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1. INTRODUCCION

El vitiligo pertenece a una familia de enfermedades cutaneas
congénitas o adquiridas, caracterizadas por falta de pigmentacién
en la piel, en forma de maculas o manchas bien definidas,
acromicas o hipocrémicas en las cuales se ha observado el
deterioro de la funcion del melanocito, la célula de la piel
encargada de la produccion de la melanina. El andlisis de la piel
mediante técnicas de inmunohistoquimica ha permitido observar
que en la piel de pacientes con vitiligo existe destruccion selectiva
de este tipo celular y, en caso de estar presentes se encuentran en

un estado indiferenciado sin actividad melanogénica (1).

La enfermedad comienza con una o varias méaculas asintomaticas y
de limites precisos, que gradualmente aumentan de tamario; de
forma y distribucion variada, afectando cualquier region de la piel
y membranas mucosas, predominantemente en areas como
superficies extensoras y salientes dseas (rodillas, articulaciones
interfalangicas y tobillos), comprometiendo, en algunos casos, el

pigmento de otros lugares, incluidos los ojos y el cabello (2-4).

Se ha descrito que la enfermedad afecta entre el 0.1 y el 2% de la
poblacion mundial, sin embargo, su incidencia varia
considerablemente entre la poblacién o grupo étnico analizado,
estimandose un 0.14% en Rusia, entre 1% a 2.5% en Estados
Unidos y Japon (5), y mas altas como las descritas en México (4%)
y en la India (8.8%)(1, 6). En Espafa no hay estadisticas de esta
enfermedad, sin embargo, segun datos de la Asociacién Espafiola
de Pacientes con Vitiligo se ha estimado prevalencias del 0,6%-1%
para esta poblacion.

Afecta por igual a ambos sexos y a todas las razas (7), siendo

particularmente importante en pacientes con fototipos obscuros, o
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blancos que se broncean intensamente, debido al contraste entre

zonas de la piel pigmentadas y despigmentadas, causando que mas

de dos terceras partes de estos pacientes sufran un intenso estrés

psicosocial (2) (Tabla 1).

Tabla 1: Incidencia de Vitiligo en diferentes grupos étnicos

Porcentaje Afio
incidencia | Lugar Autor publicacion
Lerner y Nordlund
0.5-2% | Mundial ® 1978
1-4% | Mundial Parsad y cols. © 2003
0.5-1% | Mundial Taieb y Picardo® 2007
0.1-2% | Mundial Halder y cols. ‘% 2009
Nordlund y
1% USA, estimacion | Majunder % 1997
1% USA, estimacion | Halder y cols. ‘2 2009
Nordlund y
2% Japon, estimacion | Majunder ¢ 1997
0.15-
0.32% | Turquia Akay y cols. 2 2010
Dinamarca,
poblacion
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Esta afeccion dermatoldgica puede presentarse en cualquier etapa
de la vida, sin embargo, se ha observado que la mayoria de los
casos comienzan entre los 10 y los 30 afios (18), describiéndose
que casi la mitad de ellos se presentan durante la etapa de
crecimiento activo, antes de los 20 afios, y entre un 70% a 80% de
los pacientes la desarrolla antes de los 30 afios (1).

El vitiligo puede estar asociado con enfermedades autoinmunes
tales como tiroiditis de Hashimoto, diabetes mellitus, enfermedad
de Addison, alopecia areata 0 anomalias oftalmicas como la iritis,
entre otras (4, 19, 20), apoyando esta asociacion la presencia de
linfocitos en la dermis de lesiones tempranas, autoanticuerpos en
circulacion contra melanocitos y antigenos del sistema
melanogénico en muchos pacientes que presentan la enfermedad
activa, ademas de responder al tratamiento con agentes
inmunomoduladores como corticoesteroides y fototerapia (21).

Ha sido descrito que los anticuerpos presentan un limitado acceso
con los antigenos blanco expresados dentro de células viables, y se
ha propuesto que los anticuerpos contra antigenos intracelulares,
probablemente, son generados en respuesta al dafio del melanocito.
También ha sido publicada la asociacion de vitiligo con la
presencia de antigenos leucocitarios humanos HLA-DR4, con
DW7, DR1, B13, A2, B21, CW6, DR53, A19 y DR52 (5).

1.1. Etiologia del vitiligo

La causa del vitiligo es compleja y aln no se conoce en su
totalidad. Varias hipdtesis y teorias han sido desarrolladas para
explicar el proceso de despigmentacion, o incluso la destruccion
del melanocito que ocurre en esta patologia. Sin embargo, no dan
cuenta del completo espectro de esta enfermedad. Para el

desarrollo de ellas han sido considerados tanto los resultados
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obtenidos de las observaciones clinicas de la patologia, el origen
embrionario del melanocito, asociacion con diversos trastornos
autoinmunes, presencia de familiares afectados con la enfermedad,
entre otros, lo que sugiere que es causada por una combinacion de
factores ambientales, autoinmunes y geneticos, por lo que se han

propuesto varias teorias al respecto (3, 22, 23) (fig. 1):

TEORIA
BIOQUIMICA

TEORIA

h. TEORIA ‘ TEORIA
AUTOINMUNE y  NEURAL

=7 CONVERGENCIA

TEORIA : \

AUTOCITOTOXICA

TEORIA
GENETICA

Figura 1. Teorias propuestas en el desarrollo del vitiligo. En
ella se representa como pueden actuar los diferentes factores de
manera independiente o0 en conjunto (teoria de la convergencia) en
el desarrollo de la patologia.

1.1.1. Teoria neural. Esta teoria se sustenta en el origen
embrionario del melanocito en la cresta neural, y su morfologia
dendritica similar a las células nerviosas. De acuerdo con este
origen comun del melanocito y células nerviosas, ademas de la
existencia en la hipofisis de la hormona estimulante de los
melanocitos, se ha propuesto que la intervencion de factores
neuroendocrinos, involucrando a la hipofisis, glandula suprarrenal,

hipotalamo y sistema neurovegetativo, asi como la produccién de
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un mediador neuroquimico (ej. Norepinefrina) que destruiria los
melanocitos o inhibiria la produccion de estas células (24). La
Teoria neural probablemente es la base de los tipos mas
localizados como vitiligo focal y segmentario que presenta patron
metameérico (25), mientras que la melanocitorragia puede explicar
las lesiones causadas por el fenomeno isomorfico de Koebner
(aparicion de lesiones en sitios de presion o trauma) (21, 26). En la
melanocitorragia se propone que los melanocitos estan débilmente
anclados y producto de la menor friccién y / u otros tipos de estres,
pueden inducir la migracion y la subsiguiente pérdida

transepidérmica de este tipo celular (21).

