacion de la enfermedad, las pacientes de ambos grupos
contactaron con el servicio de Dermatologia para ser valoradas v tratadas de
la manera mas pertinente.
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Las hojas individuales de recogida de datos de las pacientes excluidas se tu-
vieron en cuenta en el estudio.

3.3 Método de reclutamiento y aleatorizacion

El reclutamiento se hizo de forma consecutiva a partir de una lista de pacientes
de una base de datos del departamento de Dermatologia del Hospital La Fe con
el diagndstico clinico y/o histoldgico de LEV.

Las pacientes incluidas en el ensayo clinico se aleatorizaron en dos grupos:

e Grupo 1 (control): Tratamiento de mantenimiento de la terapia topica
con corticoides administrada por practica clinica habitual.

e Grupo 2 (de tratamiento o experimental): Inyeccion intra y subdér-
mica en cada mitad vulvar de la mezcla resultante de tejido graso
autologo y de plasma rico en plaguetas autdlogo (PRP).

La aleatorizacion se realizd por blogues de tamano aleatorio mediante el software
R (version 3.5.3). Este sistema proporciond la rama a la gue correspondia la pacien-
te que era nombrada por las siglas LIQ vy el nUmero de orden en la inclusion con
dos digitos y Unicamente el investigador que llevaba a cabo la infiltracion de am-
bos tratamientos en el quirdfano conocia qué tratamiento estaba administrando.

Segun este sistema de aleatorizacion, al grupo control pertenecian las pacientes
LIQ O1, LIQ 06, LIQ 07, LIQ 13, LIQ 14, LIQ 16, LIQ 18, LIQ 19, LIQ 20 Y LIQ 23 vy al
grupo tratamiento las siguientes: LIQ 02, LIQ 03, LIQ O4, LIQ 10, LIQ 1, LIQ 12, LIQ
15, LIQ 21y LIQ 22.

El resto de los tratamientos concomitantes para el manejo del LEV se mantuvieron
sin cambios durante todo el estudio.

3.4 Consideraciones éticas y legales

Este estudio se realizd de acuerdo con la Declaracion de Helsinki sobre principios
eticos para la investigacion médica en sujetos humanos, adoptada por la Asam-
blea General de la Asociacion Médica Mundial (1996). Ademas, el estudio se realizo
de acuerdo con el protocolo, buena practica clinica (BPC) de acuerdo con las
directrices de la conferencia internacional sobre armonizacion (ICH) y los requisi-
tos normativos para las instituciones participantes. El estudio se realizd segun un
protocolo revisado por un Comité de Etica de la Investigacion con medicamentos
(CEIm); el estudio se realizd por personas cientifica y médicamente cualificadas;
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los beneficios del estudio estuvieron en proporcion con los riesgos; se respetaron
los derechos v el bienestar de los sujetos; los médicos que realizaron el estudio
no encontraron gque los riesgos superaron los posibles beneficios v cada sujeto
facilitd su consentimiento informado sin coaccion.

El investigador presentd al CEIm un modelo de consentimiento informado apro-
piadamente realizado, por escrito, en cumplimiento con la BPC segun las direc-
trices de la ICH vy los requisitos legales locales, para la revision y aprobacion por
parte de este Comité antes de iniciar el estudio. Previo a introducir las pacientes
en el estudio, se revisd una copia del consentimiento informado aprobado por el
CEIm con el posible participante, vy se firmo vy fecho.

El investigador proporciond una copia del formulario de consentimiento informa-
do (Anexo 8) y del consentimiento de toma de fotografias (Anexo 9) firmado de
cada sujeto vy conservo una copia en el archivo del estudio del sujeto.

Tras el procedimiento quirdrgico se explicd verbalmente y por escrito las instruc-
ciones postoperatorias pertinentes (Anexo 5) v la fecha vy hora de la nueva visita
en el servicio de dermatologia (al mes tras la primera infiltracion y a los tres meses
tras la segunda). Adicionalmente, a las pacientes se les facilitd el numero de tele-
fono de contacto con dermatologia para la comunicacion de cualquier reaccion
adversa o la resolucion de cualguier duda.

3.5 Procedimiento de obtencién de los tejidos

3.5.1. Obtencién del tejido graso autélogo.

El tejido graso o adiposo se tomo de la zona infraumbilical o de la cara interna
de muslos dependiendo de las caracteristicas individuales de cada paciente
(Fig. 5). Una vez seleccionada la zona donante, se procedio a la obtencion de
la siguiente forma:

* Infiltracion de 20-40 cc de una solucion anestésica compuesta por 1000
ml de Ringer lactato (RL) junto con lcc de adrenalina para disminuir el
sangrado de dicha zona donante y 10 ml de lidocaina al 2%.

« Espera de 10-20 minutos para que se embebiera la zona donante de dicha
solucion anestésica y posteriormente se realizo un lipoaspirado manual
con la canula de 3mm conectada a una jeringa de 10 CC. El émbolo se
mMmantuvo siempre a 3-4 cc de presion por encima de la cantidad de tejido
graso aspirado para evitar el dano del adipocito.
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Figura 5. Liposuccion manual

El tejido graso recolectado en las jeringas de 10 cc se transfirio a 2-3 tubos esté-
riles de 20 cc los cuales se introdujeron en la centrifuga Duografter lI® (Fig.6).
Dicho sistema de centrifugacion es una unidad central para la obtencion de
Plasma Autdlogo Rico en Agentes Senalizadores PRAS® y/o concentrados de
grasa autologa. Utiliza la tecnologia Cells emotion© gue es un proceso de se-
paracion gue respeta la integridad vy funcion celular permitiendo la obtencion
del maximo provecho de todo el potencial biologico vy terapéutico de las células
de su paciente. Ademas, es un dispositivo médico clase lla y sus accesorios
internos son reesterilizables. Dicho sistema garantiza la obtencidon de plasma/
adipocitos, en entornos totalmente asépticos, utilizando los equipos desecha-
bles Cutaneous Pras® para el plasma vy Lipopras® para el tejido adiposo.

El Lipopras® es un kit de concentracion de adipocitos para microinjertos de
grasa que reguiere del equipo Duografter®lIl el cual esta homologado v espe-
cializado en concentracion celular (adipocitos, plaguetas y médula ¢sea). Este
kit purifica la muestra lipoaspirada y mantiene un indice de hidratacion ade-
cuado de los adipocitos, o cual facilitd su inyeccion vy biointegracion. Ademas,
reduce significativamente la presencia de agentes proinflamatorios, detritus,
farmacos vy aceites libres de la muestra de adipocitos.

Para fraccionar la muestra v preservar al maximo la fraccion vascular estromal,
este sistema utiliza la tecnologia Cells emotion© con un programa especifico
para concentrar los adipocitos. Adicionalmente, este sistema de empuje o push-
out permite seleccionar el tipo de adipocito, de baja o alta densidad sin mani-
pulaciones o complicaciones vy se trata de un sistema cerrado y de uso Unico.
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Figura 6. Duografter [I®

El material del cual esta fabricado es un polimero de grado médico exento de
carga electroestatica, nanopulido v lubricado, que minimiza la pérdida celular
por adherencia a sus paredes vy garantiza la recuperacion vy viabilidad celular
de la SVF vy adipocitos.

Otra de las ventajas del kit Lipopras® es que permite la transferencia directa
del tejido graso purificado del tubo a la jeringa de aplicacion sin dafar los adi-
pocitos. Mediante el sistema push-out (Fig. /) se consigue desechar los acidos
grasos libres v recolectar tanto el tejido graso de baja densidad como el de alta
densidad de adipocitos.

SISTEMA PUSHOUT!

A Mantener una velocidad de descenso del embolo de 0,5 mi/seg.

. J

Fig. 7. Sistema Push-out



« A continuacion, procedimos a la centrifugacion de los tubos con el tejido
adiposo aspirado procedente del kit Lipopras® vy tratado mediante el
método de la lipoestructura del Dr. Sidney Coleman (3000 rpm durante
3 minutos) lo cual permitio la separacion del tejido adiposo inyectable de
las células rojas v de los &cidos grasos libres (Fig. 8 A v B).

Fig. 8 Ay B Productos obtenidos tras centrifugacion del tejido adiposo

* Una vez obtenido el tejido graso purificado tras la centrifugacion, lo trans-
ferimos a las jeringas de 10cc vy de éstas, a las jeringas de 3 cc vy de lcc.

-
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Figura. 9 componentes kit Lipopras® para purificacion tejido adiposo
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La razon de la transferencia mediante transductores a jeringas de menor calibre
(Fig. 9) es porgue nos brinda la oportunidad de hacer menor presion a la hora
de la inyeccion lo cual redunda en un beneficio en cuanto a la supervivencia
del adipocito.

Para obtener una textura homogénea de la solucion a inyectar en las diferentes
zonas (esencial para una inyeccion intra vy subdérmica con agujas de 20-27G)
utilizamos un transductor emulsificador (Fig. 6) perforado Tulip® estéril co-
nectado mediante sistema Luer-Lock (LL) a 2 jeringuillas de 3 cc si utilizamos
agujas de 20 G o canulas de Coleman de 1.2 mm de diametro o de 1cc si usa-
mos agujas de 27 G. El tejido graso purificado se transfirio 40 veces de jeringa
a jeringa a través de dicho emulsificador para lograr la textura mas fluida vy
homogeénea antes mencionada. El producto resultante se mezclo con el PRP
como se detalla a continuacion.

. Tulip”

Puu'.sIFlEl!

Fig. 10 Emulsificador Tulip®

3.5.2. Obtencién del plasma rico en plaquetas autélogo.

Todo este proceso de obtencidon de la muestra se realizd con una manipula-
cion estéril, en quirofano vy en un sistema cerrado para evitar cualguier tipo de
contaminacion.

Para la obtencion de PRP seguimos el protocolo Cutaneous Pras® 20 (sistema
de concentracion de PRP para aplicaciones dermatologicas). El sistema de
centrifugado fue el mismo gue para la obtencion del tejido graso purificado
(Duografter II®). En las figuras 11A, 11B v 11C se representan los diferentes kits
usados para la obtencion y el procesamiento del PRP.

- Para la obtencion de los 4 cc de PRP necesarios, tuvimos que extraer
al menos 18 ml de sangre venosa periférica mediante venopuncion en



0 Palomilla de puncion 21G
(incluye clamp).

9 Jeringa 20m! LL(Luer-Lock).

@c:ruaisc

@Tapo’n sangre.

@ cinuaisc
e Aguja 21G
G Aguja de purga v filtro

@ Tapon plasma

|

0 Conector LL Hembra-hembra

1
1]

0 Dispositivo Cutaneous

0 Tubo contrapeso

R
LiLpbLiLll)

G Jeringa 5ml LL

I
||ll

o Jeringa 10ml LL

o © O

Fig11B Kit de procesamiento m Jeringa 1ml

m Anticoagulante 4m|

@ Activador Tml

o O

Fig. 11C Kit anticoagulante / activador
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Salida
de aire

un tubo gque contenia 2 ml de citrato sodico al 313% (anticoagulante)
(Fig. C). Con esto conseguimos un total de 20 ml de sangre anticoagula-
da (Fig.11D) que se transfirio al tubo Proteal®. Se retiraron las agujas para
gue saliera el aire y se coloco el tapon protector del tubo Proteal antes

de la centrifugacion (Fig.11E).

W
=

Fig. 11D mezcla de sangre periférica con Fig. NE llenado del tubo para centrifugacion
citrato sodico 3.13%
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« Posteriormente se realizo la centrifugacion segun el programa para la
obtencion de PRP de la centrifuga Duografter lI® (1800 rpm durante 8
minutos). Después de este proceso se pudieron observar las fracciones

gue se detallan a continuacion v gue se representan en la figura /F:

- Fraccion plasmatica (10 ml): contiene unos 6 ml de plasma pobre en

plaguetas (PPP) y unos 4 ml de PRP.
- Fraccion blanca
- Fraccion roja (10 ml).

« A continuacion, el tubo Proteal se colocd en el soporte metalico evitando
agitarlo y posteriormente mediante el sistema Push-Out® ya comentado con
anterioridad (Fig.7) para la obtencion del tejido graso purificado, se procedio
a la obtencion de la fraccion del PRP vy al desecho de la fraccion de PPP, de la

fraccion roja y blanca (Fig.11G).



Fraccién PPP
Plasmatica Plasma Pobre
Plasma total con pla- en plaguetas
guetas y otros agentes
bioactivos
PRP
Plasma Rico
en plaguetas
4 mi
‘\ Fraccion Blanca
Leucocitos
(Buffy coat)

Fraccion Roja
Hematies

Fig. IF Fracciones tras centrifugacion de sangre anticoagulada.

* La activacion de los 4 ml de PRP se realizd con 0,2 ml de cloruro calcico
(0,05 ml por cada ml de PRP). El PRP activado (4 cc en total) se transfirio
mediante un transductor estéril a la jeringa de 1 ¢ 3 cc con tejido graso
purificado (0,2 cc de PRP por cada ml de tejido graso puro) (Fig. 11H).

* Procedimos a la correcta homogeneizacion del tejido adiposo purificado vy
del PRP mediante la pasada de 10 veces a través de un transductor estéril
conectado a las jeringas de 10 3 CC.
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Fig. NG PRP inactivo

* La mezcla resultante en una jeringa de 1 cc guedod del siguiente modo: 1 cc
de tejido graso purificado mas 0,2 cc de PRP, total 1.2 cc (Fig. 12). Mientras
que, si usamos la jeringa de 3 cc, la mezcla quedod en la siguiente propor-
cion: 3 cc de tejido graso purificado mas 0,6 cc de PRP, en total 3,6cc.

PRP Activador

1mi 0,05 mi
2mi 0,10 mi
3mil 0,15 mi
4 mi 0,20 mi

Fig. 1TH Activacion PRP



Fig12 Mezcla resultante

3.6 Procedimiento de administracion del tratamiento

Las pacientes pertenecientes al grupo 1 (control) continuaron con propionato de
clobetasol al 0,05% segun practica clinica habitual.

Las pacientes del grupo 2 (tratamiento o experimental) recibieron la infiltracion
intra y subdérmica en cada mitad vulvar de idéntica cantidad de tejido graso au-
tologo (10 cc) enriguecido con PRP autdlogo (2 cc) en dos sesiones separadas
por tres meses.

Todo el proceso de administracion del tratamiento experimental se realizo en
guiréfano v bajo condiciones de asepsia. Las pacientes fueron previamente eva-
luadas en una visita pre-anestésica (visita 2) por un anestesista del servicio de
Anestesia y Reanimacion del Hospital La Fe para verificar que cumplian criterios
clinicos para ser tratadas bajo anestesia local v sedacion dentro del programa
UCSI (Unidad de Cirugia Sin Ingreso).

La paciente permanecio sedada y en posicion litotdmica durante todo el proce-
dimiento quirdrgico.

Tras las medidas de asepsia adecuadas de la zona vulvar con clorhexidina acuosa
al 2%, procedimos a la infiltracion intra y subdérmica mediante jeringas de 1y 3
cc con agujas de 27 Gy 20 G respectivamente de la mezcla obtenida de tejido
adiposo v PRP autdlogos (24cc) en las siguientes proporciones:

* Labio mayor: 8 cc por lado.
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* Labio menor: 2 cc por lado.
» Capuchon clitoris: 1 CC.

* Introito: 1 CC.

* Vulva: 1 cc por lado.

Usamos el binomio jeringa de 1 cc con aguja de 27 G para la inyeccion de la mez-
cla en clitoris, labios menores, introito y vulva. Mientras que para la infiltracion en
labios mayores utilizamos el ddo de jeringa de 3 cc con aguja de 20 G o canula
de Coleman de 1.2 mm. La razon de esto es procurar un manejo mas facil v aplicar
la menor presion posible a la mezcla a fin de no danar el tejido adiposo a la hora
de tratar las diferentes estructuras implicadas.

Acto seguido, inyectamos dicha mezcla (Fig.12) en el plano intra y subdérmico de
la zona vulvar (Fig.13) susceptible de recibir el tratamiento.

Figl13 infiltracion de la mezcla en plano
intra y subdéermico de la zona vulvar

Una vez finalizado el procedimiento quirdrgico, gue durd aproximadamente unos
60-70 minutos, colocamos una compresa estéril en la zona tratada vy la paciente
salio de guirdfano en camilla hasta la UCSI donde permanecio 3-4 horas como
promedio o hasta que consiguid una adecuada tolerancia vy restablecimiento que
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le permitiera el alta a casa. Es entonces cuando se reviso de nuevo a la paciente vy
tanto verbalmente como por escrito se le dieron las instrucciones postoperatorias
(Anexo b5) junto con la cita de revision en la consulta de Dermatologia (al mes
tras la 12 infiltracion y a los 3 meses tras el 2¢ Tratamiento.) y un teléfono de dicho
servicio para contactar en caso de duda o de evento adverso.

3.7 Procedimiento de toma de biopsias.

La toma basal de biopsias se realizo a todas las pacientes, tanto del grupo control
como del grupo de tratamiento. Se llevd a cabo en la consulta de dermatologia
durante la visita O y después durante el seguimiento se realizaron las biopsias de
control tal y como se expone en el esquema de visitas mas adelante.

Las biopsias se tomaron bajo anestesia local con 1 cc de Mepivacaina al 2% en
una zona diana de la vulva y se procedid a la toma mediante un punch de 4 mm.
La muestra se introdujo en un bote estéril con formol, se etiguetd con la etiqueta
identificativa de la paciente v se remitio al servicio de Anatomia Patologica al
especialista ciego del estudio durante la misma manana de la toma.

Posteriormente se cerrd la oguedad del punch mediante un punto suelto de Vy-
cril Rapide de 4/0 (sutura quirlrgica estéril, absorbible, sintética compuesta de
un copolimero hecho de 90% de glicolida vy 10% de L-lactida, Ethicon, Johnson &
Johnson ®). Este tipo de sutura esta indicada solo para uso en la aproximacion
superficial de tejidos blandos de la piel y la mucosa, donde solo se requiere so-
porte de heridas a corto plazo (7-10 dias). Por regla general, el punto suelto se
cae a los 10-15 dias de forma espontanea.

Tras la biopsia se cubrid la zona con una gasa estéril v las pacientes retornaron a
sus actividades habituales en el mismo dia. Se les informo verbalmente gue podia
haber un sangrado leve de la zona de la biopsia durante las primeras 24 horas vy
se les explicd que debian aplicarse clorhexidina al 0,05% en dicho lugar hasta que
el punto cayera. Esto no fue obice para que siguieran aplicandose las soluciones
emolientes o el propionato de clobetasol que estuvieran utilizando de forma ha-
bitual por prescripcion del especialista en Dermatologia asignado.
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3.8 Criterios de evaluacién y definiciones
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3.8.1. Valoracién de los cambios anatomopatolégicos

El anatomopatologo gue analizo vy describio las muestras de biopsia fue ciego,
es decir, desconocia el tratamiento empleado en cada paciente. Se escogio
un medico dentro del servicio de Anatomia Patologica del Hospital La Fe con
experiencia en dermatologia y en el anélisis histoldgico del LEV.

