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Resumen

1. Resumen.

Las alteraciones ungueales son uno de los motivos mas frecuentes de consulta en la clinica
podolodgica. En la actualidad, el diagndstico se hace de forma empirica en base a signos y
sintomas que son comunes a varias patologias. Las pruebas complementarias que pueden
confirmar el diagndstico son poco utilizadas debido a su baja sensibilidad, a que son invasivas,

a su larga duracion, o a su alto coste econémico.

Se necesitan nuevas pruebas complementarias para mejorar el diagnéstico de estas
patologias, y que sean faciles de incorporar a la clinica podolégica para poder llevar a cabo

correctamente la eleccion del tratamiento mas adecuado.

Por ello, nos planteamos la puesta en marcha de una técnica rapida y sensible, basada en la
biologia molecular, para confirmar el diagnéstico de la micosis ungueal, comparando los

resultados con los del cultivo microbiolégico tradicional que tarda tres semanas.

En segundo lugar, para el diagnostico de la segunda patologia ungueal mas frecuente, la
psoriasis ungueal, utilizamos una técnica ELISA para la cuantificacion de beta-defensina 2 en

plasma, péptido que se encuentra en niveles elevados en pacientes con psoriasis.

Por otra parte, los tratamientos que actualmente se utilizan en este campo, son de muy larga

duracioén, lo que acarrea un alto indice de abandono por parte del paciente.

En este sentido, llevamos a cabo un ensayo clinico para medir la eficacia del tratamiento laser,

ya que se trata de un método rapido y sencillo que mejoraria la adherencia al tratamiento por

parte del paciente.




2. Abstract.

Nail disorders are one of the most frequent reasons for visiting the podiatry clinic.Currently, the
diagnosis is conducted in an empirical manner dependent on symptoms and signs which are
common in several pathologies. The complementary tests, which could confirm the diagnosis,
are seldom used due to their low sensibility, their invasive effect, their lengthly period of time

involved, or their highly economic costs.

Other complementary tests are necessary in order to be more accurate with the diagnosis of
these pathologies, as well as, they should be easy to be incorporated in the podiatry clinic to be

able to carry out the choice of the most appropriate treatment correctly.

Firstly, we set out the development of a rapid and sensitive technique, based on molecular
biology, to confirm the diagnosis of nail fungus, comparing the results with the traditional

microbiological culture that takes three weeks.

Secondly, we diagnosed the second most frequent nail pathology, that it is nail psoriasis, by
using the ELISA technique in order to quantify the beta-defensin 2 in plasma, a peptide which is

found in elevated levels in patients with psoriasis

On the other hand, the treatments currently used in this field require a great deal of time. For

this reason, they have a high rate of abandonment.

In this respect, we carried out a clinical trial to measure the effectiveness of the laser treatment
since it is a quick and simple method which could improve the patients’ adherence to the

treatment
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Introduccién

1. El aparato Ungueal.

El aparato ungueal ha persistido en la evolucién de la especie humana, adaptandose a las
necesidades que los dedos han ido requiriendo en cada momento para desarrollar sus

funciones 1.

Esta adaptacion facilita las actividades de la vida cotidiana del ser humano, que en muchas
ocasiones se ven limitadas cuando el aparato ungueal sufre una alteracion, llegando a producir

dolor en ciertos estadios de la enfermedad 2 3 4.

Por este motivo las personas que sufren patologias ungueales acuden a los profesionales de

ciencias de la salud demandando soluciones.

La lamina ungueal, comunmente llamada uia, es el elemento visible del aparato ungueal y se
localiza en el dorso distal de los dedos. Generalmente tiene una consistencia dura, forma

bicéncava y una superficie brillante y lisa 5.

Es una estructura permanente que esta compuesta de células queratinizadas y compactadas
originadas en la matriz ungueal 5, que es la regién germinativa del aparato ungueal. Su eje
longitudinal es de mayor tamafo que su eje transversal y con un grosor aproximadamente de

0.5 mm en las ufas de las manos y de 1 mm en las ufias de los pies 6.

Anatomia.

El aparato ungueal definitivo (figura 1) estd formado por: la matriz que se localiza debajo del
pliegue ungueal proximal (eponiquio) y es la encargada de mantener en constante crecimiento
la placa ungueal, transformando las células indiferenciadas en células ungueales. Una pequeia
perturbacién en la matriz va a producir una alteracién permanente de la ufa. La lunula es la
parte visible de la matriz de color blanquecino y forma de media luna, que suele ser visible en

el primer dedo por delante del eponiquio y raramente se observa en los dedos menores 6 7.

Figura 1. Anatomia del aparato ungueal.
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El pliegue ungueal proximal o eponiquio recubre la matriz. Cualquier alteracién en él puede

hacer que cambie la direccién de crecimiento y producir cambios en el aspecto de la lamina 8 °.

La lamina ungueal se apoya sobre el lecho ungueal, epitelio extremadamente fino que empieza
en el borde mas distal de la lunula y termina en el hiponiquio. El hiponiquio es la unién entre el
lecho y la cresta cutanea y se localiza bajo el borde libre de la ufia. Su principal cometido es
sellar el lecho para evitar la invasion de agentes externos 7 & En la superficie del pliegue
ungueal se observan numerosas crestas longitudinales, que facilitan la adhesion con la lamina.

Si se produce una avulsion de la lamina, el lecho se queratiniza 56 7.

La cuticula es un epitelio queratinizado de estrato corneo modificado producido por el borde
ungueal proximal o eponiquio adherido a la lamina, dando una proteccion e impidiendo la

invasion de agentes externos 567 8,

En el aparato ungueal encontramos ademas del eponiquio otros dos pliegues o rodetes
laterales, con cierta continuidad entre los tres pliegues nombrados. Entre el pliegue ungueal
proximal y los dos laterales llegan a cubrir el 75% de la periferia de la lamina. La principal
funcion de los mismos es proteger al dedo mediante el sellado de la invasidon de agentes
externos?’. También tienen continuidad con el hiponiquio cerrando asi anteriormente el

perimetro ungueal que protege a toda la lamina.

Vascularizacion e inervacion.

El dedo posee un gran aporte sanguineo a través de las arterias digitales, teniendo una gran
importancia en el buen funcionamiento ya que la mala circulacion puede producir alteraciones

en el aparato ungueal 7.

Las arterias digitales transcurren a ambos lados de los dedos. A nivel del pliegue proximal se
anastomosan. De estas arterias parten dos arcos capilares uno hacia la matriz y otro hacia el
lecho. Con la ayuda de una lupa o dermatoscopio podemos llegar a visualizar la red de
capilares, que son los encargados de dar el color rosaceo a la ufia. Por otro lado, el retorno
venoso se lleva a cabo a nivel dorsal mediante las venas colaterales que derivan de las venas
metatarsianas y que forman un circulo venoso a nivel de la articulacién interfalangica proximal,

con una anastomosis proximal y otra distal con ramas transversas 5 10.

Respecto a la inervacion del aparato ungueal existen pocos trabajos que la describan. Pero si
describen terminaciones nerviosas dispersas y algunos corpusculos de Vater-Pacini (sensacion

vibratoria intensa y profunda) y de Meissner (tacto ligero o vibracion leve) 10.0torgandole de
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esta forma la inervacion del aparato ungueal a las ramas dorsales y plantares de los nervios

digitales que acompanan a las arterias digitales 567,

Existe inervacion dorsal y plantar digital a cargo de diferentes nervios, que a su vez inervan

diferentes zonas que podemos observar esquematicamente en la tabla 1 19,

Nervios Dorsales Inervacion

Nervios Plantares

Tabla 1. Inervacion digital.

Embriologia.

Los primeros esbozos del aparato ungueal se ven a partir de la semana 9 de gestacion en el
dorso distal de los dedos, que crece de forma oblicua de distal a proximal y da lugar a una falsa
ufia o campo ungueal. En la semana 13 de desarrollo, el campo ungueal ya esta bien definido y
la matriz ya es capaz de producir la ufia, pero no es visible bajo el pliegue proximal hasta la
semana 14. En la semana 17 la ufa ya cubre casi todo el lecho y a partir de la semana 20
crece en conjunto con el dedo. Cuando el individuo nace, la uia ya ha crecido hasta el pliegue

ungueal distal 56 1112 13,
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Fisiologia.

La ufa esta en constante crecimiento. Este crecimiento es limitado por los pliegues y la falange
13, creciendo alrededor de 3mm/mes en ufa normal. Tras la avulsidn de la uia, esta tardaria en
crecer por completo entre 6 - 8 meses en el caso de las manos y entre 12 - 18 meses e incluso
mas en las de los pies. Entre los 10 y los 14 afios la ufa alcanza su mayor velocidad de

crecimiento y empieza a disminuir después de la segunda década de la vida ¢ 14,

En la literatura podemos encontrar cuatro teorias sobre la formacién biolégica de la lamina

ungueal:

Teoria clasica.

Esta teoria describe que la formacién de la lamina ungueal es sélo dependiente de la matriz

ungueal 10 15,

Teoria de Jonhson.

En contra de lo que describe la teoria clasica, esta teoria defiende que al menos un 20% de la
lamina ungueal procede de las células del lecho ungueal, dando una explicacion del aumento

de grosor y densidad la lamina segun va creciendo la misma'© 15,

Teoria de Lewis.

Se basa en que se producen material queratinocitico en el lecho ungueal en algunas
alteraciones de la lamina ungueal. Por lo que se postula que la formacion ungueal procede de
tres partes. La parte mas dorsal y la parte intermedia de la lamina serian fabricadas por la
matriz, mientras que la porcién mas ventral de la misma sera formada por el lecho ungueal, en

la porcién mas proximal a la lunula 10 15,

Teoria de Pinkus.

Esta teoria defiende que el lecho ungueal esta dividido en tres partes: una primera parte
formada por la lunula que seria encargada de formar la ufa, una segunda parte que no
fabricaria ufa e iria desde la lunula hasta el hiponiquio y una tercera parte que estaria formada

por el hiponiquio y también estaria comprometida en la formacion de la misma 10 15,

Asumimos que en condiciones normales la ufia estaria formada mayoritariamente por la matriz.
Sin embargo en otras condiciones patolégicas o traumaticas como seria el caso de una

avulsion de la ufa, podemos observar proliferacion queratinocitica en el lecho. Asi mismo en
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ciertas patologias que cursan con hiperqueratosis subungueal distal, como es el caso de la

psoriasis, la lamina seria generada por el hiponiquio 5.

Ademas de las teorias de la formacién de la lamina ungueal, existen factores intrinsecos y
extrinsecos que afectan al curso normal de crecimiento, y estos son los que se relacionan a

continuacién 5 6 11,

Factores que aceleran el crecimiento Factores que disminuyen el crecimiento

Tabla 2. Factores que influyen en el crecimiento de la lamina ungueal.

Por otro lado, existen situaciones patologicas en las que se alteran el crecimiento natural de la
ufa 11.

Patologias que aceleran el crecimiento Patologias que disminuyen el crecimiento

Tabla 3. Patologias que influyen en el crecimiento de la lamina ungueal.
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Funciones.

Al aparato ungueal se le atribuye una funcién mayoritariamente protectora (sobre todo protege
las anastomosis venosas de posibles microtraumatismos constantes) y de defensa del extremo

distal de los dedos'6 17,

Ademas la una desempena otras funciones como: posibilidad de rascar (sobre todo en las uias
de las manos), posibilidad de pinzar, actuar como érganos sensores (aumentan la precision vy
la sensibilidad tactil de los extremos de los dedos) y biomecanica (favorecen la estabilidad del

apoyo digital, y a su vez la deambulacién) 16 17,

Sin embargo, no podemos obviar la importancia estética que ha tomado la ufia en la sociedad

actual 16 17,

Composicion de la uiia.

Composicién quimica de la uia
Lipidos 0,15-0,76% Minerales 2,36 - 7,97%

Agua 7-12%
Aminoacidos 25.69%

Figura 2. Representacion grafica de la composiciéon quimica de la ufia. Extraido y adaptado
de Hidalgo Ruiz S. Clasificacién de las patologias ungueales: Estadistica de la clinica
podoldgica de la UB. Rev espafiola Podol. 1999;10(7):349-408.
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Aminoacidos de la ufia (25,69%)

Tirosina 11,69% Lisina 11,69%
Cistina 11,69%
Metionina 9,74%
Fenilalanina 9,74%

Histidina 2,30 %

Figura 3. Representacion grafica de las proporciones de aminoacidos presentes en la ufia.

Extraido y adaptado de Hidalgo Ruiz S. Clasificacion de las patologias ungueales:
Estadistica de la clinica podoldgica de la UB. Rev espafiola Podol. 1999;10(7):349-408.

Relacion de minerales que podemos encontrar en la lamina ungueal:

Tabla 4. Minerales presentes en la lamina ungueal. Extraido y adaptado de Hidalgo Ruiz
S. Clasificacion de las patologias ungueales: Estadistica de la clinica podoldgica de la UB.
Rev espafiola Podol. 1999;10(7):349-408.
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Propiedades.

Fuerza.

Esta propiedad viene otorgada por el disefio estructural de su forma biconcava y la
composicién de la ufia. Que le da una cierta flexibilidad y rigidez, proporcionada principalmente

por la cara ventral la lamina 5.

Permeabilidad.

La permeabilidad de la ufa es muy importante a la hora del tratamiento farmacoldgico, porque
de ella depende su absorcidon. Una una hidratada, sana y que tiene una estrecha relacion con
el lecho es mucho mas permeable al agua que al alcohol, comportandose como un hidrogel
con los alcoholes polares y semipolares de alta fuerza idnica. Por lo que penetrara mejor la
ufas aquellos farmacos que sus principios activos son solubles en agua y de poco peso

molecular 5.

Penetracion de la radiacion.

La penetracion de radiaciones en la ufa tiene tanto ventajas como inconvenientes. Esta
demostrado que el tratamiento con fototerapia y con PUVA (tratamiento que combina la
aplicacion de un psoralen y la exposicion a los UVA) supone beneficios en los tejidos
subungueales. Sin embargo existen otro tipo de radiaciones, como es el caso de los RX

ocupacionales que producen carcinomas /n situ .

2. Alteraciones de la uhas.

Las alteraciones fueron descritas por primera vez por Hipocrates en el Siglo V a.C y
posteriormente fueron asociadas como signos de enfermedades sistémicas y/o adquiridas. Y

en la actualidad, podemos encontrar descritos multitud de alteraciones ungueales 18,

A pesar de que su prevalencia siempre ha sido alta y eran consideradas hasta hace poco
tiempo como irrelevantes. Esta consideracion, tanto por parte de la sociedad como por el
colectivo facultativo, posiblemente fuera debido a que, dichas patologias, pasan la mayor parte
del tiempo ocultas por el calzado. En la actualidad son uno de los principales motivos mas
frecuentes de consulta en la clinica de podologia 2 8 9. Probablemente también sea debido a
que pueden llegar a producir un dolor que limita la actividad cotidiana del paciente, y al
incremento que esta experimentando la sociedad por el cuidado de la imagen, ya que las

lesiones en las ufias estan entre las patologias que mayor impacto psicosocial producen 2 3.
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Las principales patologias que cursan con alteracion de la lamina ungueal son la onicomicosis
con una incidencia del 50 %, seguida por la psoriasis, el liquen plano y los traumatismos,
siendo muy complejo el diagnostico diferencial clinico en estas patologias porque cursan con

sintomatologia comun 4 20 21 22 23 24,

Signos clinicos de la patologia ungueal.

En la tabla 5 detallamos los principales signos clinicos con los que pueden cursar las diferentes

patologias ungueales, clasificados por tipos de alteraciones 25 26,
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Tabla 5. Signos clinicos de la patologia ungueal.

A continuacion, describimos la terminologia mas utilizada, los signos y sintomas mas
frecuentes en las patologias de las ufas. Y en especial lo relacionado con las enfermedades

tratadas en el presente trabajo.

Dermatofitoma: porcion onicolitica de la ufia de color amarrillento producida por la infeccion de

hongos 27 (ver figura 4).

Detritus: material organico producido por infeccion micética y que se acumula entre el lecho y la

lamina 28 (ver figura 4).

Hemorragias en astilla: pequefias hemorragias que adoptan la forma de las crestas
longitudinales del lecho de color marrén-rojizo, localizadas en el tercio distal del lecho 29 (ver

figura 4).

Hiperqueratosis subungueal: engrosamiento del lecho ungueal, normalmente en su tercio distal

26 (ver figura 4).

Figura 4. En la imagen de la izquierda observamos un dermatofitoma con detritus. En la
imagen del centro se observa hiperqueratosis subungueal y en la de la derecha
hemorragias en astilla y Onicolisis.

Leuconiquia: es el color blanco de las ufas, nos referiremos a una leuconiquia verdadera

cuando el color blanco es debido a la lamina y se denomina aparente si el color blanco es
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debido a la coloracion del lecho ungueal 25. Su manifestacién clinica puede ser total o parcial,
en el caso de parcial puede cursar en forma de estrias (longitudinales o transversales) o
punteada. Las estrias transversales reciben el nombre de Lineas de Mees, y a la union de

muchas lineas le denomina Lineas de Muehrck, formando una leuconiquia total 26 (ver figura 5).

Figura 5. Leuconiquias verdaderas. De izquierda a derecha, total, longitudinal, lineas de

Mees y lineas de Muehrck.

Lanula roja: se describe asi cuando la lunula toma un color rojo 26,

Manchas en aceite: manchas tipicas de la psoriasis ungueal de color asalmonado é (figura 6).

Melanoniquia: cuando la ufia adquiere un color oscuro o marrén 25,

Onicolisis: desprendimiento de la lamina ungueal del propio lecho, comenzando su
desprendimiento por la zona del hiponiquio y avanzando hacia la matriz. Lo podemos observar

en psoriasis, onicomicosis y en traumatismos 26 (ver figura 6).

Pits o pitting: es uno de los signos patognomonicos de la psoriasis ungueal que consiste en

depresiones puntiformes 8 25 (ver figura 6).

Figura 6. De izquierda a derecha. En la primera imagen se observa Onicolisis, manchas en
aceite y pequefias hemorragias en astilla. En la segunda observamos pits. La siguiente
imagen corresponde a una traquioniquia y en la ultima vemos una onicodistrofia total y

xantoniquia.
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Traquioniquia: superficie rugosa de la ufia, de color mate y en ocasiones pequefios hoyuelos.
También se puede conocer como ufias en papel de lija. Principalmente se observa en la

distrofia de las 20 ufias 25 26 (ver figura 6).

Xantoniquia: color amarillo en la lamina ungueal 25 (ver figura 6).

Principales patologias causantes de las alteraciones ungueales.

Micosis.

