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simplex chronicus (LSC) is a common condition whose pathophysiology is partially known. The sensory
f the skin consists of a dermal plexus made up of myelinated and unmyelinated fibers. The
ly contains unmyelinated fibers, which indicate temperature, pain, and/or itching. Until now,
nce of small-fiber neuropathy in LSC had not been studied and its role in this disease was not
. Therefore, there was no documented therapy to treat this disease with the knowledge of its presence
it. A cohort of 33 patients with LSC who underwent study for the presence of fine fiber neuropathy and
alteration in its function is presented.According to the results, a concept test of a novel therapy with lidocaine
patches was carried out, proving to be effective.
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INTRODUCCION

El liquen simple crénico (LSC) es una enfermedad cuya fisiopato-
logia es solo parcialmente conocida. Se caracteriza por un ciclo de
rasquido y prurito en una o mas zonas de la piel, generando una
liquenificacién y un circulo vicioso de dificil manejo.

La inervacion sensorial de la piel consiste en un plexo dermal for-
mado por fibras mielinizadas y no mielinizadas. La epidermis solo
contiene fibras no mielinizadas (fibras intraepidérmicas), las cuales
indican temperatura, dolor y/o prurito’.

Las fibras intraepidérmicas pueden ser visualizadas usando un
marcador como el producto génico de proteina 9.5. PGP 9.5 es un
miembro de la familia de la hidroxilasa C-terminal de ubiquitina
y se ubica dentro de los cuerpos de inclusion, lo que sugiere que
tales estructuras pueden ser regiones metabélicamente activas de
las células nerviosas?. Estudios asociados con prurito crénico, han
reportado aumento o decremento de la densidad de las fibras in-
traepidérmicas=. La retraccion de las fibras intraepidérmicas, de-
bido a la degeneracién axonal después de una lesion, puede llevar
a un prurito neuropatico como consecuencia de actividad espon-
tdnea en las fibras lesionadas®.

En este estudio, se indaga si el prurito en LSC puede ser secu
al dano de fibras sensoriales intraepidérmicas y si se podria
bloqueando la actividad eléctrica en estas fibras al utilizar lidoc
topica.

MATERIAL Y METODOS
Pacientes
Treinta y tres pacientes fueron

Se le pidi6 a ientes que calificaran su prurito y dolor en la
zona de lesién dUrante el Ultimo mes en una escala numérica de
O (siendo nada de dolor o prurito) a 10 (el peor dolor o prurito)
y asistir a una cita en la cual un examinador entrenado realizaria
testeos sensoriales cuantitativos (QST) y biopsias de piel con punch
de 3 mm en la zona de lesion con LSCy punch de 3 mm de piel de
zona contralateral sana del mismo paciente. Estas muestras fueron
estudiadas con hematoxilina-eosina y estudio inmunohistoquimi-
co para PGP 9.5, a modo de cuantificar las fibras nerviosas intraepi-
dérmicas 2

Test sensorial cuantitativo en dolor o quantitative sensory
test (QST)

Los perfiles sensoriales fueron determinados de acuerdo con el
protocolo de La Red Alemana de Investigacion del Dolor Neuropa-
tico (protocolo DFNS). Este protocolo DFNS estandarizado brinda
un perfil completo para una determinada region, permite aplicar
y analizar QST y realizar comparaciones entre grupos. Con esto se
logra medir en la piel los limites de tibio y frio, aglcomo también los
limites para el dolor de caliente y frio, y el

o sensorial.

agner Instruments, River-
deteccién de vibraciones fue me-

con el procedimiento de testeo en el dorso
ue todos los parametros fueran medidos en

0s a un sistema de analisis de datos (Equista) de base Excel
; Microsoft, Redmond, WA) provisto por la DFNS. Sobre
a base de un registro transformado de valores brutos para cada
ftem QST, se calculé un puntaje-Z de perfil sensorial: puntaje-Z =
(valor del tema - valor medio de los temas de control) /desviacién
estdndar de temas de control. Puntajes-Z positivos representan
una ganancia en la funcién, mientras puntajes-Z negativos deno-
tan una pérdida de la funcién. Para analisis individuales, los valores
fueron comparados con datos de referencia publicados®. Para ana-
lisis de grupos, los datos de pacientes de la zona de lesién fueron
comparados con aquellos de la zona contralateral.