El diagnostico histoldgico del LEV vino definido por los siguientes cambios
anatomopatologicos:

« En fases tempranas, edema dérmico superficial asociado a un infiltrado
linfocitico en banda en la dermis. Dicho infiltrado inflamatorio esta locali-
zado a lo largo de la zona de hialinizacion vy corre a cargo de linfocitos T
CD4+ y CD8+, macrofagos, eosinofilos y mastocitos.

« En fases mas tardias, el infiltrado mononuclear es escaso vy disperso en
islas dentro de la dermis hialinizada ademas de un acortamiento y engro-
samiento de las fibras de colageno vy pérdida de fibras elasticas. Puede
haber también fisuras y hemorragias dentro de la dermis papilar.

El analisis de los distintos parametros anatomopatologicos, asi como los linfoci-
tos T, melanofagos, eosinofilos y mastocitos se realizd con microscopio 6ptico
Nikon®. Para revelar en las muestras histologicas los linfocitos T v mastocitos
se utilizaron técnicas inmunohistoguimicas con anticuerpos anti- CD3 y CD117/
respectivamente. En el resto fue suficiente con la tincion rutinaria de hematoxi-
lina-eosina. Para el contaje de cada tipo celular se utilizaron 4 campos a 40X.
Se contabilizaron las células en cada uno de los campos, se sumaron el total
de células de los 4 campos vy se dividio por 4 para calcular la media. En el ca-
so de los linfocitos T, agrupamos la media de cada caso en 3 valores (1, 2 y 3),
siendo 1 de 1-20 linfocitos T: 2 de 21-50 linfocitos T; 3 >50 linfocitos T. El resto
de parametros se valoraron en 10 O en funcion de si estaban o no presentes,
presente (1), ausente (O).

Se cuantificaron los diferentes eventos anatomopatoldgicos antes vy después
del tratamiento con el fin de caracterizar el impacto del mismo en las muestras
de biopsia. Como he resehado con anterioridad, se cuantificaron el nimero
de linfocitos T, eosinofilos, mastocitos y melandfagos, asi como la cantidad de
cuerpos apoptoticos v la magnitud de la hipergueratosis. Se utilizaron éstos
porque se consideran los principales factores gque describen la inflamacion
acontecida en el LEV.

Por un lado, se cuantificod el componente inflamatorio en las fases tempranas



del LEV: Linfocitos T (marcados inmunohistoguimicamente con anti-CD3), eo-
sinofilos intradérmicos, mastocitos (revelados con el marcador de CD117/).

Por otro lado, también se cuantificaron los marcadores de lesion epidérmica
cronicos directos e indirectos como paragueratosis (conservacion de nucleos
en la capa cornea), hipergueratosis (aumento del grosor del estrato corneo),
cuerpos apoptoticos (queratinocitos en apoptosis) y melanofagos (macrofagos
cargados de melanina).

En este estudio también se midieron la exocitosis (presencia de linfocitos o
componente inflamatorio intraepidérmico), hipergranulosis (aumento del espe-
sor del estrato granuloso), acantosis (aumento del grosor epidérmico), linfoci-
tos dérmicos perivasculares vy los parametros de atrofia epidérmica v fibrosis
subepitelial o dérmica.

Segun los cambios visualizados en la biopsia inicial, se clasifico a cada paciente
en estadio precoz o avanzado:

» Estadio precoz: Dermatitis con un infiltrado linfocitario a lo largo de la union
epitelio-submucosa.

» Estadio avanzado: Cualguiera de los siguientes criterios:
« Destruccion de la lamina basal.
» Ortoqueratosis.

* Hipergranulocitosis con existencia en la dermis papilar de un infiltrado de
linfocitos y melandfagos con cuerpos de Civatte (queratinocitos apopto-
ticos).

El anatomopatologo comparo los hallazgos histologicos de la segunda biopsia
con los hallazgos histologicos de la primera biopsia. Esta descripcion y compa-
racion se realizd en un informe anatomopatoldgico que quedd registrado en la
historia clinica de la paciente.

Se considerd mejoria anatomopatoldgica cualgquiera de las siguientes carac-
teristicas:

1. Disminucion del infiltrado inflamatorio reflejado con la deteccion de linfocitos
Ty mastocitos con técnicas inmunohistoquimicas, v eosindfilos.

2. Reduccion de signos indirectos vy directos de dafo epitelial como son la hi-
pergueratosis, hipergranulosis, acantosis, paragueratosis, atrofia epidérmica,



62

fibrosis subepitelial, queratinocitos apoptoticos y melandfagos.

3.8.2. Medida de la afectacién macroscépica y de los sintomas

Para la valoracion de los sintomas del LEV v de la afectacion macroscopica,
utilizamos el sistema de puntuacion clinica para el LEV (CSS) (Anexo 1).

La mejoria sintomatica vino definida por un descenso en la puntuacion de la
escala lineal para cada item (prurito, dolor, quemazon vy dispareunia) mientras
gue la macroscopica vino definida por una mejoria en los grados de afectacion.

3.8.3. Medida de la elasticidad

La elasticidad es la propiedad de un cuerpo solido para recuperar su forma
cuando cesa la fuerza que la altera.

Fig. 14 Cutometer-dual-mpa®

En este estudio la elasticidad se midid mediante el analizador de piel para in-
vestigacion Cutometer-dual-mpa® (Fig. 14). Cabe resefar que es una prueba
completamente indolora.

Previamente, se descontamind la zona a cada paciente mediante la aplicacion
de una gasa empapada en clorhexidina acuosa al 2% para después colocar la
sonda del Cutometer-dual-mpa® (Fig. 15) en una de las zonas afectadas, (no-



Fig. 16. Solucion vy el cepillo para

desinfeccion sonda.

Figl5. Sonda Cutome-

ter-dual

mpa®

sotros escogimos el capuchon del clitoris por ser mas accesible en principio).

Dicha sonda se mantuvo durante el tiempo que durd la medicion (8 segundos).

La sonda se desinfecto siempre con la solucion v el cepillo indicados por el fa-

pbricante del Cutometer-dual-mpa® antes y despues de cada paciente (Fig. 16).

mpa®

Fig17A Curvas medicion elasticidad con el Cutometer-dual-
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B cutometer Dual

Fichero Diagrama Medicion Result nfiguracion Ayuda
Modo 1: g i6n: 2,0 em 2,05 350mbar Repetr: 2 Total-Time
] 0,0000 0,0000) 00000 00000
Fil 0,0000 0,0000) 0.0000] 0,0000
A2 0,0000 0,0000) 00000 00000
Fi3 0,0000 0,0000) 0.0000] 01,0000
Fid 0,0000 0,0000) 0.0000] 0,0000
A5 0,0000 0,0000) 00000 00000
Fib 0,0000 0,0000) 0.0000] 01,0000
A7 0,0000 0,0000) 0,0000) 01,0000
R8 0,0000 0,0000) 00000 00000
Fd 0,0000 0,0000) 0.0000] 0,0000
FO 0,0000 0,0000) 00000 00000
Fi 0,0000 0,0000) 0.0000] 0,0000
F2 0.0000 0.0000) 0.0000) 0.0000
F3 0,0000 0,0000) 00000 00000
F4 0,0000 0,0000) 0.0000] 0,0000
oo 0,0000 0,0000) 00000 00000
o 0,0000 0,0000) 00000 00000
02 0,0000 0,0000) 0.0000] 0,0000
03 0,0000 0,0000) 00000 01,0000

Fig. 17B Parametros medicion en paciente con LEV

Los resultados obtenidos, aparecieron tanto como graficos mostrando curvas
de succion-relajacion (Fig. 17A) como en datos numéricos (Fig. 17B).

Pardmetros Pardmetros
relativos ~ absolutos Unidades Descripcién

RO = Uf mm  Méaxima deformacién
de la piel (extensibilidad)
R1 = Uf-Ua mm Capacidad de la piel

para recuperar su
estado original a un
tiempo definido t

R2 = Ua/Uf % Proporcion de la
retraccién final a un
tiempo t con respecto a
la deformacion maxima
(elasticidad total)

R5 = Ur/Ue %  Proporcién de la regién
eldstica perteneciente a
la fase de relajacién con
respecto a la regién elas-
tica de la fase de succion
(elasticidad neta)

R6 = Uv/Ue %  Proporcion de la re-
gion viscoelastica con
respecto a la elastica

R7 = Ur/Uf %  Proporcién de la recu-
peracion elastica con
respecto a la deforma-
cion maxima

R8 = Ua mm  Retraccién final a un
tiempo t

Fig. 18 Significado de los parametros de mayor relevancia medicion con el Cutometer-dual-mpa®
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Para los analisis de elasticidad, tomamos los valores RO (extensibilidad), R2
(elasticidad bruta), R5 (elasticidad neta) y R6 (viscoelasticidad) (Fig.18) por ser
los mas relevantes para nuestro estudio.

La mejoria de la elasticidad vino definida por un acercamiento de los valores
medidos en cada visita al valor 1y al hallazgo de diferencias estadisticamente
significativas entre las pacientes control vy las pacientes tratadas para cada una
de las visitas.

3.8.4. Medida del Prurito adicional (Escala 5D)

En cada visita, se evalud el prurito padecido por las pacientes durante las 2
semanas previas mediante la escala 5D (Anexo 2) para asi analizar las 5 dimen-
siones de dicho sintoma (duracion, grado, intensidad, incapacitacion vy distri-
bucion). Se evaluo el impacto del prurito durante el sueno, el ocio, trabajos en
casa o recados vy en el trabajo. En esta escala, las puntuaciones varian desde
O (ausencia de efecto) hasta 28 (efecto maximo en duracion, grado, direccion
e impacto en las actividades normales).

La mejoria del prurito vino definida por una disminucion en la escala empleada
respecto al basal.

3.8.5. Medida de la calidad de vida mediante la escala Skindex-29

Se paso a las pacientes la escala Skindex- 29 que es un instrumento de calidad
de vida (CV) especifico de enfermedades dermatoldgicas (Anexo 3) para eva-
luar el impacto de la enfermedad (LEV) en las cuatro semanas previas.

Cada item tiene una escala de respuesta tipo Likert con 5 posibles opciones
(O=nunca, T=raramente, 2=a veces, 3= a menudo, 4=todo el tiempo). Los pun-
tajes altos indicaron peor calidad de vida.

La puntuacion de cada dimension se obtuvo trasformando la suma de las res-
puestas en una escala lineal de 100, variando desde O (ausencia de impacto
en la calidad de vida relacionada con la salud), a 100 (maximo impacto en la
calidad de vida relacionada con la salud. Se obtuvo una puntuacion global
mediante la misma transformacion.

Se evaluo el impacto de LEV en la calidad de la calidad de vida tanto global
como en cada dimension y la mejoria vino definida por la existencia de diferen-
cias estadisticamente significativas entre las pacientes control v las pacientes
tratadas.
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3.8.6. Medida de la funcion sexual.

Se paso el cuestionario para evaluar la funcion sexual en las 4 semanas previas
a la visita correspondiente. Mediante este cuestionario (Anexo 4) se evaluo la
mejora de la actividad sexual (caricias, juegos sexuales, masturbacion vy relacio-
nes sexuales) a través de las respuestas a los 19 items divididos en seis dominios
(deseo, excitacion, lubricacion, orgasmo, satisfaccion y dolor).

La mejoria del indice de funcion sexual tanto global como en cada dominio,
vino definida por la existencia de diferencias estadisticamente significativas
entre las pacientes control vy las pacientes tratadas.

3.8.7. Evaluacion de los eventos adversos derivados del tratamiento.

El acontecimiento adverso (AA) vino definido por cualquier incidencia perju-
dicial para la salud en un paciente o sujeto de ensayo clinico tratado con un
medicamento, aunque Nno tuviera necesariamente relacion causal con dicho
tratamiento.

Un AA puede ser, por tanto, cualquier signo desfavorable vy no intencionado
(incluyendo un hallazgo anormal de laboratorio), sintoma o enfermedad tem-
poralmente asociada con el uso de un medicamento en investigacion, estuviera
O no relacionado con el medicamento en investigacion.

Cualguier signo, sintoma o alteracion de las pruebas complementarias que re-
quirio ajustar la dosis, interrumpir transitoria o permanente el medicamento en
investigacion o cualquier tipo de intervencion para valorar el riesgo asociado
para el sujeto se recogio como AA. También se incluyeron como AA la exa-
cerbacion o agravamiento de cualquier condicion presente en el momento de
la inclusion. Los efectos adversos derivados del tratamiento se recogieron en
cada una de las visitas de cada paciente.

También se consideraron graves los AA gue, a cualguier dosis pudieron pro-
vocar la muerte, amenazar la vida del sujeto, requerir la hospitalizacion del
paciente o prolongar una hospitalizacion existente, provocar invalidez o inca-
pacidad permanente o importante, o dar lugar a una anomalia o malformacion
congénita. Adicionalmente, se consideraron graves aquellas sospechas de AA
o0 RA importantes desde el punto de vista meédico, aungue no cumplieran los
criterios anteriores, incluyendo los acontecimientos médicos importantes que
requirieron una intervencion para evitar que se produjera una de las consecuen-
cias anteriormente descritas. Asimismo, se notificaron como graves todas las
sospechas de transmision de un agente infeccioso a través de un medicamento.



El concepto “amenazar la vida del sujeto” en la definicion se refiere a que, en opi-
nion del investigador, el paciente en el momento del AA o RA estuviera en riesgo
real de muerte; no se refiere a que el AA/RA hipotéticamente pudiera haber oca-
sionado la muerte en caso de haber sido mas intenso.

El concepto “requerir hospitalizacion” excluyd tanto las hospitalizaciones planea-
das para tratamientos programados como las que hubieron sido planificadas o
gue se previeron antes de comenzar el estudio en relacion con una situacion
medica preexistente.

Reaccion Adversa Inesperada (RAID) fue cualquier RA cuya naturaleza, intensidad
O consecuencias no se correspondiera con la informacion de seguridad de refe-
rencia.

Reaccion Adversa Grave e Inesperada (RAGI) fue una RAG (definida previamente),
cuya naturaleza, gravedad o consecuencias no se correspondiera con la informa-
cion de seguridad de referencia.

Segun los criterios de causalidad los acontecimientos adversos se clasificaron en:

- AA relacionado: La relacion temporal del AA con la medicacion en estudio indica
una relacion causal posible v no puede ser explicado por factores tales como el
estado clinico del paciente, intervenciones terapéuticas.

- AA no relacionado: La relacion temporal del AA con la medicacion del estu-
dio indica una relacion causal improbable, o bien otros factores (medicacion o
condiciones concomitantes), otras intervenciones terapéuticas proporcionan una

explicacion satisfactoria para el AA.

Segun la intensidad v la gravedad de los AA el investigador fue el responsable de
la evaluacion de la intensidad. El grado de intensidad es una observacion clinica
vy describe la intensidad del acontecimiento segun las tres categorias siguientes:

« Leve: Sintomas transitorios, sin interferencia con las actividades diarias
del paciente.

 Moderado: Sintomas marcados, interferencia moderada con las activi-
dades diarias del paciente.

« Grave: Interferencia considerable con las actividades diarias del pa-
ciente.

Se consideraron AA leves, que no requirieron reporte telefonico inmediato:
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- Inflamacion o edema de las zonas tratadas.

- Hematomas en las zonas tratadas.

- Sangrado intermitente y leve (manchado) de las zonas tratadas.
- Cambios en la sensibilidad cutanea temporales.

- Irregularidades en el contorno de la piel y asimetrias (normalmente aso-
ciado a la liposuccion/ lipoinyeccion de grandes volumenes de tejido
adiposo vy a tono pobre de la piel).

Se consideraron AA moderados los que requirieron un reporte telefénico en las
primeras 48-72 horas desde la aparicion:

- Reacciones alérgicas locales al esparadrapo de papel, material de su-
tura.

- Inflamacion o edema de las zonas tratadas que interfiera de forma mo-
derada con las actividades cotidianas.

- Hematomas o sangrado de las zonas tratadas gue interfiera de forma
moderada con las actividades cotidianas.

- Seromas o acumulacion de fluidos que interfiera de forma moderada
con las actividades cotidianas.

- Infeccion de las zonas tratadas.

Finalmente, los AA graves necesitaron un reporte telefonico en las primeras 24
horas desde la aparicion y comprendieron los siguientes signos vy sintomas:

- Hemorragia o sangrado franco.

- Inyeccion intraarterial de tejido adiposo autdlogo. Esto puede producir
necrosis cutdnea de la zona circundante a la inyeccion. El riesgo v las
consecuencias de la inyeccion intravascular accidental son desconoci-
dos vy no predecibles.

- Embolia grasa, ocurre cuando se atrapan gotas de grasa en los pulmo-
nes. Es una complicacion grave y muy rara del lipofilling. Puede nece-
sitar tratamiento adicional y hospitalizacion.

Los AA se clasificaron adicionalmente segun la causalidad vy fue el investigador el
responsable de establecer el grado de relacion. Para la documentacion de la cau-
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salidad se usaron los siguientes parametros segun los parametros de causalidad
del sistermma WHO-UMC” (World Organization Center-Uppsala Monitoring centre):

1. Probable: Buenos motivos y documentacion suficiente para suponer una
relacion causal.

2. Posible: Una relacion causal es concebible v no puede descartarse.

3. Improbable: El acontecimiento esta lo mas probablemente relacionado con
una etiologia distinta a la medicacion en estudio.

4. No relacionado: Buenos motivos y documentacion suficiente para excluir
una relacion causal.

5. Relacion causal razonable: Hay una relacion causal razonable entre una es-
pecialidad medica en investigacion v el AA:

« Secuencia temporal con la administracion del farmaco.

- El acontecimiento puede atribuirse completamente a la administracion
del medicamento.

« Accion farmacoldgica conocida del medicamento.

* Pruebas especificas disponibles (prueba de alergia positiva, anticuer-
pos, metabolitos).

« Como reaccion adversa al farmaco en la informacion del producto
(prospecto).

Notificado en la bibliografia como una posible reaccion adversa.
» Eliminacion de la exposicion.

* Nueva exposicion positiva (el acontecimiento reaparece al reiniciar la
exposicion a la medicacion).

* No explicado de otro modo por el estado clinico del paciente ni la his-
toria médica ni por otros agentes / terapias concomitantes, etc.

6. Sin relacion causal razonable: No hay una relacion causal razonable entre la
especialidad médica en investigacion vy el AA:

* No hay secuencia temporal razonable con la administracion del farmaco

« El acontecimiento se explica por varios otros factores tales como el
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estado clinico del paciente, la historia medica, la nutricion u otros agen-
tes/ terapias concomitantes.

* La etiologia se ha aclarado y no esta de ninguna manera relacionada
con la medicacion.

« No existe motivo para sospechar una relacion causal con la medica-
cion vy las investigaciones han establecido esto sin dejar ninguna duda
razonable.