La micosis es la infeccion por dermatofitos, hongos no dermatofitos y en menor medida por
levadura. Estos hongos son queratinofilicos e infectan tejidos superficiales queratinizados (piel,
pelo y ufas) de humanos y animales causando micosis cutaneas llamadas también

dermatomicosis 4 23 30 31,

El mecanismo de transmision suele ser a través de fomites. Los hongos se adquieren a partir
del medio ambiente en el que se encuentran como saprdéfitos, ya que la patogenicidad de estos
hongos esta mas en relacién con el huésped que con el propio agente etiolégico. Existe un
mayor incremento de infecciones micéticas en individuos en estado de inmunodepresion
(aquellos sometidos a trasplantes de 6rganos, quimioterapia, corticoides, que sufren diabetes
y/o sida), asi como en ciertos estilos de vida (ser asiduo a piscinas, saunas, gimnasios) y la

moda (zapatos oclusivos por ejemplo) 4 21 32,

La onicomicosis es una infeccion universalizada y con una prevalencia muy heterogénea que
oscila entre el 2.1% y el 29.6%, segun las poblaciones estudiadas. Esto es debido a que
existen factores tanto culturales, de habitos sociales, climatolégicos como el aumento de las
tasas de prevalencias de otras patologias propensas a padecer estas infecciones, lo cual
justifica que esta horquilla sea tan amplia. Los estudios revisados indican que la onicomicosis
representa el 30 % de las infecciones superficiales por hongos. Respecto a la edad, en la
poblacion infantil existe prevalencia del 0-2.6 % (ver figura 7) y a medida que la edad aumenta
también aumentan los porcentajes. Esta incidencia experimenta un mayor aumento pasando
los 55 afos y alcanzando un 48-60% en la poblacion de mas de 70 afios. Segun la localizacion,
la prevalencia es mayor en las ufas de los pies que en las de las manos y afecta

principalmente a la primera ufia de cada pie 4 20 23 30 31,
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Figura 7. Observamos en la segunda y en la tercera ufia Onicomicosis Blanca Superficial
en edad infantil.

Las onicomicosis representan aproximadamente el 50% de las patologias ungueales, pero no
debemos olvidar que ademas existen numerosas micosis ungueales secundarias asociadas a
otras patologias. Es el caso de la Psoriasis ungueal, ya que en torno al 55-80% de la poblacién
que la sufre tienen infecciones secundarias por hongos 4 33. Este dato debemos tenerlo en
consideracion ya que para poder resolver la onicopotia es necesario un tratamiento

bidireccional 4.

Sinfomatologia

Los signos mas frecuente con los que cursa la onicomicosis son: onicolisis, hiperqueratosis
subungueal, detritus, decoloracion (blanca, amarilla 0 marrén) y destruccién parcial o total de la

lamina ungueal 20 30,

Formas clinicas de las Onicomicosis.

Teniendo en cuenta la sintomatologia, el agente causante y la via de entrada, podemos

clasificar las onicomicosis en cinco formas clinicas distintas:

Onicomicosis subungueal distal (OSD)

Es la manifestacion clinica mas frecuente que se localizada principalmente en la ufa del dedo
gordo. La infeccion suele ser por el Trichophyton Rubrum, y con menor frecuencia de otros
dermatofitos. El hongo penetra a través del hiponiquio e invade la parte inferior de la ufia, esta
invasion avanza hacia la parte proximal de la misma. Si la infeccién evoluciona desde la
porcién distal y lateral de la ufia hacia proximal recibe el nombre de Onicomicosis subungueal

disto-lateral 23.

Felix Marcos Tejedor, 2017




Los signos que podemos observar son: abundante hiperqueratosis subungueal distal o disto-
lateral, onicolisis y dermatofitomas. Con el paso del tiempo los dermatofitos hacen que la ufa
se vuelva opaca y mate. También podemos observar la formacién de tuneles de aire dentro de
la lamina ungueal, fisurando de esta forma la ufa y dando como resultado una ufa fragil y

quebradiza 27 (ver figura 8).

Figura 8. Onicomicosis subungueales distales, en las que podemos observar los canales
de aire y dermatofitomas tipicos en esta forma clinica. Las dos imagenes de la derecha son
OSD disto-larterales.

Onicomicosis subungueal proximal (OSP):

Mayoritariamente la infeccién es producida por el 7. Rubrum, seguido por el 7. Mentagrophytes
ymohos. La invasién de estos es a través del pliegue proximal de la uia e invadiendo la matriz
hasta llegar a la parte inferior de la lamina, avanzando la infeccién de proximal a distal. Suelen
estar asociadas a pacientes inmunodeprimidos (siendo un marcador temprano de la infeccion
por VIH) o son infecciones secundarias postraumaticas. Las manifestaciones clinicas son
manchas blanquecinas en la parte proximal y subungueal de la ufa que al fresar no

desaparece facilmente 23 (ver figura 9).

Figura 9. En la imagen de la derecha se observa una onicomicosis subungueal proximal.
Mientras que en las otras tres podemos observar la forma clinica de onicomicosis blanca

superficial.
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Onicomicosis superficial blanca (OSB):

El agente infeccioso mas comun es el 7. Mentragrophytes, en adultos y en edad pediatrica por
Candida albicans. La invasion de la lamina es por la parte superficial de la lamina. La clinica
que muestra la ufia son manchas blancas con aspecto tizoso que se retiran facilmente con el

fresado 34 (ver figura 9).

Onicomicosis djstrdfica total (ODT):

Normalmente es el estadio mas avanzado de las formas clinicas de Onicomicosis descritas
anteriormente, y con mayor incidencia en pacientes inmunodeprimidos. La ufa presenta un
engrosamiento de la lamina ungueal, el tejido periungueal inflamado, coloracién amarillenta

marronacea y onicolisis 23 27(ver figura 10).

Figura 10. Onicomicosis distroficas totales.

Candldiasis ungueal (CU):

En este caso la onicomicosis es producida por Candidas, habitualmente del género Albicans,

Parapsilosis y Tropicalis.

La unidad ungueal presenta una lamina engrosada, inflamacién en el pliegue ungueal proximal,
matriz, lecho e hiponiquio, erosiones del borde distal o lateral de la lamina, ademas de
hiperqueratosis en el lecho de la ufia. Pero la paroniquia es el signo mas caracteristico 27 (ver

figura 11).

Figura 11. Candidiasis ungueal.
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Psoriasis.

La psoriasis es una enfermedad inflamatoria crénica y recidivante de la piel, cuya alteracién
mas evidente es la hiperproliferacion y la aberrante diferenciacion de los queratinocitos, que
dan como resultados unas lesiones eritematosas descamativas (ver figura 12). Estas escamas
son de color plateado y blanco nacarado, y con una afectacion simétrica en el mayor nimero
de los casos. Las manifestaciones suelen localizarse en el cuero cabelludo, articulaciones de
las extremidades, region sacra y en los genitales externos, llegando alcanzar una psoriasis
generalizada en el caso que afecte a todo el tejido cutaneo. El sintoma mas representativo de

esta enfermedad es el picor 3536 37

Figura 12. Lesiones eritematodescamativas tipicas de la psoriasis.

Sin embargo la etiologia de la enfermedad es una gran desconocida, pero se sabe que esta
determinada por factores ambientales, genéticos, inmunoldgicos, infecciosos, psicoldgicos,

fisicos, medicamentosos y alcohol 35 36,

Esta dermatopatia tiene una prevalencia del 2-3% de la poblacién mundial y se estima que el
0,4% de la poblacién no esta diagnosticada 38. El debut puede manifestarse en cualquier edad,
normalmente entre los 15-30 anos, siendo poco frecuente en nifios y sin existir diferencia de
prevalencia segun el sexo 37 39, En la mayoria de los casos se produce tras la vivencia de un
episodio o estado de estrés, o tras una rinofaringitis 37. Ademas el 40% de los pacientes que
desarrollan la enfermedad comparten enfermedad con mas familiares. Y en torno al 25% de

ellos manifiestan una intensidad de la enfermedad entre moderada y severa 40 41 42,
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Formas clinicas de la Psoriasis

Tabla 6. Formas clinicas de la psoriasis. Extraido y adaptado de Gallo Gutiérrez E, Navarro
Tejedor R. Psoriasis y patologia eritematodescamativa. Med - Programa Form Médica
Contin Acreditado. 2010;10(47):3131-3139. doi:10.1016/S0304-5412(10)70005-6.

Psoriasis Ungueal:

Estas malformaciones se manifiestan de forma crénica en el 50% de la poblacion afectada por
psoriasis, en el 90% de ellos en algun momento las han sufrido de forma aguda a lo largo de su

vida, y es el unico signo de la enfermedad en el 5-10% de los casos 8 40 43,
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En mas del 80% de los casos la encontramos asociada a artritis psoriatica, y en el 50% de los
pacientes con psoriasis manifiestan dolor en el aparato ungueal. Este dolor llega a ser limitante

para el individuo afectado (casi en el 60% disminuye su capacidad profesional) 3 43.

Por otra parte no podemos obviar la degeneracion que sufre la lamina ungueal, facilitando de
esta forma la invasion de los hongos. Por este motivo en la mayoria de los casos de psoriasis
ungueal de larga evolucién cursan con una onicomicosis secundaria que nos dificulta el

diagndstico rapido 44 45,

Por todo esto, la psoriasis es la segunda patologia mas frecuente que produce alteraciones

ungueales 45.

Sintomatologia:

De la misma manera que ocurre con las lesiones a nivel dérmico, las manifestaciones en la
ufias tienen una evolucion por brotes, remisién, o cese del tratamiento. La sintomatologia
patognomoénica son los pits y las manchas en aceite, pero también es frecuente encontrar
traquioniquia, leuconiquia, lUnulas rojas, onicolisis, hemorragias en astilla e hiperqueratosis

subungueal (ver figura 13) 3 46,

Figura 13. Sintomatologia de la Psoriasis ungueal. (De Izquierda a derecha) En la primera
imagen podemos observar onicolisis, manchas en aceite y hemorragias en astilla. En la
siguiente fotografia observamos un pie tipico de pacientes con Psoriasis de larga evolucion
con afectacion articular (Artritis psoriatica) y dactilitis tipica de la misma (aspecto de
salchicha del dedo debido al edema y la inflamacién) y las ufias presentan onicolisis y
manchas en aceite. En la tercera imagen podemos ver onicolisis, pits, hemorragias en
astilla, manchas en aceite y algo de hiperqueratosis subungueal. La ultima imagen

corresponde a una psoriasis ungueal con onicomicosis secundaria.
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Cambios ungueales producidos por la edad.

Durante el ciclo vital del ser humano las uias sufren una serie de cambios que debemos

conocer con el fin de no considerarlos patolédgicos, sino modificaciones morfolégicas normales.

En la edad infantil y en especial durante la lactancia, a pesar de estar sanos, la ufia puede
presentarse extremadamente fina'5, y principalmente pueden encontrarse las siguientes
modificaciones: leuconiquia punteada, onicofagia, pitting, coiloniquia y separacion laminar del

borde libre (ver figura 14)47.

Figura 14. En la imagen podemos observar separacion laminar del borde libre frecuente en
la edad infantil.

Con el paso del tiempo la se van observando modificaciones del trofismo ungueal debido a la
disminucién del contenido acuoso. Afectando de igual forma a la elasticidad el lecho ungueal y

sufriendo un engrosamiento de la pared de los vasos, disminuyendo asi el aporte sanguineo 5.

Los principales cambios de deterioro ungueal se observan a partir de la quinta década de vida,
las ufias empiezan a tomar un aspecto menos lustroso que es producido por la opacidad y
palidez de la propia lamina, aumento del grosor y presencia de estrias. También es frecuente la
aparicidon de variaciones en la concavidad de la ufas, transformandose en ufias en forma de

vidrio de reloj o en forma de teja (ver figura 15) 1547,

Figura 15. Cambios de la lamina ungueal debidos a la edad. Oobservamos un aspecto
menos lustroso que es producido por la opacidad y palidez de la propia ldamina, aumento del
grosor, presencia de estrias y cambios en la curvatura, de forma de teja.
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3. Manejo de las onicopatias: Micosis y Psoriasis.

Historia clinica y exploracién ungueal.

La exploracion del aparato ungueal juega un papel muy importante, ya que con una simple
exploracion visual podemos aportar datos muy valiosos y utiles para la realizacion de

diagndsticos diferenciales de las propias patologias o de enfermedades a nivel general 26 48,

Todos los datos obtenidos en la exploracién y los resultados de las pruebas complementarias
tienen que ser reflejados en la historia clinica. De esta forma conseguiremos una herramienta

imprescindible para poder hacer un diagnéstico y seguimiento exhaustivo y de calidad 7 26,

Historia clinica: anamnesis.

La sintomatologia con la que pueden cursar las patologias en las ufias pueden ser primarias o
secundarias, es decir, alteraciones producidas por enfermedades de las ufas o alteraciones
ungueales causadas por otra enfermedad como es en el caso de muchas dermatosis o
enfermedades sistémicas. Por eso la necesidad de hacer una buena anamnesis para un

correcto diagndstico 7 48,

En una anamnesis debemos incluir el debut o aparicién de la patologia y evolucion de la lesion,
ya que nos puede indicar si la enfermedad esta estacionada o evoluciona. Ademas se debe
reflejar la localizacion exacta de la lesion, la forma, el tamanio, el color y la homogeneidad de la
misma. De igual manera, la toma de farmacos es importante ya que hay farmacos que tienen
efectos secundarios sobre la estructura del aparato ungueal. Ademas, la profesion como los
hobbies del paciente toman un papel relevante, ya que en su vida cotidiana pueden estar
expuestos a agentes o factores que causan dicha alteraciéon. Y no debemos pasar por alto la
biomecanica, ya que nos puede explicar alteraciones en las ufias que son causadas por la

deformidad estructural de los pies como puede ser en el caso de un dedo martillo 7 26 48,

Exploracion.

Para una buena exploraciéon ungueal hay que tener en cuenta una serie de premisas. Las ufas
deben de estar totalmente limpias de productos cosméticos o cualquier cosa que pueda
interferir en la visualizacion de la alteracién. Tener un foco de luz apropiado y directo
enfocando a las ufias durante la exploracion, ayudandonos de aparatos dermatoldgicos de

aumento 48,

La exploracion visual debe ser meticulosa, detallada y desde todos los angulos, siendo

interesante el estudio de las 20 ufias 43.

Nuevas Técnicas para el Diagnostico y Tratamiento de las Alteraciones Ungueales




Introduccién

El cambio de coloracion tras presionar la lamina ungueal nos puede ayudar para saber el
origen de la alteracion. Si tras presionar la lamina el color de la misma no cambia, entonces la
patologia esta en la lamina. Pero si el color cambia el origen de la alteracion esta en el lecho
ungueal. Si la alteracion sigue el patron de la lunula la causa es interna y seria externa si sigue

el patron del pliegue proximal 26 48,

Pruebas complementarias.

Con el fin de conseguir que un tratamiento sea eficaz, es necesario realizar un diagnéstico
diferencial certero. Para ello necesitamos pruebas complementarias, ya que la informacion que
nos aportan las manifestaciones clinicas es insuficiente en algunos casos 20. Las pruebas

complementarias que utilizamos para onicologia son:

Pruebas de imagen:

Ecografia:

Técnica no invasiva que utiliza ultrasonidos de alta frecuencia. En el aparato ungueal se utiliza

para examinar la presencia de alteraciones morfologicas en la matriz, lecho y lamina 7.

Capilaroscopia:

Técnica muy util para el estudio de los capilares del pliegue proximal. Se realiza mediante una

observacion microscépica con aceite de inmersion 7.

Radliografia simple.

Prueba que se realiza para confirmar el diagndstico cuando la alteracion puede estar asociada

a alguna modificacién 6sea 7.

Dermatoscopia:

Técnica muy util y similar a la capilaroscopia pero que también se puede utilizar en seco. Se
emplea para la observacion de alteraciones melanociticas y de estructuracion del aparato

ungueal 7.

Estudio microbioldgico:

KOH:

Esta técnica consiste en un examen directo de la muestra. Se afade hidréxido de potasio
(10%-40%) a la muestra de ufia y se observa posteriormente al microscopio, con el fin de

encontrar estructuras tipicas fungicas: hifas, conidias, etc 4 23. Es una forma rapida y sencilla de

Ca D




confirmar la infeccion micoética, pero un examen directo negativo no descarta la infeccion ya

que en el 20% de los casos son falsos negativos 4°.

Cultivo.

El cultivo tradicional consiste en sembrar la muestra de ufia en una placa de Petri con medio de
cultivo Agar Sabouraud con Cloranfenicol. Este medio de cultivo es selectivo para aislar

hongos. Es importante mantener en estufa a 30°C durante tres o cuatro semanas 4 23,

Si en este periodo de tiempo no crecié nada, se da como resultado negativo, es decir, no existe
onicomicosis. Si, por lo contrario, hubo crecimiento (ver figura 16), se considera como resultado
positivo y se realiza la identificacion directa de estructuras morfoldégicas de hogos mediante

microscopia optica, usando azul de lactofenol para la tincion de las muestras (ver figura 17) 4 23,

Es importante saber que los resultados que nos aportan los cultivos fracasan en un 40%, en los

que obtenemos falsos negativos 4°.

Figura 16. Cultivo tradicional en placas de Petri con Agar Sabouraud cloranfenicol,
observando un crecimiento mixto de hongos a las cuatro semanas de la siembra. Se
observa crecimiento de hongos no dermatofitos (1), dermatofitos (2) y también crecimiento
de levaduras (3). En D observamos ampliada una seccién de la imagen C, con vision lateral
de hongos dermatofitos, donde se aprecia el relieve y morfologia de las colonias.

Figura 17. Vision microscopica de dermatofitos tefiidos con azul de lactofenol. En A

podemos observar un 7. Schoeleinii y en B un T. Mentagrophyte.
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Polymerase Chain Reaction (PCR).

Debido a que las técnicas tradicionales descritas anteriormente (KOH y cultivo) describen fallos
en especificidad, sensibilidad, dificultades de interpretacion y lentitud, y con el fin de
solventarlas se estan desarrollando técnicas moleculares y en especial la PCR para el
diagndstico micético 4 50. Esta técnica se basa en la amplificacidn /n vifro mediante la reaccion
en cadena de la polimerasa, enzima encargada de la duplicacién del ADN fungico. Como
resultado obtenemos en pocas horas millones de copias del fragmento de ADN a estudiar4 49 51

(ver figura 18). Este ADN puede hacerse visible para identificar la presencia de hongos.
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Figura 18. Representacion grafica de como a través de la PCR obtenemos en pocas horas

billones de copias a partir de un fragmento de ADN.
Biopsia:

Esta técnica es la mas efectiva y puede ser utilizada para la confirmacion histopatolégica de
cualquier alteracion ungueal. Es una técnica relativamente sencilla que consiste en la
extirpacion de parte del aparato ungueal, pero que requiere de un buen conocimiento
anatomico del propio aparato y una cierta destreza quirurgica. Dependiendo del tipo de
afectacion ungueal se realizara biopsia en tipo punch, elipse o longitudinal lateral (ver figura 19)
19, pero en pocas ocasiones se realiza 46 52, probablemente debido a que es una técnica que
requiere una alta pericia por parte del facultativo y porque la practica de la misma es muy
invasiva y en una considerable parte de los casos produce mayor alteracion del aparato

ungueal 3 19,

Figura 19. Tipos de biopsias ungueales. A) Longitudinal lateral. B) Punch. C) Elipse.
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Por ultimo vemos interesante comentar que los datos encontrados en la bibliografia muestran
que las pruebas complementarias para diagnosticar onicopatias, tan sélo son solicitadas por el
3,4% de los médicos generales y el 39.6% de los dermatologos 2'. Sin embargo, no hemos
encontrado hallazgos respecto a si los profesionales en podologia realizan pruebas
complementarias para el diagnostico de las mismas. Esto apoya el hecho de que las
alteraciones ungueales sean tratadas de forma empirica y den como resultado tratamientos

frustrados, por lo complejo que es su diagndstico clinico 21,

Diagndstico.
Diagnéstico de onicomicosis.