1.1.2. Teoria bioquimica. La teoria bioquimica establece
que ocurre desregulacion en la via de biopterina en la epidermis, lo
que predispone a la citotoxicidad de los melanocitos y el vitiligo
(21). Esto debido a que a nivel bioquimico ocurre un defecto en la
actividad de la enzima 4-alfa-hidroxitetrahidrobiopterina
deshidratasa aumentando sus niveles, y actuando como inhibidor
competitivo para la enzima fenilalanina hidroxilasa que participa
en la sintesis de tirosina (precursor de la melanina) a partir de
fenilalanina, que daria por resultado vitiligo. La presencia excesiva
de este factor en la epidermis bloguea la produccion de L-tirosina
desde la fenilalanina y también la transcripcion del gen de la
tirosinasa, ademas causa la produccion exagerada de catecolaminas
por los queratinocitos; sugiriendo su participacion en los

mecanismos de lesion de los melanocitos, los que son inactivados.

1.1.3. Teoria autocitotoxica. Esta teoria considera que el

vitiligo se produce debido a la acumulacion de metabolitos toxicos
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en los melanocitos producto de un defecto en el aclaramiento
metabolico de toxinas (27).

Estos metabolitos tdxicos, ya sea producto de exposicion ambiental
a agentes tales como fenol o hidroquinonas, o a los originados de
vias intrinsecas de sintesis de melanina (precursores de la
melanina), pueden acumularse y dafar los melanocitos de los

individuos genéticamente susceptibles (28).

1.1.4. Teoria autoinmune. En esta teoria se propone que
un trastorno del sistema inmunoldgico causa la destruccion de los
melanocitos. Las lesiones originadas en el vitiligo se caracterizan
por la infiltracion de células inflamatorias, particularmente células
citotoxicas, celulas T colaboradoras y macréfagos. Esta infiltracion
es mas prominente en la piel perilesional justo antes de la aparicion

clinica de vitiligo (29).

Asi mismo, se han observado niveles elevados de anticuerpos
contra antigenos de melanocitos en pacientes, y una asociacion
frecuente con trastornos autoinmunes como el hipotiroidismo,
anemia perniciosa, enfermedad de Addison, lupus eritematoso
sistémico y enfermedad inflamatoria intestinal, tanto en pacientes
con vitiligo y en sus familiares de primer grado, lo que sugiere un
vinculo etiolégico genético comun entre el vitiligo y otras

enfermedades autoinmunes (29, 30).

1.1.5. Teoria genética. En cuanto a los factores genéticos
involucrados en el desarrollo del vitiligo, ha sido dtil la
informacion recopilada a partir de estudios realizados sobre
gemelos homocigotos y sobre casos familiares. Ademas, se ha

propuesto que es un componente genético multifactorial el que
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predispone a ciertos individuos a desarrollar la enfermedad, el cual
seria también responsable de su compleja presentacion clinica (5,
7, 18). Existen varios articulos en la bibliografia que hacen
referencia a la participacion de distintos loci génicos seleccionados
a partir de estudios genémicos amplios en familias que presentan
prevalencia elevada para esta patologia (3, 31), ademas de estudios
de ligamiento y asociacion que han proporcionado fuerte evidencia
de la participacion de diferentes genes de susceptibilidad a vitiligo,
como por ejemplo los localizados en los cromosomas 4913—q21,
1p31, 7922, 8p12 y 17p13, entre otros (18).

Investigadores de diferentes areas del mundo han explorado
intensamente los posibles genes de susceptibilidad involucrados
tanto en el vitiligo y otras enfermedades autoinmunes, y aquellos
genes implicados sélo en el desarrollo del vitiligo, mediante
estudios de analisis de la expresion génica, estudios de asociacién
de genes candidatos, estudios de ligamiento genético y estudios
gendmicos de asociacion amplia (GWAS) (21). Por otra parte, a
través de estudios de expresion génica realizados en el vitiligo, han
sido analizados los cambios en el patron de expresiéon de varios
genes asociados con la inmunomodulacién, la melanogénesis, y la
regulacion del desarrollo y la supervivencia de los melanocitos
(32-34).

Al respecto Kingo K et al (2007 y 2008) realizaron analisis de
expresion de genes pertenecientes a la ruta de traduccion de sefial
de las melanocortinas (MITF, LEF1, p38, PIK3CB, RPS6KB1,
USF1y BCL2) y en el proceso de melanogénesis (POMC, MCI1R,
MC4R, TRP1 y DCT) a través de gPCR en ARNm obtenido

biopsias de piel de pacientes con vitiligo, describiendo los cambios
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de expresion de algunos de los genes participantes en estos
procesos Y resaltando su importancia en la manifestacion de esta
enfermedad. (32, 33). Por otra parte, Stromberg S et al (2008),
utilizando tecnologia de micro arreglos de ARNm, analizaron el
perfil de expresion de aproximadamente dieciséis mil genes,
describiendo 5 rutas comprometidas en el desarrollo del vitiligo: (i)
desarrollo de los melanocitos, (ii) procesamiento intracelular y
trafico de proteinas de la familia de genes de la tirosinasa, (iii)
empaquetamiento y transporte de melanosomas, (iv) adhesion

celular y (v) procesamiento y presentacion de antigenos (34).

Cabe resaltar que ese estudio fue realizado en cultivo celular de
melanocitos provenientes de piel con vitiligo y, a pesar de la gran
cantidad de informacién aportada por este estudio, es necesario
considerar que las técnicas de cultivo celular pueden modificar los
patrones de expresién de las células estudiadas, en comparacion a

lo observado in —vivo en el contexto de la piel.

Salinas M en su tesis para la obtencion del grado de Doctor en
Ciencias (2012), describe los resultados de expresion de ARNtotal
obtenido de biopsias de piel de pacientes con vitiligo vulgar activo
y estable mediante andlisis con microarreglos de expresion (35).
En este caso se encontrd patrones de expresion alterados en genes
involucrados en el metabolismo de la melanina, transporte de
vesiculas y citoesqueleto, respuesta inmune, estrés oxidativo,
apoptosis, proteosoma, diferenciacion y mantenimiento de los

queratinocitos.
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1.2. Participacion de melanocitos y queratinocitos en el

desarrollo del vitiligo.