En cuanto a la evolucion del AA, el investigador fue el responsable de la evaluacion
del resultado. Debieron tenerse en cuenta las siguientes categorias de desenlace
y considerar cual fue el estado de la paciente:

* Recuperado sin secuelas: totalmente recuperado o el estado ha vuelto
al nivel observado en el nivel inicial.

* Recuperado con secuelas: como resultado del AA, el paciente padece
discapacidad / incapacidad persistente v significativa (por ejemplo, se
guedo ciego, sordo o paralitico).

* Mejorado, pero aun no recuperado.
* Todavia en curso (no recuperado).
* Muerte.

» Desconocido.

El investigador también fue el responsable de la evaluacion de la intensidad. El
grado de intensidad es una observacion clinica vy describe la intensidad del AA
segun las tres categorias siguientes:

« Leve: Sintomas transitorios, sin interferencia con las actividades diarias
del paciente.

- Moderado: Sintomas marcados, interferencia moderada con las activi-
dades diarias del paciente.

« Grave: Interferencia considerable con las actividades diarias del pa-
ciente.
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3.8 Calendario de visitas y procedimientos.

Todas las visitas tuvieron un periodo ventana de 15 dias.

Tabla 3A. Calendario de visitas de las pacientes del grupo control.

Visita O -
Seleccion
Firma HIP y ClI X
Revision de
criterios de X
seleccidén
Aleatorizacion
Anamnesis X
Analitica X
Medida o
elasticidad
Toma de X
fotografia
Escala de
afectacion
histolégica

Escala afecta-
cion clinica 'y
macroscopica

Escala 5D del
prurito

Skindex -29

indice de
funcién sexual
(IFS)

Biopsia X

Visita 1 -
Basal

Visita 4 Visita 5 -
-1M 3M
X X
X X
X X
X X
X X
X X

Visita 6 -
6M

Visita 7 -
M



Tabla 3B. Calendario de visitas de las pacientes del grupo tratamiento

X

X

X X X X

X
X

x

X

X

X

lx l l I

Ny
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3.9.1. Visita O (Seleccién)

Tuvo lugar durante los meses de marzo, abril, mayo, junio v julio del 2018. Du-
rante esta visita:

* Se firmo en el consentimiento informado (CI)
« Se entregd hoja de informacion al paciente (HIP).

« Se comprobo gue la paciente cumpliera todos los signos de inclusion vy
ninguno de los de exclusion.

« Se recogieron los siguientes datos de anamnesis:

Fecha de nacimiento, RAM (reacciones adversas medicamentosas), fecha de
diagndstico del LE, tiempo de evolucion de la enfermedad desde la aparicion
hasta el diagnostico, tiempo de evolucion desde el diagnostico de LE hasta
inclusion en el estudio, historia familiar de LE, consumo de alcohol, habito ta-
pbaguico, toma de farmacos de forma habitual, antecedentes personales de
enfermedades de transmision sexual, antecedentes familiares de enfermedades
autoinmunes (vitiligo, diabetes mellitus, tiroiditis, alopecia areata, enfermedad
inflamatoria intestinal), tratamiento topico inicial LE vy fecha (propionato de
clobetasol al 0.05%, Mometasona, existencia de biopsia previa vy fecha de la
biopsia).

» Se solicito la siguiente analitica: hemograma, bioguimica, hemostasia. an-
ticuerpos (ANA, anticuerpos antitiroideos, anticélula parietal, antimicro-
somales), hormonas tiroideas, reactantes de fase aguda (VSG, PCR), HLA-
DQ7 vy prueba de embarazo con determinacion de beta-HCG en sangre.

« Se tomo una biopsia mediante un punch de 4 mm de una placa de la zona
vulvar afectada.

« Se fotografio la zona vulvar afectada.

* Se hizo una medicion de la elasticidad.

3.9.2. Visita 1 (Basal)

Tuvo lugar en la medida que se recibieron los resultados solicitados en la visita
O en tandas de tres pacientes por sesion clinica. Tuvo lugar durante los meses
de agosto, septiembre v octubre de 2018. Se revisaron los resultados de las
pruebas realizadas en la visita de seleccion (visita O).
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« Se verificaron de nuevo los criterios de inclusion y de exclusion. Una vez
confirmado este punto, posteriormente se procedid a la aleatorizacion y
asignacion de cada paciente en el grupo correspondiente (control versus
tratamiento).

* Se paso la escala de afectacion histoldgica: Segun los resultados de la
biopsia vulvar tomada en la visita O (seleccion) se clasifico a las pacientes
en un estadio precoz o avanzado de la escala de afectacion histologica
del LEV.

« Se pasaron las escalas de afectacion sintomatica y macroscopica (anexo
D), prurito (anexo 2), calidad de vida Skindex-29 (anexo 3) v de afectacion
de la funcion sexual IFS (anexo 4).

« Se procedid a la toma de fotografias de la zona vulvar.

3.9.3. Visita 2 (Pre-anestésica)

Esta visita solo tuvo lugar en las pacientes gue tras aleatorizacion fueron asig-
nadas al grupo de tratamiento experimental. La visita se produjo siguiendo el
calendario de citaciones especifico de dicha consulta. Tuvo lugar entre sep-
tiembre vy noviembre de 2018.

En esta visita, las pacientes fueron evaluadas por un anestesista para ver si
cumplian con los requisitos de seguridad para ser anestesiadas mediante anes-
tesia local de la zona vy sedacion superficial con propofol y fentanilo.

3.9.4. Visita 3

Las pacientes asignadas al grupo 2 de tratamiento experimental recibieron el
primer tratamiento en esta visita gue tuvo lugar en tandas de tres pacientes
por sesion quirdrgica entre noviembre vy diciembre 2018.

3.9.5. Visita 4 (semana 4)

Esta visita tuvo lugar 1 mes después de la visita basal en las pacientes control
v 1 mes posterior a la infiltracion del primer tratamiento.

Esta visita fue comun en ambos grupos v se realizaron los siguientes procedi-
mientos:



« Se pasaron las escalas de afectacion clinica, prurito, calidad de vida vy
de indice de afectacion sexual.

* Se midio la elasticidad.

« Se tomaron fotografias de la zona vulvar.

3.9.6. Visita 5 (semana 12)

Esta visita tuvo lugar 3 meses después de la visita basal en las pacientes con-
trol) y 3 meses post infiltracion del primer tratamiento.

En el grupo control, esta visita se realizd en consulta:

* Se pasaron las escalas de afectacion clinica, prurito, calidad de vida y de
indice de afectacion sexual.

« Se midio la elasticidad.
« Se tomaron fotografias de la zona vulvar.

En el grupo de tratamiento, esta visita al realizarse en quirdofano No se pasaron
las escalas de afectacion clinica, prurito, calidad de vida ni indice de afectacion
sexual. Tampoco se midio la elasticidad.

Se procedio a la toma de fotografias de la zona vulvar v a la administracion de
la 2° tanda de tratamiento con tejido graso y PRP autologos.

3.9.7. Visita 6 (semana 24)

Esta visita tuvo lugar 6 meses después de la visita basal en las pacientes control
vy 6 meses post infiltracion del primer tratamiento.

Esta visita es comun en ambos grupos.
Se realizaron los mismos procedimientos que en la visita 4:

« Se pasaron las escalas de afectacion clinica, prurito, calidad de vida vy de
indice de afectacion sexual.

* Se midio la elasticidad.

- Se tomaron fotografias de la zona vulvar.
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Adicionalmente, se les realizd una biopsia en regimen ambulatorio (punch 4mm)
bajo anestesia local de una placa de la zona vulvar afectada en las consultas
externas de Dermatologia v se cerrd la oguedad mediante un punto suelto
de Vycril rapide 4/0. Las muestras en formol se enviaron la misma manana al
servicio de anatomia patologica para el analisis de los cambios histologicos
acontecidos.

3.9.8. Visita 7 (semana 52).

Esta visita tiene lugar 12 meses después de la visita basal en las pacientes con-
trol v 12 meses post infiltracion del primer tratamiento.

Esta visita fue comun para ambos grupos vy se realizaron los siguientes proce-
dimientos:

« Se pasaron las escalas de afectacion clinica, prurito, calidad de vida vy de
indice de afectacion sexual.

* Se midio la elasticidad.

- Se tomaron fotografias de la zona vulvar.

3.10. Analisis estadistico.

El estudio se considerd como un estudio piloto de 20 pacientes con la intencion
de generar un calculo posterior del tamafo muestral para el ensayo clinico alea-
torizado prospectivo subsiguiente.

Se evaluaron las diferencias mediante un modelo de regresion lineal incluyendo el
valor inicial de elasticidad como covariable. Se estimaron los intervalos de confian-
za al 95% para todos los resultados de los analisis. Todos los analisis se realizaron
mediante el software R (version 3.4).

Los datos se resumieron mediante media (desviacion estandar) v mediana (12 vy
39 cuartil) en el caso de variables numéricas y mediante frecuencias absolutas v
relativas en el caso de variables categoricas. Para determinar el efecto del trata-
miento sobre cada una de las variables respuesta de interés se utilizaron mode-
los bayesianos de regresion ordinal mixta que inclufan una interaccion entre un
efecto monotonico de las visitas vy el grupo de tratamiento. En todos los modelos
se utilizaron previas no informativas para los coeficientes de los predictores y se
estimaron intervalos de credibilidad al 95% para cada uno de los efectos. Todos los
analisis se realizaron mediante el software R (version 3.6.2) v los paguetes clickR
(version 0.4.45) v brms (version 2.11.1).
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PARTE IV

RESULTADOS

4.1 CARACTERISTICAS BASALES Y DEMOGRAFICAS

Se incluyeron un total de 23 pacientes con LEV diagnosticado mediante estudio

histologico v clinico a las cuales se les realizo la visita de seleccion. Se excluyeron

4 candidatas por los siguientes motivos:

* La paciente 1 (LIQ 0O8) no acudio a la visita.

« La paciente 2 (LIQ 05) tenia un diagnostico médico que desaconsejaba
la sedacion en quirofano.

« La paciente 3 (LIQ 09) fue diagnosticada de SIL/CIN (neoplasia In-
traepitelial cervical / displasia de bajo grado) con cambios celulares por
Virus del Papiloma Humano en la muestra de la citologia que se tomo

en la vista de seleccion.

« La cuarta paciente excluida (LIQ 17) pertenecia al grupo tratamiento
v aunque habia completado la visita preanestésica (V2), rechazd por

motivos personales continuar con el estudio.

Finalmente se incluyeron en el estudio un total de 19 pacientes: 10 en grupo con-
trol vy 9 en grupo de tratamiento.

En la tabla 7 se exponen las caracteristicas basales de las pacientes incluidas en

el estudio.

Tabla 7. Caracteristicas basales poblacién estudio. Datos expresados como

media y DE, N (%)

GRUPO TRA- GRUPO
, GENERAL
CARACTERISTICAS N=19 TAMIENTO CONTROL P-VALOR
- N=9 N=10
Edad 55 59 51 0,12
Menopausia si/no 14(74%) 9(90%) 5(56%) 0,1409
Edad de D2* (anos)
50,3 £10,46 40,7 £ 11,92 54,9 + 6,57

Media y DE*
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GRUPO TRA- GRUPO
" GENERAL
CARACTERISTICAS g TAMIENTO CONTROL P-VALOR
- N=9 N=10
Duracién enfermedad
_ i 6,1 + 3,82 59+ 4,22 56 + 3,5
(anos) Media y DE*
ETS* previas 0% 0% 0%
Consumo alcohol 1(5%) 0% 1(10%)
Consumo tabaco 4(21%) 1(10%) 3(30%)
RAM* 5(26%) 1(10%) 4(40%)
TRATAMIENTO
INICIAL
* Propionato
clobetasol > 3 18(95%) 9(90%) 9(90%)
meses
* Mometasona 2(M%) 0(0%) 2(20%)
« Otros 6(32%) 2(20%) 4(40%)
*De - Disquostico. ETS - Enfermedades de transmision sexual.
DE - Desviacion estandar. RAM - Reacciones adversas medicamentosas.

Dentro de otros tratamientos durante el tratamiento inicial cuando el LEV fue
diagnosticado, tan solo 1 paciente habia llevado Tacrolimus 0% (Protopic©) du-
rante 2 semanas. El resto de las pacientes, llevaba cremas emolientes. Dentro de
las RAM, las mas frecuentes fueron al metamizol, seguidas de la penicilina.

Ninguna de las variables analizadas como posibles factores modificadores de
resultados fue diferente entre ambos grupos, Los resultados demograficos, asi
como los p-valores obtenidos de la comparacion de cada una de las variables en
ambos grupos se representan en la tabla 8.

Tabla 8. Resultados demograficos poblacién estudio. Datos expresados como
N (%)

GENERAL CONTROL TRATADO

N 19 10 9
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GENERAL CONTROL TRATADO
Tiempo D°* > 6M 19 (100%) 10 (100%) 9 (100%)
Tiempo D2-inclusién en
estudio > 6M 19 (100%) 10 (100%) 9 (100%)
HLA-DQ 7 10 (53%) 3 (30%) 7 (78%)
ANA 8 (42%) 5 (50%) 3 (33%)
AC*.Pariet 2 (11%) 1 (10%) 1 (11%)
AC. Perox 5(26%) 4 (40%) 1 (M%)
AC. Tiroglob 5(26%) 2 (20%) 3 (33%)
AC. TSH 2 (M%) 0% 2 (22%)
LEV. Extragenital 2 (M%) 2 (20%) 0%
AF*. E*. Autoinmune 11 (58%) 5 (50%) 6 (67%)
AF. LE 1(5%) 10 (10%) 0%

*AC - Anticuerpos.
AF - Antecedentes Familiares.

El 63% de las pacientes incluidas tenfa Ac. Antitiroideos: 26% Antiperoxidasa, 26%
Antitiroglobulina v 11% anti TSH.

En el analisis de la existencia de enfermedades autoinmunes en los familiares
de primer grado de las pacientes del estudio (tabla 3), casi un 60% presentaban
algun tipo de enfermedad autoinmune siendo las mas frecuentes las enfermeda-

des tiroideas (33,33%), seguidas de un 8,33% con familiares de primer grado con

¢ - Disquostico.
E - Enfermedad.

psoriasis vy un 8,33% con antecedentes de colitis ulcerosa.

El antecedente familiar no autoinmune mas frecuente fue la diabetes mellitus tipo

2 que se presentd en el 50% de los familiares de primer grado de las pacientes

del estudio.




4.2. RESULTADOS DE ANATOMIA PATOLOGICA.

En la Fig. 19 se representan los valores basales y post-tratamiento (semana 24)
de los marcadores de inflamacion agudos (linfocitos T, eosinofilos, mastocitos v
linfocitos perivasculares). Dichas variables presentan un descenso en el caso de
las pacientes tratadas respecto a las pacientes control. Esta disminucion signifi-
cativa del componente inflamatorio en las pacientes tratadas comparada con las
pacientes control, se evidencia sobre todo a nivel de los linfocitos T, (marcados
inmunohistoquimicamente con anti-CD3), v eosindfilos intradérmicos.

* Hay un descenso significativo en los valores de Linfocitos T vy eosinodfilos en las
pacientes tratadas con respecto a las pacientes del grupo control.

* El nUmero de mastocitos (revelados con el marcador de CD117) también mues-
tran un ligero descenso no significativo respecto a las pacientes control.

* Los valores de linfocitos dérmicos perivasculares muestran un descenso similar
en ambos grupos mayor en el grupo tratamiento.
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Fig. 19. Linfocitos T, Eosinofilos, mastocitos, v linfocitos perivasculares: Grafico representando las
medias e intervalos de confianza al 95%de variables de anatomia patoldgica. En estos graficos
el naranja representa las pacientes control y el morado las pacientes tratadas. La significatividad
de las diferencias de medias en cada una de las visitas se representa con los siguientes simbolos:
* p<0.05; ** p<0.01

* La exocitosis no mostro cambios significativos entre los grupos.

Exocitosis
1.0 R —
0.8 L »
0.6
Vo "X

Fig. 20. Exocitosis: Grafico representando las medias e intervalos de confianza al 95%de variables
de anatomia patologica. En estos graficos el naranja representa las pacientes control v el morado
las pacientes tratadas. La significatividad de las diferencias de medias en cada una de las visitas se
representa con los siguientes simbolos: *: p<0.05; **: p<0.01

« £En la figura 21 se muestra la reduccion de los marcadores de lesion cronicos
directos e indirectos (cuerpos apoptoticos, paragueratosis, hipergueratosis, me-
lanofagos, hipergranulosis, acantosis, atrofia epidérmica vy fibrosis subepitelial).
Dichos marcadores de lesion cronica estan disminuidos en los pacientes tratados
frente a los controles.

« Esta disminucion es significativa en el caso de los cuerpos apoptoticos.
Sin embargo, las variables atrofia epidérmica vy fibrosis subepitelial (Fig. 21) mues-
tran un incremento a lo largo del estudio en ambos grupos, aungue sin mostrar
diferencias significativas.
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Fig. 21. Marcadores cronicos de lesion. Grafico representando las medias e intervalos de confianza

al 95% de variables de anatomia patoldgica. En estos graficos el naranja representa las pacientes

control y el morado las pacientes tratadas. La significatividad de las diferencias de medias en cada

una de las visitas se representa con los siguientes simbolos: * p<0.05; **: p<0.01

4.3. RESULTADOS DE SINTOMAS Y AFECTACION MACROSCOPICA.

Cuando consideramos todos los sintomas vy signos fisicos en conjunto aparecen
diferencias significativas entre el grupo control v tratamiento a partir de la visita
4. En el grupo tratamiento esta mejoria significativa tiene lugar desde la visita 4

(1 mes post primer tratamiento) vy se mantiene hasta el final del estudio tal como

se aprecia enla Fig. 22 Ay B.
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CSS: Sintomas
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+ CONTRQOL+*  TRATADO
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Vi

CSS: Signos fisicos
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Fig. 22 Ay B Afectacion sintomatica y macroscopica: Grafico representando las medias e intervalos
de confianza al 95% de los datos de afectacion clinica a lo largo de las visitas. En estos graficos
el naranja representa las pacientes control v el morado las pacientes tratadas. La significatividad
de las diferencias de medias en cada una de las visitas se representa con los siguientes simbolos:

+ p<O1 " p<0.05; **: p<0.01
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Si procedemos a analizar los sintomas por separado (Fig. 23 A, B, Cy D), vemos
que:

» Dolor: existen diferencias significativas entre el grupo control y tratamiento en
la visita 4 vy 6. Ademas, podemos observar un descenso significativo del dolor a
partir de la visita 4.

» Prurito: existe una diferencia significativa entre el grupo control vy tratamiento
en la visita 4, observandose un descenso significativo del prurito entre la visita 1
v las siguientes.