Cuantificacién de densidad de fibras nerviosas intraepidér-
micas e inervacion dérmica

Las biopsias de piel fueron tomadas utilizando un punch de 3 mm,
bajo técnica estéril, luego de aplicar anestesia local con lidocaina
en la zona de lesion y la zona contralateral de piel sana, siguien-
do los lineamientos publicados®. Las biopsias fueron fijadas en
paraformaldehido al 4% (fresco) por 2-4 horas, y posteriormen-
te lavadas en tampon fosfato salino al 0, 1M y guardado por 2-3
dfas en sacarosa al 20% preparado en O, 1M de tampdn de fosfato.
Después se preservé el tejido con OCT (del inglés, Optimal Cutting
Temperature), se congel6 y se almacend a -80°C. Mediante criés-
tato se hicieron cortes de 50pum de grosor. La inmunohistoqui-
mica se realizé utilizando anticuerpo contra PGP 9.5 (RA95101,
1:1000, UltraClone Ltd, Cambridge Histon, Reino Unido) y
anti-conejo Cy3, (1:1000); Stratech, Ely, Reino Unido) ambos incu-
bados a 4°C por 12-14 horas cada anticuerpo. Mediante micros-
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copia de fluorescencia (Zeiss LSM Pascal 5. Carl Zeiss, Thornwood,
NY, EE.UU.) conectado a un microscopio invertido (Axiovert 2000)
utilizando un objetivo x40 se determin¢ la densidad de las fibras
intraepidérmicas. Se contaron las fibras epidérmicas que cruza-
ron la unién dermoepidérmica, mientras que ramas secundarias
vy fragmentos fueron excluidos de la cuantificacién. El largo de la
superficie epidérmica fue medida utilizando ImageJ (http://ima-
gej.nih.gov, National Institutes of Health, Bethesda, MD, EE.UU.),
y la densidad de fibras nerviosas intraepidérmicas fue expresa-
da por nimero de fibras por mm? de epidermis. En cuanto a la
inervacién dérmica, la dermis entera fue examinada en busca de
paquetes nerviosos que tuvieran al menos cinco axones inmuno-
rreactivos PGP 9.5, excluyendo nervios del plexo subepidérmico.
Los resultados son expresados como fibras nerviosas por mm?.

La cuantificacion del grosor epidérmico fue realizada utilizando
ImageJ. Una microfotografia (objetivo x10) de una muestra de
7,5 mm de largo que fue utilizada para medir la zona epidérmica.
Las muestras fueron tenidas usando DAPI (4,6-diamidino-2-fe-
nilindol) que es un marcador fluorescente que se une fuertemen-
te a regiones enriquecidas en adenina y timina en secuencias de
ADN vy por lo tanto sirve para tefir ndcleos, lo que nos permite
determinar el limite entre dermis y epidermis.

BLOQUEO DE LA ACTIVIDAD ELECTRICA DE LAS FIB
FINAS

Para evaluar el blogueo temporal de la actiy
fibras finas en las lesiones activas de paci
mente a la mitad de ellos se les asigng
caina al 5% y a los otros, un parc
control), debido a que la oclusig
Ambos tipos de parches se
horas al dfa durante 1

abiertas con los parches. Los pacientes podian escoger la hora del
dia en el cual usar los parches.

Tratamiento placebo de parches

Como tratamiento de control (solo oclusién, sin lidocaina), se uti-
lizaron parches de gel de silicona Silipiel, MedStyle dermatology,
Santiago, Chile). Se les entregd a los pacientes suficientes parches
para cubrir la zona de lesién completa por 12 horas cada dia por
30 dias. Para esto, ellos podian cortar los parches al tamano de su

lesion. El maximo permitido fueron dos parches enteros de 10x14
cm. Se les indicé a los pacientes no cubrir heridas abiertas con los
parches. Los pacientes podian escoger la hora del dia en el cual usar
los parches.

Al completar el mes de uso de parche de lidocaina o parche place-
bo, se evalud sélo la zona de lesidn (zona de tratamiento).

RESULTADOS
El 64% de los pacientes fueron ho
fue de 46,1 +14 anos. La dur
6,7 +7 anos.

la edad
fue de

El lugar mas comun

es fue 6,1 +2,5 (escala de ranking numérico
presente en el 44% de los pacientes con una

[tados del QST mostraron sensibilidad reducida al estimulo
frio, asi como también aumento del umbral sensorial
érmico en la zona de la lesién, comparado con el de la zona con-
tralateral sana (p=0,001, figura 1b). No hubo cambios en la sensibi-
lidad mecanica (Figura 1b).