En numerosas publicaciones se ha establecido que el melanocito,
una célula dendritica que deriva de la cresta neural que migra hacia
la epidermis y al foliculo piloso durante la etapa de embriogenesis,
es la celula principalmente involucrada en el vitiligo. Sin embargo,
se ha dejado de lado la importante participacion del gqueratinocito,
sin tomar en cuenta que ambos tipos celulares forman unidades

estructurales y funcionales en la piel (36).

El proceso que da origen a la pigmentacion en vertebrados ocurre
en el melanocito (37), por lo cual, el color de la piel depende de la
actividad de estas células, en especial de su capacidad de producir
y almacenar melanina en vesiculas especializadas conocidas como
melanosomas, organelos membranosos que contienen las enzimas
necesarias para desarrollar el proceso de melanogénesis,
particularmente tirosinasa, que son trasferidos a los queratinocitos
adyacentes en la piel. Este proceso es finamente regulado mediante

estimulo de hormonas estimulantes de melanocitos (MSH).

La cascada de sefializacion que desencadena la activacion de la
ruta de la melanogénesis es controlada por una serie de genes,
cuyos productos actuan como enzimas, proteinas estructurales,
reguladores transcripcionales, transportadores,  receptores Yy
factores de crecimiento que estan relacionados con el proceso (38).
Se han descrito diversos componentes que estan relacionados con
el proceso de melanogénesis. Entre ellos algunas de las hormonas
y productos procedentes del eje hipotalamo-hipofisis-adrenal, asi
Ccomo sus respectivos receptores y sus reguladores negativos, los
cuales desencadenan una cascada de sefializacion nuclear que

conlleva a la activacion o represion de la Tirosinasa, enzima clave
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del proceso, y cuya concentracion determina la cantidad final de
melanina producida (39, 40). Entre los reguladores hormonales de
la sintesis de melanina, el mas importante es la hormona
estimulante de melanocitos alfa (a-MSH), melanocortina
producida por la hipofisis cerebral, que actla reciprocamente con
un receptor de superficie de célula especifico (MC-1R) para
estimular la sintesis de melanina y otras funciones de los
melanocitos diferenciados (38).

Existe suficiente evidencia que sugiere la regulacion ejercida desde
el queratinocito sobre el melanocito. Las interacciones célula -
célula juegan un papel importante en homeostasis y regeneracion
de tejidos adultos, estimulando la proliferacion in vitro y la
diferenciacion de los melanocitos. Se sabe que la luz ultravioleta
(UV) estimula la produccion de endotelina-1 (ET-1) vy
proopiomelanocortina (POMC) por queratinocitos, factores que
pueden actuar de manera paracrina estimulando la funcion de los
melanocitos. Ademas de los queratinocitos, cuyo dafio puede tener
un efecto significativo en la sobrevida de los melanocitos, los
fibroblastos, y posiblemente otras células de la piel que producen
citocinas, factores de crecimiento, y mediadores inflamatorios que
pueden aumentar la produccién de melanina y/o estimular la
transferencia de melanina desde melanocitos a queratinocitos. Asi
mismo se ha publicado que los factores de crecimiento de
melanocitos afectan no so6lo el crecimiento y la pigmentacion de
melanocitos, sino también su forma, dendricidad, adherencia a

proteinas de la matriz, y la movilidad (41).
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1.3. Apoptosis de melanocitos y queratinocitos en la
disfuncion de la piel
La apoptosis o muerte celular programada tiene un papel
importante durante el desarrollo de los diferentes érganos, y juega
un papel fundamental en el mantenimiento de la homeostasis de los
tejidos, regulando el nimero de células en estos y eliminando
aquellas células potencialmente peligrosas tales como los linfocitos
reactivos, o células neoplésicas e infectadas por virus (42).
En el contexto de la piel, los queratinocitos contribuyen a la
homeostasis de los melanocitos. Por esta razon, alteraciones de
éste tipo celular pueden conducir a la disfuncién de los
melanocitos, proceso observado en pacientes con vitiligo. En
particular se ha descrito en piel obtenida de lesiones con vitiligo la
disminucion en la liberacion de mediadores melanogénicos
involucrados en el proceso de pigmentacion (factor de células
madre SCF y endotelina-1 ET-1) y cambios en el nivel de
funcionamiento de los queratinocitos que pueden originar la
disfuncion y apoptosis de los melanocitos en la epidermis de los
pacientes con vitiligo (43). También se ha observado un aumento
en los niveles de expresion de ARNm del factor de necrosis
tumoral (TNF-a) y de la interleucina-6 (IL-6), dos citocinas pro-
inflamatorias con un efecto inhibidor sobre la pigmentacion, en la
epidermis de biopsias de piel proveniente de lesiones de vitiligo, y
la presencia de abundantes queratinocitos apoptéticos en piel
obtenida de lesiones en comparacion a lo observado en piel
perilesional de pacientes con vitiligo o en epidermis de sujetos

control, en la que estos fendmenos no son observados (43).

Por otra parte, el aumento de especies reactivas de oxigeno (ROS)
contribuye al proceso de apoptosis en melanocitos y el desarrollo

de enfermedades cutaneas o alteraciones inmunes en la piel. Si

11
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bien los mecanismos y las interrelaciones entre ROS vy
autoinmunidad son desconocidos, en estudios realizados con
cultivo de melanocitos en el cual se investigd el papel de
calreticulina (CRT), una proteina con diversas funciones en la
células, en la induccién de apoptosis en melanocitos provocado por
peréxido de hidrogeno (H,0;), sugieren una relacion entre la
apoptosis y las reacciones inmunes durante la destruccion de los
melanocitos (44). En ese estudio se observé un aumento en los
niveles totales de CRT en melanocitos humanos inmortalizados
normales y también de aquellos obtenidos a partir de piel con
vitiligo expuestos al estrés oxidativo inducido por H,O,
describiéndose un aumento en los niveles superficiales del CRT.
Por otra parte, la sobreexpresion de CRT produjo un aumento en la
apoptosis inducida por H,O,, mientras que la reduccién de la
expresion de este gen por técnicas moleculares o “knockdown”
mostrd resultados opuestos. Asimismo se observd que, en células
mononucleares de sangre periférica (PBMCs) tratadas con CRT o
melanocitos estresados, expresaron niveles mas altos de IL-6 y
TNF-a comparados con las células no tratadas, efecto que fue
inhibido con la disminucién de CRT(44).