« Quemazon vy dispareunia: estos sintomas presentan diferencias significativas
entre ambos grupos en la visita 6 v 7 observandose un descenso significativo en
el grupo de las pacientes tratadas a partir de la visita 1.
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Fig. 23 A, B, Cy D: Dolor, prurito, quemazon vy dispareunia: Grafico representando las medias e inter-
valos de confianza al 95% de los datos de afectacion clinica a lo largo de las visitas. En estos graficos
el naranja representa las pacientes control v el morado las pacientes tratadas. La significatividad
de las diferencias de medias en cada una de las visitas se representa con los siguientes simbolos:
+ p<O1 " p=<0.05; **: p<0.01

En cuanto a los signos fisicos observamos gue tanto las erosiones como las fisu-
ras presentan diferencias significativas entre las pacientes del grupo control y del
grupo tratamiento desde la visita 6 hasta el final del estudio, presentando las pa-
cientes tratadas un descenso significativo de ambas desde la visita 1 (Fig. 23E, F).

Por el contrario, la hipergueratosis, reabsorcion, estenosis v atrofia no presentaron

diferencias significativas entre ambos grupos (Fig. 23 G, H, I, J).
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Fig. 23 E F: Erosiones v fisuras: Grafico representando las medias e intervalos de confianza al 95%
de los datos de afectacion clinica a lo largo de las visitas. En estos graficos el naranja representa las
pacientes control y el morado las pacientes tratadas. La significatividad de las diferencias de medias

en cada una de las visitas se representa con los siguientes simbolos: +: p<0.1; * p<0.05; ** p<0.01
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Fig. 23 G, H, I, J: Hipergueratosis, reabsorcion o aglutinacion, estenosis, atrofia: Grafico represen-
tando las medias e intervalos de confianza al 95% de los datos de afectacion clinica a lo largo de
las visitas. En estos graficos el naranja representa las pacientes control v el morado las pacientes
tratadas. La significatividad de las diferencias de medias en cada una de las visitas se representa
con los siguientes simbolos: +: p<0.1; * p<0.05: ** p<0.01
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A continuacion, se muestran varias imagenes del aspecto macroscopico pre vy
post tratamiento (a los 12 meses) en 3 pacientes del grupo de tratamiento (Fig.
24 paciente A, B, C). En estas fotografias se puede apreciar una menor palidez e
incluso casi desaparicion de las placas blanguecinas junto con cierta recupera-
cion arquitectural en labios menores y mayores. Estos cambios macroscopicos
se correlacionaron con una disminucion significativa de la puntuacion del item de
hematomas/flictenas hemorragicas y sangrado con las relaciones sexuales.

Fig. 24A. Paciente 1. Aspecto macroscodpico tras dos

infiltraciones de tejido graso autologo vy PRP.

Fig. 24B. Paciente 2. Aspecto macroscopico tras dos

infiltraciones de tejido graso autdlogo vy PRP.
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Fig. 24C. Paciente 3. Aspecto macroscopico tras dos in-

filtraciones de tejido graso autologo y PRP.

A continuacion, se muestran varias imagenes del aspecto macroscopico basal vy
en la semana 52 en 3 pacientes del grupo control (Fig. 25 A, By C). A diferencia
de las anteriores, observamos que las lesiones macroscopicas se mantienen cons-
tantes en las pacientes control a lo largo de todas las visitas. Incluso se puede
visualizar un mayor numero de flictenas hemorragicas o mayor extension de las
placas blanquecinas.

Fig. 25A Paciente 1. Aspecto macroscopico paciente con-

trol. 1 ano de evolucion.
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Fig. 25B Paciente 2. Aspecto macroscopico paciente con-

trol. 1 afo de evolucion.

Fig. 25C Paciente 3. Aspecto macroscopico paciente con-

trol. 1 afo de evolucion.
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4.4 RESULTADOS ELASTICIDAD

La mayoria de las variables medidas mediante el Cutometer-dual-mpa® (RO, R2,
R5, R6) no presentaron diferencias significativas entre las pacientes del grupo
control y las pacientes tratadas en las diferentes visitas de forma individual (Fig.
26).

* Enlas variables RO (extensibilidad maxima), y R2 (elasticidad bruta) se
observa que las medias en la primera visita son practicamente iguales
entre ambos grupos y no hay diferencias significativas a lo largo de las
visitas.

« Las variables R5 (elasticidad neta) y R6 (viscoelasticidad) apenas su-
fren variaciones a lo largo del estudio salvo los valores de viscoelasti-
cidad que son significativos en el grupo tratamiento en la semana 24.
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Fig. 26: Grafico representando las medias e intervalos de confianza al 95% de las variables medidas
mediante el Cutometer-dual-mpa® a lo largo de las visitas. En estos graficos el naranja representa
las pacientes control y el morado las pacientes tratadas. La significatividad de las diferencias de
medias en cada una de las visitas se representa con los siguientes simbolos: +: p<O.l; * p<0.05
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4.5. RESULTADOS DE PRURITO (ESCALA 5D)

En el caso de la escala de prurito, tampoco hubo diferencias significativas en los
valores basales de ambos grupos. La disminucion del prurito fue significativamen-
te mayor en las pacientes tratadas que en las pacientes del grupo control desde
la semana 4 tras la primera dosis de tratamiento v a los tres meses tras la segunda
dosis de tratamiento, pero no al afo, momento en el que se pierde de nuevo la
significatividad estadistica e incluso aumenta el prurito (Fig. 27).
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Fig. 27. Prurito: Grafico representando las medias e intervalos de confianza al 95% de los datos de
5D prurito a lo largo de las visitas. En estos graficos el naranja representa las pacientes control vy el
morado las pacientes tratadas. La significatividad de las diferencias de medias en cada una de las
visitas se representa con los siguientes simbolos: +: p<O.1: * p<0.05: ** p<0.01

4.6. CALIDAD DE VIDA MEDIANTE LA ESCALA SKINDEX-29.

El comportamiento a nivel de SKINDEX-29 entre las pacientes tratadas vy las pa-
cientes control es muy similar al olbbservado en la variable 5D prurito vy dolor.

Una mejor calidad de vida se traduce por una menor puntuacion (valores mas
pajos) en la escala Skindex-29 (Fig. 28).

Partimos de valores similares v la mejoria de la calidad de vida fue significativa-
mente mayor en las pacientes tratadas que en las pacientes control vy se mantiene
asi a lo largo de todo el estudio.

93



SKINDEX-29

110
—- *
90 I *k "
L 3
70
L
LN
N\
- \}
50 -
30
V1 V4 V6 V7
= CONTROL = TRATADO

Fig. 28: Gréfico representando las medias e intervalos de confianza al 95% de los datos de SKIN-
DEX-29 a lo largo de las visitas. En estos graficos el naranja representa las pacientes control v el
morado las pacientes tratadas. La significatividad de las diferencias de medias en cada una de las
visitas se representa con los siguientes simbolos: *: p<0.05: ** p<0.0]1

A continuacion, representamos la variable calidad de vida mediante la escala ca-
lidad de vida Skindex-29 agrupando las respuestas por los diferentes dominios:
sintomatico, emocional v funcional (Fig. 29 A B, C). Podemos observar que en los
tres dominios (sintomatico, emocional v funcional) se parte de valores similares
vy se observa una mejora global en las pacientes tratadas frente a las pacientes
control, gue sin embargo se minimiza al ano de tratamiento.

Dominio sintomatico Dominio emocional
40
25
&k T *
. faiad ] -
20 . 9 . I 30 |
L ‘ .
L
1
15
L]
! 20
» -
10 T
L ]
V1 va Vi V7 vl Wa VB VT

94



Dominio funcional

. Fig. 29 A, B, C Dominio sintomatico, emocional
40 v funcional: Grafico representando las medias
' e intervalos de confianza al 95% de los datos
de SKINDEX-29 a lo largo de las visitas. En es-
tos graficos el naranja representa las pacientes
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En la Fig. 30 representamos los resultados asociados a la variabilidad de las pa-
cientes en las dos primeras componentes del PCA y observamos que se pueden
distinguir claramente ambos grupos: Las pacientes tratadas se agrupan arriba a la
derecha vy las controles abajo a la izquierda. Esto nos indica que tienen resultados
distintos para cada uno de los items del SKINDEX-29 v que estos comportamien-
tos son homogéneos para cada grupo de pacientes tratadas y control.
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Fig. 30 Variabilidad: Resultados del analisis de componentes principales para las dos primeras
componentes que explican un 50% de la variabilidad encontrada entre las muestras. Los puntos
naranjas representan a las pacientes control vy los puntos morados a las pacientes tratadas. Las
elipses indican los grupos definidos segun la separacion dada por la variabilidad explicada por las
dos primeras componentes del PCA (Analisis de componentes principales).
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4.7. RESULTADOS DE INDICE DE FUNCION SEXUAL.

Puntuaciones bajas en la funcion sexual son indicativas de disfuncion sexual. Hay
autores que ponen el punto de corte en una puntuacion global menor de 26 para
hablar de disfuncion sexual en LEV.

La funcion sexual de las pacientes control se mantiene constante v por debajo
de una puntuacion global de 10 sobre 36 (puntuacion maxima) durante todo el
periodo del estudio indicativo de que no hay mejora de dicha funcion (Fig. 31).
Sin embargo, en las pacientes tratadas hay una mejora significativa de la funcion
sexual a partir de la semana 24 gue se mantiene a lo largo del periodo del estudio.
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Fig. 31 IFS (Indice de Funcidn Sexual): Grafico representando las medias e intervalos de confianza
al 95% de los datos de IFS a lo largo de las visitas. En estos graficos el naranja representa las pa-
cientes control v el morado las pacientes tratadas. La significatividad de las diferencias de medias
en cada una de las visitas se representa con los siguientes simbolos: +: p<O1 ** p<0.01: ***: p<0.00]1

En la figura 32 representamos los resultados asociados a la variabilidad de las pa-
cientes en las dos primeras componentes del PCA y observamos que se pueden
distinguir claramente ambos grupos con algunas excepciones.

A la derecha vemos un grupo formado principalmente por pacientes tratadas,
sin embargo, la paciente LIQ 16 (paciente control) se agrupa con ellas, indicando
gue tiene un comportamiento parecido a las pacientes tratadas en su respuesta
al IFS, es decir, tiene mayor actividad sexual que el resto de sus companeras del
grupo control.

A la izquierda tenemos un grupo formado principalmente por las pacientes con-
trol, con la excepcion de las pacientes LIQ 02 y LIQ 15 que fueron tratadas, pero
se comportan como controles en su respuesta a las preguntas del IFS.
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Vemos gue todas las pacientes del grupo tratamiento tienen un mayor indice
de actividad sexual que las controles, exceptuando la paciente LIQ 02 vy LIQ 15
(pacientes del grupo tratamiento gue se comportan como pacientes del grupo
control en cuanto a IFS). Adicionalmente, hay que tener en cuenta gue no es por
visita, sino incluyendo todas las visitas en el analisis.

Sin embargo, la paciente LIQ 16 tiene un IFS y mas o menos constante en todas las
visitas, este dato se interpreta como que mantuvo su actividad sexual constante
a lo largo del periodo del estudio.
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Fig. 32. Variabilidad IFS: Resultados del analisis de componentes principales para las dos primeras
componentes que explican un 76.9% de la variabilidad encontrada entre las muestras. Los puntos
naranjas representan a las pacientes control vy los puntos morados a las pacientes tratadas. Las
elipses indican los grupos definidos seguln la separacion dada por la variabilidad explicada por las
dos primeras componentes del PCA (Analisis de componentes principales).

Cuando analizamos el IFS de estas pacientes del grupo tratamiento (LIQ2 y LIQ15)
gue se comportan como pacientes del grupo control, vemos que su indice de fun-
cion sexual aumenta a lo largo de las visitas de forma no significativa, para luego
descender, aungue por encima de valores basales (Fig. 33).
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Fig. 33 IFS en LIQ 02 vy LIQ 15. Pacientes del grupo tratamiento que se comportan como pacien-
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tes del grupo control.

En la figura 34 se expresa el comportamiento de cada grupo en cada visita, con
los items agrupados en 6 grupos: deseo, excitacion, lubricacion, orgasmo, satis-

faccion y dolor.

El deseo v la excitacion previo al tratamiento fue significativamente mayor en el
grupo de tratamiento. Pero estas diferencias se mantuvieron a lo largo del estudio,
siendo estadisticamente mayor en el grupo de tratamiento respecto al control.

Sin embargo, la lubricacion, orgasmo, satisfaccion y dolor basal fue similar en
ambos grupos pre-tratamiento, con mejoria estadisticamente significativa desde
la semana 24 en el grupo tratamiento respecto de las pacientes controles vy dicho
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efecto se mantiene a lo largo del estudio.

V1

98

Deseo

V6

V7

Vi

v7

Excitaciérl

V4

Wi

*%

V'



Lubricacion Orgasmo
% *

: sk
6 ‘ *h & i
.
| -
4 | = ] 4
- [
I v I i i
2 ! + 2 1 .
f .
ks ! |
* 4
»
o 0
vl V4 V6 V7 vi V4 V6 V7
Satisfaccig n Dolor
s r wk 6 *%
b
—
3 4 . -
4 o | i
_ T -
- l //
//
- 2 ‘,
2 + .
e . l 4
* *
0 |
vl V4 V6 W7 Vi va B v7
+CONTROL -+ TRATADO

Fig. 34 |[FS desglosado por dominios: Grafico representando las medias e intervalos de confianza al
95% de los grupos definidos de items en la encuesta IFS. En estos graficos el naranja representa las
pacientes control y el morado las pacientes tratadas. La significatividad de las diferencias de medias
en cada una de las visitas se representa con los siguientes simbolos: +: p<O.1; *: p<0.05; **: p<0.01
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4.8. EVENTOS ADVERSOS DERIVADOS DEL TRATAMIENTO.

En total hubo 40 eventos adversos, aungque Nninguno se considerd directamente
relacionado con el tratamiento (Tabla 9).

Hubo tres episodios de brote de LEV que ocurrieron solo en el grupo control.

En general, hubo mayor nimero de acontecimientos adversos en el grupo control
gue en el grupo tratamiento (Tabla 10).

Los eventos adversos mas frecuentes fueron las cefaleas, infecciones de vias res-
piratoria altas, infecciones leves gastrointestinales e infecciones del tracto urinario.

Los acontecimientos adversos musculo-esgueléticos mas frecuentes fueron las
lumbalgias vy artralgias. Dos pacientes tuvieron fracturas en tobillo v en peroné
por accidentes casuales vy fueron tratadas de manera conservadora.

Los 2 episodios de tromboflebitis que fueron clasificados como graves, requirieron
tratamiento médico. Y una de las pacientes fue operada de forma programada v
en régimen de media estancia para practicarle una safenectomia.

Durante la fase final del estudio, una paciente del grupo control informo sobre
su reciente diagndstico de Cirrosis Biliar Primaria, enfermedad autoinmune que
puede relacionarse con el LE.

Tabla 9. Eventos adversos derivados del tratamiento.

Moderado
No ; ;
3 X . Medicacion
relacionado
No
8 .
relacionado
X Medicacion
X Medicacion
X
No
16 .
relacionado
7 X Medicacion
5 X Medicacion
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4 X Medicacion

: .
relacionado

2 X Medicacion

9

9 X Medicacion
No

] relacionado

1 X Cirugia
No

relacionado

1 X Medicacion

Tabla 10. Eventos adversos en grupo control y en grupo Tratamiento.

Acontecimientos Adversos Grupo Control N=28 Grupo "I:::::miento
Brote LEV 3 (100%) o)
Lumbalgia 2 (67%) 1(33%)
Artralgia 2 (67%) 1(33%)
Fractura 2 (100%) 0]
Infeccion Respiratoria 5 (71%) 2 (29%)
Infeccién Gastrointestinal 3 (75%) 1(25%)
Infeccidén Urinaria 4 (80%) 1(20%)
Tromboflebitis 1(50%) 1(50%)
Cefaleas 5 (56%) 4 (44%)
Cirugias 0 1(33%)
Cirrosis Biliar primaria 1(100%) 0
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PARTE V

DISCUSION

El LEV es una enfermedad cronica, inflamatoria mediada por linfocitos T, v de etio-
logia desconocida, probablemente multifactorial, aunque cada vez mas, se aboga
por el mecanismo autoinmune. Hasta ahora no hay tratamientos estandarizados
para esta enfermedad, salvo el uso de corticoides ultrapotentes que solo producen
un 20% de remisiones. Por esta razdn, cualquier opcion terapéutica nueva debe-
ria ser evaluada como una oportunidad para tratar a este tipo de pacientes. En
este estudio hemos pretendido investigar la posible capacidad antiinflamatoria,
inmunomoduladora e inmunosupresora del tejido adiposo, descrita en estudios
previos’2%>73 v del plasma rico en plaguetas (PRP) autologos®®274 en las lesiones
producidas por LEV.

Para ello, realizamos un estudio comparativo en pacientes con afectacion mode-
rada-severa de LEV donde hemos evaluado la eficacia del tratamiento con tejido
adiposo y PRP autologos mediante la cuantificacion de la mejoria histologica,
de los sintomas vy signos de afectacion macroscopica, asi como de la calidad
de vida y de la funcion sexual antes y después de la aplicacion del tratamiento
citado y compararlo con un grupo de pacientes control tratadas con los clasicos
corticoides topicos. En este sentido nuestro estudio es innovador porgue hasta
la fecha no se hablan abordado de forma detallada los diversos aspectos de la
enfermedad, ni se ha investigado a todos los niveles en una misma paciente la
eficacia del tratamiento local con tejido graso autdlogo v PRP.

Estudios previos han investigado acerca del papel del tejido adiposo vy PRP auto-
logos en las pacientes con LEV. Asi pues, Casabona et al.>* relataron una mejoria
sintomatica del trofismo de la mucosa vulvar vy de la funcion sexual de 15 pacientes
con LEV tratadas con tejido adiposo vy PRP autdlogos. Sin embargo, no midieron
dichos hallazgos con escalas validadas ni corroboraron con estudios histologicos
de manera objetiva la mejoria clinica. Ademas, dicho estudio fue llevado a cabo
en mujeres con LEV sin comparar con un grupo control ni plantearon el estudio
como ensayo clinico aleatorizado.

Por otro lado, el trabajo de Boero et al. se desarrollo en 36 pacientes afectadas de
LEV alas que se les infiltra 8-15 cc de tejido adiposo hasta en 3 ocasiones. Relata
una mejoria de la calidad de vida vy de la funcion sexual en estas pacientes tras
el tratamiento junto con una mejora del trofismo de la mucosa vulvar, desapari-
cion de las lesiones por rascado, aumento del volumen tanto de labios mayores
Yy menores, asi como una remision de las placas blanguecinas, una mejoria de la



elasticidad del introito vy una disminucion del grado de fimosis clitoriana®s. Sin
embargo, desconocemos si dichos cambios fueron en paralelo con mejoria en los
cambios histologicos.

En la misma linea, el trabajo de Onesti versa sobre el tratamiento de células madre
derivadas de adipocitos (10x10% /2m| de acido hialurdnico) en 5 pacientes afec-
tadas de LEV. Les aplicaron 2 sesiones en 3 meses y constataron una mejoria del
dolor, de la funcion sexual v del trofismo vulvar que se mantuvieron hasta los dos
afos que duro el estudio’.