En un primer lugar debemos hacer una exploracion visual de la patologia que presenta y
comprobar que los signos son compatibles con la onicomicosis (onicolisis, detritus,
hiperqueratosis subungueal, cromoniquia, destruccion de la lamina). En un segundo lugar, no
debemos olvidar que las onicomicosis presentan signos clinicos comunes con numerosas
enfermedades o patologias que aparecen en las uias, de aqui que sea obligatorio hacer un

diagnostico diferencial previo al diagnostico clinico 20:

Diagnéstico diferencial Diagnéstico diferencial

de onicomicosis en adultos de onicomicosis en nifios

Tabla 7. Diagnéstico diferenciales de la onicomicosis.

Y por ultimo para hacer un diagnéstico certero de las micosis ungueales es imprescindible
realizar pruebas complementarias. En este caso enviaremos al laboratorio de microbiologia la
cantidad suficiente de ufa con sospecha de infeccion para que se realice un estudio
micolégico, ya sea por el método tradicional o biologia molecular, para confirmar la presencia

de hongos 43153,
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Diagnéstico de Psoriasis ungueal.

Para hacer un diagnostico certero de la patologia ungueal, en aquellos pacientes que
observamos signos compatibles con la psoriasis (traquioniquia, leuconiquia, linulas rojas,
onicolisis, hemorragias en astilla e hiperqueratosis subungueal), en la actualidad esta descrito

el siguiente algoritmo de diagnéstico 8:

1. En un primer lugar explorar si existen mas areas afectadas con lesiones tipicas en el
resto del cuerpo y comprobar si es positivo el signo de Auspitz (sangrado tras la
descamacion mecanica).

2. Posteriormente hacer una exploracion mas minuciosa de los pliegues y del cuero
cabelludo, ya que en el caso de psoriasis ungueal aislada se encuentran pequeinas
descamaciones en estas zonas.

3. Debemos recoger muestra de la lamina ungueal para descartar la presencia de
infeccidon micética, por dos razones: en primer lugar porque existen onicomicosis de
sintomatologia muy parecida con la psoriasis y en un segundo lugar porque ambas
patologias estan asociadas en muchos casos.

4. En pocas ocasiones se realiza la biopsia de la matriz y/o lecho ungueal para la
confirmaciéon estudio histopatoldgico por ser una técnica que requiere destreza, ser
muy invasiva y que puede causar posibles secuelas. Pero en la actualidad es la Unica

prueba que nos confirmaria la patologia en todos los casos.

Valoracién de las patologias ungueales.

Tras la bibliografia consultada solo hemos encontrados métodos validados para la valoracion

de onicopatias producidas por psoriasis y onicomicosis, los cuales describimos a continuacion.

Valoracién de la Psoriasis ungueal: Indice de Severidad de la Psoriasis

Ungueal

Este método fue descrito y validado en el 2003 para evaluar la severidad de la psoriasis
ungueal y de esta forma poder valorar objetivamente la progresion de la onicopotia (Nail
Psoriasis Severity Index (NAPSI)). Pero tras dos anos de su utilizacion en ensayos clinicos los
autores se dieron cuenta que observando una clara mejoria de la ufia seguian obteniendo los

mismos resultados. Por lo que se describio el método NAPSI modificado 54 55.

En primer lugar para poder realizar esta valoracion por este método tenemos que dividir la ufia

en cuatro cuadrantes, con un eje longitudinal y otro transversal (ver figura 20).
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Posteriormente buscaremos sintomas ungueales de origen matricial (pitting, leuconiquia, linula
roja y traquioniquia), y los valoraremos por separado, cada sintoma por cuadrante, asignando
un 0 en el caso de no presenta sintoma, un 1 si es leve, un dos si es moderado y un 3 si es una

afectacion severa.

A continuacion buscaremos signos de origen en el lecho ungueal (Onicolisis, hiperqueratosis
subungueal, manchas en aceite y hemorragias en astilla) y los evaluaremos de forma
independiente por cuadrante de la misma forma que los anteriores. Asi obtendremos una

valoracion total que oscilara en un rango de 0 a 96 puntos por ufa.

Figura 20. Simulacro de como llevar a cabo el NAPSIm por cada uno de los signos

descritos en la enfermedad.

Valoracion de la onicomicosis: indice de Severidad de la Onicomicosis.

En un principio Sergeen et al. (2002) y Baran et al (2008) desarrollaron dos métodos para
valorar el daino de la ufia por micosis, pero no fueron validados. Posteriormente basandose en
el método NAPSI para la evaluacion de la afectacion de la psoriasis ungueal se desarroll6 el

Indice de severidad de Ia onicomicosis (Onychomycosis Severity Index (OSl)) 8.

Este método valora tres aspectos que puede presentar la ufas micéticas, en primer lugar
valora el area de afectacion de la lamina. En segundo lugar la aproximacion de la infeccién a la
matriz que para ello dividiremos la uia en 4 partes (con tres ejes transversales). Por ultimo se
evalua si existe la presencia de dermatofitomas y/o hiperqueratosis subungueal. En cada
aspecto observado se le da una puntacion, para calcular la gravedad se multiplicaran los
obtenidos en el area afectado por los obtenidos en la aproximacion y se les sumara los de la

presencia de dermtofitoma y/o hiperqueratosis (ver figura 21).
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Figura 21. Método OSI. Simulacro de la division de la lamina ungueal y baremacion.

La onicomicosis se clasificara como leve si obtenemos de 0 a 5 puntos, como moderada de 6 a

15 puntos y grave de 16 a 35 puntos.

Si la puntacion es cero o la afectacion es del 1 % al 10 % y con el cultivo micolégico negativo

se considera curada.

Tratamientos.

Abordaje terapéutico de la onicomicosis.
Consideramos que una onicomicosis esta curada cuando la ufia recupera su fenotipo normal y
los resultados de los cultivos micoldgicos son negativos. Para alcanzar una mayor tasa de
curacion de estas patologias hay que tener en cuenta el tipo de onicomicosis que se trata, el

numero total de uias que estan infectadas y la intensidad de la misma. El pronéstico en las

onicomicosis graves segun el OSI no es muy esperanzador 27 28 31,

Para el tratamiento de estas micosis se barajan terapias tépicas, sistémicas o la triple terapia,

segun indicamos a continuacion:

Topico:

Consiste en la aplicacion de lacas de amorolfina al 5% o de ciclopiroxolamina al 8% sobre la

lamina, en el caso de las onicomicosis blancas superficiales y las superficiales distales 2.
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Sistémico.
Esta terapia esta indicada en las onicomicosis superficiales distales de larga evolucion y en las
onicomicosis subungueales proximales. Con los farmacos orales se alcanza mas efectividad y
en combinacion con la terapia topica se consiguen tasas aun mayores de curacion. Los
antimicoticos orales que se pautan para estas infecciones son: terbinafina, itraconazol o
fluconazol. En el caso de la terbifinafina y del itraconazol podemos optar por las terapias

pulsatiles 27 31,

Triple terapia.

Es la estrategia terapéutica con la que podemos llegar a erradicar las onicomicosis distréficas
totales y consiste en la suma de la terapia topica, sistémica y la avulsion de la lamina. La
avulsion puede ser quirdrgica, mecanica o quimica, en el caso de la avulsién quimica existen

pomadas que combinan la avulsion y el tratamiento topico 27.

A nivel general son muy frecuentes las tasas de recidivas de las onicomicosis. Estas tasas se
pueden disminuir si aconsejamos aplicaciones periddicas de lacas antifungicas, cuando

consideramos que las uias estan curadas 27 31,

Principales antimicoéticos.

En la tabla 8 se exponen los principales antimicéticos empleados en podologia, posologia y

tasas de curacion.

Antimicético oral Dosis Duracion Tasa curacion
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Antimicdtico tépico

Tratamiento combinado

Tabla 8. Tratamiento farmacoldgico de la micosis ungueal. Extraido y adaptado de

Leelavathi M, Noorlaily M. Onychomycosis nailed. Malaysian Fam physician Off J Acad
Fam Physicians Malaysia. 2014; 9 (1):2-7.

* Debido a la hepatotoxicidad del Itraconazol se recomienda control de la actividad hepatica.
Manejo terapéutico de la psoriasis ungueal.

Los tratamientos sistémico o biolégicos pautados para las lesiones psoriasicas a nivel dérmico
mejoran la sintomatologia ungueal. Por esto, el tratamiento local estaria dirigido a aquellos
sujetos que solo manifiestan patologia a nivel ungueal de forma aislada o en aquellos en los

que cause un impacto psicosocial considerable 3 43,

Para llevar a cabo un buen manejo en el tratamiento de esta patologia es aconsejable que

sigamos el siguiente algoritmo terapéutico 3:

1. Debemos realizar cultivos antes y durante la terapia, tanto bacteriolégico como
micotico. Con el fin de controlar las sobreinfecciones.
2. Hacer un registro exhaustivo de la descripcion morfoldgica de la lesiones y no debemos
olvidar calcular el NAPSI.
3. Pautar los siguientes consejos:
a. Prevenir traumatismos.
b. Evitar la humedad prolongada.
c. No cortarse la ufas tras el bafo.
d. Vigilar cambios de coloracion.
4. El paciente manifiesta artritis psoriatica:
SI: sera necesaria una valoracion por el servicio de reumatologia y pautar tratamiento

en conjunto.
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NO: pautar tratamiento dermatoldgico y/o local si fuera preciso.
5. ¢Tiene pautado tratamiento para las lesiones dérmicas?:
Si: existe una alta posibilidad que la patologia ungueal mejore.
NO: pautar tratamiento para la patologia ungueal.
¢ Si manifiesta lesiones en el lecho ungueal pautaremos derivados de Vit D.
e En lesiones aisladas en la matriz en algun dedo infiltraremos corticoides y si se
manifiestan en varios dedos aplicaremos lacas de clobetasol 8%.
o Existen lesiones en matriz y en lecho combinaremos los tratamientos o Hidroxi
propil quitosano.

¢ Si no obtenemos mejoria aplicaremos tazaroteno gel 0.1% o PUVA topico.

Principales tratamientos para la Psoriasis ungueal 3 43 56,

Tratamientos topicos:

Con la aplicacion de los tratamientos tépicos se ha conseguido eliminar las posibles atrofias y

taquifilaxia de los corticoides, que podian producir las infiltraciones intralesionales.

Corticoide:

Para conseguir una mejor penetracion utilizaremos lacas ungueales que aseguramos que

traspase la lamina, mediante formulacién magistral.

Clobetasol 8%:
Aplicaciéon diaria durante los primeros 21 dias y en los siguientes 9 meses 2 aplicaciones por
semana. Observaremos mejoria en pitting, onicolisis, manchas en aceite y remision del dolor.
ARadiremos a la formulacién clotrimazol al 1% para aquellos pacientes que exista un riesgo de

sobreinfeccidon micotica.

Derivados de /a vitamina D:

Los principales derivados de la vitamina D comercializados en Espana para la psoriasis

ungueal son calcipotriol, tacalcitol y calcitriol. Aunque el mas estudiado es el calcipotriol.

Calcipotriol (50mg/g):

Aplicaremos el unglento dos veces al dia, observando mejoria en los sintomas del lecho

ungueal (en especial de la hiperqueratosis).
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Tratamiento combinado:

Con el fin de conseguir una eficacia y seguridad en el tratamiento local en la una, es

recomendable la utilizacion de la combinacion de los corticoides con la Vit D.

Calcipotriol con clobetasol 0.05%:

Esta terapia combinada consiste en la aplicacion de calcipotriol nocturno de lunes a viernes y
durante los fines de semana aplicamos clobetasol. El estudio solo refleja que existe una
mejoria del 77% de la hiperqueratosis, no reflejan los resultados para el resto de

sintomatologia.

Tacalcitol con clobetasol 8%:

Es este caso aplicaremos los dias laborales una aplicacion del derivado de la Vit D y en los
fines de semanas la laca de cloberasol 8%, durante 6 meses. Con esta combinacion

observaremos mejoria en los sintomas del lecho y de la matriz, en especial en el pitting.

Hidroxi propil quitosano.

Estudios recientes han demostrado que la aplicacion diaria de lacas ungueales con este
componente durante 24 semanas mejora los aspectos clinicos de la psoriasis ungueal tras 16

semanas de uso. Observando mayores mejorias en leuconiquia, onicolisis y pitting.

Tazaroteno:

Existen trabajos en los que confirman que la aplicacion de tazaroteno en crema al 1%,
aplicacion diaria durante 12 semanas, se observa mejoria en el pitting, onicolisis, manchas en

aceite y con una mayor accion prolongada postratamiento en la hiperqueratosis.

5-fluoroacilo:

Utilizada de forma esporadica al 1% en crema de urea al 20% o en propilenglicol. Observa

mejorias en los sintomas matriciales, pero puede producir onicolisis secundaria.

Ditranol:

Aplicacién de corto contacto de unglientos de ditranol 0.4-2%.




Ciclosporina.

Los estudios que aplicaron esta terapia, previamente avulsionaron la lamina ungueal y
utilizaron ciclosporina 10% en un vehiculo graso y aplicacién durante meses. Estos trabajos
describen resultados favorables para el lecho.

PUVA:

Consiste en la combinacion de bafios en un psoralen (8-MOP) y posterior exposicion a los

UVA. Teniendo precaucion porque existe riesgo de quemadura.

Tratamientos sistémicos:

La pauta de tratamientos sistémicos para la resolucion de la psoriasis ungueal se realiza de
forma aislada segun el consenso europeo para el tratamiento de psoriasis. Pero debemos tener

conocimiento de ellos, a continuacion sefialaremos los principales aspectos de estos.

Reftinoides:

El mas empleado es el acitretino en dosis de 0.5mg/kg al dia para la psoriasis pustulosa. En la

combinacion PUVA para psoriasis palmo-plantar con repercusion ungueal.

Con este tratamiento obtenemos beneficios en la hiperqueratosis subungueal, pero
encontramos como efectos secundarios a nivel ungueal: onicolisis, fragilidad y granuloma
piogénicos.
Melotrexato.

Tiene eficacia para la psoriasis pustulosa, mejorando simultdneamente la psoriasis ungueal sin

efectos secundarios, aunque se manifiesta enlentecimiento de crecimiento ungueal.

Ciclosporina.

En un elevado numero pacientes en tratamiento para psoriasis con ciclosporina sistémica a

dosis de 5mg/g/dia se observa mejoria persistente en las lesiones del lecho y de la matriz.

Encontraremos mayores mejorias a nivel de piel, ufia y articular si la utilizamos a dosis de

2.5mg/kg/dia en combinacion con etretinato 0.5-0.75 mg/kg/dia.

Bildgicos:

Existen varios tratamientos biolégicos con efectividad para el abordaje de la psoriasis como por
ejemplo: alefecept, efalizumab, etanercept e infliximab, pero solo los tres ultimos se

comercializan en Espafa. Su uso no esta autorizado para el tratamiento aislado de la psoriasis
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ungueal pero se ha observado una mejoria ungueal significativa con el uso de efalizumab e

infliximab durante 24 semanas, cuando se pauta a nivel dérmico.

Importancia y comorbilidades de la patologia ungueal.

Como ya sabemos la sintomatologia de la patologia ungueal es bastante inespecifica, ya que
sus manifestaciones son concomitantes y no solo es causada por patologias especificas del
propio aparato ungueal. Pero por otro lado, no podemos olvidar que en muchas ocasiones la
aparicion de una patologia ungueal representa en si misma los primeros sintomas de otras
patologias presentes en el organismo, de tal manera que estas alteraciones son una
herramienta muy valiosa para detectar y/o diagnosticar precozmente enfermedades sistémicas,
demartopatias, trastornos hereditarios y/o congénitos, tumoraciones, insuficiencia renal, entre
otras. Asi mismo existen onicopatias inducidas por farmacos, drogas, habitos ocupacionales,

etc.... 157,

Por otra parte, no puede pasar desapercibido el componente psicolégico asociado a estas
patologias con una magnitud negativa. Los pacientes que las sufren experimentan verguenza,
pueden ser tratados como personas que no tienen higiene, son considerados ademas fuentes
de infeccion, afectando a su autoestima y produciendo un autoaislamiento social y profesional
23 58, Pueden incluso llegar a cursar con depresion, ansiedad, dificultad para expresar sus

emociones e incluso intencion suicida los pacientes que cursan con una psoriasis severa 58,
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Objetivos

1. Objetivo principal

Mejorar el abordaje clinico de las alteraciones ungueales.

2. Objetivos secundarios

Mejorar el diagnostico de las alteraciones ungueales mediantes técnicas moleculares

para detectar la infeccion fungica de la ufia y la psoriasis ungueal.

Estudiar la efectividad del laser Nd:YAG 1064nm para el tratamiento de las alteraciones

ungueales de origen micético e idiopatico.
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Preambulo

Para poder alcanzar los objetivos marcados con el presente trabajo, han sido necesarias varias
fases experimentales de desarrollo. Cada una de estas fases ha requerido trabajos con un
muestreo diferente y que en algunas ocasiones no estan relacionados entre si. Con el fin de
hacer compresible la vision general y el manejo de los datos del mismo, los trabajos se

presentan por separado.

Ademas, para lograr una visidn general del trabajo, a pesar que cada apartado contiene su

discusion, al final hemos incorporado una discusién general de los principales datos obtenidos.
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V. Diagnostico de las
alteraciones ungueales:

Micosis y Psoriasis.
Propuestas para su mejora.
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Diagnéstico de las alteraciones ungueales: Micosis y Psoriasis. Propuestas para su mejora.

El diagnéstico diferencial de las alteraciones ungueales es fundamental si queremos mejorar la
terapia en este campo. En la mayoria de los casos el diagndstico clinico es deficiente y por

tanto el tratamiento puede ser ineficaz.

Nuestro trabajo en los ultimos afos ha estado enfocado fundamentalmente hacia la mejora de

las técnicas empleadas para el diagndstico.

En primer lugar, quisimos utilizar los avances en biologia molecular para poner en marcha una

técnica certera y precisa que confirmara la micosis.

1. Diagndéstico de onicomicosis mediante PCR.

Estado actual del tema.