1.3.1. Genes marcadores de apoptosis

Un gran numero de genes y sus proteinas son las encargadas de
regular el proceso de apoptosis. El analisis de los genes
marcadores de este proceso puede ser particularmente importante
en la caracterizacion de tejido normal o afectado por vitiligo.

En la actualidad se ha descrito casi un centenar de genes
involucrados en el proceso de apoptosis. Por ejemplo, el receptor
del factor de necrosis tumoral (TNF-R) unido a su ligando (TNF),

inician la apoptosis mediante la activacion de proteinas

12
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adaptadoras relacionadas al proceso de muerte celular que reclutan
y activan las caspasas (45).

Otros de los genes y sus productos proteicos de gran importancia
involucrados en este proceso son los correspondientes a la familia
de proteinas BCL-2 (fig. 2). Estas se encuentran en la superficie
externa de la mitocondria y divide a 3 grupos, entre ellos: proteinas
anti apoptéticas como Bcl-2 y Bcl-XL, proteinas pro-apoptéticas
como Bax, Bad y Bid, y las proteinas con actividad apopt6tica
como Bik (46). Bcl-2 y Bel-XL residen en la membrana externa de
la mitocondria y son las encargadas de inhibir la liberacién de
citocromo C. Por el contrario, Bad, Bid y Bax localizadas en el
citoplasma translocan a la mitocondria provocando la liberacion de
citocromo C y la activacion de las caspasas (47).

Después del dafio severo ocurrido, el ADN no puede ser reparado
de manera correcta, iniciandose un proceso que conduce a la
apoptosis de la célula, mediado por la activacion de p53 (gen que
es encargado de la vigilancia del genoma, correcto control del ciclo
celular y reparacion del ADN) que induce la expresion de genes
pro-apoptoticos como Bax (BCL-2 asociada a la proteina x). Esta
proteina se localiza en la membrana externa de la mitocondria con
algunas otras proteinas que participan en la formacion del
complejo de apoptosoma, que tiene el papel clave en la activacion

de las caspasas y la induccion de la apoptosis (46).
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Figura 2. Esquema de las principales vias de sefializacion que
conducen a la apoptosis 0 supervivencia de las células.
Tomado de Garcia M.y Vecino E., 2003 (48).

En esta figura se representan alguna de las proteinas involucradas en el proceso de
apoptosis o supervivencia de la célula. Los estimulos que conducen a la apoptosis de
la célula pueden ser intracelulares (via intrinseca) o extracelulares (via extrinseca). Un
paso clave en activacion de la via intrinseca es la liberacion de citocromo c y unién a la
proteina Apaf-1, que activa a la caspasa 9. La salida de citocromo ¢ desde la mitocondria
esta regulada por miembros de la familia Bcl-2, alguno de estos miembros son proteinas
pro-apoptéticas como Bid y Bax mientras que otros son antiapoptéticas (Bcl-XL y Bcl-2).
Otro mecanismo de apoptosis desencadenada por estimulos intracelulares se produce por
estrés del reticulo endoplasmico. Este proceso esta mediado por caspasa 12. La via
extrinseca se activa tras la unién de un ligando, polipéptido de la familia del TNF, a su
receptor esto activa a las caspasas iniciadoras. Una vez activadas, estas caspasas
escinden y activan otras caspasas efectoras (caspasas 3, 6 y 7) que en Ultima instancia
son las responsables de la escision de proteinas del cito-esqueleto y proteinas nucleares,
lo que conduce a la apoptosis de las células. Los ligandos antiapoptoticos, entre los que se
incluyen los factores de crecimiento y las citocinas, activan Akt y RSK, inhibiendo Bad y
evitando la salida de citocromo c. El receptor de TNF puede inhibir la apoptosis mediante
una via mediada por NF-kB que incluye la induccién del inhibidor de apoptosis (IAP) que
inhibe directamente las caspasas 3, 7 y 9. Abreviaturas: Apaf-1: Factor activador de la
proteasa apoptética. APP: Proteina precursora R-amiloide. Ask: Quinasa reguladora de la
sefial de apoptosis. Bcl-2: proto-oncogen del linfoma de los linfocitos B, ErK: Quinasa
regulada por sefiales extracelulares. IAP: Inhibidor de apoptosis. JNK: Jun quinasa N-
terminal. RSK: quinasa ribosémica S6 90 kDa. TNF: Factor de necrosis tumoral. NF-kB:
Factor nuclear kappa B. P13K: Fosfoinositido 3 quinasa.
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Por otra parte se ha descrito que el estrés ambiental puede conducir
a la oligomerizacion de la proteina BCL2 (B-cell lymphoma 2) y
su insercion en la membrana mitocondrial, liberando APAF1 vy
otros mediadores que activan a caspasas (49, 50). Estas ultimas
promueven una cascada de protedlisis que degrada proteinas

celulares diana (51).
1.4. Clasificacion clinica del vitiligo

Han sido propuestos diversos esquemas basados en la localizacién,
distribucion y extension de las lesiones despigmentadas.

Respecto a la localizacion de las lesiones, el vitiligo ha sido
clasificado en vitiligo localizado, generalizado y universal. Esta
clasificacion fue propuesta por Lerner AB y Nordlund JJ (1978) (1,
7, 8, 52). Una segunda clasificacion, basada en los tipos clinicos
determinados mediante un ensayo de estimulacion de secrecion del
sudor fue determinada por Koga M (1977).(53) En esta ultima el
vitiligo lo subdividié en dos tipos, que pueden presentar un
mecanismo patogénico probablemente diferente: vitiligo no
segmentario (o tipo A) y vitiligo segmentario (o tipo B) (1, 7, 54,
55). En la tabla 2 se presentan las diferentes clasificaciones y
algunas de las caracteristicas descritas para cada tipo de vitiligo.