Estos trabajos describen una disminucion del componente inflamatorio en general
tras el tratamiento con dicho tejido®>73. Sin embargo, no especifican cuales son las
células implicadas en este mecanismo antiinflamatorio y en qué medida el trata-
miento es capaz de producir cambios. Tampoco son ensayos clinicos aleatorizados
ni comparan el efecto con pacientes control.

En este trabajo hemos demostrado que el componente inflamatorio agudo (pre-
sente en las pacientes afectadas de LEV) presenta un descenso en el caso del
grupo tratamiento y un aumento en el caso de las pacientes control, indicando
un posible efecto del tratamiento. Esta disminucion significativa de dicho com-
ponente inflamatorio agudo en las pacientes tratadas, se evidencia sobre todo
a nivel de los linfocitos T y eosinofilos intradérmicos. El nimero de mastocitos vy
linfocitos perivasculares, también muestra un descenso respecto a las pacientes
controles, aunque no tan marcado como los linfocitos T v los eosinofilos.

En cuanto a los marcadores de lesion cronicos, en los trabajos de Boero vy de
Onesti hablan de una disminucion de la hipergueratosis, acantosis, fibrosis de la
dermis vy de la dilatacion de capilares en las pacientes tratadas sin cuantificar la
disminucion. Tampoco se habla de significacion en la comparacion de los valores
pre vy post tratamiento y no hay comparacion con pacientes control. Ademas, asf
como en el trabajo de Boero la biopsia se toma a los 8 meses, en el trabajo de
Onesti no se especifica, por lo gue deducimos gue tuvo lugar entre 1-2 anos tras
el tratamiento.>73

En nuestro trabajo ampliamos el estudio de dichos marcadores de lesion epidér-
mica cronicos y ahadimos al analisis los cuerpos apoptoticos, la paragueratosis,
los melanofagos v la hipergranulosis. Al igual gue en los trabajos comentados
anteriormente vimos que todos los parametros analizados disminuyeron en las
pacientes tratadas, aungue no en el nivel de significacion en que lo hicieron los
marcadores agudos de lesion (salvo los cuerpos apoptoticos gue disminuyen de
forma muy significativa por disminucion clara del dano epitelial). Este hallazgo de
disminucion mayor en los marcadores agudos de inflamacion puede ser atribuido

105



a gue por una parte nuestras pacientes partian de una afectacion moderada-se-
vera y, por tanto, una enfermedad muy evolucionada vy, por otra parte, quiza a que
tomamos la biopsia posterior al tratamiento de forma precoz (3 meses despues
de la segunda infiltracion) vy, por tanto, podia ser que no transcurrio el tiempo
suficiente para que estos parametros cronicos disminuyeran de forma mas sig-
nificativa. Quiza en futuros estudios, con el fin de poder observar cambios mas
relevantes en los marcadores de lesion cronicos, se deba tomar la biopsia mas
alla de los 8-12 meses posteriores al tratamiento igual que se hizo en los trabajos
de Boero®® y Onesti’s.

Este estudio constata un aumento de la atrofia epidérmica a lo largo del tiempo,
tanto en el grupo control como en el grupo tratamiento, fendmeno no evaluado
previamente en ningun otro estudio. Las pacientes incluidas presentaban afec-
tacion moderada-severa de la enfermedad, no eran respondedoras al tratamiento
esteroideo vy adicionalmente se permitia la continuacion de la terapia topica con
corticoides, en pauta de mantenimiento, en todas ellas para evitar la aparicion
de brotes de la enfermedad. Todo ello esta asociado intimamente a una atrofia
epidérmica, como se ha postulado en otros trabajos.>>7576

Por otro lado, los estudios de Boero y Onesti observaron una disminucion de
la fibrosis dérmica tras el tratamiento®>73. Sin embargo, en el presente trabajo al
analizar la fibrosis subepitelial, se observo un aumento paradojico en las pacientes
tratadas. Este fendmeno inesperado, podria explicarse porgue se ha observado
gue los injertos grasos pueden reabsorberse a lo largo del tiempo v ser reempla-
zados por tejido fibroso.”” También podria ser debido a que el PRP mezclado con
elinjerto de tejido adiposo produce un mayor mantenimiento del volumen cuando
se aplica esta técnica conjunta en reconstruccion mamaria probablemente debido
a un prendimiento mayor del injerto de tejido graso/0. Por otro lado, este aumento
de la fibrosis subepitelial podria ser secundario al dano inherente a la propia ci-
rugia de la infiltracion, ya que puede generar cierta presencia de tejido cicatricial
con depdsito de fibras de coldgeno durante el proceso de cicatrizacion, puesto
gue la segunda biopsia se tomo 3 meses después de la segunda infiltracion, en
plena fase de maduracion del tejido cicatricial, la cual puede durar hasta 1-2 anos.
Probablemente y como ya se ha resefiado con anterioridad, si hubiéramos realiza-
do un seguimiento mas amplio en el tiempo, como proponen en estudios previos,
gue esperan hasta 24 meses, tal vez se podria haber evidenciado una mejoria en
la fibrosis dérmica 545573

Estudios previos han visto que el PRP inyectado de manera aislada produce un
aumento de la proliferacion de fibroblastos vy una aceleracion de la produccion de
colageno tipo | v Il gue podria explicar el aumento de la fibrosis dérmica’® En este
sentido, recientemente, se ha publicado un ensayo clinico, donde solo se inyectd



PRP aislado (sin tejido adiposo autdlogo asociado) como tratamiento del LEV a
19 pacientes’® Los autores concluyen que el PRP no es beneficioso para el LEV
puesto que el 52,6% no presentd ningun cambio vy el 21% de las pacientes presento
empeoramiento en la biopsia cuando analizaron el componente inflamatorio en
estas pacientes., Sin embargo, el mismo grupo publicd dos afnos antes un estudio
piloto donde se evidencio que el PRP reducia el componente inflamatorio en la
histologia en 58,3% de los pacientes’®. Por el contrario, otro estudio similar vy mas
reciente reporta una mejoria sintomatica en el 62% de los pacientes de LEV tra-
tados solo con PRP7¢, aungue con la limitacion de que no fue un ensayo clinico
controlado ni se uso evaluacion histoldgica ni escalas validadas gque midieran la
mejoria sintomatica a diferencia del ensayo clinico de Goldstein’®.

En resumen, hasta la fecha toda la literatura parece indicar que, tras los hallazgos
del aumento de la fibrosis dérmica en las pacientes del grupo tratamiento, pue-
dan estar implicados en diferente medida el PRP vy su estimulo de la produccion
de colageno | v I, el dano cicatricial dérmico inherente a cualguier infiltracion v
la toma precoz de la biopsia, antes de la finalizacion de la fase fisiologica de re-
modelacion cicatricial. Estos resultados en los parametros de atrofia epidérmica
y fibrosis subepitelial parecen relacionarse, como se explicara mas adelante, con
los datos de no mejoria de la elasticidad neta y de empeoramiento en la elastici-
dad bruta debido a que las biopsias post-tratamiento se tomaron precozmente,
durante la fase de remodelacion o maduracion del tejido cicatricial que suele
extenderse hasta los 2 afos.8°

Respecto a la mejoria de los sintomas, se ha observado que todas las pacientes
con LEV tratadas con infiltraciones de tejido graso y PRP autdlogos, presentaron
una mejoria sintomatica y ademas ninguna de las pacientes tratadas sufrio un bro-
te de la enfermedad durante el afo de seguimiento. En este grupo de pacientes,
la mejoria de afectacion estructural o macroscopica también ha sido significativa
aligual gue la calidad de vida vy la funcion sexual, esta Ultima hasta puntuaciones
de no disfuncion sexual.

Los sintomas principales del LEV son el dolor, prurito, dispareunia y guemazon.
En los estudios publicados previamente se ha constatado una mejoria del dolor,
aungue en ninguno de dichos estudios se aclara el método de medicion.”®%>%4 Sin
embargo, en este estudio se ha podido confirmar esta mejoria mediante la escala
de puntuacion clinica del LEV y se ha comparado en los mismos términos con las
pacientes control, encontrando diferencias significativas con estas pacientes, no
solo en el dolor, sino también en el prurito, guemazon y dispareunia. Solo hay un
estudio previo que ha aplicado esta escala de evaluacion de los principales sinto-
mas a las pacientes con LEV78 Sin embargo, en las conclusiones solo se describen
los cambios de la inflamacion, quiza porgue el objetivo principal fue la medicion



de la eficacia del tratamiento en términos de disminucion de la inflamacion.

El prurito junto con el dolor es uno de los sintomas principales del LEV. Este
sintoma es tan incapacitante que se ha llegado a concluir que el prurito cronico
condiciona gue los pacientes decidan acortar su esperanza de vida un 13% con tal
de suprimir este sintoma“?. No existen estudios previos que hayan ahondado en la
mejoria cuantitativa del prurito. Al analizar este sintoma en sus 5 dimensiones (du-
racion, grado, direccion, incapacidad vy localizacion), los resultados arrojaron una
mejoria significativa del prurito en las pacientes tratadas, respecto a las pacientes
del grupo control, desde el primer mes tras la primera infiltracion. Es importante
sefalar la relevancia en la gran mejoria en la calidad de vida que puede suponer
la abolicion o la mejoria del prurito en los pacientes con LEV tratados con tejido
adiposo y PRP autologos. Adicionalmente, se asocio a una mejoria significativa
de la guemazon v la dispareunia en las pacientes tratadas con respecto al grupo
control, datos que no habian sido descritos en la literatura previamente publicada.

Un hallazgo sorprendente fue gue tras un afo, se observo un leve empeoramiento
de los sintomas en ambos grupos de pacientes. Esto podria deberse quiza a un
efecto pasajero del tratamiento en las pacientes tratadas y a una posible necesi-
dad de otra dosis para mantener los efectos, como se ha hecho en otros estudios
para los casos rebeldes o con fibrosis severa y dependiendo de la respuesta, que
han llegado a realizar 3 aplicaciones®*>>73 Por otro lado, podria haber ocurrido que
las pacientes que participan en un ensayo clinico consideran que su participacion
es ventajosa ya gue les garantiza un control mas estrecho de su enfermedad v
tienen prioridad para realizarse pruebas diagnosticas.®? El hecho de saber que el
estudio finalizaba podria haberles ocasionado cierta intranquilidad y temor que
pudo traducirse en un empeoramiento de la respuesta.

Si analizamos la afectacion macroscopica, se demostrd una mejora en el grupo
de las pacientes tratadas con respecto al grupo control desde el primer mes
posterior a la primera infiltracion de tejido adiposo autdlogo v PRP, que fue muy
significativa en el caso de las erosiones v las fisuras. Es el primer ensayo clinico que
expone los resultados de mejoria de la afectacion macroscopica de las pacientes
con LEV tratadas en relacion con las pacientes del grupo control. Casabona et al.
sostienen que 4 meses tras el tratamiento con tejido adiposo vy PRP autdlogos el
‘aspecto de la vulva era bastante normal”, Onesti et al. observaron una desapa-
ricion del eritema a nivel del surco interlabial v del introito vy Boero et al. hicieron
una descripcion mas exhaustiva de los hallazgos macroscopicos encontrados tras
el tratamiento con tejido adiposo autdlogo, como fue una mejora del trofismo
vulvar y desaparicion de las lesiones de rascado en el 94% de las pacientes, un
aumento del volumen de labios mayores y menores en el 83%, una remision de
las lesiones blanguecinas en el /8%, una mejora de la elasticidad del introito en el



75% v una disminucion del grado de fimosis del clitoris en el 50% de las pacientes.
Sin embargo, este Ultimo estudio no tiene pacientes control con quien comparar
e incluye pacientes con afectacion leve (no detalla el porcentaje de éstas en la
muestra de 36 pacientes) que son Mmas susceptibles de obtener mejores resulta-
dos con el tratamiento por no estar la enfermedad tan evolucionada, tampoco se
especifica como vy en gué momento se han medido dichos hallazgos ni si se ha
aplicado ninguna escala objetiva de valoracion macroscopica.

A diferencia de las pacientes tratadas, la afectacion macroscopica no se modifico
en las pacientes control quienes incluso presentaron un aumento en las erosiones
a lolargo del estudio debido a gue fue este grupo en exclusiva el que sufrio brotes
de la enfermedad. Estas pacientes presentaron un mayor numero de flictenas he-
morragicas y mayor extension de las placas blanguecinas, hallazgo posiblemente
relacionado con la continuacion de la administracion de tratamiento tépico con
corticoides ultrapotentes.8s

No existen estudios hasta la fecha que hayan medido de forma objetiva la elasti-
cidad en el LEV. En este estudio se uso el Cutometer-dual-mpa® con sonda de 2
mm. En otros estudios (no relacionados con el LEV) aconsejan el uso de la sonda
de apertura de 8 mm para determinar las propiedades mecanicas de dermis e
hipodermis en enfermedades que producen cambios en la dermis (esclerosis sis-
témica, escleredema de Buschke, psoriasis, queloides v erisipelas)®®. El uso de
la sonda de 2mm facilita el manejo en regiones de piel fina vy flacida como es el
capuchon del clitoris, aungue es mas selectiva para las propiedades mecanicas
de epidermis. A posteriori y a tenor de los resultados obtenidos en los parame-
tros de elasticidad, el uso de la sonda de 8mm (mas apropiada para medir los
cambios en la dermis), podria haber sido preferible para detectar un aumento de
la elasticidad en las pacientes tratadas, correlacionado con la mejoria observada
en el patron inflamatorio.

Parece logico pensar en una ganancia en la elasticidad tras el tratamiento con
tejido graso autdlogo como se postula en el estudio de Pallua et al que utiliza la
escala POSAS (Escala de Evaluacion Objetiva de Paciente y Observador) para
evaluar la elasticidad de la cicatriz®. Este sistema de medicion evalla dicha fle-
xipbilidad de una forma mas grosera (en una escala del 1al 10 al arrugar la cicatriz
entre los dedos pulgar e indice), mientras que nosotros utilizamos un sistema de
medicion optica (Cutometer-dual-mpa®) cuyos valores oscilan entre O y 1. Con-
trariamente a lo publicado, en este estudio se ha observado que la mayoria de
las variables de elasticidad medidas no presentan diferencias significativas entre
controles v pacientes tratados vy que las variaciones leves que existen, pueden
deberse a factores extrinsecos como una diferente presion al aplicar la sonda por
parte de la investigadora, un movimiento leve de la paciente durante la medicion,
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una dificultad de acceso a la zona, etc.

El hecho de no encontrar diferencias significativas entre los grupos de pacientes e
incluso ver un empeoramiento de la elasticidad, puede deberse a que el dafo in-
herente a la propia cirugia de la infiltracion de tejido graso vy PRP autdlogos puede
generar cierta presencia de tejido cicatricial con depdsito de fibras de colageno
durante el proceso de cicatrizacion que puede llegar a durar 1-2 afos como vya
se ha explicado anteriormente v, por tanto, puede afectar a la elasticidad vy a las
mediciones que hemos hecho durante el primer ano. Draaijers et al. en su estudio
apuntan que el uso del PRP disminuye la elasticidad bruta.®” Este aumento de |a
dureza de la piel en las pacientes tratadas, podria deberse a la acumulacion de
colageno tipo | v Il por el efecto del PRP3°. Este aumento de firmeza también se
ha descrito en el caso del escleredema de Buschke, en la esclerodermia genera-
lizada vy en las lesiones progresivas de morfea, debido al engrosamiento de los
haces de colageno vy al edema en el tejido subcutaneo3>36:41.85

Por otro lado, hay estudios que sefalan el Cutometer-dual-mpa® como fiable en la
medicion de elasticidad en piel normal vy lesiones de esclerodermia, pero no se ha
evaluado suficientemente en cicatrices, donde ademas de haber una abundante
estructura de colageno, la superficie irregular (capuchon del clitoris) puede in-
fluenciar la fiabilidad de los resultados, concluyendo que, para aumentar la certeza
de dichos valores, la medicion debe ser llevada a cabo por 2 o mas personas®’.

En resumen, quiza el Cutometer-dual-mpa® no sea el instrumento mas adecuado
para la medicion de la elasticidad en la piel cicatricial del liguen escleroso, o quiza
sea preferible usar la sonda de 8mm (mas apropiada para medir los cambios en
la dermis), o realizar las mediciones por dos 0 mas personas entrenadas y a partir
del ano de tratamiento para evitar la fase de maduracion cicatricial. Por ultimo,
guiza el empeoramiento no esperado de la elasticidad se produzca por un exceso
de formacion de colageno tipo | vy Il por el PRP.

La calidad de vida consiste en la sensacion de bienestar que puede ser expe-
rimentada por los individuos vy representa la suma de sensaciones subjetivas vy
personales del “sentirse bien”, por ello es importante evaluar el impacto que tiene
el LEV en la calidad de vida de aguellas pacientes que lo padecen. En este estu-
dio hemos observado una mejoria muy significativa de la calidad de vida en las
pacientes tratadas. Estos datos son refrendados por los estudios previos que va
describen una mejoria estadisticamente significativa en la calidad de vida en las
pacientes de LEV tratadas con tejido adiposo autologo®. A diferencia de estos
autores, que utilizaron la escala indice de calidad de vida dermatologico (DLQD),
en este estudio se decidio usar la version espanola de Skindex-29 ya que ésta no
tiene un efecto suelo v tiene sensibilidad al cambio. Ademas, debido a la impor-



tancia que tiene la calidad de vida en las personas, se analizd en profundidad los
diferentes dominios de la calidad de vida, los cuales mejoraron significativamente
en las pacientes tratadas (sintomatico, emocional vy funcional) con respecto a
las pacientes del grupo control. De nuevo, hubo al final del estudio un empeora-
miento de la calidad de vida en ambos grupos, mayor en el grupo control. Quiza
debido, como ya se ha apuntado anteriormente con los sintomas, a la necesidad
de una nueva dosis de recuerdo en las pacientes tratadas o a un empeoramiento
por el curso inexorable de la enfermedad que tiende a la cronicidad con fases
de exacerbacion y remision en las pacientes control3°. Adicionalmente, v al hilo
de este hallazgo, el tratamiento prolongado con corticoides ultrapotentes puede
contribuir alun mas a la atrofia epidérmica propia de la enfermedad, asi como al
desarrollo de hematomas por fragilidad de la piel y a una mayor tendencia a las
infecciones locales®® fendmenos que pueden contribuir al empeoramiento de la
calidad de vida. Por Ultimo, de nuevo enfatizar en el efecto de “preocupacion”
por finalizar un ensayo clinico en el cual la participacion es considerada por las
pacientes como ventajosa, ya que les garantiza un control mas estrecho de su
enfermedad vy tienen prioridad para realizarse pruebas diagnosticas®?