Para confirmar un diagnéstico de infeccion fungica hasta hace relativamente poco tiempo se
utilizaba el método tradicional que consistia basicamente en una vision directa al microscopio
con KOH vy la realizacion del cultivo correspondiente 4 53. Sin embargo, esta metodologia
presenta dos inconvenientes principales: por un lado, el examen directo al microscopio da
resultados falsos negativos en un 5 a un 15% de los casos 49 59 51 60, y en segundo lugar, la
siembra en placa con medios de cultivo especificos requiere de 2 a 4 semanas para la
confirmacion de la presencia del microorganismo y la identificacion de la especie

correspondiente, afadiéndole que en el 40% fracasa 2 49 61,

Por otro lado el desarrollo de la biologia molecular y la accesibilidad de las bases de datos de
secuencias biologicas, han permitido, en general, la mejora en la sensibilidad y especificidad de
muchos métodos de diagnodstico en clinica, aunque en el campo de las micosis, esta aplicacion
es solo incipiente 51 60 62 63 Basandose en estos trabajos se han desarrollados nuevas
investigaciones en las que a partir de un fragmento de ufia se han identificado la presencia de
hongos mediante PCR convencional, centrandose en la deteccion de hongos dermatofitos 4 4°
51 64 que en nuestro laboratorio (dentro del Grupo de investigacion DEDAP) realizamos de

manera rutinaria 65.

El tratamiento para las infecciones por hongos dermatofitos suele ser genérico y afecta a todas
las especies de dermatofitos en general. Sin embargo, existen distintos principios activos que
muestran eficacias diferentes en las distintas especies de hongos. Las candidas por ejemplo
son mas sensibles al fluconazol, pero existen especies muy resistentes a dicho principio (C.
Krusel) 5. Dada la importancia que, para la resolucion de posibles resistencias a tratamientos
con antifungicos, puede tener la identificacion de especies concretas de microorganismos

infectantes, consideramos muy necesario una técnica complementaria como es la PCR con la




que detectar la presencia de microrganismos y por tanto poder diagnosticar la onicomicosis, y
sobre todo si ademas esta técnica nos identifica el agente causante. Mediante el presente
estudio comparamos la sensibilidad para deteccién de la infeccion mediante el cultivo

tradicional y la PCR.

Introduccion a la PCR.

Como apuntamos anteriormente, esta técnica se basa en la amplificacion /n-vifro del de las
cadenas de ADN mediante una reaccidon en cadena de la enzima polimerasa, que es la
encargada de la duplicacién del mismo dentro de las células en los organismos vivos. Como
resultado de esta reaccidn repetida, obtenemos, en pocas horas, billones de copias del

fragmento de ADN a estudiar o identificar 4 49 51,

Para lograr la actividad de la ADN polimerasa se emplean ciclos de altas y bajas temperaturas
alternadas para que las cadenas de ADN se separen, se dupliquen, y posteriormente vuelvan a
unirse y puedan ser replicadas de nuevo. Esta técnica fue puesta en marcha en la década de
los 80. Por entonces era una técnica muy lenta porque la enzima se desnaturalizaba con los
cambios de temperatura y era necesario adicionarla de nuevo en cada ciclo. Para evitar este
contratiempo se empez6 a emplear una ADN polimerasa extraida de organismos adaptados a

vivir en medios con altas temperaturas, mejorando la técnica en gran medida 67 68 69 70,

Gracias a los avances tecnologicos y a los automatismos, en la actualidad este proceso se
lleva a cabo de forma automatica por un aparato llamado termociclador (ver figura 22),
mediante el cual conseguimos cambios de temperatura en décimas de segundo, lo que permite

realizar una gran cantidad de ciclos a distintas temperaturas en poco tiempo.

Figura 22. Termociclador.
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Con todo ello se ha logrado una técnica de alta sensibilidad, especificidad, eficiencia y
fidelidad, haciendo que sea utilizada tanto en los laboratorios de investigacion para un amplio
abanico de aplicaciones, como en los laboratorios de andlisis clinicos para la deteccion y
diagnéstico de enfermedades infecciosas o de caracter hereditario. Basicamente, si el agente
infectante esta (aunque esté muerto) la técnica lo detecta porque amplia su ADN, mientras que
con técnicas tradicionales de cultivo, no solo necesitamos que el microorganismo esté, sino
que ademas tiene que estar vivo y crecer adecuadamente en la placa de cultivo para poder

detectarlo 69 70 71 72

Para poder amplificar el fragmento de ADN elegido, a parte del termociclador, necesitamos una
serie de reactivos: el ADN molde o ADN "template" (ADN que se somete a estudio procedente
de la muestra), la enzima que haga posible la replicacion del ADN, los oligo-nucledtidos,
cebadores o “primers” que marcan el punto de inicio y terminacion del proceso, delimitando el
fragmento a ampliar, los desoxirribonucledétidos-trifosfato (ANTPs) : adenina, timina, citosina y
guanina) para crear las cadenas, el ibn magnesio (Mg +), solucién amortiguadora o buffer y
H20. Todos ellos son utilizados en las etapas principales de la PCR: desnaturalizacion,

hibridacion, extension y terminacién 69 72,

Desnaturalizacion:

Esta etapa consiste en separar las dos cadenas de ADN. Para ello sometemos al ADN a una
temperatura de 95 °C unos 20-50 segundos, el tiempo dependera de la cantidad de enlaces
entre G-C que tenga la secuencia del ADN molde. Necesitamos mas tiempo para romper el
triple enlace que une G-C, que el doble enlace entre A-T. Por otro lado el tiempo también

variara dependiendo de las caracteristicas técnicas del termociclador 72.

Una vez transcurrida la incubacion tendremos las cadenas separadas y preparadas para la

siguiente fase 72,

Hibridacion:
Durante esta etapa los primers se alinean en los extremo 3 de las cadena de ADN separadas
y se hibridan (union) a su regién complementaria, formando asi el complejo ADN template-

primers. Para que esto ocurra es necesario una temperatura adecuada entre 50-60°C

(temperatura de hibridacion o temperatura de melting (Tm)) 72.




Extension:

Durante esta etapa la Taq polimerasa (denominada asi debido a que es producida por la
bacteria Thermus aquaticus (T-aq)) empieza a anadir a gran velocidad los dNTP’s
complementarios a la cadena de ADN molde en direccion 5°-3°. La temperatura adecuada para
que la Taq polimerasa alcance su mayor rendimiento es de 72°C. El tiempo de extension es
dependiente de dos factores, la polimerasa usada y la longitud del fragmento de ADN que se
quiere amplificar. Si conseguimos un equilibrio entre los factores, conseguiremos una

optimizacion del proceso en el que la polimerasa funcionara uniendo mil bases por minuto 72.

Posteriormente se realizara una elongacion final después del ultimo ciclo de PCR durante 5-
15min a 70-74°C para asegurar que cualquier ADN de cadena simple restante sea totalmente

copiado 72,

Revelado de los resultados.

Para hacer una lectura de los resultados obtenidos en la PCR se realiza una electroforesis en
gel de agarosa. Este método consiste en la separacion de las moléculas de los acidos
nucleicos obtenidos a través de un gel de agarosa que actua como un filtro y separa las
diferentes moléculas tras ser sometido a un campo eléctrico. La separacion se realiza en base

al tamano y la carga eléctrica de la molécula (ver figura 23) 72 73,

El gel de agarosa es tefido con bromuro de etidio que se une al ADN de doble cadena y
cuando este es sometido a luz UV se pueden visualizar los fragmentos de ADN obtenidos o

amplicones en forma de bandas (ver figura 23) 72 73,

Cuando sometemos a los amplicones a una electroforesis, debemos hacerlo junto a un
marcador molecular con un nimero determinado de segmentos de ADN conocidos, con el que

contrastar los resultados obtenidos y comprobar si se corresponde al estudiado (ver figura 23)

7273,
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Figura 23. Electroforesis en gel de agarosa del producto obtenido en una PCR. En la primera imagen
podemos observar un gel de agarosa de doble peine tefiido con bromuro de etidio. En los primeros
pocillos se ha cargado el marcador de peso molecular (verde) y los cuatro restantes son el producto
obtenido de la PCR (Azules). En la imagen del centro observamos la migracion de la muestra a través del
gel de agarosa tras ser sometido a un campo eléctrico. Y en la imagen de la derecha observamos un gel
sometido a luz UV (tras la electroforesis) en la que se ve el marcador de peso molecular a la izquierda (el
primer escalén pertenece a una banda de un tamafio de 100pb y el Ultimo a 1000pb) y a la derecha la
banda de un amplicon de aproximadamente 300pb.

Puesta en marcha el uso de la PCR para la detecciéon directa de Hongos
dermatofitos en las unas.

A continuacion adjuntamos el trabajo original titulado “Using a Polymerase Chain Reaction as a
Complementary Test fo Improve the Detection of Dermatophyte Fungus in Nails” y publicado

en Mayo del 2014 en Journal of the American Podiatric Medical Association, en el que se

recopila toda la informacién sobre el desarrollo del mismo.

Felix Marcos Tejedor, 2017 @




ORIGINAL ARTICLES

Using a Polymerase Chain Reaction as a Complementary
Test to Improve the Detection of Dermatophyte Fungus
in Nails

Maria José Iglesias Sanchez, PhD*
Ana Maria Pérez Pico, MSt
Félix Marcos Tejedor, MSt
Maria Jesus Iglesias Sanchez, MSt
Raquel Mayordomo Acevedo, PhD§

Background: Dermatomycoses are a group of pathologic abnormalities frequently seen
in clinical practice, and their prevalence has increased in recent decades. Diagnostic
confirmation of mycotic infection in nails is essential because there are several
pathologic conditions with similar clinical manifestations. The classical method for
confirming the presence of fungus in nail is microbiological culture and the identification
of morphological structures by microscopy.

Methods: We devised a nested polymerase chain reaction (PCR) that amplifies specific
DNA sequences of dermatophyte fungus that is notably faster than the 3 to 4 weeks that
the traditional procedure takes. We compared this new technique and the conventional
plate culture method in 225 nail samples. The results were subjected to statistical
analysis.

Results: We found concordance in 78.2% of the samples analyzed by the two methods
and increased sensitivity when simultaneously using the two methods to analyze clinical
samples. Now we can confirm the presence of dermatophyte fungus in most of the
positive samples in just 24 hours, and we have to wait for the result of culture only in
negative PCR cases.

Conclusions: Although this PCR cannot, at present, substitute for the traditional culture
method in the detection of dermatophyte infection of the nails, it can be used as a
complementary technique because its main advantage lies in the significant reduction of
time used for diagnosis, in addition to higher sensitivity. (J Am Podiatr Med Assoc
104(3): 233-237, 2014)

Dermatophytes are a group of related fungi that
belong to three genera: Epidermophyton, Micros-
porum, and Trichophyton, each of which includes
several species. These fungi are keratinophilic and
infect superficial keratinized tissues (skin, hair, and
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nails) in humans and animals, causing cutaneous
mycoses known as dermatomycoses.! The preva-
lence of dermatomycoses in European countries
varies between 3% and 22%, and there has been a
recent increase globally that is attributed to the
growing levels of several pathologic conditions,
such as immunodepressive syndromes, diabetes
mellitus, organ transplants, and the use of cortico-
steroids and antineoplasic drugs.>?

The habitual diagnosis of dermatomycosis is
based on the detection of morphological structures
of fungi by direct observation under the micro-
scope, followed by in vitro culture and identification
of the fungal species.*” In the case of onychomy-
cosis in particular it is necessary to make a
differential diagnosis owing to the existence of a
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variety of pathologic abnormalities that present
similar symptoms, such as onychodystrophies orig-
inated by psoriasis, lichen planus, chronic paro-
nychia, traumatisms, the physiologic changes of
aging, yellow nail syndrome, and other unusual
syndromes.*10

The microbiological method of detecting or
discarding fungal infection, however, has two main
disadvantages: first, direct microscope examination
gives false-negative results in 5% to 15% of
cases®!'112 and, second, fungal growth on plates
with specific culture media requires 2 to 4 weeks.%®

The development of molecular biology and the
accessibility of databases of biological sequences
have led, in general, to an improvement in the
sensitivity and specificity of many diagnostic
methods. However, in the field of mycoses, this
application is just beginning to be used.'*'®

In our molecular diagnostics laboratory at Centro
Universitario de Plascencia (Caceres, Spain), we
detect dermatophytes in nail samples by extracting
DNA from nails, followed by polymerase chain
reaction (PCR). This PCR is based on a method
previously described!'! that allows us to detect the
presence of genetic material belonging to the
dermatophyte genera while simultaneously identi-
fying the most frequent causal agent: Trichophyton
rubrum. 1617 We performed a comparative study
of the sensitivity of the two techniques to determine
whether we could replace the plate culture with the
new PCR.

Application of the PCR technique has brought
about a remarkable improvement in the diagnosis of
onychodystrophies at University Podiatric Clinic
(Plascencia, Spain), especially regarding reduction
in the time for diagnosis confirmation.

Materials and Methods

Clinical Nail Samples

This study was performed with samples harvested
from three clinical centers in the north of the
Caceres province (Spain) between January 2, 2009,
and December 22, 2011. These centers were the
University Podiatric Clinic of Plasencia, the Psychi-
atric Hospital of Plasencia, and the Residential and
Family Centre in Nunomoral, Spain. Samples
consisted of pieces of nails from 232 cases of
suspected nail fungal infection. Before the start of
this study, we obtained permission from the
Bioethical Commission of the University of Extrem-
adura (Badajoz, Spain) for working with human
samples.

Cultures

The nail samples were sown on a plate with
Sabouraud agar plus chloramphenicol culture me-
dium, which is selective for the isolation of
dermatophyte fungi and yeasts, and were kept at
30°C for 3 or 4 weeks. Identification of the
morphological structures of the fungi was per-
formed by optical microscopy using a lactophenol
blue solution as a staining agent* to determine the
species.

Polymerase Chain Reaction

Molecular analysis was performed on fragments of
the same nail samples. First, DNA extraction was
made using the reactive agent InstaGene Matrix
(Bio-Rad Laboratories, Hercules, California) in
accordance with the manufacturer’s instructions.

The PCR was performed using a reaction volume
of 25 puL with the following composition: 4 uL of
DNA solution, 2.5 uL of buffer reaction, 2 pL of a
mixture of deoxynucleotide triphosphates (2.5 mM
each), 2.5 uL of 25 mM magnesium chloride, 0.2 puL
of 100 ng/uL oligonucleotides, and 0.3 pL of Taq
polymerase (Biotools DNA Polymerase; Biotools
B&M Labs SA, Madrid, Spain).

The reaction cycles were as follows: a first cycle
for 5 min at 95°C; then 35 cycles for 30 sec at 94°C,
30 sec at 58°C, and 30 sec at 72°C; and, finally, a step
at 72°C for 6 min.

For the first PCR, four previously described
oligonucleotides'! were used: Derml, Derm2, Tr,
and uni. The first two amplified a fragment of the
chitin synthase 1 of dermatophyte genera, with a
size of 366 base pair (bp), as described by
Brillowska-Dabrowska et al,!! who tested 12 der-
matophyte reference strains, 89 clinical dermato-
phyte isolates, 22 nondermatophyte fungal isolates,
and purified human DNA. The second primer pair
amplified a sequence of T rubrum located in an
intergenic spacer region of ribosomal DNA. The
length of the amplified DNA was 203 bp (Fig. 1).

Finally, to increase the sensitivity of the amplifi-
cation, we designed another pair of primers named
N1 (5’'GCCGGTCTAGGTGTTTACCA3’) and N2
(5'GTTCCAGCATCGAGGAGAA3') to perform a
nested PCR, which amplified an internal fragment
of 269 bp in the 366-bp segment described in the
previous paragraph. To standardize the reaction,
different conditions of reagent concentrations were
tested, as were different temperatures of the steps
(data not shown).

The results were visualized through a 1% agarose
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Figure 1. Schematic representation of the polymer-
ase chain reaction (PCR) technique. Top, The
genome is designed as two long parallel lines. The
arrows represent the oligonucleotides used, and the
DNA fragments amplified correspond to the thick
lines, with their respective sizes expressed in base
pair (bp). Bottom, The different results that can be
found in an agarose gel: lines 1, 2, and 3 are the
hypothetical results of the first PCR (line 1
corresponds to any species of dermatophyte other
than Trichophyton rubrum, and lines 2 and 3 are T
rubrum samples). Lines 4 and 5 correspond to the
nested PCR of dermatophyte genera. Line 6
corresponds to negative control (a reaction tube
without fungal DNA). Line PM represents a molec-
ular weight marker in order to have a reference of
DNA fragments size.

electrophoresis gel stained with ethidium bromide.
Figure 1 shows a diagram of a hypothetical gel, and
Figure 2 shows the amplification products of
different samples.

Results

A total of 232 samples were examined by direct
microscopy after treatment with 20% potassium
hydroxide and were cultivated on plates with
Sabouraud plus cloramphenicol medium for 3 to 4
weeks at 30°C. In the case of positive growth, a
morphological study was performed with a micro-
scope to identify the species. After 4 weeks,
cultures that did not show growth were considered
negative.

Direct DNA extraction was taken from 225 nail
fragment samples (in seven cases the amount of
sample was insufficient and the samples were

discarded). From the DNA, two consecutive ampli-
fications were made using the conditions described
in the “Materials and Methods™ section for the
detection of two specific sequences of dermato-
phyte fungi.

The size of the nail sample taken is usually very
small, which means that the number of copies of
genetic material that can be detected is very low.
For this reason, we decided to use a nested PCR,
although it involved the adoption of greater control
in the laboratory, taking steps to avoid contamina-
tion.

We verified that we had, in fact, obtained an
increase in sensitivity of approximately 15% (data
not shown), and no case showed evidence of
contamination. A schematic representation of the
design and the results of the PCR are shown in
Figure 1. An example of the results of the
amplification of some samples in an agarose gel is
shown in Figure 2.

In agreement with previous studies, we obtained
a high proportion of negative samples for dermato-

M 1 2 3 4 5 6 7
bp

Figure 2. Polymerase chain reaction (PCR) prod-
ucts analyzed in an agarose gel electrophoresis. M
represents the molecular weight marker (100-base
pair [bp] DNA ladder); lines 1, 2, and 3 contain the
product of the first PCR, where Trichophyton rubrum
fragments can be seen but dermatophyte in specific
DNA fragments are too light. Nested PCR products
of the same samples are in lines 4 to 6. Lines 1 and
4 show the results corresponding to any dermato-
phyte species other than T rubrum. Lines 2 and 5
display the two bands corresponding to a sample
containing T rubrum: (203 bp) and the 269-bp band
corresponding to dermatophyte genera. Lines 3 and
6 display the negative results of a sample. Line 7
contains the negative control.
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phyte detection using the two techniques: classical
growth in culture and DNA amplification. We could
not find any proof of dermatophyte fungal infection
in 119 of 225 samples with suspected onychomyco-
sis (52.9%). A high proportion of these negative
samples presented growth of Candida species
(30.3%, 36 of 119) (data not shown), although we
consider that a high proportion of them are the
product of a process of colonization but not a real
infection.

We have to consider these data and emphasize
that only half of the cases that seem to be mycoses
are fungal infections to improve the differential
diagnosis of pathologic conditions of the nails.

The two techniques are not fully coincident as we
obtained concordance in only 78.2% of the samples
(52.9% negative plus 25.3% positive results).

The number of samples that were positive with at
least one of the two methods was 163 (72.4%). In 73
cases we detected DNA from the microorganism,
and dermatophytes grew on 90 of 225 plates (Table
1).