En cuanto al estado del vitiligo, este ha sido clasificado en activo y
estable, considerando para dicho efecto el intervalo de
manifestacion de nuevas areas de despigmentacion y el
crecimiento de las lesiones ya presentes en el sujeto. El vitiligo se
presenta usualmente en estado activo (progresivo), en el cual se
produce progresion de lesiones viejas, desarrollo de nuevas
lesiones y aparicion de méaculas blancas posteriores a la ocurrencia
de un trauma (hecho conocido como fendmeno isomorfico o de
Koebner) (56).
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En el caso del vitiligo estable el tamafio y nimero de las lesiones
se presenta en estado estacionario por varios meses (6 meses 0
més) a afios, y no se ha descrito el desarrollo del fenébmeno de
Koebner en este caso (56). Para ambos tipos de vitiligo se ha
descrito que, ademas de ocurrir la destruccion selectiva de los
melanocitos, se observan poblaciones de este tipo celular con
inhibicién de su funcién normal, lo que conduce a la aparicion de

zonas despigmentadas en la piel (57).
1.4.1. Estabilidad en el vitiligo

Hasta la actualidad no se ha alcanzado un consenso en los criterios
para definir estabilidad en el vitiligo, en el cual han sido incluidos
no sélo los aspectos clinicos de la estabilidad, sino también
bioquimicos, serologicos y ultra estructurales recientemente
identificados que correlacionan con la misma. La mayoria de estos
pardmetros han evolucionado como resultado de la comprension de
la patogénesis de la enfermedad y las diversas hipotesis para el

origen de la misma (58).

Aunque no existe un consenso universal sobre la duracién optima
de la no progresion de la enfermedad (estabilidad clinicamente),
sugiriéndose en varios estudios periodos que varian entre 4 meses
y 3 afios, la Asociacion India de Dermatologos y Veneredlogos
(IADVL) la ha definido como aquella en que "un paciente no
padece nuevas lesiones, sin progresion de las lesiones existentes, y

la ausencia de fendmeno de Koebner durante 1 afio” (58).
1.5. Tratamiento del vitiligo

Dependiendo del tipo de vitiligo, se han sugerido una serie de
tratamientos médicos, quirdrgicos y cosméticos. Los cosméticos

como maquillajes convencionales y  preparaciones de auto
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bronceado son métodos préacticos y rapidos que se pueden utilizar

en una gran cantidad de pacientes.

1.5.1. Mecanismos de repigmentacion con tratamiento

no quirdrgico

En el caso de tratamientos no quirurgicos, la repigmentacion de las
areas acromicas puede llevarse a cabo por medio de la aplicacién
de glucocorticoides tépicos, sobre todo en el caso de vitiligo
localizado, utilizando esteroides de baja potencia en areas de piel
delgada (por ejemplo: area facial, axila o piel de los nifios), o
seleccionando esteroides de mayor potencia para areas de piel mas

gruesa, sobre todo en piel de sujetos adultos (4).

El uso intralesional de corticosteroides es poco utilizado debido a
complicaciones experimentadas por el paciente como el dolor y los
posibles efectos secundarios inherentes del medicamento, como lo
son atrofia de la piel, telangiectasias y hemorragias intradérmicas.
El  tratamiento  sisttmico con  corticoides orales e
inmunomoduladores ha sido utilizado con la finalidad de bloquear
el sistema inmune en las areas despigmentadas, disminuyendo asi

el dafio a los melanocitos (5).

1.5.1.1. Fototerapia

La fototerapia, empleando luz UV o Laser se ha empleado con la
finalidad de estimular la melanogénesis (59). Uno de los métodos
que mas se utiliza y con mejores resultados en el proceso de
repigmentacion de pacientes con vitiligo, debido a su efecto
inductor de la melanogénesis, es la aplicacion de psoralenos tanto
por via oral como tdpica, con la subsecuente exposiciéon a luz
ultravioleta de tipo A con un espectro de 320 a 400 nm (PUVA),

este tratamiento dura varios meses (60, 61). Este espectro de luz

18



Jorge Ocampo Candiani

tiene una penetracion hasta la dermis; sin embargo menos del 20%
de los casos presentan una repigmentacion total (62, 63). En cuanto
a su mecanismo de accion después de la exposicion a los rayos
UVA, los psoralenos se unen covalentemente al ADN e inhiben la
replicacion celular, sin embargo el coémo esto conduce a la
repigmentacion de lesiones de vitiligo es un mecanismo aun poco
conocido. PUVA estimula la actividad de la tirosinasa y la
melanogénesis en la piel no afectada de los pacientes con vitiligo,
siendo también wun inmunosupresor local que produce la
disminucion de la expresion de los antigenos de los melanocitos

asociados con vitiligo (10).

La luz ultravioleta de tipo B de banda estrecha (UVB-nb) es
considerada actualmente el tratamiento de eleccion para nifios de
mas de 6 afios y adultos (4), convirtiéndose en el tratamiento de
primera eleccién en los casos de vitiligo generalizado (27); utiliza
un espectro de luz de 311 nm, presentando una penetrancia hasta la
capa basal de la epidermis (10, 64). EI mecanismo de accién de
UVB-nb es a través de la induccién de inmunosupresion local y de
la estimulacion de la proliferacion de melanocitos en la piel y en la
vaina externa de la raiz del foliculo piloso; también hay un efecto
estimulante sobre la melanogénesis y en la producciéon de la

hormona estimulante de los melanocitos (MSH) (27).

En cuanto a la terapia con Lé&ser, o Laser excimer (dimero
excitado), es un tipo de laser UV de cloruro de xendn, con ancho
de banda de 308nm coherente con UVB-nb. Se ha estudiado su
eficacia en el tratamiento del vitiligo, encontrandose que es mas
eficaz cuando se utiliza 3 veces por semana. Periodos de

tratamiento de mas de 12 semanas son necesarios para obtener una
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repigmentacion satisfactoria. La dosis inicial es de 50 a 100 mJ por
cm cuadrado. Al igual que con la fototerapia estandar, el laser
excimer produce los mejores resultados en el tratamiento de la
cara, observandose que las zonas menos sensibles a este

tratamiento son las manos y los pies (10).

1.5.1.2. Inmunomoduladores

Debido a que el vitiligo ha sido considerado como una enfermedad
inmunomediada, han  sido  utilizados tanto  agentes
inmunosupresores como inmunomoduladores como tratamiento en
esta enfermedad. Entre los inmunosupresores, los esteroides
sistémicos han sido utilizados comunmente. Sin embargo, la
terapia con esteroides sistémicos siempre se ha asociado con una
alta incidencia de efectos adversos, especialmente en los nifios, que
es el grupo etario mas afectado (27). Los esteroides topicos son
principalmente indicados para el tratamiento de areas limitadas de
vitiligo; las lesiones presentes en la cara parecen tener mejor
respuesta a este tipo de tratamiento al igual que las lesiones de
cuello y en las extremidades, con la excepcién de los dedos y de
los pies (10).