La calidad de vida vy la salud sexual estan intimamente relacionadas vy de for-
ma mas estrecha en las pacientes afectadas de LEV. De igual forma hubo una
mejoria significativa en las pacientes tratadas con respecto al grupo control. La
salud sexual viene definida como un estado fisico, emocional, mental v social de
bienestar en relacion con la sexualidad. No es tan solo la ausencia de enferme-
dad o disfuncion®®. La sexualidad es un componente importante en la vida de las
mujeres menopausicas v a pesar de la importancia de la funcion sexual en este
grupo de poblacion, se ha visto que la disfuncion sexual aumenta con la edad v
el climaterio®91.

Existe consenso en la utilizacion de la escala del indice de funcion sexual de Rosen
para evaluar la funcion sexual en estas pacientes* 48 A mayor puntuacion, mejor
funcion sexual, aungue hay autores gue mantienen el punto de corte original para
riesgo de disfuncion sexual en la puntuacion de 26 sobre la calificacion global de
2686 Por regla general, las pacientes con LEV obtienen puntuaciones bajas en el
test de funcion sexual de Rosen indicando que hay una disfuncion sexual clara
en las pacientes afectadas en estadios moderados vy severos. Estudios similares
gue han analizado el bienestar sexual de pacientes con LE, vieron gue obtenian
una puntuacion final de 18,8% En dicho estudio analizaron, aparte de la calidad
de vida, los diferentes dominios de la escala de funcion sexual en 215 mujeres que
padecian LEV vy se compararon los resultados con un grupo control de 61 mujeres
de edad similar sin afectacion dérmica v las pacientes afectadas de LEV tenian
afectada la calidad de vida vy se concluyd que en el LE la funcion sexual era la mas



afectada vy en todos los dominios %2,

En este estudio, la puntuacion media de todas las pacientes al inicio del estudio
fue de 14,33 lo cual reafirma la influencia tan significativa del LEV en la funcion
sexual %3, Sin embargo, se ha visto una mejoria muy significativa de dicha funcion
en las pacientes tratadas respecto al grupo control. Esta mejoria sexual ha sido
apuntada en estudios previos confirmando la mejoria de la funcion sexual en las
pacientes con LE que fueron tratadas con inyeccion de células madre derivadas
de adipocitos®73. En este estudio se amplio el analisis a todos los dominios que
componen la funcion sexual habiendo encontrado diferencias significativas en
todos ellos gue se mantienen a lo largo del estudio en las pacientes tratadas. Si
analizamos lo que ocurre en la Ultima visita, vemos que apenas se deteriora la
funcion sexual en el grupo de las pacientes tratadas y de forma mas acusada en
las pacientes control, lo que hace gue las diferencias entre ambos grupos sean aln
mas significativas, por el efecto del tratamiento. Es conocido un empeoramiento
por el curso inexorable de la enfermedad que tiende a la cronicidad con fases de
exacerbacion y remision en las pacientes control 3°.

Las pacientes tratadas relataron haber notado una mejoria significativa en la lu-
bricacion tras los 2 tratamientos. Aungue no existen en la literatura trabajos que
describan este hallazgo, parece que esto pudiera deberse a que al inyectar en el
introito tejido graso autologo con sus celulas madre mesenguimales y PRP con sus
factores de crecimiento, se activaria la produccion de lubricante por las glandulas
de Bartholin en el introito vaginal, que son las encargadas de producir la lubrica-
cion de la vulva vy la parte exterior de la vagina durante las relaciones sexuales.
Serian necesarios mas estudios prospectivos para determinar el efecto regenera-
tivo tanto de las células madre derivadas del tejido adiposo como del PRP sobre
la lubricacion a fin de poder ofrecer esta terapia en los casos de sequedad vagi-
nal de diversa indole, v sobre todo en aguellos casos donde la terapia hormonal
no sea posible debido a los antecedentes de canceres estrogeno-dependientes.
Hasta la fecha, los estudios clinicos sugieren que las células madre derivadas de
adipocitos son seguras y capaces de producir tanto una reparacion tisular como
una regeneracion en multiples aplicaciones °4.

En cuanto a los eventos adversos relacionados con el tratamiento fueron poco
frecuentes y no condicionaron hospitalizaciones. Cabe destacar que durante el
estudio todos los brotes de LEV ocurrieron en el grupo de las pacientes control
vy nNinguno en las pacientes tratadas. Las infecciones de orina son complicaciones
gue aparecen secundariamente en las mujeres con LEV gue sufren disfuncion
vesical secundaria a las alteraciones anatomicas. Por ello, las infecciones urinarias
gue se presentaron no fueron confirmadas objetivamente mediante analisis mi-
crobiologicos urinarios. De hecho, el 80% de las infecciones urinarias se dio en el



grupo de las pacientes que no recibio el tratamiento experimental. Es posible que
las mujeres, tanto en estadios iniciales de LEV como en estadios mas avanzados,
sufran infecciones vesicales sintomaticas abacterianas, pudiendo ser este hecho
uno de los sintomas mas precoces del LEV. Es conocido gue la probabilidad de
desarrollar sintomas correspondientes al tracto urinario en su tramo inferior es
cuatro veces mayor en mujeres con LEV que en mujeres sin esta enfermedad. El
sintoma predominante, tanto en mujeres con LEV como en pacientes sin LEV, es
una hiperactividad vesical y no queda claro si el tratamiento topico adecuado en
el LEV tiene algun impacto en los sintomas de hiperactividad vesical asociados
al LEV®S.

En conclusion, este ensayo clinico consigue demostrar que la inyeccion de tejido
adiposo autdlogo y PRP como tratamiento de las pacientes con LEV produce una
mejoria tanto de los marcadores agudos como los cronicos de lesion. La mejoria
de los sintomas a corto-medio plazo v la mejoria gue consigue dicho tratamiento
de las erosiones vy fisuras es significativa, lo cual se traduce en una mejora de la
calidad de vida v la funcion sexual con restablecimiento de dicha funcion y con
pocos eventos adversos asociados. Por tanto, puede ser una buena opcion te-
rapeutica para estas pacientes que, hasta la fecha, no disponen de tratamientos
alternativos a los corticoides v cuya calidad de vida en todos los ambitos se ve
afectada de manera importante.

Son necesarios mas estudios para confirmar estos hallazgos vy para investigar de
forma mas exhaustiva el rol de la via regenerativa de las células madres derivadas
de tejido adiposo v los factores de crecimiento del PRP en el LEV. Es esencial es-
tablecer, mediante una cohorte prospectiva amplia, un esguema terapéutico que
sirva para optimizar las dosis y el niUmero de administraciones. Este estudio abre la
posibilidad de nuevas lineas de tratamiento en este tipo de enfermedades donde
el efecto antiinflamatorio e inmunosupresor local puede ser Util en la mejoria de
las lesiones, e incluso puede cambiar la evolucion del curso de esta enfermedad.









PARTE VI

CONCLUSIONES

1. El tratamiento mediante la infiltracion vulvar de tejido adiposo y PRP auto-
logos en pacientes con LEV, mejora de forma objetiva los marcadores his-
tologicos de lesion epidérmicos agudos vy cronicos asi como los signos de
afectacion macroscopica, el trofismo de la mucosa vulvar, la elasticidad del
introito, las erosiones v fisuras.

2. Este efecto se correlaciona con una mejora subjetiva de los sintomas, que se
traduce en una mejoria en la calidad de vida y en la funcion sexual llegando
a alcanzar puntuaciones de no disfuncion sexual.

3. El efecto de la inyeccion de tejido adiposo v PRP autdlogos en pacientes
con LEV parece debido a las propiedades inmunosupresoras, inmunomao-
duladoras, antiinflamatorias vy regenerativas de dichas células sobre el tejido
afecto.

4. El tratamiento mediante la infiltracion vulvar de tejido adiposo vy PRP auto-
logos, ademas de efectivo, es seguro y no produce eventos adversos graves.

Me gustaria acabar esta tesis doctoral con una de
mis frases favoritas, pertenece a Jaques Derrida:

“Si las cosas fueran simples, se hubiera corrido la voz”
“If things were simple, word would have gotten around”

Gracias.
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ANEXO 1

Valoracidon sintomatica y macroscépica (CSS).

Tabla 4A. Sintomas LEV escala CSS

Sintoma Puntuaciéon (0-10)

Prurito

Quemazon

Dolor

Dispareunia

TOTAL

Tabla 4B. Signhos LEV escala CSS

Signo Grado O (O) Grado 1 (1) Grado 2 (2) TOTAL

Erosiones

Hiperqueratosis

Fisuras

Aglutinacién

Estenosis

Atrofia

TOTAL

En presencia de sintomas sugestivos de LEV, una puntuacion de 4 o mayor en
la escala de los signos fue sugestiva de la existencia de LEV. La biopsia para la
confirmacion es obligatoria.



ANEXO 2

Escala 5D Prurito.

Duracién: Durante las Ultimas 2 semanas, ¢Cuantas horas ha sufrido prurito?
* Menos de 6 horas al dia (O)
+ 6-12 horas/dia (1)
+ 12-18 h/dia (2)
+ 18-23h/dia (3)

» Todo el dia (4)

Grado: Intensidad del prurito durante las Ultimas dos semanas.
* No presente (O)
e Leve (1)
 Moderado (2)
* Severo (3)

* Insoportable (4)

Direcciéon: Durante las 2 Ultimas semanas ¢EI prurito ha mejorado o empeorado
comparado con el mes anterior?

*« Completamente desaparecido (O)

* Mucho mejor pero aun presente (1)

* Ligeramente mejor pero aun presente (2)
* Sin cambios (3)

* Empeoramiento (4)

Incapacidad:

Evalle el impacto del prurito en las siguientes actividades durante las pasadas
dos semanas:
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Sueno:
* Nunca afecta al sueno (0)
» Ocasionalmente retrasa inicio del sueno (1)
» Frecuentemente retrasa inicio del sueno (2)

* Retrasa inicio del sueno y ocasionalmente le despierta durante la
noche (3)

* Retrasa inicio suefo v frecuentemente le despierta durante la noche
(4)
Ocio:
« Nunca afecta a mi tiempo de ocio/vida social (O)
» Rara vez afecta a mi tiempo de ocio/vida social (1)
» Ocasionalmente afecta a mi tiempo de ocio/vida social (2)
* Frecuentemente afecta a mi tiempo de ocio/vida social (3)

» Siempre afecta a mi tiempo de ocio/vida social (4)

Trabajo en casa / Recados:
* Nunca afecta a mi tiempo de trabajo en casa/ recados (0O)
» Rara vez afecta a mi tiempo de trabajo en casa/ recados (1)
« Ocasionalmente afecta a mi tiempo de trabajo en casa/ recados (2)
* Frecuentemente afecta a mi tiempo de trabajo en casa/ recados (3)
« Siempre afecta a mi tiempo de trabajo en casa/ recados (4)
Trabajo:
* Nunca afecta a mi tiempo de trabajo (O)
* Rara vez afecta a mi tiempo de trabajo (1)
» Ocasionalmente afecta a mi tiempo de trabajo (2)
* Frecuentemente afecta a mi tiempo de trabajo (3)

* Siempre afecta a mi tiempo de trabajo (4)



ANEXO 3

Escala Skindex-29 versidon espanola.

Tabla 5. Cuestionario Skindex-29
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ANEXO 4

indice de funcién sexual de Rosen (IFS)

Estas preguntas son sobre su sexualidad durante las Ultimas 4 semanas. Por fa-
vor responda las siguientes preguntas lo mas honesta vy claramente posible. Sus
respuestas seran mantenidas completamente confidenciales.

- Actividad sexual: se refiere a caricias, juegos sexuales, masturbacion v rela-
ciones sexuales.

- Relacion sexual: se define como penetracion del pene en la vagina.

-Estimulacion sexual: incluye juegos sexuales con la pareja, autoestimulacion
(masturbacion) o fantasias sexuales.

- Deseo o interés sexual: es la sensacion gue incluye deseo de tener una ex-
periencia sexual, sentirse receptiva a la incitacion sexual de la pareja v pen-
samientos o fantasias sobre tener sexo.

Marque sélo una alternativa por pregunta
1. En las ultimas 4 semanas, ¢Cuan a menudo usted sintid deseo o interés sexual?
* Siempre o casi siempre (5)
* La mayoria de las veces (mas que la mitad) (4)
« A veces (alrededor de la mitad) (3)
* Pocas veces (menos que la mitad) (2)
* Casi nunca o nunca (1)

2. En las uUltimas 4 semanas, ¢Cédmo clasifica su nivel (intensidad) de deseo o
interés sexual?

* Muy alto (5)
« Alto (4)

 Moderado (%)
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* Bajo (2)
« Muy bajo o nada (1)

Excitacion sexual es una sensacion gue incluye aspectos fisicos y mentales de la
sexualidad. Puede incluir sensacion de calor o latidos en los genitales, lubricacion
vaginal (humedad) o contracciones musculares.

3. En las ultimas 4 semanas, ¢Con cuanta frecuencia usted sintié excitacion
sexual durante la actividad sexual?

* No tengo actividad sexual (O)

* Siempre o casi siempre (5)

* La mayoria de las veces (mas que la mitad) (4)
+ A veces (alrededor de la mitad) (3)

* Pocas veces (menos que la mitad) (2)

* Casi nunca o nunca (1)

4. En las uUltimas 4 semanas, éComo clasifica su nivel de excitacidon sexual du-
rante la actividad sexual?

« No tengo actividad sexual (O)

Muy alto (5)

Alto (4)

« Moderado (%)

* Bajo (2)

* Muy bajo o nada (1)

5. En las Ultimas 4 semanas, ¢Cuanta confianza tiene usted de excitarse durante
la actividad sexual?

* No tengo actividad sexual (O)
* Muy alta confianza (5)

« Alta confianza (4)



* Moderada confianza (3)
* Baja confianza (2)
* Muy baja o nada de confianza (1)

6. En las ultimas 4 semanas, ¢Con qué frecuencia se sintid satisfecho con su
excitacion durante la actividad sexual?

* No tengo actividad sexual (O)

* Siempre o casi siempre (5)

* La mayoria de las veces (mas que la mitad) (4)
* A veces (alrededor de la mitad) (%)

* Pocas veces (menos que la mitad) (2)

+ Casi nunca o nunca (1)

7. En las ultimas 4 semanas, {¢Con cuanta frecuencia usted sintid lubricacion o
humedad vaginal durante la actividad sexual?

* No tengo actividad sexual (O)

* Siempre o casi siempre (5)

* La mayoria de las veces (mas que la mitad) (4)
* A veces (alrededor de la mitad) (%)

* Pocas veces (menos que la mitad) (2)

+ Casi nunca o nunca (1)

8. En las uUltimas 4 semanas, éle es dificil lubricarse (humedecerse) durante la
actividad sexual?

* No tengo actividad sexual (O)

» Extremadamente dificil o imposible (1)

Muy dificil (2)

Dificil (3)

* Poco dificil (4)
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*« No me es dificil (5)

9. En las ultimas 4 semanas, ¢Con qué frecuencia mantiene su lubricaciéon (hu-
medad) vaginal hasta finalizar la actividad sexual?

* No tengo actividad sexual (O)

* Siempre o casi siempre la mantengo (5)

* La mayoria de las veces la mantengo (mas que la mitad) (4)

« A veces la mantengo (alrededor de la mitad) (3)

* Pocas veces la mantengo (menos gue la mitad) (2)

« Casi nunca o nunca mantengo la lubricacion vaginal hasta el final (1)

10. En las ultimas 4 semanas, iLe es dificil mantener su lubricacion (humedad)
vaginal hasta finalizar la actividad sexual?

» No tengo actividad sexual (O)

* Extremadamente dificil o imposible (1)

Muy dificil (2)

Dificil (3)

Poco dificil (4)
* No me es dificil (5)

11. En las ultimas 4 semanas, cuando usted tiene estimulacion sexual o relacio-
nes, ¢Con qué frecuencia alcanza el orgasmo o climax?

* No tengo actividad sexual (O)

* Siempre o casi siempre (5)

* La mayoria de las veces (mas que la mitad) (4)
« A veces (alrededor de la mitad) (3)

* Pocas veces (menos que la mitad) (2)

* Casi nunca o nunca (1)



12. En las ultimas 4 semanas, cuando usted tiene estimulacidon sexual o relacio-
nes, cLe es dificil alcanzar el orgasmo o climax?

* No tengo actividad sexual (O)

Extremadamente dificil o imposible (1)

Muy dificil (2)

Dificil (3)

Poco dificil (4)
« No me es dificil (5)

13. En las ultimas 4 semanas, éCuan satisfecha estd con su capacidad para al-
canzar el orgasmo (climax) durante la actividad sexual?

* No tengo actividad sexual (O)
* Muy satisfecha (5)

« Moderadamente satisfecha (4)

Ni satisfecha ni insatisfecha (3)
« Moderadamente insatisfecha (2)
* Muy insatisfecha (1)

14. En las ultimas 4 semanas, ¢Cuan satisfecha esta con la cercania emocional
existente durante la actividad sexual entre usted y su pareja?

* No tengo actividad sexual (O)
* Muy satisfecha (5)

« Moderadamente satisfecha (4)

Ni satisfecha ni insatisfecha (3)
- Moderadamente insatisfecha (2)
* Muy insatisfecha (1)

15. En las ultimas 4 semanas, {¢Cuan satisfecha esta con su relaciéon sexual con
su pareja?
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« Muy satisfecha (5)

« Moderadamente satisfecha (4)

Ni satisfecha ni insatisfecha (3)
- Moderadamente insatisfecha (2)
* Muy insatisfecha (1)

16. En las ultimas 4 semanas, ¢Cuan satisfecha esta con su vida sexual en ge-
neral?

« Muy satisfecha (5)

* Moderadamente satisfecha (4)

Ni satisfecha ni insatisfecha (3)
« Moderadamente insatisfecha (2)
* Muy insatisfecha (1)

17. En las Ultimas 4 semanas, éCuan a menudo siente discomfort o dolor durante
la penetracién vaginal?

* No tengo actividad sexual (O)

* Siempre o casi siempre (1)

* La mayoria de las veces (mas que la mitad) (2)
* A veces (alrededor de la mitad) (3)

* Pocas veces (menos que la mitad) (4)

* Casi nunca o nunca (5)

18. En las ultimas 4 semanas, ¢Cuan a menudo siente discomfort o dolor después
de la penetracidn vaginal?

« No tengo actividad sexual (O)
* Siempre o casi siempre (1)
* La mayoria de las veces (mas que la mitad) (2)

« A veces (alrededor de la mitad) (3)



* Pocas veces (menos que la mitad) (4)
* Casi nunca o nunca (5)

19. En las ultimas 4 semanas, ¢Como clasifica su nivel (intensidad) de discomfort
o dolor durante o después de la penetracién vaginal?