Of the 49 samples with discordant results, 16
were positive for PCR but did not grow in culture,
and in the 33 cases that grew in culture, the PCR did
not detect DNA corresponding to dermatophytes.
The comparison of the results obtained from the
two techniques was subjected to statistical analysis,
and the significance test (the McNemar test)
showed P = .023.

Discussion

Molecular biology has brought about important
advances in diagnostic techniques in many fields
of clinical medicine. In the case of identification of
dermatophyte fungi, there are two fundamental
advantages a priori: the quickness and, perhaps
more importantly, the use of genetic material as a
target because it is more consistent than phenotypic
characterization.!>1416

The present method can provide results in 24
hours compared with the 2 or 3 weeks that a culture
takes to grow. This is in itself a significant advance
regarding achieving a clinical diagnosis to begin
suitable treatment at least 2 to 4 weeks sooner.

In this work, we sought to determine the viability
of a PCR technique as an alternative method to
traditional culture for the detection of dermato-
phyte fungi in nail samples. In the comparative
study, we found first a coincidence of negativity
with the two methods in 119 cases (52.9% of the
total) of suspected onychomycosis. This means that
most cases of apparent onychomycosis are actually

Table 1. Results of the Analysis of Samples by PCR and
Plaque Culture

Culture
PCR Negative Positive Total
Negative 119 (52.9) 33 (14.7) 152 (67.6)
Positive 16 (7.1) 57 (25.3) 73 (32.4)
Total 135 (60.0) 90 (40) 225 (100)

Note: Data are given as number (percentage).
Abbreviation: PCR, polymerase chain reaction.

dystrophies as a result of other pathologic condi-
tions that are not caused by dermatophyte fungi,
such as psoriasis. This fact confirms the need for
improved differential diagnosis in onychodystro-
phies with new techniques that help clinical
practice.

The results of the molecular and classical
methods coincided in 78.2% of the samples ana-
lyzed, which places this technique close to other
similar assays.'>'%1? The results were discordant in
21.8% of the cases. In 16 of these discordances, the
analysis was positive for DNA amplification but not
for culture. This was an expected result because of
the theoretically higher sensitivity of the PCR to
detect DNA in cases where the fungus is no longer
viable but remains as genetic material in the sample.

However, we did not expect that in 33 samples
the growth would happen on the plate culture while
the DNA could not be amplified by PCR. This is an
issue that needs further study to improve sensitivity.
A possible explanation for this failure may lie in the
fact that we used very small fragments of sample for
DNA extraction, and some of the fragments had no
copy or an insufficient amount of DNA. A partial
solution to this problem is to make a duplicate of
the extraction of the genetic material.

We must, however, study the sequence of these
strains either to verify whether mutations exist
regarding the consensus sequences used in the
design of the primers or to confirm that they are
atypical strains.!620

Although this PCR technique did not have greater
sensitivity than the traditional culture method, we
believe that a considerable advance in the labora-
tory has been achieved because in most cases—
85.3% of the samples—we can shorten the wait time
for test results. In only 14.7% of the cases do we
have to wait to get a possible positive culture result
when the PCR result is negative (Table 1).

We are sure that it is possible to improve this
technique, and in the future a molecular method will
be the definitive diagnostic method. At present,
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however, culture growth on plates is indispensable
to confirm detection of the 14.7% of samples that
would be false-negatives with PCR.

Culture growth is still the reference method for
the detection of dermatophyte infection in nails,
mainly because it allows identification of the
etiologic agent and the subsequent study of sensi-
tivity to antifungal agents® but, we can now
compensate for the first disadvantage that is the
long time that we have to wait to begin treatment in
the case of fungal infection confirmation.

Conclusions

We conclude, then, that application of a PCR as a
complementary technique to culture growth notably
improved the diagnosis of onychodystrophies in a
podiatric medical clinic, especially regarding reduc-
tion of time for confirmation of diagnosis.
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Puesta a punto de una PCR para mejorar la deteccién directa de Hongos en las
unas y de Hongos no dermatofitos.

Introduccion.

En la actualidad, la infeccidén micotica ungueal sigue siendo la patologia ungueal de mayor
prevalencia, pero en los ultimos afos se esta experimentando una mayor incidencia de
infeccion de la una por levaduras, hongos no dermatofitos e infecciones mixtas. Este fenémeno
es debido a un mayor incremento de individuos en estado de inmunodepresion (trasplantes de
organos, quimioterapia, corticoides y sida), diabetes, enfermedades vasculares periféricas, asi
como el uso y abuso de ciertos estilos de vida (piscinas, saunas, gimnasios) a lo que hay que

afadir el gusto por las tendencias de moda en el calzado (zapatos oclusivos) 4 21 32 74,

Basandonos en que existe un incremento de especies de hongos no dermatofitos como
causantes de las infecciones ungueales, como Candidas, Microsporum incurvatum o
Asperguillus sydowii, y en los resultados obtenidos en el trabajo previo, nos propusimos
mejorar la técnica de PCR, con el fin de intentar conseguir mayor sensibilidad y la identificacion

de otros hongos infectantes no dermatofitos.

Metodologia.

Para llevar a cabo este estudio se recogié muestra de la lamina ungueal de 51 sujetos con
sospecha de micosis ungueal en el dedo gordo del pie sin tratamiento previo, entre Noviembre
de 2014 y Enero de 2015. Se respetaron los principios de la declaracion de Helsinki y todos los
sujetos dieron su conformidad por escrito. Estos sujetos acudieron a consulta a las
dependencias de alguna de las siguientes clinicas de practica privada: Clinica Universitaria de
la Unex, Podoclinica Gallego Marcos y en la Clinica de Cristina Mufioz Velasco (ver la

descripcioén de la poblacion en la tabla 9).

Edad Media (afios) | DS (rango de edad)

65,96 +21,28 (16-95) afios
64,65 +19,88 (16-95) afios
67,69 +23,37 (18-91) afios

Tabla 9. Descripcién de la poblacién estudiada.

Cultivo Tradlicional

En un primer lugar, un fragmento de las muestras, fue analizado mediante cultivo en el

laboratorio del grupo de investigacion DEDAP de la Universidad de Extremadura (Centro

Felix Marcos Tejedor, 2017




Universitario de Plasencia, Céceres, Espana), siguiendo la metodologia descrita en la pagina

28 de este trabajo.

A partir de otro fragmento de la misma uia se realizé la deteccion de infeccion micética
mediante esta técnica molecular, en las dependencias del grupo de investigacion MMYRG de
la Universidad de Coimbra (Portugal) de Febrero a Mayo del aifio 2016. En primer lugar se pesé

el fragmento de ufia sometido a estudio y posteriormente se hizo una extracciéon de ADN.

Profocolo de extraccion de DNA a partir del fragmento de uria:

1. Colocamos en un tubo Eppendorf®: el fragmento de ufia, MagNa Lyser Geen beads
(ayudan a la ruptura de las estructuras), 200 yl de PBS 1X (NaCL 0.138M, KCI
0.0027M, pH 7.4 25°), 180 pl de Buffer ATL (Tissue Lysis Buffer de QIAGEN®) y 20 pl
de Proteinkinasa (QIAGEN®). Homogenizamos.

2. Agitacién en el MagNa Lyser® durante 1 minuto a 6000 r.p.m., posteriormente
incubacion de 1 minuto en hielo. Repetimos el proceso 2 veces mas.

3. Afadimos 30 pl de Liticasa 1 mg/ml e incubamos durante 15 minutos a 37°C, luego 10
minutos a 65°C y finalmente 10 minutos a 95°C.

4. Cambiamos el sobrenadante a otro tubo Eppendorf®, anadimos 500 pl de Isopropanol
Absoluto, agitamos suavemente e incubamos durante 10 minutos a temperatura
ambiente).

5. Centrifugamos durante 15 minutos a 12000 r.p.m. y eliminamos el sobrenadante.
Anadimos 500 pl de Etanol al 70% a 4°C, centrifugamos durante 3 minutos a 12000
r.p.m. y eliminamos el sobrenadante exhaustiva y cuidadosamente, repetimos este
paso. Y dejar evaporar el alcohol hasta que esté totalmente seco.

7. Resuspendemos en 30 ul de Agua y conservamos a -20°C.

Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) Convencional.

Para realizar la PCR se utiliz6 un volumen final de reaccién de 50 ul, compuesta por: 25 ul de
Buffer Supreme NZYTaq 2x Green Master Mix (laboratorios NZYTech, Lda.-Genes and
Enzymes), 0.5 yl de cada oligonucledtido a 20uM, 1-5 pl de la solucion de ADN y 19-23 ul de
H20O. Se utilizaron los primer universales para hongos ITS1 [5° TCCGTAGGTGAACCTGCGG3]
y ITS4 [5 TCCTC CGCTTATTGATATGC 3’], que amplifica un fragmento especifico del ADN

ribosémico (18S) comun a todos los hongos 75.

Las condiciones de los ciclos de la PCR son: un primer ciclo de 5 minutos a 95°C, seguido de
35 ciclos de 60 segundos a 95°C, 60 segundos a 56°C, y 60 segundos a 72°C; finalmente un

ciclo de 7 minutos a 72°C.

Nuevas Técnicas para el Diagnostico y Tratamiento de las Alteraciones Ungueales




Diagnéstico de las alteraciones ungueales: Micosis y Psoriasis. Propuestas para su mejora.

Los resultados fueron revelados mediante una electroforesis en un gel de agarosa 1.5%, tenido
con Bromuro de Etidio, a 120V durante 30 minutos. Las bandas obtenidas se purificaron y se

mandaron al servicié de secuenciacion de AGOWA GmbH (Alemania).

Reaccion en cadena de la polimerasa en Tiempo Real (RT-PCR) (Real Time).

Posteriormente, en aquellos casos en los que la PCR convencional nos dio resultado negativo,
se realizd una RT-PCR a partir de la misma solucién de ADN. En la que se utilizé un volumen
final de reaccion de 20 pl, compuesta por: 4 yl de Buffer SYBR® Green PCR Master Mix
(Applied Biosystems™), 0.8 ul de cada oligonucleétido a 20uM, 2-5 pl de la solucién de ADN y
9.4-12.4 yl de H20. Se utilizaron los mismos primer universales para hongos ITS1 [5
TCCGTAGGTGAACCTGCGG3]y ITS4 [5 TCCTC CGCTTATTGATATGC 3.

Las condiciones de los ciclos de la PCR son: un primer ciclo de 10 minutos a 95°C, seguido de
45 ciclos de 10 segundos a 95°C, 5 segundos a 56°C, y 24 segundos a 72°C; a continuacion,
una curva de fusion con un ciclo dando tasa de transicion lineal de 0,1°C / segundo durante 1
minuto a 65 ° C adquisicion de fluorescencia continua y, finalmente, la reaccién se finalizé con

enfriamiento 1 ciclo a 40°C durante 30 segundos.

Los resultados positivos fueron revelados mediante una electroforesis en un gel de garosa
1.5%, tefido con Bromuro de Etidio, a 120V durante 30 minutos. Las bandas obtenidas se

purificaron y se mandaron al servici6é de secuenciacion de AGOWA GmbH (Alemania).

Observacion directa con microscopia confocal.

En aquellas muestras en las que los resultados fueron discordantes se tifieron y se hizo una
observacion directa al microscopio confocal “microscope Axio Imager 2 Zeiss” del Instituto de
Neurociencias y Biologia Celular (CNC) de la Universidad de Coimbra (Portugal). Para poder
proceder a la visualizaciéon de la muestra, en un primer lugar se desintegro la ufa con una
solucién de KOH al 50% hasta su total disolucion, posteriormente se tife las estructuras con

Evans Blue + calcofluor durante 15-20 min.
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Resultados.

En primer lugar, se hicieron las lecturas de los resultados obtenidos por el cultivo tradicional, en
la que obtuvimos en el 76.5% (n=39) resultado positivo, de los cuales en 19 de los casos
(48.8% de los positivos) los agentes infectantes eran dermatofitos, en 10 casos (25.6% de los
positivos) se observo la presencia de Levaduras, y las 10 muestras restantes (25.6% de los

positivos) fueron cultivos mixtos.

Los resultados del analisis molecular son obtenidos a partir de 5.7 + 5.8 mg de ufa, de los que
se obtuvo una media de 115.54 ng/pl de ADN y una Absorbancia 260/280 de 1.65+1.68 de
media, segun el protocolo descrito en el apartado de material y métodos. Posteriormente, se
realizo la PCR convencional a todas las muestras con los Primer ITS y ITS4 (ver figura 24),
cumpliendo las condiciones descritas en el apartado anterior. Mediante este analisis obtuvimos
resultados positivos en el 58.8% (n=30) y negativos en el 41.2% (n=21). A continuacion, a las
21 muestras que dieron resultado negativo se les realiza la PCR en Tiempo Real (ver figura
25), segun las condiciones descritas en el apartado de metodologia, y obtuvimos resultados
positivos en el 61.9% (n=13) y negativos en el 38.1% (n=8) de los casos. Considerando la
suma de las dos PCR como una sola técnica de diagnostico, obtenemos resultados positivos

en el 84.3% (n=43) y negativos en el 15.7% (n=8).

Figura 24. Revelado de los resultados mediante electroforesis en gel de agarosa, del
material obtenido de la PCR convencional con los Primer ITS y ITS4. MW es el marcador de
peso molecular, (C-) el control negativo y (C+) el control positivo. En las lineas 1, 2, 3y 5
observamos resultado positivo a dermatofito, en la linea 4 un resultado negativo, en la linea
6 resultado positivo a levadura, mientras que en las lineas 7 y 8 observamos resultados
mixtos (dermatofito y levadura)
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Figura 25. Graficas obtenidas con la RT-PCR usando los Primer ITS y ITS4. Se
representan los resultados de 7 muestras, de las cuales los numeros 6 y 7 se corresponden
con los controles positivo y negativo respectivamente, usados para validar la técnica. Los
resultados obtenidos son positivos en cincos casos (muestra 1, 2, 3, 5 y control positivo) y
negativo en las muestra 4 y el control negativo.

Al comparar los resultados obtenidos entre los dos métodos utilizados en este estudio para el
diagnostico de onicomicosis, observamos que existe una concordancia del 76.5% entre los dos
métodos (n=39), y una discordancia del 23.5% de los resultados (n=12), en los que en 4
muestras se detectaron hongos solo mediante el cultivo tradicional y en 8 solo mediante las
técnicas de PCR (ver tabla 10). Estos resultados fueron sometidos al estudio estadistico, para

su comparacion, mediante el test McNemar con el que obtuvimos una p= 0.388, lo cual nos
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dice que ambos métodos (PCR y Cultivo) son igualmente efectivos en la deteccion de los

microorganismos.

PCUiiVOYIOPCRY|  92.2%(47) 7.8%(4) 23.5%(12) 76.5(39)
_‘ 76.5% (39) 23.5%(12) (*)7.8%(4) -
_‘ 84.3% (43) 15.7% (n=8). | (*)15.7%(8) -

Tabla 10. Comparacion de los resultados obtenidos por los dos métodos. (*)Hace referencia
a resultados positivos detectados solo por una técnica.

Por otro lado, de las 43 (84.3%) muestras analizadas y que dieron presencia de hongos con la
técnica de PCR, solo se obtuvo material suficiente o de calidad para la secuenciacién de 36 de
ellas (83.7% de las positivas). En 25 de estas muestras (58.2% de las positivas) se detectaron

infecciones mixtas y se identificaron 27 tipos de hongos diferentes (ver tabla 11).

Candida parasilosis 5 Candida lipolytica 1

Candida sake 5 1
T. interdigitale 4 1
Asperguillus sydowii 2 1
Cryptococcus diffluens 2 1
Epicoccum nugrum 2 1
Kazachstania sp 2 1
Pichia fermentus 2 1
Rodotorula mucilaginosa 2 1
T._rubrum 2 1
Asperguillus flavus 1 1
Asperguillus ruber 1 1
Aureobasidium pullulans 1 1
1

Candida deformans

45
Tabla 11. Frecuencia de los diferentes agentes infectantes secuenciados.

Por ultimo algunas de las muestras fueron observadas con el microscopio confocal.

En un primer lugar se observaron 3 muestras que en los resultados anteriores habia
concordancia en los resultados con ambas técnicas, es decir, se selecciond una muestra en
que se detecto levaduras por ambas técnicas, otra en la que se detectdé un dermatofito y por
ultimo una muestra con resultado mixto. Los resultados coinciden con los observados en el

microscoipio (ver figuras 26 y 27).
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Figura 26. Observaciones directas de las muestras tefiidas con Evans Blue + calcofluor al
microscopio imager 2 de Zeiss con el objetivo 10X con filtro. En la izquierda podemos
observar la presencia de levaduras, en la imagen central se observa un dermatofito y en la
de la derecha observamos presencia de levadura y dermatofitos.

Figura 27. Observaciones directas de las muestras tefiidas con Evans Blue + calcofluor al
microscopio imager 2 de Zeiss con el objetivo 10X, con dos filtros. En la imagen de la
izquierda y central podemos observar queratinocitos con dermatofitos, mientras que en la
de la derecha observamos presencia de levaduras.

Posteriormente, nos centramos en la observacién de las 4 muestras que el cultivo dan positivo
(en dos casos levaduras y en dos casos dermatofitos) y el resultado de las PCR son negativos.
El analisis molecular de estas muestras son obtenidos a partir de 10.81 £ 7.33 mg de uia, de
los que se obtuvo una media de 276 + 304.74 ng/ul de ADN y una Absorbancia 260/280 de 1.3
+0.11 de media. En el estudio microscépico confirmamos la presencia de los agentes

infectantes correspondientes.

Discusion.

Los métodos moleculares son una base soélida de las pruebas diagndsticas en la practica
clinica médica actual, ya que renuevan el concepto de diagndstico, ademas de la constante y
continua puesta en marcha de los métodos diagndsticos clinicos en general, y en concreto en

la deteccion de hongos 62 63,

Con la aplicacién de estas técnicas para el diagndstico de onicomicosis conseguimos disminuir

de forma considerable el tiempo de diagndstico de 4 semanas a unas horas 49 51. Mediante el




presente trabajo hemos comparado el diagnostico mediante los dos métodos, con el fin de ver
si es viable el diagndstico de estas patologias mediante la PCR. Los resultados concuerdan en
el 76.5% (n=39), resultados semejantes a los obtenidos por otros trabajos 0 76 77 y por los que
hemos obtenido con el anterior trabajo 65. En el 68,62% (n=35) coinciden los resultados
positivos y 7.8% (n=4) en los resultados negativos. Esto hace referencia a que la alteracion
observada en la ufa no es causada por infeccidon en el 7.8%, datos que no coinciden con las
incidencias descritas. En la literatura se describe que cerca del 50% de las patologias
ungueales son causadas por la micosis 4, esta diferencia, en este caso, puede ser debido a

experiencia en el abordaje de esta patologias por el profesional que duda del diagnostico 78 79.