Los inmunomoduladores tdpicos tacrolimus y pimecrolimus, han
sido recientemente incorporados como tratamiento topico del
vitiligo. Su uso en apositos hidrocoloides oclusivos durante la
noche ha resultado ser eficaz y seguro en el tratamiento de areas
del cuerpo como en los antebrazos y parte anterior de la pierna
(65). Recientemente, se ha demostrado que el tacrolimus aumenta
la pigmentacion y la migracién de los melanocitos humanos,
produciendo un aumento en el contenido de melanina, aunque se

ha observado un efecto inhibidor sobre el crecimiento de
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melanocitos humanos en cultivo. El aumento de la pigmentacion se
debe al resultado de la accion estimulante del tacrolimus sobre la
expresion y la actividad de la tirosinasa que conduce a la
biosintesis de melanina. Ademas, promueve la migracion celular
de melanocitos humanos tratados con este farmaco (66).

El pimecrolimus al igual que el tacrolimus, es un antibiotico
macrolactamico (macrélido lactama) con una estructura similar a
este Ultimo. Su estructura, mas lipofilica que la del tacrolimus, se
une especificamente y con alta afinidad a macrofilina 12
inhibiendo la calcineurina y, por consiguiente, la transcripcion de
citoquinas proinflamatorias tales como IL-2, IFN-y, IL-4 e IL-10.
El pimecrolimus tiene un peso molecular bajo para penetrar en el
estrato corneo y por lo tanto esta activo después del tratamiento
topico.

En contraste con la pomada de tacrolimus, el pimecrolimus esta
disponible en un vehiculo cremoso. Como resultado, su empleo es

cosméticamente mas favorable para muchos pacientes (67).

1.5.1.3. Analogos topicos de la vitamina D

Analogos de la vitamina D, en particular el calcipotriol, se han
utilizado topicamente solos o en combinacion con esteroides
topicos en el tratamiento de vitiligo. La base para el uso de estos
agentes es que la vitamina D3 afecta el crecimiento y la
diferenciacion de melanocitos 'y queratinocitos (27). El
calcipotriol tiene efectos anti-proliferativos y anti-inflamatorio y
estimula la diferenciacion terminal de los queratinocitos actuando a
través de un mecanismo inmunolégico y regulando la
concentracion de calcio intracelular. Se usa actualmente en muchas
dermatosis por ejemplo: psoriasis, vitiligo, morfea, pitiriasis rubra

pilaris, ictiosis y queratodermias palmoplantares (68).
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1.5.1.4. Pseudocatalasa

En pacientes con vitiligo se han descrito niveles bajos de catalasa,
una enzima que se encuentra normalmente en la piel y que
disminuye el dafio producido por los radicales libres. La base para
el uso de este agente en el tratamiento del vitiligo es la evidencia
de estrés oxidativo y los altos niveles de H,O, en la piel lesionada.
La terapia de reemplazo usando un analogo de la catalasa humana
normal, pseudocatalasa, en combinacion con la fototerapia UVB-
nb se ha informado que produce la repigmentacion en algunos
pacientes con vitiligo ademas de prevenir la progresion de la
enfermedad (10, 27).

1.5.1.5. 5-fluorouracilo tépico

El 5-fluorouracilo (5-FU) topico se supone que induce la
repigmentacion de las lesiones de pacientes con vitiligo mediante
la sobre-estimulacion de los melanocitos foliculares que migran a
la epidermis durante la epitelizacion. Esta forma de terapia topica
puede ser combinada con la dermoabrasion de las lesiones de

vitiligo para mejorar la respuesta de repigmentacion (27, 69, 70).

1.5.2. Mecanismos de repigmentacion con tratamiento
quirargico
El tratamiento quirdrgico se divide en:

a) Técnicas sin cultivo de células y b) técnicas con cultivos de
celulas (71).

La terapia quirurgica que implica el transplante de melanocitos
obtenidos a partir de piel con pigmentacion normal o melanocitos

crecidos en cultivo ha sido apropiado para el tratamiento de ciertos
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vitiligos focales. Los melanaocitos trasplantados tiene la habilidad
de migrar al estar en contacto con la capa basal de la epidermis en
el &rea receptora, lo cual se lleva a cabo en 7 a 8 dias. Sin embargo,
el tipo de repigmentacién que se produce es del tipo difuso. En
series de pacientes tratados a largo plazo se observé que los
pacientes con vitiligo diseminado presentaron una repigmentacion
incompleta con cualquiera de las modalidades quirurgicas (72).
Ademaés con este tipo de tratamiento se puede presentar una
hiperpigmentacion inicial por la estimulacién de los melanocitos v,
en algunos casos cuando se presenta hipopigmentacion es por la

reactivacion de la enfermedad.

Numerosas técnicas quirdrgicas se han demostrado como exitosas
en el tratamiento del vitiligo, siendo utilizadas principalmente en
vitiligo estable; en ocasiones se puede inducir repigmentacion con
una simple dermoabrasién (73), por la estimulacion mecéanica que
aumenta las citocinas y a su vez estimulan a los melanocitos a

producir melanina.

Por otra parte, las técnicas que emplean implante de las células
para el tratamiento de esta enfermedad pueden ser por medio de
una dermoabrasion (63, 74), mediante el empleo de ampollas
formadas por succidn en zonas pigmentadas y no pigmentadas con
el consiguiente injerto de la piel pigmentada en el area a pigmentar
(75), utilizando ampollas formadas con nitrogeno liquido (75) o en
areas de dificil acceso se puede utilizar laser de didxido de carbono
0 Erbium: YAG (76). El trasplante de melanocitos puede ser
utilizado para diferentes trastornos de la pigmentacion cutanea,
tales como: leucoderma quimica o mecanica, piebaldismo (77) y
vitiligo (78).
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1.5.2.1. Teécnica sin cultivo de células
Transplante de melanocitos-queratinocitos en suspension:
Esta técnica fue descrita por primera vez por Gauthier Y y
Surleve-Bazeille JE (1992) (79). La suspension de células
epidermicas se obtiene de una muestra de piel de espesor
parcial, la cual se disgrega con solucién de tripsina al 0.25%,
posterior a la digestibn enzimatica se separan las células
formando una suspension que posteriormente se implanta por
medio de una dermoabrasion en las méaculas acrémicas (80,
81). Este método es muy utilizado por lo rapido del
procedimiento y provee una repigmentacion uniforme en més
del 50% de los casos (81). La eficacia de esta técnica fue
demostrada por Mulekar SV (2005) (fig. 3), quien obtuvo un
alto porcentaje de repigmentacion en vitiligo unilateral tratado

con melanocitos-queratinocitos en suspension (63).