* No tengo actividad sexual (O)

* Muy alto (1)

Alto (2)

Moderado (3)
* Bajo (4)

* Muy bajo o nada (5)

Tabla 6. Correccidon del indice de funcidn sexual

Preguntas Puntuacioén Multiplicar Score
Preguntas 1, 2 x 0,6 = 1,2-6
Preguntas 3,4, 5, 6 x 0,3 = 0-6
Preguntas 7, 8, 9, 10 x 0,3 = 0-6
Preguntas 11, 12, 13 x 0,4 = 0-6
Preguntas 14, 15, 16 x 0,4 = 0-6
Preguntas 17, 18, 19 x 0,4 = 0-6
Rango total de la escala 2-36
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ANEXO 5

Hoja de instrucciones para el paciente del grupo Tratamiento.

HOJA DE INSTRUCCIONES PARA EL PACIENTE

1. RasUrese (aféitese) la zona vulvar el dia antes de la intervencion.

2. Ducha con agua vy jabon el mismo dia de la intervencion antes de venir al

hospital (NO use crema hidratante, ni perfumes, ni desodorantes, ni maqui-
llaje).

. Si el dia de la intervencion esta con la menstruacion, haganoslo saber a su

llegada a la UCSI o al quirdfano vy acuda a la intervencion con compresa o
tampon.

. Retire el esmalte de ufas de manos vy pies antes de venir al hospital.

. Deje en casa pendientes, anillos, piercings, reloj y todo lo metalico.

. Debe estar en ayunas desde las 12 de la noche (minimo 8 horas). Después

de esa hora no debe tomar nada solido ni liquido, ni agua, ni chicles, etc.

. Ingresara a la hora gque se le indique en la UCSI (Unidad de Cirugia Sin In-

greso).

.Una vez haya sido intervenida, permanecera unas horas en la UCSI hasta su

recuperacion.

.Una vez se le dé el alta hospitalaria, debera guardar reposo en su casa du-

rante al menos 24 horas.

10. Seguira las instrucciones postoperatorias que se le den, sobre todo lo re-

lacionado con la actividad fisica, medicacion vy visitas de control. Dichas
instrucciones estaran reflejadas ademas por escrito en el documento de alta
hospitalaria.



ANEXO 6

Checklist anamnesis visita 1

o Fecha de nacimiento ../../ ...

o RAM (redondee lo que proceda) si/no

o Fecha diagnostico liqguen escleroso ../.../ ..

o Tiempo evolucion desde aparicion sintomas hasta diagnostico: ......... meses
o Tiempo evolucion desde diagnostico hasta inclusion en estudio: ....meses
o H2 familiar de LE (redondee lo que proceda) si/no

o Consumo alcohol (redondee lo que proceda) si/no

o Habito tabaqguico (redondee lo que proceda) si/no

o Tratamiento actual farmacologico otras enfermedades:

o Tratamiento toépico inicial LE v fecha .../ .../ ...

o Antecedentes de ETS (redondee lo que proceda) si/no

o Antecedentes familiares de enfermedades autoinmunes (redondee o que
proceda) si/no: vitiligo, DM, tiroiditis, alopecia Areata, Ell

o

Biopsia previa (redondee lo que proceda) si/no y fecha../../ ..

@)

Bioguimica

O

Hemograma

Hemostasia

O

o

ANA, anticuerpos antitiroideos, anticuerpos anticélula parietal, anticuer-
pos. antimicrosomales

o Hormonas tiroideas

VSG, PCR

O

HLA DQY/

O

Beta-HCG

O



ANEXO 7

Hoja de informacién al paciente.

HOJA DE INFORMACION AL PACIENTE Y CONSENTIMIENTO INFORMADO

Promotor: Instituto de

i P lo:
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Nombre del Investigador Principal: Patricia Gutiérrez | Centro: Hospital Universitari
Ontalvilla i politécnic La fe
Datos de contacto: 961244295 Servicio: Cirugia Plastica

Titulo del ensayo: "Estudio piloto del tratamiento del liguen escleroso vulvar mediante
tejido adiposo asociado a plasma rico en plaguetas autdlogos”

1. INTRODUCCION:

Nos dirigimos a usted para informarle sobre un ensayo clinico en el que se le invita
a participar. El estudio ha sido aprobado por el Comité Etico de Investigacion con
medicamentos correspondiente v la Agencia Espafnola del Medicamento vy Pro-
ductos Sanitarios, de acuerdo a la legislacion vigente, el Real Decreto 1090/2015,

de 4 de diciembre, por el que se regulan los ensayos clinicos con medicamentos.

Nuestra intencion es tan solo que usted reciba la informacion correcta v suficien-
te para que pueda evaluar y juzgar si quiere o no participar en este ensayo. Para
ello lea esta hoja informativa con atencion y nosotros le aclararemos las dudas
gue le puedan surgir después de la explicacion. Ademas, puede consultar con las

personas que considere oportuno.

2. PARTICIPACION VOLUNTARIA:

Debe saber que su participacion en este estudio es voluntaria y que puede decidir
no participar vy retirar el consentimiento en cualquier momento, sin gque por ello se

altere la relacion con su médico ni se produzca perjuicio alguno en su tratamiento.



3. DESCRIPCION GENERAL DEL ENSAYO:

El liguen escleroso es una enfermedad inflamatoria cronica de la piel genital v
extragenital con preferencia por la region anogenital. La causa del liqguen escleroso
es desconocida y probablemente sea debida a muchos factores, aungue cada vez
se relaciona mas con un mecanismo autoinmune.

Si da su consentimiento para participar en este estudio, se realizard una revision
de su historia médica para comprobar gue cumple todos los requisitos para entrar
en el estudio. Ademas, se solicitara una analitica, se tomara una pegueha biopsia o
muestra de piel de la zona afectada de su vulva bajo anestesia local, v finalmente,
se evaluara la elasticidad mediante la aplicacion de un aparato en la zona de la
vulva afectada que ejerce una peqguena succion indolora. Durante la primera visita
de le tomara fotografias de la zona de la vulva afectada.

Si finalmente cumple todos los requisitos para entrar en el estudio, se le asignara a
uno de los 2 grupos posibles de tratamiento de forma aleatoria, es decir, al azar. Un
grupo recibira el mantenimiento de la terapia topica con corticoides (clobetasol
0,05%) que se estuviera administrando por practica clinica, con el mismo farmaco
v a la misma dosis. El otro grupo recibira el tratamiento experimental explicado
a continuacion: se le administrara mediante infiltracion una pequena cantidad de
su propia grasa (20 centimetros cubicos) junto con otra cantidad de su propio
plasma rico en plaguetas (4 centimetros cubicos).

Todo el proceso se lleva a cabo en guirdfano. La anestesia utilizada sera una anes-
tesia local y sedacion, para gue no sienta ninguna clase de dolor en la zona a tratar
(pering, cara interna de los muslos, zona del pubis o monte de venus). Usted como
paciente permanecera después de salir de guirofano unas horas en la unidad de
cirugia sin ingreso v sera dada de alta el mismo dia cuando se encuentre bien. En
guirofano, procederemos, mediante liposuccion de la cara interna de los muslos
o de la zona del monte de venus, a la toma de una pequena cantidad de tejido
graso (en torno a 20-30cc). Trataremos este tejido graso mediante centrifugacion
(consiste en someter la grasa a una fuerza centrifuga (3000 vueltas por minuto
durante 3 minutos) o aceleracion en una maquina para ello con el fin de sepa-
rar los componentes de la grasa (aceite libre, globulos rojos, células grasas) v lo
asociaremos con 4cc de su propio plasma gue obtendremos mediante la misma
técnica gue se usa para un analisis de su sangre. Procederemos a la inyeccion de
este producto (grasa vy plasma rico en plaguetas) en las zonas de su vulva afec-
tadas por el Liquen escleroso.

A los tres meses de la primera infiltracion con su grasa y su plasma rico en pla-
quetas realizaremos una segunda sesion de infiltracion en quirdfano en las mismas
condiciones y cantidades.



A los 6 meses del tratamiento en quirofano en el caso del grupo experimental,

o del tratamiento topico en el caso del grupo control, tomaremos otra biopsia

o0 muestra de piel bajo anestesia local en consultas externas de Dermatologia.

Mandaremos las muestras a analizar para ver los cambios sucedidos después del

tratamiento vy los compararemos con los hallazgos de la biopsia tomada antes

del tratamiento.

Usted sera controlada en consultas externas de Dermatologia con:

« Una visita al mes de la primera infiltracion (si pertenece al grupo de
tratamiento) o al mes de la visita basal (si pertenece al grupo control):
evaluacion clinica, fotografia de la zona tratada, cuestionario de sinto-
mas, de calidad de vida vy evaluacion de elasticidad.

« Una visita a los tres meses de la primera infiltracion (si pertenece al
grupo de tratamiento) o a los tres meses de la visita basal (si pertenece
al grupo control): evaluacion clinica, fotografia de la zona tratada, cues-
tionario de sintomas, de calidad de vida vy evaluacion de elasticidad).

« A los seis meses de la primera infiltracion (si pertenece al grupo de
tratamiento) o a los seis meses de la visita basal (si pertenece al grupo
control) se procedera bajo anestesia local en las consultas de Derma-
tologia a la toma de una biopsia de las zonas tratadas ademas de la
evaluacion clinica, fotografica v cuestionario de sintomas vy de calidad
de vida vy evaluacion de elasticidad.

« Al afo de la inclusion en el estudio volveremos a verla en la consulta
para una evaluacion clinica, toma de fotografias de la zona tratada vy
control de la evolucion de su enfermedad. Usted seguira siendo con-
trolada por dermatologos segun la practica habitual.

La evaluacion de la elasticidad se hara mediante un aparato especifico para ello.

Se mide mediante la aplicacion de un aparato en la zona de la vulva afectada que

ejerce una peqguena succion indolora.

Este sera el calendario de visitas y cada una de las pruebas que se le realizaran:
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Todas las visitas tienen un periodo de ventana de 315 dias.

"Analitica: Hemograma, Bioquimica con glucosa. Anticuerpos (ANA antitiroi-
deos, anticélula parietal, antimicrosomales), hormonas tiroideas, hemostasia,



Reactantes de fase aguda RFA (PCR, VSG), HLADQ7 y prueba de embarazo
con determinacion de beta-HCG en sangre.

2 Biopsia: punch 4mm de una placa de la zona vulvar afectada.

3SLa visita 2 (preanestésica) y la visita 3 (tratamiento en quirdfano) solo tendra
lugar en el grupo de tratamiento (Grupo 2).

4 En las pacientes del grupo control estas visitas se realizaran teniendo en
cuenta la visita basal.

4. BENEFICIOS Y RIESGOS DERIVADOS DE SU PARTICIPACION EN
EL ESTUDIO:

A pesar de que el tratamiento con corticoides topicos parece solucionar los prin-
cipales sintomas del liquen escleroso, tienden a persistir los dafos en la forma,
volumen vy arguitectura de los labios mayores, menores, clitoris, entrada de la
vagina, asi como la atrofia vy la piel cicatricial.

Recientes estudios han demostrado que el tejido adiposo posee propiedades anti-
inflamatorias e inmunomoduladoras. El efecto final se traduce en una disminucion
de la fibrosis. EI PRP (plasma rico en plaguetas) es una concentracion aumentada
de plaguetas humanas en un volumen peguefo de plasma, asi como una fuente
de factores de crecimiento que pueden mejorar los procesos de cicatrizacion y de
regeneracion de las zonas tratadas. Tanto el tejido graso como el plasma utilizados
en este estudio pertenecen al propio paciente.

Las mujeres embarazadas no pueden entrar en este estudio. En el caso de que una
mujer incluida en el estudio se quedase embarazada, se la sacara del estudio v su
enfermedad dermatologica (liguen escleroso) seguira siendo controlada vy tratada
por los dermatologos del servicio de dermatologia segun la practica habitual, v
el seguimiento vy control de su embarazo se llevard a cabo por los ginecologos
obstetras que le correspondan por zona o gue ella elija libremente.

Usted debe saber que puede que no haya ningln beneficio por su participa-
cion en el estudio.

La cantidad de grasa suya gue vamos a necesitar para el tratamiento es pegue-
Aa, apenas 20 centimetros cubicos. En ningun momento se le va a realizar una
liposuccién estética para disminuir el volumen de las zonas donantes.

Se consideraran como Acontecimiento Adverso (AA) cualguier empeoramiento
de la gravedad o frecuencia de una enfermedad concomitante o cualquier enfer-



medad diagnosticada en el periodo de ensayo y puede no existir relacion causal
con el tratamiento aplicado. Usted se pondra en contacto con las consultas ex-
ternas de Dermatologia (961244295) via telefonica para comunicarlo en el plazo
de 48-72 horas desde la aparicion del efecto adverso.

Una reaccion adversa (RA) es cualguier respuesta desfavorable v no intencionada
al medicamento que se sospecha gue tiene una relacion causal con el tratamien-
to. Usted se pondra en contacto con las consultas externas de Dermatologia
(961244295) via telefonica para comunicarlo en el plazo de 48-/2 horas desde la
aparicion de la reaccion adversa. El investigador evaluara la intensidad. El grado de
intensidad es una observacion clinica y describe la intensidad del acontecimiento
segun las tres categorias siguientes:

- Leve: Sintomas transitorios, sin interferencia con las actividades diarias
del paciente.

 Moderado: Sintomas marcados, interferencia moderada con las activi-
dades diarias del paciente.

« Grave: Interferencia considerable con las actividades diarias del pa-
ciente.

Seran Reacciones adversas (RA) leves: (no hara falta el reporte telefonico).

* Inflamacion o edema de las zonas tratadas.

* Hematomas en las zonas tratadas.

« Sangrado intermitente y leve (manchado) de las zonas tratadas.
« Cambios en la sensibilidad cutanea temporales.

 Irregularidades en el contorno de la piel vy asimetrias (normalmente
asociado a la liposuccion/lipoinyeccion de grandes volimenes de tejido
adiposo v a tono pobre de la piel).

Serdn reacciones adversas (RA) moderadas: necesario reporte telefonico
(961244295) en las primeras 48-72 horas desde la aparicion.

* Reacciones alérgicas locales al esparadrapo de papel, material de su-
tura.

* Inflamacion o edema de las zonas tratadas que interfiera de forma mo-
derada con las actividades cotidianas.
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« Hematomas o sangrado de las zonas tratadas que interfiera de forma
moderada con las actividades cotidianas.

« Seromas o acumulacion de fluidos gue interfiera de forrma moderada
con las actividades cotidianas.

* Infeccion de las zonas tratadas.

Seran reacciones adversas (RA) graves: Necesario reporte teleféonico (961244295)

en las primeras 24 horas desde la aparicion.

* Hemorragia o sangrado franco.

* Inyeccion intraarterial de tejido adiposo autdlogo. Esto puede producir
necrosis cutanea de la zona circundante a la inyeccion. El riesgo v las
consecuencias de la inyeccion intravascular accidental son desconoci-
dos y no predecibles.

« Embolia grasa, ocurre cuando se atrapan gotas de grasa en los pulmo-
nes. Es una complicacion grave y muy rara del lipofilling. Puede nece-
sitar tratamiento adicional y hospitalizacion.

Dentro de los posibles riesgos asociados al tratamiento con inyeccion de grasa

propia y plasma rico en plaguetas propio cabe senalar:

e Infecciéon de la zona tratada: Es infrecuente tras este tipo de proce-
dimiento. Si ocurriera, podria ser necesario gue tuviera que tomar an-
tibioticos o en casos graves cirugia para limpiar el foco de la infeccion.

* Hinchazén o edema: La hinchazon de las zonas tratadas (vulva, labios
mayores, menores, capuchon del clitoris, cara interna de muslos o zo-
na del pubis o monte de venus) depende de la zona tratada, y de las
caracteristicas personales de cada paciente.

e Hematomas y sangrado: Es muy frecuente la aparicion de morato-
nes o hematomas superficiales, que suelen desaparecer a los pocos
dfas. Es posible, aungque muy raro, que haya un episodio de hemorragia
sangrado durante o después de la cirugia. Si ocurriera una hemorragia
después de la cirugia, podria requerir tratamiento de urgencia para
drenar la sangre acumulada, o incluso la transfusion de sangre si usted
lo necesitara. No debe tomar aspirina ni medicamentos antiinflamato-
rios tipo Naproxeno, Ibuprofeno, etc. desde 10 dias antes de la cirugia,
puesto que ello podria aumentar el riesgo de sangrado.



* Cambios en la sensibilidad cutdnea: Es normal que la sensibilidad
cutanea esté alterada o “rara” despuées de la cirugia, normalmente se
resuelve pasados un par de meses. La pérdida total de la sensibilidad
es poco frecuente, pero podria producirse.

e Cicatrizacidon: Se espera una buena curacion de las incisiones peque-
fas por las gue sacamos o inyectamos la grasa. Si usted tiene tenden-
cia a los queloides, haganoslo saber ya que podria no ser una buena
candidata para este tratamiento.

* Irregularidades del contorno de la piel: Cuando sacamos o inyec-
tamos grandes volumenes de grasa, pueden ocurrir irregularidades v
depresiones de la piel. Aunque en este caso la cantidad de grasa que
sacamos es pequena, si guedan irregularidades en la piel, puede ser
necesaria una cirugia para corregirselo.

e Asimetria: Puede no conseguirse una simetria total del cuerpo tras
una liposuccion o relleno con grasa propia. A veces el tono de la piel si
es pobre, diferencias en las prominencias de los huesos de uno vy otro
lado, v si el tono muscular es pobre, pueden contribuir a una asimetria

e Inyeccidn intraarterial: Es muy raro que se inyecte accidentalmente
en arterias pequefas y produzca una obstruccion del flujo sanguineo.
Esto puede producir necrosis de la piel en la zona. El riesgo vy las con-
secuencias de la inyeccion dentro de un vaso sanguineo accidental son
desconocidos v no predecibles.

e Complicaciones pulmonares: El sindrome de embolismo graso ocurre
cuando se atrapan gotas de grasa en los pulmones. Es una complica-
cion grave y muy rara de la liposuccion vy del relleno de grasa. Puede
necesitar tratamiento adicional y hospitalizacion.

e Seroma: Es infrecuente que se produzca una acumulacion de fluidos
o liquido en la zona de donde se saca o se infiltra el tejido graso. En
el caso gque se produjeran, se pueden requerir tratamientos o incluso
cirugia para drenar dicha acumulacion de fluidos.

* Efectos a largo plazo: Como resultado del proceso de envejecimiento,
pérdida o ganancia de peso, embarazo u otras circunstancias no rela-
cionadas con la liposuccion o inyeccion del tejido graso puede variar
la forma gue se le quedd tras el tratamiento

* Reacciones alérgicas: En algunos casos se han observado alergias
locales al esparadrapo, material de sutura (puntos) o cremas antibioti-



cas o cicatrizantes. Las reacciones sistémicas o generales, que son Mmas
serias, pueden producirse por medicaciones usadas durante la cirugia,
anestesia o por medicinas que podemos prescribirles para usar en su
casa. Las reacciones alérgicas pueden requerir tratamiento adicional
para solucionar el cuadro.