Podemos afirmar que mediante la técnica de PCR se detecta la infeccion en el 84.3% (n=43)
de los casos y que la sensibilidad es mayor que con el cultivo. Era de esperar, debido a la
sensibilidad de la prueba y que el cultivo fracasa en el 40% de su resultados 4°. Sin embargo,
que en 4 de los casos se detectaran hongos por el cultivo y no por la PCR, no era esperado.
Por este motivo nos centramos en la observaciéon directa al microscopio confocal, donde se
confirmo la presencia de hongos. Este resultado puede ser debido a que la PCR se inhibiera
porque estas muestras se obtuvieron a partir de mucha cantidad de ufia (10.81 £ 7.33 mg), por
lo cual partimos de mucho ADN (276 + 304.74 ng/ul), y porque éste contenia muchas
impurezas (Absorbancia 260/280 de 1.3 +0.11 de media)&. Pero a pesar de que encontremos
una discordancia en los resultados, la estadistica demuestra que no existe diferencia entre los
resultados obtenidos por ambos métodos, de esta manera la PCR utilizada obtiene los mismos

resultados que el método de referencia.

A pesar de que se describe que el principal causante de la onicomicosis es el 7richophyfon
Rubrum 23, existen ciertos grupos poblacionales ya descritos anteriormente (personas con
inmunodepresion sobre todo) o estilos de vida que hacen que sean mas incidentes otros
hongos 4 21 32, Por tanto los resultados obtenidos de la secuenciacion eran esperados, ademas
la mayoria de los sujetos son de avanzada edad (65.96 + 21.28 afos), viven en zonas rurales
con habitos cotidianos de agricultura y ganaderia, y varios sujetos de menor edad son

inmunodeprimidos (VIH, leucemia y trasplante renal).

Conclusiones.

Tras el analisis de los resultados obtenidos, concluimos que la técnica de PCR utilizada mejora
notablemente el diagndstico de la onicomicosis, especialmente en cuanto a la reduccion del
tiempo para la confirmacion del diagndstico y en la especificidad de la deteccion del agente

infectante.
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2. Diagnéstico de la Psoriasis ungueal mediante
técnicas de inmunoensayo.

Cuantificacién de B-Defensina 2 plasmaticas para la detecciéon de la Psoriasis
ungueal

Introduccion.

A la vista de los resultados obtenidos y expuestos en los capitulos anteriores, en los que existe
un porcentaje de onicopatias de origen no fungico, nos planteamos la necesidad de mejorar el
diagnéstico diferencial entre las onicopatias en general, y profundizar en las patologias
ungueales no micoticas. Especialmente en el caso de la Psoriasis, que es la segunda patologia

mas prevalente en estas distrofias 45.

La onicodistrofia esta presente de forma cronica en el 50 % de los sujetos que sufren Psoriasis

8, siendo en el 10% la unica sintomatologia de la enfermedad 81 82,

La psoriasis es una enfermedad inflamatoria con un alto componente genético en su etiologia 35
36 37, Se han identificado al menos nueve sitios cromosémicos de sensibilidad a psoriasis 29. La
asociacion de la enfermedad con el gen HLA-Cw6 y con IL12B, IL-17A e IL23R proporcionan

una evidencia para el caracter autoinmune de la enfermedad 83 84,

Recientemente, se ha encontrado que los queratinocitos de las placas psoriasicas secretan
notables cantidades de [-defensina, péptidos con actividad antimicrobiana, antifungica y
antivirica. Estos péptidos estan codificados por los genes DEFB que estan presentes en el
cromosoma 20 y en el 8p23.1, que contiene 8 genes de B-defensinas, siete de los cuales estan
repetidos en un numero variable de copias. Se ha probado la asociacién de un alto nimero de

copias de este gen DEFB4 cromosomico con la aparicion de psoriasis 85 86 87,

Una de las proteinas (B-defensina 2 6 hBD-2) codificada por el gen DEFB4, no se expresa en
piel normal, pero si en las placas de piel con psoriasis. Esta puede detectarse en una biopsia

de piel 0 en plasma sanguineo 83 84 86 87 88,

Esta es la base de nuestro objetivo, cuantificar los niveles de B-defensina 2 en aquellos sujetos
que presentaban onicopotia y no se detectdé la infeccion fungica previa. Y de esta forma
mejorar el diagnostico diferencial entre las onicopatias, en concreto la Psoriasis, basado en

pruebas de laboratorio poco invasivas.

Felix Marcos Tejedor, 2017




Metodologia.

Para llevar a cabo este estudio transversal descriptivo; durante los anos 2012 y 2013 se realizé
la recogida de muestras de ufas y sangre, en las dependencias de la Clinica Podologica
Universitaria de la Universidad de Extremadura, a aquellos pacientes que presenten
alteraciones ungueales. Se eligieron aquellos pacientes que en nuestra base de datos
constaban con resultados previos negativos para el cultivo de hongos, y pacientes con
psoriasis diagnosticada, los cuales fueron informados y dieron su aprobacién con la firma del
consentimiento informado. En todo momento se han respetado los principios de la declaracion
de Helsinki y se solicitd la aprobacion correspondiente al comité de bioética de la Universidad

de Extremadura.

Se recogieron muestras a 48 sujetos, de los cuales 16 tenian diagnosticada previamente

psoriasis y 32 presentaban alteracion ungueal sin presencia fungica (ver tabla 12).

I T LT
Poblacién Total (ws) | 54.56 +17.71 (10-81) afios
_ 53.73 + 15.24 (23-81) afios
 Hombreso=te) | 56.40 + 22,74 (10-81) afios
Psoriasis diag. =16 | 4721 + 11.31 (30-77) afios
_ 45.11 + 8.75 (30-56) afios
_ 49.7 + 15.25 (35-77) afios
_ 58.28 +19.26 (10-81) afos
_ 56.95 *+ 16.01 (23-81) aios
. Hombreseen, | 62.25 + 27.87 (10-81) afios

Tabla 12. Descripcion de la poblacién estudiada.

Cuantificacion de la B -defensina 2 en plasma.

Para cuantificar las B-defensina se tomé una muestra de 2 ml de sangre entera a todos los
pacientes. Los tubos de recogida de muestra tenian EDTA (K2E) como anticuagulante. Se
centrifugaron a 2500 rpm durante 3,5 minutos. Con ayuda de una pipeta se recogio6 el plasma y

se conservo a -20° hasta tener muestras suficientes para procesar las mismas.

La determinacion de la concentracion de B-defensinas se llevé a cabo mediante una técnica
ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) con el kit comercial: “Defensin 2, beta (Human)

- ELISA Kit” de PHOENIX PHARMACEUTICALS, INC”, siguiendo las instrucciones indicadas
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por el fabricante. Se basa en la captura e inmovilizacién, mediante Anticuerpos anti-HBD-2, de
las proteinas presentes en la sangre. Una vez capturadas se les anadiran el anticuerpo
biotinilado, la estreptavidina — peroxidasa y una solucién sustrato que le da color, cuya
intensidad sera directamente proporcional a la concentracion de las B-defensina 2. Y mediante
diluciones seriadas de una solucion de concentracién conocida, nos permite obtener una curva
standar para extrapolar las concentraciones correspondientes a los valores de absorbancia

determinados.

La representacién en escala logaritmica de los valores de la curva nos proporciona una recta y
mediante la regresion lineal determinamos los valores de las concentraciones de las distintas

muestras a partir de su absorbancia a 450nm.

Una vez obtenidos los resultados y basandonos en el trabajo realizado por Hollox EJ et al.
2008 & y por Jansen PAM et al. 2009 8, que cuantificaron los niveles en pacientes con
psoriasis, consideramos que los pacientes con niveles superiores a 380 ug/ml de p-defensina 2

padecen Psoriasis.

Cultivo tradicional

Para llevar a cabo este analisis se llevaron acabos las pautas descritas en la pagina 28 de este
trabajo, donde se describe el procesamiento del cultivo microbioldégico en Agar Sabouraud con

cloranfenicol para cultivar hongos.

Todos los resultados fueron sometidos a estudios estadisticos, que se realizaron mediante el

programa SPSS 15.0, fijandose la significacion estadistica en el 5% (p<0.05).

Resultados.

Tras someter las muestras problema y las muestras patrén con sus correspondientes controles
positivos y negativos por duplicado, al test ELISA descrito en anteriormente, obtuvimos una
placa con distintas intensidades de color amarillo (ver figura 28), que fueron medidas en un

espectrofotdmetro. Este tradujo la intensidad de color en Absorbancia a una luz de 450 nm.




Figura 28. Placa multipocillo del kit comercial: “Defensin 2, beta (Human) - ELISA Kit” de
PHOENIX PHARMACEUTICALS, INC”, tras la captura e inmovilizacién, mediante
Anticuerpos anti-HBD-2, de las proteinas presentes en la sangre. Marcadas con anticuerpo
biotinilado, la estreptavidina — peroxidasa y una solucion sustrato que le da color amarillo,
cuya intensidad es directamente proporcional a la concentracion de las 3-defensina 2.

Los resultados obtenidos de las muestras de concentracion conocida de los péptidos, nos
permiten obtener una curva que relaciona la Absorbancia con la concentracion de proteinas
(ver figura 29-A). Mediante la regresion lineal de estos datos, podemos obtener la ecuacion de
una recta (ver figura 29-B) que nos permite obtener los valores de las concentraciones de las

distintas muestras a partir de su absorbancia a 450nm.

C= (A 450nm - 0,0047) / 0,2693

beta-defensina 2 beta-defensina 2
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Figura 29. A) Relacion entre la Absorbancia a 450nm frente a la concentracion de B-defensinas
2 en plasma. B) Regresion lineal de los mismos valores y ecuacion de la recta obtenida.
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Pudimos determinar la concentracion de 3-defensina en un total de 48 muestras (ver tabla 13),
de las cuales 16 pertenecian a pacientes con un diagnéstico previo de psoriasis, y el resto, 32,

personas con alguna patologia ungueal de origen desconocido.

En primer lugar, encontramos niveles muy bajos de estas proteinas en 2 sujetos con Psoriasis

diagnosticada que estaban en remision de la enfermedad.

Por otro lado, de los 32 muestras problema, 17 presentaron niveles elevados de péptidos, que
se corresponderia con 17 casos cuyo origen seria una psoriasis sin diagnosticar, los cuales

serian derivados al dermatélogo para un posible seguimiento de la enfermedad.

Por ultimo, de total de 48 muestras, un 31 %, presenta niveles bajos de B-defensina, por tanto,
consideramos que su patologia seria imputable a otras causas diferentes a la psoriasis, y que

requeririan otras pruebas complementarias para un diagndstico certero.

Niveles BD2 >380 pg/ml Niveles BD2 <380 ug/ml
Poblacién Total (4 | 64.58 (31) 35.42 (17)
Poratioos (19 87.5 (14) 125 (2)
Sospecha Pso o) | 53.13 (17) 46.87 (15)

Tabla 13. Resultados de los niveles de B-defensina 2 (BD2) en ug/ml detectados en los
sujetos estudiados

Dado que las defensinas son péptidos con propiedades antimicrobianas, quisimos comprobar si
existia una relacion entre los niveles altos de B-defensina 2 y baja incidencia de infeccion

fungica en las ufas.

Para ello, sometimos a cultivo las ufias recogidas en esta muestra. Obtuvimos resultados en 42
de las 48 ufas. Fueron positivas el 59.52% (n=25) de los casos. De los cuales 7 casos
corresponden a sujetos con niveles inferiores a 380 pg/ml de 3-defensina 2, y 18 presentaron
niveles superiores a 380 ug/ml de B-defensina 2 (ver tabla 14). En los 25 casos con cultivo
positivo se detectd la presencia de dermatofitos en el 52% (n=13) y de levaduras en el 48%
(n=12).

En 17 casos el cultivo fue negativo, 10 de ellos con niveles altos de p-defensina 2 y 7 con

niveles bajos.
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| cutivoPositivo % (n) | cuttivo Negativo % (n)
PobisdenamEE ] 9525 4048 1)
Sujetos con Niveles BD2* >380 pgiml e=25) | 72,0018 26.00 (7
Sujetos con Niveles BD2" <380 pgiml o= | 41,187 28.82 (10)
Tabla 14. Resultados de los de los cultivos para la deteccion de hongos en los sujetos estudiados.” B -
Defensina 2.

Discusién.

La psoriasis ungueal es la segunda patologia mas frecuente que afecta a las ufas 45, con una
incidencia de hasta el 90% de los individuos que padecen psoriasis. En la actualidad el
diagnostico de esta patologia se hace de forma clinica, a pesar de tener la opcién de realizar
una la biopsia para su confirmacion. La biopsia no se lleva a cabo frecuentemente porque
puede causar malformaciones secundarias en las ufias que aumentarian la comorbilidad de la

patologia 8 35 37,

Se necesitan, por tanto, pruebas menos invasivas que confirmen esta segunda posibilidad ante

una onicopatia.

En un primer momento quisimos utilizar una técnica como la PCR para detectar los genes
caracteristicos de la psoriasis, pero la complejidad genética de esta enfermedad, y el poco

numero de células accesibles para ello, hizo fracasar este intento.

Sin embargo, la técnica que hemos utilizado para detectar la B-defensina 2 es sencilla, rapida,

y poco invasiva.

En nuestros resultados hemos detectado psoriasis en 17 casos que no manifestaban las
lesiones eritrodescamativas de la piel tipicas de la enfermedad. Basandonos en estos
resultados y en que ademas en el 10% de estos enfermos, su primera manifestacion es a nivel
ungueal 43, podemos afirmar que mediante la exploracion clinica de la ufia con sospecha de
esta enfermedad y la realizacion de la determinacion cuantitativa en plasma de 8 -Defensina 2

podriamos diagnosticar la psoriasis con una alta probabilidad.

Los resultados de los cultivos no eran los esperados ya que previamente habian sido negativos
en todos los casos que no tenian diagnosticada la psoriasis. Estos resultados podrian ser
debidos a una degeneracion que la lamina ungueal producida por la enfermedad en el tiempo

trascurrido entre ambos analisis, facilitando de esta forma la invasién de los hongos 44 45,
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Centrandonos en los sujetos con los niveles de 8 -Defensina 2 mayor a 380 ug/ml, los cultivos
en ellos fueron positivos en el 72% de los casos (n=18). Estos datos concuerdan con los
descritos en la bibliografia, en los que se exponen que la mayoria de los sujetos con psoriasis

ungueal padecen una onicomicosis asociada 44 45,

Respecto a los resultados sobre los agentes causantes de la infeccién no hay diferencia entre
la incidencia de los dermatofitos y las levaduras, lo que corrobora que existen ciertos grupos
poblacionales o estilos de vida que hacen que sean mas frecuentes otros hongos no

dermatofitos 4 21 32,

Conclusiones.

La deteccion de B -Defensinas 2 en plasma es una técnica poco invasiva, rapida y sencilla con

la que podriamos diagnosticar psoriasis.

Sin embargo, parece que altos niveles de beta-defensina 2 no protegen frente a la infeccion

fungica de la ufa.

Felix Marcos Tejedor, 2017 @
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1. Introduccidén al tratamiento laser.

Como hemos comentado en el capitulo anterior, la patologia ungueal puede limitar las
actividades cotidianas, sumandole un gran impacto psicosocial que hace que los pacientes que

las sufren demanden tratamientos rapidos y sencillos 2 3 4,

Para la resolucion de estas alteraciones es imprescindible la eleccion de un tratamiento
adecuado ademas de la higiene, la autonomia y la constancia del paciente, ya que la mayoria
de los tratamientos son de larga duracion, lo que supone una alta frecuencia de abandono de

los mismos 23 23,

Y con el fin de satisfacer esta demanda de tratamientos mas rapidos, sencillos y eficaces, en
los ultimos anos se han realizado numerosos trabajos que han aportado avances en la
aplicacion del laser en la patologia ungueal 8 %, Cuando aplicamos la luz laser sobre los
tejidos, en general se producen una serie de efectos basados en el principio de fototermolisis
que describieron en 1983 Anderson y Parrish. Esta teoria describe que la energia aplicada con
laser es selectiva para una molécula diana, croméforo, la cual no produce dafo tanto en el
tejido aplicado como en el tejido adyacente. Y Los principales cromoforos son melanina,

hemoglobina y agua (ver figura 30) 91 92,

Absorcion

—agua -—melanina hemoglobina

—
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Figura 30. Curvas de absorcién de los principales cromdéforos. Adaptado de “Gonzalez-Rodriguez
a. J, Lorente-Gual R. Current indications and new applications of intense pulsed light. Actas
Dermosifiliogr. 2015; 106(5):350-364.”
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Mediante la aplicacién del laser sobre la piel producimos un efecto térmico, bioeléctrico,
mecanico y bioquimico, consiguiendo un efecto fotoquimico en longitudes de ondas inferiores a
350-450 nm y un efecto térmico a longitudes de onda mayores. Mediante estos mecanismos de

accion logramos procesos antinflamatorios, antialgicos y bioestimulantes en los tejidos tratados

93,

Esto hace que exista una gran heterogeneidad de tratamientos para la resoluciéon de las
alteraciones ungueales, relativamente sencillos y de rapida aplicacion, que a su vez ha hecho
que se abaraten los costes de adquisicién de gran variedad de equipos. En estos estudios se

han obtenido resultados prometedores, pero en algunos casos con falta de evidencia cientifica.

89 90 94,

2. Aplicacion del laser Nd:YAG 1064nm en
alteraciones ungueales.

Estudio de la eficacia del tratamiento laser en onicomicosis.

Introduccion.

En los ultimos afos se han realizado numerosos trabajos en los que se ha estudiado el
tratamiento de la onicomicosis con el laser de 1064 nm 8°. EI mecanismo de accién del laser
realmente es desconocido %, pero se estima que la luz emitida por el laser llega hasta el lecho
ungueal, traspasando la lamina. Durante su recorrido los hongos, debido a su pigmentacion,
absorben esta energia que se trasforma en calor. Esta exposicion del hongo a altas
temperaturas conduce a la destruccion, tanto del propio hongo como de las esporas producidas

por el %, Este tipo de tratamiento se elige principalmente por su rapidez.

Existen pocas evidencias en cuanto a la eficacia de estos métodos para la eliminacion del
hongo en las ufas. Los estudios revisados presenta conclusiones muy diferentes en cuanto a
los resultados de los tratamientos, sobre todo entre los que se realizaron con un seguimiento a

corto o a largo plazo #.

Por ello, nuestro proposito en este trabajo es comprobar la eficacia de la aplicacion de la

radiacion laser en el tratamiento de la onicomicosis, en sujetos con infeccién diagnosticada.
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Metodologia.

El presente trabajo cuenta con la aprobacion del Comité de Bioética de la Universidad de
Extremadura. Se trata de un ensayo clinico, analitico, observacional, longitudinal prospectivo y
no aleatorizado. Para ello se realizé el cultivo de la lamina ungueal de 140 sujetos con
sospecha de micosis ungueal en el dedo gordo del pie y se realizé el tratamiento en aquellos
sujetos que dieron positivo. Se respetaron los principios de la declaracion de Helsinki y todos
los sujetos dieron su conformidad por escrito. Los sujetos acudieron a consulta en las
dependencias de alguna de las siguientes clinicas de practica privada: Clinica Universitaria de
la Unex, Clinica del Pie Eva Luengo Celador, Podoclinica Gallego Marcos y en la Clinica de

Manuela Hernandez.

Recogida de la muestra.