En general, el fenotipo somato sensorial de la lesién LSC reflejé un
funcionamiento defectuoso de pequenas fibras sensoriales.

En el estudio inmunohistoquimico se encontré una reduccion sig-
nificativa en la densidad de fibras nerviosas intraepidérmicas en la
zona de lesion, zona de lesion: 1,8 +2,3 fibras por mm vs zona de
control 11 £2,4 fibras por mm, p<0,0001; (Figura 1c-h).

En contraste, la inervacion de la dermis permanecié sin cambios
(4 +0,1 y 4 0,2 PGP 9.5 positivo paquetes por mm? respectiva-
mente; p=0,7) (Figura 1 f,g,i.

En cuantoa la prueba de concepto, el prurito se redujo significativa-
mente en el grupo de lidocaina (desde 6,1 +2,5a 1,8 +2,n=18) pero
no en el grupo placebo (desde 6,8 2,6 a 4,5 2,8, n=9), (p=0,03
entre grupos lidocaina y placebo); (Figura 2b). El dolor no fue sig-
nificativamente reducido en ninguno de los grupos (Figura 20).
La funcién sensorial térmica, es medida por testeo sensorial cuan-
titativo (umbral deteccién de frio, umbral deteccién de calor y
umbral sensorial térmico) el cual fue mejorado significativamente
en el grupo lidocaina, pero no en el placebo (p=0,008, p=0,003,
p=0,002, respectivamente; figura 2d-).
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Figura 1. Sensibilidad térmica y densidad de fibra nerviosa intraepidérmica (IENFD) reducidas en la piel
afectada en comparacion con la piel sana contralateral
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CPT: p=0,19, WUR" p=0,9, MPT: p=0,48, PPT: p=0,37, MPS: p=0,9). (c-e) Biopsias de piel para cuantificar la densidad de fibra nerviosa intraepidérmica
(IENFD) se obtuvieron del sitio de la lesion y del sitio contralateral y se realizé inmunohistoquimica con PGP 9.5. La linea roja indica el limite entre la
dermis y la epidermis. En el sitio de control, hay varias fibras delgadas que cruzan el borde dermoepidérmico (flechas amarillas). (€) Barra=100 ym
(d,e) Barra=25 pm. (f,g) La inervacion de la dermis se cuantificd como paquetes dérmicos (con cinco o mas fibras PGP 9.5 positivo) por mm?. Barra=10
um. (h) La cuantificacion de las fibras que cruzan el borde dermoepidérmico mostrd una reduccion significativa de la IENFD en el sitio de la lesion en
comparacion con el sitio contralateral (1,8 +2,3 fibras por mm y 11 +2,4 fibras por mm, respectivamente, p<0,0001, prueba t pareada), lo que implica una
pérdida severa de fibras nerviosas pequenias. (i) Cuantificacion de los haces dérmicos no mostraron diferencias entre los sitios contralateral y lesionado
(4 +0,1y 4 +0,2 haces por mm?, respectivamente, p=0,7, prueba t pareada).

***n<(0,005.

LSC, liquen simple crénico; CDT, umbral de deteccion de frio; WDT, umbral de deteccion de calor; TSL, umbral sensorial térmico; CPT, umbral de dolor
por frio; HPT, umbral de dolor por calor; PPT, umbral de dolor a la presion; MPT, umbral de dolor mecanico; MPS, sensibilidad mecanica al dolor; WUR,
wind-up ratio (razon de intensidad de dolor 10/1); MDT, umbral mecanico de deteccién; VDT, umbral de deteccion de vibraciones; IENFD: densidad de
fibras nerviosas intraepidérmicas.
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Figura 2. El tratamiento durante 1 mes con un parche de lidocaina al 5% redujo el prurito y mejoro el
perfil sensorial
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(a) Fotogr. mano de un paciente que muestra la lesion antes y después del tratamiento con parche de lidocaina durante 1 mes. (b) La intensidad
promedio de en el ultimo mes se redujo con lidocaina, pero no con placebo (p=0,03 andlisis de efectos mixtos, prueba de comparaciones