¢ Anestesia: Tanto la anestesia local como la general implican un riesgo.
Existe la posibilidad de complicaciones vy lesiones, por cualgquiera de
las formas de anestesia o sedacion.

e Otros: Usted puede estar insatisfecho con los resultados del proce-
dimiento. Es poco frecuente que se necesite realizar cirugia adicional
para mejorar los resultados.

5. TRATAMIENTOS ALTERNATIVOS:
No tiene que participar en este estudio para recibir tratamiento.

Si tiene preguntas acerca de los tratamientos alternativos vy sus posibles ventajas
v riesgos, pida mas informacion al medico del estudio.

Dentro de los tratamientos alternativos para el liguen escleroso vulvar se encuen-
tra la terapia topica de corticoides. El principio activo mas utilizado en la practica
clinica es el propionato de clobetasol al 0,05%. En el caso de no participar en
este estudio, usted seria tratada con este farmaco a dosis de mantenimiento o a
dosis de brote si usted sufriera una exacerbacion de su enfermedad. EI medico
responsable de este estudio le dard mas informacion al respecto si usted asi lo
desea. Si durante el tratamiento o después de la inyeccion de la mezcla de tejido
grado v plasma rico en plaguetas, usted sufriera un empeoramiento de su enfer-
medad (liquen escleroso), se pondra en contacto con las consultas externas del
servicio de dermatologia (961244295) para nueva valoracion en consulta externas
e instauracion del tratamiento y de las dosis adecuadas.

6. SEGURO:

El promotor del estudio dispone de una poliza de seguros que se ajusta a la legis-
lacion vigente (Real Decreto 1090/2015, de 4 de diciembre, por el que se regulan
los ensayos clinicos con medicamentos), que le proporcionara la compensacion
e indemnizacion correspondientes en caso de menoscabo de su salud o de lesio-
nes que pudieran producirse en relacion con su participacion en el estudio. Esta
poliza esta contratada con la compania HDI, con n? de pdliza 08058090-14208



En caso que se necesiten cuidados meédicos, los gastos ocasionados por ello es
responsabilidad del Promotor.

En el caso de gue disponga de un seguro privado de enfermedad o vida, reco-
mendamos que consulte las clausulas del mismo, por si pudieran interferir con las
coberturas cuando los pacientes participan en ensayos clinicos.

7. N°2 DE URGENCIA PARA PROBLEMAS DEL ENSAYO:

En caso de que desee formular preguntas acerca del estudio o dafos relacionados
con el mismo, contactar con la médica del estudio Dra. Gutiérrez Ontalvilla en el
numero de teléfono 961244295,

8. CONFIDENCIALIDAD.

Durante el estudio se llevaran a cabo extracciones de tejido adiposo vy de sangre
para la obtencion de plasma rico en plaquetas. Todo tejido autdlogo que no se
utilice en el paciente sera desechado en ese mismo instante no procediendo de
ninguna mMmanera a la conservacion.

El tratamiento, la comunicacion y la cesion de los datos de caracter personal
de todos los sujetos participantes, se ajustara a lo dispuesto en la Ley Organi-
ca 15/1999, de 13 de diciembre de proteccion de datos de caracter personal. De
acuerdo a lo que establece la legislacion mencionada, usted puede ejercer los
derechos de acceso, modificacion, oposicion y cancelacion de datos, para lo cual
debera dirigirse a su médico del estudio. Los datos recogidos para el estudio
estaran identificados mediante un codigo y solo su médico del estudio o colabo-
radores podran relacionar dichos datos con usted y con su historia clinica. Por lo
tanto, su identidad no sera revelada a persona alguna salvo excepciones, en caso
de urgencia médica o requerimiento legal.

Solo se tramitaran a terceros y a otros paises los datos recogidos para el estudio,
gue en ningun caso contendran informacion que le pueda identificar directamen-
te, como nombre vy apellidos, iniciales, direccion, nimero de la seguridad social,
etc. En el caso de que se produzca esta cesion, sera para los mismos fines del
estudio descrito vy garantizando la confidencialidad como minimo con el nivel de
proteccion de la legislacion vigente en nuestro pais.

El acceso a su informacion personal guedara restringido al médico del estudio,
colaboradores, autoridades sanitarias (Agencia Espanola del Medicamento v Pro-
ductos Sanitarios), al Comité Etico de Investigacidn Clinica y personal autorizado
por el promotor, cuando lo precisen para comprobar los datos y procedimientos



del estudio, pero siempre manteniendo la confidencialidad de los mismos de
acuerdo a la legislacion vigente. El acceso a su historia clinica ha de ser sélo en
lo relativo al estudio.

El responsable del registro de datos en la Agencia Espafola de Proteccion de
Datos sera el Instituto de Investigacion Sanitaria La Fe.

9. COMPENSACION ECONOMICA:

El promotor del estudio es el responsable de gestionar la financiacion del mismo,
por lo que su participacion en este no le supondra ningun gasto. Usted no tendra
gue pagar por los medicamentos gue le suministren en el estudio.

Debe saber gue no recibira compensacion economica por participar en el estudio.

10. OTRA INFORMACION RELEVANTE:

Cualguier nueva informacion referente a los farmacos utilizados en el estudio que
se descubra durante su participacion y que pueda afectar a su disposicion para
participar en el estudio, le sera comunicada por su méedico lo antes posible.

Si usted decide retirar el consentimiento para participar en este estudio, no se
afadird ningun dato nuevo a la base de datos v, puede exigir la destruccion de
todas las muestras identificables previamente obtenidas para evitar la realizacion
de nuevos analisis.

También debe saber que puede ser excluido del estudio si el promotor o los in-
vestigadores del mismo lo consideran oportuno, ya sea por motivos de seguridad,
por cualquier acontecimiento adverso gue se produzca por la mediacion en estu-
dio o porgue consideren gue usted no esta cumpliendo con los procedimientos
establecidos. En cualguiera de los casos, usted recibira una explicacion adecuada
del motivo por el que se ha decidido su retirada del estudio.

El promotor podra suspender el ensayo siempre v cuando sea por alguno de los
supuestos contemplados en el Real Decreto.

Al firmar la hoja de consentimiento adjunta, se compromete a cumplir con los
procedimientos del estudio que se le han expuesto. Cuando acabe su participa-
cion recibira el mejor tratamiento disponible v el que su médico considere el mas
adecuado para su enfermedad, pero es posible que no se le pueda seguir adminis-
trando la medicacion objeto del presente estudio. Por lo tanto, ni el investigador,
ni el promotor, adquieren compromiso alguno de mantener dicho tratamiento
fuera de este estudio.
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ANEXO 8

CONSENTIMIENTO INFORMADO

Titulo del ensayo: “Estudio piloto del tratamiento del liquen escleroso vulvar
mediante tejido adiposo asociado a plasma rico en plaquetas autdlogos”.

Yo, (nombre y apellidos).

He leido la hoja de informacion que se me ha entregado.
He podido hacer preguntas sobre el estudio.

He recibido suficiente informacion sobre el estudio.

He hablado con: (nombre del

Investigador)

Comprendo que mi participacion es voluntaria.

Comprendo que puedo retirarme del estudio:

12 Cuando quiera
29 Sin tener gue dar explicaciones.

32 Sin que esto repercuta en mis cuidados medicos.

Presto libremente mi conformidad para participar en el estudio.

Doy mi consentimiento para que se me tomen fotografias de la zona vulvar pre-
servandose en todo momento mi identidad.

Firma del Participante Firma del Investigador

Fecha: Fecha:

Recibird una copia de esta hoja de informacion al paciente y documento de con-
sentimiento informado.



CONSENTIMIENTO ORAL ANTE TESTIGOS

La declaracion del testigo imparcial es obligatoria cuando el paciente, el padre
o0 madre, el tutor o el representante legal no sepan leer o escribir.

Titulo del ensayo: “Estudio piloto del tratamiento del liquen escleroso vulvar
mediante tejido adiposo asociado a plasma rico en plaquetas autélogos”.

Yo, (nombre y apellidos).

He recibido la hoja de informacion sobre el estudio.
He podido hacer preguntas sobre el estudio.
He recibido suficiente informacion sobre el estudio.

He sido informado por: (nombre del investigador)

Declaro bajo mi responsabilidad que: (nombre del
participante del ensayo)

Comprende gue su participacion es voluntaria.

Comprende gue puede retirarse del estudio:

12 Cuando quiera
2° Sin tener gue dar explicaciones.

3° Sin que esto repercuta en mis cuidados medicos.

Y ha expresado libremente su conformidad para participar en el estudio.

Ha dado su consentimiento para que se me tomen fotografias de la zona vulvar
preservandose en todo momento su identidad.

Firma del Testigo Firma del Investigador

Fecha: Fecha:

Recibird una copia de esta hoja de informacion al paciente y documento de con-
sentimiento informado.



CONSENTIMIENTO DEL REPRESENTANTE LEGAL

Titulo del ensayo: “Estudio piloto del tratamiento del liquen escleroso vulvar
mediante tejido adiposo asociado a plasma rico en plaquetas autdlogos”.

Yo, (nombre y apellidos

del representante).

He leido la hoja de informacion que se me ha entregado.
He podido hacer preguntas sobre el estudio.
He recibido suficiente informacion sobre el estudio.

He hablado con: (nombre del Investigador)

Comprendo que la participacion en el estudio es voluntaria

Doy mi consentimiento para gue se me tomen fotografias de la zona vulvar pre-
servandose en todo momento mi identidad.

Comprendo que es posible retirarse del estudio:

1° Cuando asi lo quiera el participante
29 Sin tener gue dar explicaciones.

32 Sin que esto repercuta en sus cuidados médicos.

En mi presencia se ha dado a

(nombre del participante), toda la informacion pertinente adaptada

a su nivel de entendimiento y esta de acuerdo en participar.

Y presto mi conformidad con gue

(nombre del participante) participe en el estudio.

Firma del Representante Firma del Investigador

Fecha: Fecha:

Recibira una copia de esta hoja de informacion al paciente y documento de con-
sentimiento informado.



ANEXO 9

Consentimiento de toma de fotografias.

HOJA DE INFORMACION AL PACIENTE Y FORMULARIO DE CONSENTIMIENTO
INFORMADO

USO DE FOTOGRAFIAS PARA FINES ADICIONALES

Promotor:

Cadigo de Protocolo: | EUDRACT: Instituto de

Liguenia 2010-003952-63 Investigacion  Sanitaria
La Fe

| Versién: | | Fecha de la versién: 03/04/2017 |
Centro: Hospital

Nombre del Investigador Principal: Patricia |Universitari | politécnic

Gutiérrez Ontalvilla La fe

Datos de contacto: 561244295 Servicio: Cirugia
Plastica

Titulo del ensayo: "Estudio piloto del tratamiento del liguen escleroso vulvar

mediante tejido adiposo asociado a plasma rico en plaguetas autdlogos”.

5. INTRODUCCION:

Ya ha firmado una hoja de consentimiento por la que permite al personal del
ensayo tomar fotografias del drea de tratamiento seleccionada durante su parti-
cipacion en el estudio.

El consentimiento anterior permite al promotor del estudio utilizar las fotografias
para valorar la posible mejoria de las lesiones v evaluar si el tratamiento mejora
los procesos de cicatrizacion y de regeneracion de las zonas tratadas

La finalidad de esta hoja es preguntarle si consiente que las fotos del drea de
tratamiento se utilicen para fines adicionales.

6. PARTICIPACION VOLUNTARIA:

Debe saber gue no esta obligado a aceptar gue sus fotografias se utilicen para
estos fines adicionales.
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Puede revocar su consentimiento en cualquier momento antes de que se utilicen
de cualguier modo las fotografias para cualquiera de los fines descritos en esta
hoja. Una vez que las fotografias se hayan utilizado para cualquiera de los fines
descritos, tan solo sera posible revocar el consentimiento para usos futuros (nue-
vos) de las fotografias.

En caso de que revogque su consentimiento, no se alterara la relacion con su me-
dico ni se producira perjuicio alguno en su tratamiento.

7. FINES ADICIONALES DE LAS FOTOGRAFIAS

Al firmar esta hoja, consiente que las fotos del area de tratamiento tomadas du-
rante el estudio (al mes, 3 meses, 6 meses vy 12 meses del tratamiento) se utilicen
para los siguientes fines adicionales:

« Como parte de materiales de presentacion de los resultados, destina-
dos exclusivamente al profesional sanitario.

« Como parte de ponencias cientificas para otros investigadores.
« Para publicarse en revistas v libros cientificos.

Si consiente gue sus fotografias se utilicen para estos fines adicionales v, pos-
teriormente, cambia de opinion, indigueselo al médico o al personal del ensayo.

8.CONFIDENCIALIDAD:

El tratamiento, la comunicacion v la cesion de los datos de caracter personal de
todos los participantes, se ajustard a lo dispuesto en la Ley Organica 15/1999, de
13 de diciembre de proteccion de datos de caracter personal. De acuerdo a lo que
establece la legislacion mencionada, usted puede ejercer los derechos de acceso,
modificacion, oposicion v cancelacion de datos, para lo cual deberd dirigirse al
medico del estudio. Las fotografias tomadas para el estudio estaran identificadas
mediante un codigo v solo el meédico del estudio o colaboradores podran rela-
cionar dichos datos con usted y con su historia clinica. El investigador principal
del estudio sera el responsable de dicho registro. Por lo tanto, su identidad no
serd revelada a persona alguna salvo excepciones, en caso de urgencia médica
O requerimiento legal.

El acceso a su informacion personal guedara restringido al medico del estudio,
colaboradores, autoridades sanitarias (Agencia Espanola del Medicamento v Pro-
ductos Sanitarios), al Comité de Etica de la Investigacion v personal autorizado



por el promotor, cuando lo precisen para comprobar los datos y procedimientos
del estudio, pero siempre manteniendo la confidencialidad de los mismos de
acuerdo a la legislacion vigente.

El promotor garantiza su anonimato. Se difuminara o cubrira cualquier faccion que
pueda identificarle, tal y como se hara para los fines previstos para las fotografias
en este ensayo.

Si desea obtener mas informacion acerca de como se protegeran sus datos mien-
tras participa en este ensayo, consulte al medico o al personal del ensayo. Podra
formular las preguntas gque tenga con respecto al estudio v al uso de las fotogra-
flas en cualguier momento. Puede contactar al médico del ensayo en cualquier
momento si tiene alguna inquietud o queja.

9. OTRA INFORMACION RELEVANTE:

Permitir que el promotor utilice las fotografias para estos fines adicionales no le
ayudara de modo alguno.

No recibird ningun pago por permitir al promotor que utilice las fotografias para
estos fines adicionales. Si alguien utiliza las fotografias en reuniones cientificas,
con fines formativos o en revistas o libros cientificos, tampoco se le pagara. El
promotor sera propietario de los derechos de las fotografias.

Tiene derecho a ver las fotografias que se tomen del area de tratamiento.
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CONSENTIMIENTO INFORMADO

Titulo del ensayo: “Estudio piloto del tratamiento del liquen escleroso vulvar
mediante tejido adiposo asociado a plasma rico en plaquetas autdlogos”.

Yo, (nombre y apellidos).

He leido la hoja de informacion que se me ha entregado.

He podido hacer preguntas sobre el uso adicional de las fotografias que se
tomaran durante el estudio.

He recibido suficiente informacion acerca de las fotografias del estudio

He hablado con: (hom-
bre del Investigador)

Comprendo que la participacion es voluntaria.

Comprendo que puedo retirar el consentimiento:

12 Cuando quiera
29 Sin tener gue dar explicaciones.

3° Sin que esto repercuta en mis cuidados medicos.

Presto libremente mi conformidad para gue se utilicen las fotografias que se to-
men durante el estudio de la forma descrita.

Firma del Participante Firma del Investigador

El investigador certifica que el participante ya mencionado ha tenido tiempo
suficiente para considerar esta informacion, ha tenido la posibilidad de formular
preguntas v ha aceptado voluntariamente que se utilicen las fotografias que se
hagan en el estudio de la forma descrita.

Recibird una copia de esta hoja de informacion al paciente y documento de con-
sentimiento informado.



CONSENTIMIENTO ORAL ANTE TESTIGOS

La declaracion del testigo imparcial es obligatoria cuando el paciente, el padre o
madre, el tutor o el representante legal no sepan leer o escribir.

Titulo del ensayo: “Estudio piloto del tratamiento del liquen escleroso vulvar
mediante tejido adiposo asociado a plasma rico en plaquetas autdlogos”™.

YO, (nombre y apellidos).

He leido la hoja de informacion gue se me ha entregado.

He podido hacer preguntas sobre el uso adicional de las fotografias que se to-
maran durante el estudio.

He recibido suficiente informacion acerca de las fotografias del estudio.

He sido informado por:

(nombre del investigador)
Declaro bajo mi responsabilidad que:  (nombre del participante del ensayo)
Comprende gue su participacion es voluntaria.

Comprende gue puede retirarse el consentimiento:

1¢ Cuando quiera
22 Sin tener gue dar explicaciones.

32 Sin que esto repercuta en mis cuidados médicos.

Y ha expresado libremente su conformidad para gue se utilicen las fotografias que
se tomen durante el estudio de la forma descrita.

Firma del Testigo Firma del Investigador

Fecha: Fecha:

El investigador certifica que el participante ya mencionado ha tenido tiempo
suficiente para considerar esta informacion, ha tenido la posibilidad de formular
preguntas v ha aceptado voluntariamente que se utilicen las fotografias que se
hagan en el estudio de la forma descrita.

Recibira una copia de esta hoja de informacion al paciente y documento de con-
sentimiento informado.



CONSENTIMIENTO DEL REPRESENTANTE LEGAL

Titulo del ensayo: “Estudio piloto del tratamiento del liquen escleroso vulvar
mediante tejido adiposo asociado a plasma rico en plaquetas autdlogos”.

Yo, (nombre y apellidos

del representante).

He leido la hoja de informacion que se me ha entregado.

He podido hacer preguntas sobre el uso adicional de las fotografias que se to-
maran durante el estudio.

He recibido suficiente informacion acerca de las fotografias del estudio.

He hablado con: (nombre

del Investigador)
Comprendo que la participacion es voluntaria
Comprendo que es posible retirar el consentimiento:

1 Cuando asi lo quiera el participante
2° Sin tener que dar explicaciones.

39 Sin que esto repercuta en sus cuidados médicos.

En mi presencia se ha dado a

(nombre del participante), toda la informacion pertinente adaptada
a su nivel de entendimiento y esta de acuerdo en participar.

Y presto mi conformidad con gque se utilicen las fotografias de

(nombre del participante) que se hagan

en el estudio de la forma descrita.

Firma del Representante Firma del Investigador

Fecha: Fecha:

El investigador certifica que el representante del participante ya mencionado ha
tenido tiempo suficiente para considerar esta informacion, ha tenido la posibilidad
de formular preguntas v ha aceptado voluntariamente que se utilicen las fotogra-
flas que se hagan en el estudio de la forma descrita.

Recibird una copia de esta hoja de informacion al paciente y documento de con-
sentimiento informado