Para que la muestra tenga una mayor viabilidad y disminuir las posibles variantes

distorsionantes, la recogida de muestra cumplié el siguiente protocolo:

» Son validos tanto trozos de ufia como polvo. Preferiblemente las dos cosas. Pero

siempre de la parte activa de la lesion.

* Un buen etiquetado de la muestra que se corresponda con los datos de la hoja de

recogida.

* Es necesario que la recogida de la muestra guarde, en la medida de lo posible, la
asepsia. Para ello se desinfecta la zona con alcohol y se deja secar al aire, recogiendo la

muestra en un recipiente estéril.

 La recogida de la muestra se realiza con distintos materiales; los mas comunes son:

bisturi, fresa, tijeras, cepillo, pero siempre material estéril para evitar contaminaciones.

» Se envia al laboratorio lo antes posible para su siembra inmediata. La muestra se

recoge antes de la instauracion de cualquier tratamiento.

* En los casos en que la muestra no se traslade de inmediato al laboratorio después de

la recogida, se conserva entre 15y 30°C.

En los casos en los que el sujeto estuviera tratandose con antifungicos la onicomicosis,

se ceso dicho tratamiento 30 dias antes de tomar la muestra para analizarla (n=8).




Andélisis de las muestras.

Las muestras fueron analizadas mediante cultivo tradicional en la Unidad de Diagndstico de la
Clinica Podologica Universitaria de la Universidad de Extremadura que gestiona el grupo de

investigacion DEDAP. Siguiendo la metodologia descrita en la pagina 28 de este trabajo.

Aplicacion del laser Nd.YAG 1064nm

Se aplicd el tratamiento en aquellos sujetos que previamente habian sido diagnosticado de
onicomicosis en al menos una ufa del pie. Para el tratamiento con laser se utilizé el Equipo
PinPointe Footlaser™ cedido por Cynoure® Espafa. Las caracteristicas técnicas del equipo se
reflejan en la tabla 15. El fabricante describe que cada vez que se aplica un pulso con
PinPointe Footlaser™ aplican 10 micropulsos en unos 0.5 segundo, con un intervalo entre
micropulsos de 0.05 segundos. Con esto se consigue que los vasos capilares se enfrien
reduciendo las molestias del paciente y los posibles dafios en tejidos sanos. Con la aplicaciéon
de 10 micropulsos se aplica 20 J/cm2 en 100 microsegundos o 200 J/cm2 para cada spot de

tratamiento.

Tabla 15. Caracteristicas técnicas del PinPointe Footlaser™.
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Se siguieron las siguientes pautas, tal y como nos indico el fabricante:

1. Se trataron con PinPointe Footlaser™ todas la ufas del pie o pies afectados,
estuvieran o no infectadas por hongos. Con previo desbridamiento de la parte
lesionada.

2. Se aplicaron dos barridos con PinPointe Footlaser™ por ufia, abarcando también los
tejidos periungueales. En un primer lugar se hizo un barrido con el laser longitudinal a
la uha. Posteriormente un barrido transversal a la uias (ver figura 31).

3. Alos 30y alos 90 dias se les aplico de nuevo dos barridos con PinPointe Footlaser™

por ufia, tal y como se indica anteriormente.

—

==

|
I s ee—
—

Barrido longitudinal Barrido Transversal

Figura 31. Barridos aplicados para el tratamiento con PinPointe Footlaser™

Y con el fin de controlar la infeccion en cierto grado, a todos los sujetos se les pautaron los

siguientes consejos de higiene:

Ponerse después de cada sesién unos calcetines limpios/nuevos

Utilizar polvos pédicos antifungicos en el calzado de forma rutinaria

No utilizar esmaltes

Secarse los pies bien después de lavarse, ayudandose si fuera necesario de un

secador eléctrico.

Para comprobar la efectividad el tratamiento y valorar las recidivas del mismo, a los seis meses
se realizé un cultivo a todos los sujetos para comprobar si seguia habiendo presencia de
hongos en las uias. Para esta confirmacién se sometieron a cultivo tradicional las muestras

obtenidas.

Por otro lado, valoramos la afectacion de la ldmina ungueal producida por la micosis antes y en
la revision de los seis meses. Para ello calculamos el OSI (indice de severidad de la

onicomicosis) antes de comenzar el tratamiento y en la revision de los 6 meses.

Felix Marcos Tejedor, 2017




Al aplicar el tratamiento en la primera sesion los sujetos referian dolor. Por lo que decidimos
evaluar el grado de dolor clinico mediante la escala de expresién facial VAS (ver figura 32),

después de aplicar las dos Ultimas sesiones.

Figura 32. Escala de expresion facial VAS para la valoracion del dolor clinico.

Al terminar el tratamiento se les realizé una encuesta de satisfaccion del tratamiento.

Los estudios estadisticos se realizaron mediante el programa SPSS 15.0, fijandose la

significacion estadistica en el 5% (p<0.05).

Resultados.

De los 140 sujetos con sospecha de onicomicosis, los cultivos resultaron positivos en el
49,29% de los casos (n=69). Entre ellos, 12 sujetos decidieron no realizarse el tratamiento, 4
sujetos lo abandonaron porque referian mucho dolor y en tres casos no se pudo recoger la
muestra para comprobar onicomicosis tras el tratamiento. Por tanto finalmente se les realiz6 el

tratamiento y seguimiento completo a 50 sujetos, 40 mujeres y 10 hombres (ver tabla 16).

T BT
Poblacién sy | 54.94 + 15.44 (19-84) afios
_ 56.92 +14.17(19-84) afios
_ 51 +20.99 (19-74) afios

Tabla 16. Descripcion de la poblacion tratada la onicomicosis con laser Nd:YAG 1064nm

El estudio morfolégico de los cultivos de ufias aporté los siguientes datos: En el 68% (n=34) de
los casos analizados la infeccion es producida por dermatofitos, en el 18% (n=9) por levaduras

y en 14% (n=7) es una infeccion mixta.

Tras analizar los cultivos de las muestras de unas recogidas a los 6 meses de haber finalizado
el tratamiento, encontramos en el 70% de los casos (n=35) resultados positivos al crecimiento
de hongo y en el 30% (n=15) los cultivos fueron negativos. La infeccién habia remitido en el

23,5% de las infecciones por dermatofitos (n=8), 44,4% de las levaduras (n=4) y en el 42.9%
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de las infecciones mixtas (n=3). Por lo que basandonos en estos datos podemos afirmar que el
laser anteriormente descrito es solo efectivo en un 30% de los casos, para la eliminacion de la

infeccion fungica, segun el protocolo aplicado.

A pesar de obtener estos resultados parciales, observamos que el aspecto macroscépico de la
ufia mejoraba notablemente en casi todos los casos. Por ello, procedimos a evaluar este otro

aspecto.

Respecto a la valoracion del dafio ungueal, antes de comenzar el tratamiento obtuvimos una
media de 22,80 * 9,67 puntos el método OSI, y de 13,71 + 10,97 puntos en la revision a los 6
meses del tratamiento. Posteriormente se realizd el analisis estadistico, realizando la
comparaciéon de las medias obtenidas, mediante la prueba t de Student para muestras
relacionadas. Se encontré diferencia estadisticamente significativa (p=0,000). De esta forma

podemos decir que la aplicacion del laser consigue una mejora clinica de la ufa.

Estudiando mas detalladamente los resultados obtenidos, respecto a la mejora clinica
encontramos que ninguna de las ufias tratadas empeord. Ademas en el 14% (n=7) los signos
clinicos desaparecieron (ver figura 33) y en el 48% de los casos (n=24) experimentan una
mejora clinica (ver figura 34), segun el método OSI. Sin embargo en el 52% (n=26) restante, a
pesar de observar mejoria clinica, se mantiene en el mismo rango de gravedad (ver figura 35)

(resultados mas detallados en la tabla 17).

Figura 33. Imagenes de la misma de la ufia antes (afectacion grave segun el método OSI)
y después del tratamiento con el laser Nd:YAG 1064nm. En la que en la imagen de la
derecha podemos apreciar la desaparicion total se signos clinicos de onicomicosis y con un
resultado negativo en el cultivo especifico de hongo.

Felix Marcos Tejedor, 2017




Figura 34. Imagenes de la misma de la ufia antes (afectacion grave segun el método OSI)
y después del tratamiento con el laser Nd:YAG 1064nm. En la que en la imagen de la
derecha podemos apreciar la desaparicion en gran medida los signos clinicos de
onicomicosis (afectacion leve segun el método OSI) y con un resultado negativo en el
cultivo especifico de hongo.

Figura 35. Imagenes de la misma de la ufia antes (afectacion grave segun el método OSlI)
y después del tratamiento con el laser Nd:YAG 1064nm. En la que en la imagen de la
derecha podemos apreciar la desaparicion parcial se signos clinicos de onicomicosis pero
manteniendo la misma gravedad segun el método OSI y con un resultado positivo en el
cultivo especifico de hongo.
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OSlI pre

| e | wogerado | Grave
1 0 6 7
33,3% 0,0% 14,6% 14,0%
2 4 2 8
66,7% 66,7% 4,9% 16,0%
0 2 11 13
% de OSI pre 0,0% 33,3% 26,8% 26,0%
Recuento 0 0 22 22
0,0% 0,0% 53,7% 44,0%
Recuento 3 6 a1 50
% de OSI pre 100,0% 100,0% 100,0% 100,0%

Tabla 17. Prueba de Chi-cuadrado que muestra la relacion entre OSI| post (post-

tratamiento) y OSI pre (pre-tratamiento).

Por otro lado, debemos tener en cuenta que el tratamiento fue efectivo en el 100% de los casos

(n=3) de afectacion leve, en el 33,3% (n=2) de los casos moderados y en el 24.4% (n=10) de

los graves (ver figura 34).

De los 15 casos en los que el tratamiento fue efectivo, es decir el cultivo fue negativo, en siete

de ellos desaparecieron los signos (cura completa) (ver figura 33), mientras que cuatro de los

casos seguian manifestado signos clinicos de magnitud leve segun el OSI (ver figura 36), en

tres casos moderado (ver figura 37) y en uno grave. No se encontré en ningun caso curacion

clinica sin curacién microbiolégica.

Figura 36. Imagenes de la misma de la ufia antes (afectacién grave segun el método OSI) y
después del tratamiento con el laser Nd:YAG 1064nm. En la que en la imagen de la
derecha podemos apreciar la desaparicion parcial se signos clinicos de onicomicosis
pasando a una gravedad leve segun el método OSI y con un resultado negativo en el cultivo

especifico de hongo.
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Figura 37. Imagenes de la misma de la uia antes (afectacion grave segun el método OSI) y
después del tratamiento con el laser Nd:YAG 1064nm. En la que en la imagen de la
derecha podemos apreciar la desaparicion parcial se signos clinicos de onicomicosis
pasando a una gravedad moderada segun el método OSI y con un resultado negativo en el
cultivo especifico de hongo.

Respecto al dolor experimentado, los resultados obtenidos se recogen en la tabla 18. Podemos
observar que en la segunda sesién todos los pacientes refieren dolor a la aplicacion del laser y
sin embargo en la tercera sesion 8 de los individuos tratados no refieren dolor alguno.

Prevalece en mayor medida el dolor moderado en ambas sesiones.

Tipo de dolor % /3
22 sesion 32 sesion
Sin dolor 0 8
Poco dolor 22 30
Dolor moderado 42 32

Dolor fuerte 26 14

Dolor muy fuerte 8 14

Dolor insoportable 2 2

Tabla 18. Tipos de dolor en porcentajes experimentados por los sujetos durante la
aplicacion de la terapia laser durante las dos ultimas sesiones.

Respecto a la encuesta de satisfaccion, solo se completaron 45, debido a su caracter anénimo
y voluntario. Los resultados obtenidos fueron:
¢ Ha utilizado los polvos pédicos para desinfectar su calzado?
93,3% Sl
6,7% NO
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¢,Cada cuanto tiempo ha aplicado los polvos pédicos?
6,7% Solo la primera vez
17,8% Diariamente
31,1% Una vez por semana
17,8% Varios dias por semana
22,2% Cuando se acordaba
4,4% Nunca

¢, Ha seguidos los consejos de higiene que se le indicaron?
93,3% SI
6,7% NO

¢ Cree que el tratamiento es eficaz?
80% Sl
20 % NO

¢ Ha utilizado lacas de esmalte en este tiempo?
22,2% Sl
77,8% NO

¢ Ha notado cambios en las ufias desde que se trata con el laser?
0% peor aspecto.
22,2% igual.
68,9% mejor aspecto.

8,9% no parece la misma ufia (mejor aspecto).

¢,Cuando se le aplica el laser ha referido dolor?
11,1% Sl
0% NO

88,9% puntual (cuando se calienta)

Si refiere dolor ¢qué tipo de dolor?
4,4% eléctrico.
17,8% calor.
15,6% pinchazo.

62,2% quemazon.

¢, Segun la escala vas el dolor es?
0% sin dolor.
13,3% poco dolor.

26,7% dolor moderado.

Felix Marcos Tejedor, 2017




46,7% dolor fuerte.
8,9% dolor muy fuerte.

4,4% dolor insoportable.

¢, Qué sesion le ha dolido mas?
15,6% primera.
17,8% segunda.
40% tercera.

26,7% todas iguales.

¢, Si en dos afos volviera a infectarsele la uia se repetiria el tratamiento?

95,6% SI
44% NO
Discusion.

En este ensayo hemos tratado de evaluar la eficacia del tratamiento de la onicomicosis

mediante la Aplicacion del laser Nd:YAG 1064nm.

Para ello partimos de una muestra de 140 sujetos con signos clinicos que hacian sospechar
una onicomicosis. De ellos, sélo 69 fueron positivos mediante cultivo para onicomicosis. Este
dato coincide con lo encontrado en la literatura en la que se defiende que solo el 50%

aproximadamente de las alteraciones ungueales son producidas por onicomicosis 7.

Respecto a la eficacia obtenida en este trabajo sobre la aplicacion de la terapia laser para la
erradicacion de la infeccion micética en las ufas hemos obtenido un 30% de efectividad, es

decir que en 15 de los 50 sujetos no encontramos presencia de hongos tras el tratamiento.

Ademas en un 14% de los casos tratados se consiguié una cura completa, es decir también

desaparecieron los signos clinicos.

Podemos considerar que nuestros resultados se encuentran dentro de esa amplia horquilla ya
existente en otros trabajos, en los que la efectividad obtenida oscila entre un 33 y 100%, y
entre 0.08 y el 100% en lo que respecta a la cura completa %. Esta variabilidad en los
resultados es debido a que los trabajos publicados sélo tiene en comuin el uso del laser
Nd:YAG 1064nm pero su aplicacién esta asociada a otras diferentes variables concomitantes
(pulso, spot, numero de sesiones, intervalo entre sesiones, numero de pases y energia
aplicada, combinacién con desbridamiento y/o tratamiento previo con antifungicos). Por este
motivo los resultados obtenido sobre la eficacia del laser en los diferentes ensayos realizados

no son comparables 8 9 9% 9 Ademas no hemos encontrado un trabajo que englobe las
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mismas variables que nosotros hemos manejado, con el fin de poder comparar exactamente

nuestros resultados.

Sin embargo los resultados que recogen los trabajos con laser muestran, en general, una
mejoria de la patologia a corto plazo, ya que los escasos estudios que realizaban seguimientos
de larga duracion tienen un alto nimero de reinfecciones '90. Por este motivo nosotros
decidimos recoger el cultivo post-tratamiento a los 6 meses de finalizar el estudio, de esta
forma englobabamos en cierta medida las posibles recidivas, aunque tal y como apunta
Francuzik W. ef a/. 2016 9 el seguimiento deberia ser ampliado a un ano, tiempo que tarda en

renovarse totalmente la ufa, y asi poder descartar definitivamente las posibles recidivas.

Por otro lado, podemos afirmar que tras el tratamiento el 100% de los casos presento una
mejoria clinica objetiva. Los resultados obtenidos con la valoraciéon del método OSI y el
analisis estadistico realizado nos permiten afirmar que la mejora observada es objetiva vy
significativa (p=0.000), afadiendo evidencia cientifica a los resultados obtenidos en trabajos

anteriores 100 101 102

En cuanto al segundo aspecto que hemos estudiado, nuestros resultados nos permiten afirmar

que esta técnica es dolorosa.

Aunque los fabricantes indican que este procedimiento es indoloro debido a los periodos de
enfriamiento, en el presente estudio cuatro sujetos abandonaran el tratamiento por este motivo
y todos los sujetos tratados en este trabajo experimentaron dolor. De igual forma lo refleja

Francuzik W. efal 2016 9.

Los sujetos tratados manifiestan que sienten un calentamiento o “quemazén” de la zona
durante la aplicacién del laser. Este dolor lo podemos considerar como un dolor moderado si la
valoracioén se hace /n situ, y un dolor fuerte cuando la valoracion se hace a los seis meses del
tratamiento. Estos resultados son acordes a los obtenidos por Noguchi H., ef a/ 2013 103
mediante la escala numérica andloga NRS (Numerical Rating Scale) con una puntuacién media

global de 5,1, correspondiente a la frontera entre un dolor entre moderado y fuerte.

Aunque esta medicién del dolor es sufrientemente objetiva, existen otros factores que pueden
hacer variar la percepcion del dolor, y que son dificimente medibles. Por ejemplo la
satisfaccion que el sujeto obtiene con la mejoria en el aspecto de la ufia es suficiente para que

el sujeto exprese que volveria a repetir el proceso a pesar del dolor.

Por ultimo, apuntar que Francuzik W., ef a/ 2016 9 apunta una serie de pautas para la

realizacion de futuros ensayos para este tratamiento (ver tabla 19 ), basandose en “CONSORT




2010 Explanation and Elaboration: updated guidelines for reporting parallel group randomised
trials” 104, Revisando todas estas premisas podemos comprobar que el presente trabajo cumple

dichas premisas para la valoracién de la eficacia del tratamiento laser en la onicomicosis.

Los criterios de inclusién para los participantes, la edad,
enfermedades del sujeto, el género, el diagnéstico segun
Hay et al.105

Lugar de donde fueron recogidos las muestras

Intervencion Detallar las intervenciones realizadas en cada grupo:

Tipo de laser que se utiliza y el nombre comercial.

Longitud de onda, fluencia, duracién del pulso, tamafo del
spot, frecuencia del pulso,

Protocolo de tratamiento, el numero total de sesiones y su
frecuencia.

Medidas adicionales: ;Se realiza desbridamiento? ;Se
pauta antimicotico tépico? El tiempo y el modo de

administracion.

Resultados Definir especificamente las mediciones previas y posteriores:

Definicion de la curacion: micolégica, clinica y completa.
porcentaje pacientes que logran la curacion micoldgica
porcentaje de pacientes que logran la curacién clinica,
porcentaje de pacientes que lograron una curacion
completa,

Llevar a cabo una planimetria del area lesionada previo y

posterior al tratamiento.

Si se hace ciego, describir detalladamente el proceso.

Datos de referencia Incluir una tabla con las caracteristicas demograficas y
clinicas de cada grupo:
Describir la participacion de ufias.

Especificar qué patdgenos se cultivaron.

Incluir las enfermedades concomitantes.