) El promedio de la intensidad del dolor en el ultimo mes no cambid ya sea con lidocaina o con placebo (p=0,06 analisis de efectos
mixtos, prueba de*comparaciones multiples de Sidak). (d-f) QST antes y después del tratamiento con lidocaina o placebo durante 1 mes. CDT, WDT
y TSL, que estaban alterados antes del tratamiento, volvieron a los valores normales con el tratamiento con lidocaina, pero no con el placebo (CDT:
p=0,008; WDT: p=0,003; TSL: p=0,002, analisis de efectos mixtos, prueba de comparaciones multiples de Sidak). Los otros pardmetros QST no cambi-
aron significativamente (CPT: p>0,9, HPT: p=0,1, MDT: p=0,2, MPT: p=0,8, MPS: p>0,9, WUR: p>0,9, VDT: p>0,9, analisis de modelos mixtos, analisis de
Sidak multiple prueba de comparaciones). (g-i) Secciones de piel tefiidas con PGP 9.5 (para etiquetar fibras nerviosas). Las imagenes muestran la piel
contralateral (piel sana), el sitio de la lesion antes tratamiento y el sitio de la lesion después del tratamiento de pacientes representativos con lidocaina o
placebo. (g) El espesor epidérmico se redujo con lidocaina, pero no con placebo (p=0,01 analisis de efectos mixtos, prueba de comparaciones multiples
de Sidak). (i) La IENFD aumentd con lidocaina, pero no con placebo (p=0,03 entre antes y después, ANOVA unidireccional de RM, prueba de compara-
cion multiple de Sidak). (j) La cuantificacion de los pagquetes dérmicos no mostréd diferencias entre antes y después del tratamiento con lidocaina o
placebo (ANOVA unidireccional de RM, prueba de comparacion multiple de Sidak, p=0,8). Barras = 100 y 25 pm.

**p<0,01, CDT, umbral de deteccion de frio; WDT, umbral de deteccion de calor; TSL, umbral sensorial térmico; LSC, liquen simple cronico; IENFD:
densidad de fibras nerviosas intraepidérmicas.

113



[REV. MED. CLIN. CONDES - 2023; 34(2) 109-115]

114

Otras funciones medidas en el QST, no cambiaron ni en el grupo
lidocaina ni en el grupo placebo (p>0,05 para cada uno).

El grosor epidérmico fue reducido un 33% después de ocupar lido-
caina, pero no en el grupo placebo (solo 3,7%) (p=0,01; figura 2g,h).
La inervacion de la epidermis también mejoro en el grupo con li-
docaina (antes: 0,2 +0,2 fibras por mm, después: 2 +2,2 fibras por
mm; figura 2i), pero no en el grupo placebo (antes: 0,3 +0,5 fibras
por mm; después 0,2 +0,3 fibras por mm, n=7, p=0,01; figura 2g,i.
La inervacion de la dermis permanecio sin cambios en todos los
grupos (p=0,8; figura j). En resumen, los pacientes tratados con par-
che de lidocaina mejoraron, pero no fueron completamente cura-
dos de la neuropatia de fibras finas.

DISCUSION
El prurito neuropatico es definido como “prurito debido a una le-
sion de neuronas del sistema nervioso periférico o central”™®.

En este estudio se observa que los pacientes con LSC tienen una
neuropatia de fibras finas localizadas, porque hay déficits en la fun-
cién de pequenas fibras (como temperatura) en testeos sensoria-
les cuantitativos (QST), y una disminucién en la densidad de fibras
nerviosas intraepidérmicas, cumpliendo, por ende, el crit
prurito neuropatico'"2,

Postulamos que las fibras lesionadas en la epidg
anormalmente sensibles y desarrollan actividg
tdnea, que es percibida como prurito’?, lle

de retroalimentacion positiva de prurito y rascado.

Aln mas, el rascado repetitivo de la piel, puede exacerbar la dener-
vacion epidérmica. La reduccion en la densidad nerviosa intraepi-
dérmica puede deberse a la inflamacién neurogénica (inflamacion
motivada por la activacion de sensores terminales que liberan neu-
ropéptidos)'™.

Otra explicacion puede ser que la lidocaing

CONCLUSION
En conclusion, e

intraepidérmicas dafadas con parches de li-
mejoria parcial de la piel con liquen simple
reinervacion inicial, y la restitucion de la sen-

dos proporcionan un motivo para profundizar en esta
ueva modalidad de terapia para pacientes con liquen simple
crénico, realizando un ensayo clinico aleatorizado controlado con
placebo.

Consideraciones éticas:
El estudio fue aprobado
participantes entregar
de Helsinki. Los pacd

Conlflicto de inter:

Los autor: 0s de intereses.

ica de la Pontifica Universidad Catdlica de Chile (numero de referencia 16-287), y todos los
ado escrito antes de participar. El estudio fue conducido en acuerdo a la declaracion
cluidas en figuras 1y 2, dieron su permiso para publicar las imadgenes.
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