. Mini injertos: Es un procedimiento sencillo con un manejo

ambulatorio y econdémico, sin embargo sus principales
desventajas son la produccion de cicatrices en empedrado y
ademés se deben realizar multiples biopsias (74). Con éste
procedimiento se obtienen excelentes resultados en palmas y
plantas (75).
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Figura 3. Ejemplo de repigmentacion experimentado por
un paciente de 13 afos tratado con trasplante de
melanocitos-queratinocitos en suspension. Tomada de
Mulekar SV (2003)(81). (A) Antes de tratamiento. (B)
Después de un afio de tratamiento.

Inicialmente en este procedimiento es necesario realizar, en la
zona en la cual se van a trasplantar los mini-injertos, una
prueba mediante la cual son implantados unos pocos
fragmentos de entre 1 a 3 mm de diametro (aproximadamente
15 mm), y que estos sean capaces de generar una
repigmentacion de 3 a 5 mm alrededor del implante en un
periodo de 3 a 4 meses, indicando de esta forma la
potencialidad de éxito con este procedimiento.

Una vez que haya generado el halo de repigmentacion y se ha
demostrado la capacidad de repigmentar la zona leucodérmica,
se prepara la zona receptora mediante la perforacion de
pequefios orificios con el mismo instrumento con el que seran
extraidos los injertos del area donante, los cuales seran los
receptores de los mini-injertos (fig. 4). Estas perforaciones son
efectuadas a aproximadamente 3 0 4 mm de distancia entre si,
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para que la generacion del nuevo pigmento alrededor de los
implantes produzca por coalescencia la repigmentacién total
del &rea tratada (82, 83).

Figura 4. Ejemplo de repigmentacion experimentado por
un paciente sometido a mini injertos de piel. lconografias de
paciente femenino tratada en el Servicio d Dermatologia,
Hospital Universitario, UANL. (A) Prueba de mini injertos. (B)
Repigmentacion observada después de 9 meses. (C)
Repigmentacion observada después de 1 afio de tratamiento.
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I1l. Injertos epidérmicos por medio de ampollas: Este es el
tratamiento de eleccion en lesiones localizadas o en areas de
dificil pigmentacion, es un método indoloro y con excelentes
resultados (80). Se basa en la formacion de ampollas por medio
de presion negativa tanto en las areas pigmentadas como
despigmentadas, seguida por la eliminacion del techo de dichas
ampollas y la colocacion de la superficie pigmentada en las
méculas a pigmentar. Sus ventajas son: ser un injerto
epidermico, tener excelentes resultados cosméticos, el sitio
donador sana sin cicatriz 0 despigmentacion y por tanto puede
volver a ser utilizado. Sus desventajas son: que tarda tiempo en
repigmentar, las muestras son dificiles de manejar y que so6lo se
produce una repigmentacion localizada exclusivamente al area

del implante.

IV.Injertos de piel de espesor parcial: Este se utiliza en
superficies muy extensas. Sus ventajas son que es el mejor
método para cubrir multiples lesiones en un solo tiempo
quirdrgico y sus desventajas son que se requiere de
entrenamiento especial para la obtencion del injerto y no es
posible cubrir areas como las palmas y plantas, ademas de que
pueden presentarse cicatrices en empedrado y el periodo de

recuperacion es prolongado. (84)

V. Técnicas combinadas. Estas técnicas han sido utilizada como
tratamiento de pacientes con vitiligo estable de manera
individual o en conjunto con trasplante de malanocitos-
gueratinocitos en suspension, para determinar su eficiencia en
la induccion de la repigmentacion, observandose una ligera

eficacia en la técnica combinada (fig. 5). (70)
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Dermoabrasion + trasplante
melanocito-queratinocito

12

Figura 5. Ejemplo de repigmentacién experimentado por un
paciente sometido a dermoabrasion y dermoabrasion mas
trasplante melanocito-queratinocito. (A) Antes de tratamiento.
(B) Después de 3 meses. (C) Después de 6 meses. (D) Despues de
un afio de tratamiento. Modificado de Vazquez-Marinez OT et al.,
(2011). (70)

1.5.2.2. Técnica con cultivo de células

I. Trasplante de melanocitos cultivados: Es un método en el cual
los melanocitos obtenidos de una superficie pigmentada del
cuerpo, se cultivan en el laboratorio con el posterior trasplante
a areas desprovistas de los mismos. Sus principales ventajas
son que soOlo se requiere una pequefia muestra de piel
pigmentada, que puede ser procesada 0 se puede guardar
congelada para futuros trasplantes (74), la que es util para
cubrir grandes areas con excelentes resultados tanto en color
como en textura de la piel (80). Sus limitaciones son que

requiere de un periodo de 10 dias a 8 semanas para el proceso
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completo del trasplante (84), ademés de producir en algunos
casos reacciones inmunologicas debido a los medios de cultivo
de laboratorio utilizados en el mantenimiento de los
melanocitos; se requiere personal médico, técnico y de
enfermeria capacitado en trasplante de células, tiene un costo
elevado por los materiales y reactivos utilizados y puede
presentar una ligera hiperpigmentacion en las primeras
semanas (80). Se han publicado mejores resultados en &reas
como la cabeza, cuello o tronco con repigmentacion hasta de
un 96% de la lesion, sin embargo, existen areas como manos,
pies, region perioral y periocular en las que se ha descrito
menor porcentaje de repigmentacion (85).

Il. Transplante de melanocitos-queratinocitos cultivados: Esta
técnica permite el cultivo de la unidad melanocito-
queratinocito, el cual puede ser cultivado en membranas de
acido hialurénico u otras sustancias, el queratinocito regula el
crecimiento y diferenciacion del melanocito, permite una
mayor cantidad de auto injertos y no existe el riesgo tedrico de
carcinogénesis (77). El resto de la técnica es el mismo que el

utilizado para el cultivo de melanocitos.

Las técnicas para el implante de las células pueden ser: i) por
medio de una dermoabrasion (63, 74), ii) por ampollas formadas
por succion (75, 80), iii) por ampollas formadas con nitrégeno
liquido (75) y iv) laser de didxido de carbono o Erbium: YAG (76).