Tabla 19. Pautas propuestas por Francuzik W, et al. para la realizacién de futuros ensayos
para el tratamiento laser de onicomicosis, con el fin de evidenciar su eficacia .

*nimero de Item de acuerdo con la lista de CONSORT 2010.

Adaptado de “Francuzik, W., Fritz, K., & Salavastru, C. (2016). Laser therapies for
onychomycosis - critical evaluation of methods and effectiveness. Journal of the European
Academy of Dermatology and Venereology : JEADV, 30(6), 936—42."
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Conclusiones.

El procedimiento utilizado para realizar el tratamiento con laser provoca una sensacion

dolorosa, aunque con una valoracion de dolor moderado en la mayoria de los casos.

La aplicacion del laser Nd:YAG 1064nm para el tratamiento de onicomicosis, segun el protocolo

utilizado, tiene un 30% de cura microbioldgica y un 14% de cura completa,

A pesar de los resultados parciales en la eliminacion de la infeccion, la aplicacion del

tratamiento implica una mejoria objetiva en el aspecto de la ufia en el 100% de los casos.

Estudio de la eficacia del tratamiento laser en alteraciones ungueales
idiopaticas.
Introduccién.

En base a los resultados obtenidos con el estudio anterior sobre el tratamiento laser de
1064nm para la onicomicosis, observamos una importante mejoria en él, que ademas coincide
con otros estudios realizados para la misma patologia y con el mismo tipo de laser 89 95 100,
Apoyando de esta forma, el efecto bioestimulador que se logra con la aplicacion del laser en

general %.

Dado que en el estudio anterior sobre la eficacia del tratamiento laser en onicomicosis
encontramos una mejoria en el aspecto clinico de la ufia, a pesar de que no se conseguia
eliminar el microorganismo causante en la totalidad de los casos. Decidimos estudiar si la
aplicacion de este método podia lograr mejorias en los pacientes de nuestra muestra, que no

presentaban infeccién fungica, y por tanto se trataba de otras patologias ungueales idiopaticas.

En la psoriasis ungueal existen publicaciones en las que se ha utilizado el tratamiento con laser
pulsatii PDL de 595nm. En ellos se evalué la patologia y se obtuvo una mejoria clinica
significativa de la lamina ungueal, tanto en el lecho ungueal como en la matriz, efectos que
persiste en un periodo de tiempo prolongado. Estos resultados demuestran que este tipo
terapia es eficaz en el tratamiento de las ufias con psoriasis 106 107, En estos casos la luz actua
directamente sobre el proceso inflamatorio causante de la enfermedad mediante un efecto
antiescleroso y antiinflamatorio, mediante la disminucién de citoquinas preinflamatorias y

aumentando las antiinflamatorias (TGF-B, IL-10) 106,
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Metodologia.

Para llevar a cabo este ensayo clinico, analitico, observacional longitudinal prospectivo y no
aleatorizado, se realiz6 el tratamiento a aquellos sujetos que presenta la lamina ungueal con
sospecha de onicomicosis, pero que el resultado de los cultivos fue negativo (mediante el
método tradicional), ademas no estaban bajo ningun tratamiento para dicha patologia. De igual
forma, los sujetos acudieron a consulta en las dependencias de alguna de las siguientes
clinicas de practica privada: Clinica Universitaria de la Unex, Clinica del Pie Eva Luengo
Celador, Podoclinica Gallego Marcos y en la Clinica de Manuela Hernandez. Respetando los
principios de la declaracion de Helsinki y ademas todos los sujetos dieron su consentimiento

por escrito.

Se le realizo el tratamiento y seguimiento completo a 10 ufas pertenecientes a 8 sujetos

diferentes, 6 mujeres y 2 hombres (ver tabla 20).

Edad Media (afios) | DS (rango de edad)

56.88 + 15.66 (30-80) afios

54.38 + 17.32 (30-80) anos
+ 7.07
(46-56)

51.00 anos

Tabla 20. Descripcion de la poblacion que fue tratada su onicopotia de origen idiopatico con
laser Nd:YAG de 1064nm en base a 10 sujetos.

A todos ellos se les aplico el laser PinPointe Footlaser™ cedido por Cynosure® Espafa. Las
caracteristicas técnicas del equipo y el protocolo de tratamiento son los mismos que los
expuestos anteriormente en el tratamiento de la onicomicosis, y como ya hemos explicado esta

reconocida su inocuidad.

Para evaluar la progresion de las lesiones, debido a la heterogeneidad de las patologias
tratadas y con el fin de unificar los resultados, se evalué la proporciéon de la uha que estaba
afectada. Para ello, se midio el porcentaje del eje longitudinal que esta afectado antes y a los 6
meses después del tratamiento. Para la eleccion de este método de evaluacién nos basamos
en la teoria mixta del crecimiento de la ufia 1° 15, Esta teoria describe que las alteraciones
ungueales pueden ser de origen matricial o del lecho, asumiendo que si cesamos la causa que
lo genera los signos clinicos seran eliminados con el crecimiento natural de la ufia. Es decir, el

signo se ira desplazando de proximal a distal hasta su desaparicion.

Para hallar el eje longitudinal de la ufia se siguid el siguiente procedimiento: en primer lugar se

calculé el punto medio de la anchura de la ufa a nivel del eponiquio y posteriormente se
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calcul6 el punto medio de la anchura de la ufia a nivel del hiponiquio. A continuacién se unen
los dos puntos y obtenemos el eje longitudinal de la ufia (ver figura 38). Seguidamente se midié
la extension de la lesibn en mm desde el hiponiquio y calculando el % del eje afectado

siguiendo la siguiente férmula:

% de eje afectado = mm Afectados * 100 / mm Totales del eje

Figura 38. Simulacion grafica del calculo del % de afectacion del eje longitudinal de la ufia.
En el que la flechas negras representan la anchura de la ufia, los puntos azules son los
puntos medios del ancho de la ufia a nivel del hiponiquio y eponiquio, la linea roja es el eje
longitudinal total de la ufia, la mancha blanca simula la lesion ungueal y la flecha azul el %
de afectacion del eje longitudinal de la ufia.

Los estudios estadisticos se realizaron mediante el programa SPSS 15.0, fijandose la

significacion estadistica en el 5% (p<0.05).

Resultados.

Tras obtener los datos necesarios para calcular el porcentaje del eje longitudinal de la uia
afectado obtuvimos una media de 64.74 + 14.92 % de la longitud del eje, antes de la aplicacion
laser. A los 6 meses después del tratamiento obtuvimos una media 45.51 + 24.12 % de la
longitud del eje afectado. Posteriormente se realizé el analisis estadistico, para comparar las
medias obtenidas, mediante la prueba t de Student para muestras relacionadas. Se encontré
una diferencia estadisticamente significativa (p=0,006) entre las medidas realizadas antes de la
aplicacion y a los 6 meses de la misma. Encontramos una mejoria clinica en todas la ufias
tratadas (ver figura 39). Por otra parte debemos observar que en ninguno de los casos los

signos clinicos desaparecieron al 100% durante este periodo.

Felix Marcos Tejedor, 2017




Figura 39. Las imagenes A y B corresponde al mismo sujeto, antes y después del
tratamiento. Se observa una mejora clinica, pasando de un 67.85% a un 60.60 % de
afectacion del eje longitudinal. Mientras que las imagenes C y D corresponden a otro sujeto,
antes y después del tratamiento, que también experimenta unos cambios clinicos
significativos que pasa de tener un 41.93% a 28% de afectacion del eje longitudinal.

Discusion.

Existia trabajos previos en los que se habia aprobado la eficacia la efectividad del laser de 595-
nm para el tratamiento de la psoriasis ungueal '97. Ademas otros trabajos describen una
mejoria clinica en ufas micéticas tratadas con el laser 1064nm 190, Por ello quisimos probar la
eficacia de esta longitud de onda de 1064 para el tratamiento de patologias ungueales

idiopaticas.

Centrandonos en la patologia ungueal idiopatica, en el momento de redactar este trabajo solo
hemos encontrado un estudio publicado de tres casos clinicos en los que se aplique un laser
de 1064nm para el tratamiento de alteraciones ungueales idiopaticas %. En este trabajo el
protocolo de aplicaciéon del laser es diferente para cada uno de los casos, ademas la
evaluacion clinica de la patologia esta realizada de forma subjetiva. Sin embargo, nuestro
trabajo utiliza el mismo protocolo de aplicacion de la terapia laser y un método cuantitativo para
la evaluacion del dafo. De esta forma, aplicando este método sistematico para medir la lesién

ungueal podemos obtener resultados objetivos.

Los resultados de este estudio nos permiten afirmar que el tratamiento laser proporciono una

mejoria clinica a corto plazo de las uias con patologia ungueal idiopatica.
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A pesar de que hemos obtenido una mejoria en todos los casos, este estudio requiere un
seguimiento a largo plazo para testar permanencia de la mejora. Y hacer viable la inversion
econdmica que supone el elevado coste de estos equipamientos y la limitacion que ello supone

para su uso en la clinica podolégica a nivel privado.

Futuras lineas:

Confeccionar un estudio en el que incluyan un numero relevante de sujetos, que ademas haga
un seguimiento a largo plazo una vez finalizado el tratamiento, para poder valorar si la
sintomatologia clinica inicial vuelve a aparecer o remite definitivamente, y valorar si la
aplicacion del laser de 1064nm se comporta igual con alteraciones ungueales de alta

prevalencia, como la psoriasis y el liquen plano.

Conclusiones.

La aplicacion del laser Nd:YAG 1064nm para el tratamiento de alteraciones ungueales
idiopaticas, segun el protocolo utilizado, aporta una mejoria clinica en el total de los casos

tratados.
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Discusion global.

Actualmente las alteraciones ungueales son uno de los principales motivos de consulta en la
clinica de podologia. El presente trabajo trata de aportar avances en el manejo de dichas
patologias para conseguir mejorar su diagnéstico y tratamiento ya que asi lo demanda la
comunidad cientifica actualmente 2 & 19, Probablemente la alta incidencia de alteraciones
ungueales sea debido a las comorbilidades asociadas a las mismas y el aumento del interés
por el cuidado de la imagen que esta experimentando la sociedad 2 3 37. La principal patologia
que cursa con alteracion de la lamina ungueal es la onicomicosis (50-68%), seguido de la

psoriasis, liquen plano y traumatismos 20 74,

Para un diagnostico certero de las patologias ungueales no nos podemos basar solo en el
aspecto clinico con el que cursan porque todas ellas comparten sintomatologia en comun.
Ademas, el diagnéstico se complica aun mas porque existe una elevada incidencia de
onicomicosis asociadas a otras patologias ungueales tales como los traumatismos y la
psoriasis 4%, datos que hemos comprobado con nuestros resultados. Por todo ello las pruebas

complementarias se hacen imprescindibles para un diagnéstico certero 4 20,

Para el diagndstico de la onicomicosis la técnica mas extendida es el método tradicional (KOH
y cultivo) 4 53. Sin embargo, esta metodologia presenta una serie de inconvenientes: el KOH
tiene falsos negativos en un 5 a un 15% de los casos 51 % 60  g| cultivo requiere de 2 a 4
semanas para su confirmacion y destreza para la identificacion de la especie al microscopio 59
108, Ademas el cultivo tiene hasta un 40% de los casos con falsos negativos 4. En los ultimos
afos, los métodos moleculares han fraguado una base imprescindible pare el diagndstico
biomédico, y una continua puesta en marcha de métodos diagnésticos clinicos en general, y en
concreto en la deteccion de hongos mediante la técnica de PCR. Esta metodologia se puso en

marcha y hoy en dia se realiza de forma rutinaria en nuestro grupo de investigacion DEDAP 65,

No encontramos diferencias significativas sobre la sensibilidad entre el cultivo y la PCR a la luz
de los resultados obtenidos, a pesar de que existan pequenas discordancias. De ésta forma,
hemos comprobado que la técnica de PCR mejora notablemente el diagnéstico de la
onicomicosis, especialmente en cuanto a la reduccion del tiempo de obtencion del resultado a
unas horas para la confirmacion del diagnéstico frente a las 3-4 semanas del método
tradicional y en la especificidad de la deteccion del agente infectante ya que si existe
microorganismo este es detectado aunque no esté vivo. Asi mismo hemos detectado una
mayor incidencia de nuevos agentes infectantes. Esto puede ser debido a la presencia de una
poblacion envejecida y mayores porcentajes de inmunodepresion o estilos de vida que hacen

que sean mas frecuentes otros hongos no dermatofitos 42132,




Después de comprobar la presencia o no de infeccidén micética, en aquellos casos en los que el
resultado sea negativo debemos comprobar si la patologia es producida por la psoriasis. Esta

dermatopatia es la segunda causa que produce alteracion en el aparato ungueal 45.

Para el diagnostico de la psoriasis ungueal, en estos momentos, sélo se cuenta con la
confirmacion mediante biopsia del tejido afectado, lo cual se realiza en pocas ocasiones por lo
invasivo de la prueba. En la mayoria de los casos se basa en la clinica que muestra el paciente
en las lesiones. Es importante comentar que la biopsia requiere una alta pericia por parte del
facultativo y la ejecucion de la misma es muy invasiva, pudiendo producir una mayor alteracion
del aparato ungueal 3. En el presente trabajo se muestra un procedimiento de diagndstico de la
psoriasis, mediante la deteccion de [(-Defensina 2 en plasma, de forma poco invasiva (un
analisis de sangre), rapida y sencilla con la que podemos diagnosticar prematuramente la
psoriasis a través de la psoriasis ungueal incipiente, por ser el primer signo de la enfermedad

en el 10% de los casos 8 40 43,

No nos podemos olvidar de los elevados indices de prevalencia con la que la alteracion
ungueal esta asociada a onicomicosis y a psoriasis. Esta descrito en la bibliografia que el 47%
de los sujetos que sufren psoriasis ungueal tienen asociada una onicomicosis 45. En el presente
estudio, en nuestra poblacion, este porcentaje se eleva al 72%. De igual modo sucede en
muchos casos en los que no encontramos lesiones tipicas de la psoriasis en otras partes del

cuerpo, en los que la alteracién ungueal es el Unico signo de la enfermedad 8 35 82,

Teniendo en cuenta todo lo expuesto, proponemos un algoritmo basado en pruebas de

laboratorio para el diagnéstico de alteraciones ungueales, que podemos ver en la figura 40.

Una vez identificada la causa que produce la alteracion ungueal necesitamos tratarla para
poder resolver la patologia y de esta forma concluir el abordaje clinico y terapéutico. Para que
un tratamiento sea eficaz hay que tener en cuenta una serie de cuestiones previas y
estrategias como la higiene, la autonomia y la constancia del paciente, ya que la mayoria de
los tratamientos son de larga duracion, lo que supone una alta frecuencia de abandono de los
mismos. Esto hace que los sujetos que las sufren demanden tratamientos rapidos, eficaces y

sencillos 2 3 23,
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Figura 40. Algoritmo basado en pruebas de laboratorio para el diagnéstico de las
alteraciones ungueales.

En la segunda parte del trabajo nos centramos en estudios sobre eficacia del tratamiento de
estas patologias con la aplicacion del laser Nd:YAG 1064nm. Se propone el tratamiento con
laser con el fin de satisfacer la demanda de los pacientes y por la existencia de trabajos con
resultados prometedores, pero en algunos casos con falta de evidencia cientifica, sobre su

eficacia en la resolucion de estas alteraciones8® 90 94,

En primer lugar nos centramos en el tratamiento de la onicomicosis. El tratamiento
farmacolégico depende del agente causal, usandose diferentes principios activos, y oscilando
su duracion entre 3 y 15 meses de tratamiento. Las tasas de curacion que se obtienen son muy
variables dependiendo del trabajo , y varian entre un 38 y un 94% 3'. Existiendo también una
amplia horquilla en el tratamiento con laser, que oscila entre un 33 y 100% respecto a la
efectividad y entre 0.08 y el 100% en lo que respecta a la cura completa, segun los trabajos
publicados de los que no se puede concluir un resultado definitivo desde el punto de vista

cientifico 9.

En el presente trabajo, mediante la aplicacion laser en onicomicosis, hemos obtenido un 30%
de efectividad y tan solo un 14% de cura completa (microbiolégica y clinica). Podemos
considerar que nuestros resultados son fiables, ya que nuestro ensayo sigue los criterios
descritos por Francuzik, W. ef a/ en 2016 9 que defiende la evidencia cientifica en el ensayo

clinico.
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Lo que tiene una evidencia incuestionable es la mejora clinica que experimenta la ufia a corto
plazo, valorada mediante los calculos del método OSI, que demuestra el efecto bioestimulante
del laser sobre los tejidos tratados 9. Las evidencias comprobadas de una mejoria estética, sin
embargo no se traducen, a largo plazo como curacién del aparato ungueal, por lo que se
necesitarian mas estudios y distintas aplicaciones y ensayos para poder asumir un efecto

curativo de dicho tratamiento.

Esta regeneracion de la ufia hizo que posteriormente nos centraramos en el tratamiento con
laser de patologias idiopaticas ungueales, que segun el protocolo utilizado, experimentan
cambios clinicos significativamente favorables. Los datos del presente trabajo se obtienen
mediante una valoracién cuantitativa con la que unificar la valoracién (método de valoracion del
% del eje afectado), con la que no cuentan los trabajos publicados hasta la fecha %. Es por
tanto una metodologia innovadora para la evaluacion de las patologias ungueales y asi mismo
los resultados del tratamiento de la patologia idiopatica obtenidos son muy alentadores para el

futuro tratamiento de dichas patologias mediante aplicacién del laser.

Finalmente y con los resultados obtenidos en este trabajo podemos concluir que los mismos
han aportado mejoras innovadoras en las técnicas diagndsticas y terapias terapéuticas con las
que abordar la patologia ungueal, consiguiendo un diagndstico rapido y mas preciso, asi como
tratamientos eficaces, mas en concreto en patologias idiopaticas y en tratamiento de
onicomicosis a corto plazo. Consiguiendo asi satisfacer la demanda de la sociedad y

contribuyendo a mejorar la asistencia en el ejercicio de la podologia.

Declaracion de conflictos de intereses.

Los autores declaran que no existes conflicto de intereses en ninguno de los estudios

realizados.
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Conclusiones globales.

. We can conclude that the application of the PCR technique improves the diagnosis of
onychomycosis, especially with regard to the reduction of time for diagnosis confirmation as well

as the detailed detention of the infecting agent.

. The detection of B -Defensin 2 in plasma is a noninvasive, quick and simple technique

by which ungueal psorisis could be diagnosed.

o The results seem to indicate that high levels of § —Defensin 2 do not protect from the

fungal infection of the nail.

. The application of Nd:YAG 1064nm laser in the onychomycosis treatment (according to
the used protocol) produce the microbiological cure in 30 per cent of the patients and the

complete cure in 14 per cent.

. In spite of the partial results in the elimination of the fungal infection, the application of
the laser treatment implies an objective improvement of the nail appearance in the 100 per cent

of the cases.

. The application of Nd:YAG 1064nm laser in the treatment of idiopathic nail alterations

(according to the used protocol) contributes to clinical improvement to all the cases dealt with.
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