Para cada tipo de terapia han sido publicadas tanto sus ventajas asi
como también sus desventajas y la buena o pobre respuesta de los

pacientes (2, 7, 86, 87). En algunos casos, el tratamiento 6ptimo
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del paciente requiere la combinacion de las terapias antes
mencionadas, por ejemplo la combinacion de tratamiento mediante
UVB vy el empleo de esteroides o inmunomoduladores tdpicos, con
lo que se observa mejores resultados. Como resultado de la terapia
se han observado resultados variados tales como repigmentacion
completa, manchas de pigmentacion y, en cierto porcentaje de los
pacientes, fracaso de repigmentacion. En casos extremos, en
aquellos pacientes que presentan mas de un 80% de la piel
afectada, se ha empleado la despigmentacion como terapia,
utilizando éter monobencilico de hidroquinona al 20%, ya que se
obtienen mejores resultados que el tratar de repigmentarlos (62).

En la tabla 3 se presenta un resumen de las diferentes técnicas

utilizadas en el tratamiento de vitiligo, sus ventajas y desventajas.
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1.6. Perfiles de expresion genica y su utilidad en el

diagnostico en el vitiligo

En la actualidad es creciente el conocimiento sobre los genes y las
rutas de sefializacion potencialmente involucradas en el desarrollo
del vitiligo (32-35, 88), sin embargo no ha sido explorada su
utilidad en la clasificacion, la relacion que tienen con la
manifestacion clinicas y en la respuesta a tratamiento observada en

los pacientes.

La elevada prevalencia de vitiligo en México (ocupando entre el
3er y 5° lugar de las dermopatias) (89) y la falta de sustento de las
bases moleculares de los mecanismos involucrados en su
desarrollo, apoyan la necesidad de la caracterizacion de los
patrones de expresion de genes antes y después a la realizacion del
tratamiento de esta patologia.

Las investigaciones realizadas hasta la fecha se han enfocado en
estudiar la importancia del melanocito como productor de
pigmento y describir como las alteraciones en el mismo tienen
como consecuencia el desarrollo del vitiligo. Sin embargo en su
mayoria estos han sido realizados a través de métodos de cultivo
celular, lo que puede alterar los patrones de expresion reales de la
celula,en comparaciéon con los presentes en su tejido de origen.
Ademas es importante estudiar como un todo el papel de los
diferentes tipos celulares presentes en la piel en el proceso de
pigmentacion, principalmente queratinocitos y melanocitos, debido
a que ambas células forman parte de la misma unidad funcional y

estructural de la epidermis, y es éste quien participa activamente en
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el mantenimiento del microambiente de la piel tanto en la lesion,

como en el tejido “sano adyacente”.

Ademas aun no ha sido explorada la existencia de cambios en los
patrones de expresion del tejido afectado por vitiligo como
consecuencia del tratamiento UVB-nb aplicado para esta

enfermedad.

La informacion obtenida podria dar luz acerca de las vias
bioquimicas y moleculares que se activan o reprimen en los
diferentes tipos celulares y que finalmente dan lugar a la lesion
caracteristica del vitiligo pudiendo ser de utilidad en Ila
caracterizacion de tipos de vitiligo vulgar de acuerdo a su
actividad. Dependiendo de este resultado se podrian tomar
decisiones en el tratamiento de esta patologia, con la finalidad de
disminuir el ndmero de fracasos observadas durante los

procedimientos de repigmentacion.
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1. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

2.1. Hipdtesis de trabajo:
Existe una correlacion directa entre los parametros clinicos,
bioquimicos y patrones de expresion de genes candidatos y la
respuesta al tratamiento con fototerapia UVB-nb en pacientes con

vitiligo.

Por ello nos proponemaos los isguientes objetivos:

2.2. Objetivo principal:
Identificar marcadores clinicos, bioquimicos y cambios en patrones
de expresion de genes con utilidad pronostica en la piel de
pacientes con vitiligo antes y después de ser sometidos a

tratamiento con fototerapia UVB-nb.

2.3. Objetivos concretos:

1. Realizar un examen médico completo a cada paciente.

2. Clasificar los pacientes segin las manifestaciones clinicas del
vitiligo, grupos de edad, antecedentes personales y familiares de
vitiligo y otras enfermedades, evolucion y estado actual del

padecimiento..

3. Determinar el perfil bioquimico, pruebas de funcion hepatica y

tiroidea de cada paciente.
4. Analizar el perfil de expresiébn de un grupo de genes

participantes en las vias de apoptosis, inductora de pigmentacion,

respuesta al estrés oxidativo, sefializacion celular, sobrevida y
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proliferacion celular antes y después de tratamiento UBV-nb para
identificar los genes y las rutas que se ven implicadas en el

desarrollo del vitiligo.

5. Analizar los perfiles de expresion de las muestras de ARN
obtenidas de las biopsias de piel, antes de tratamiento, para
identificar su utilidad predictiva en la respuesta a la terapia UVB-
nb.

6. Comparar la respuesta experimentada por cada paciente a la
terapia con Luz UVB-nb, con los parametros clinicos, bioquimicos

y de expresion de la piel.

7. Evaluar y comparar los datos clinicos, antecedentes
heredofamiliares, respuesta a tratamiento y resultados moleculares
obtenidos con la finalidad de seleccionar un panel de marcadores

moleculares con utilidad prondstica.
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I1l. MATERIAL Y METODO

3.1. Disefio metodoldgico
Ensayo clinico randomizado a doble ciego, es decir, estudio
epidemioldgico, de tipo prospectivo, experimental, longitudinal,
ciego con respecto al evaluador y asignador de los pacientes a los

grupos.

3.1.1. Calculo del tamafio muestral

Fueron incluidos un total de 45 pacientes, evaluados en dos
grupos: 23 pacientes con vitiligo vulgar Activo y 22 pacientes con
vitiligo vulgar estable, actuando cada paciente como su propio
control: piel sana comparada con la piel enferma de cada paciente
antes y despues de tratamiento. Para un total de 90 muestras de piel

basales y 90 muestras al finalizar el estudio.

Este céalculo de nimero de muestras esta basado en el estudio
realizado previamente por Kingo K et al (2007) (32), del cual se
extrajeron los siguientes valores: probabilidad de error alfa= 0.05,
desviacion estandar=0.002, Media/Medias= 0.008 y delta=0.10, a
partir del cual se obtiene una “n” de 19 pacientes totales como

minimo para realizar este estudio.

3.1.2. Ambito del estudio y pacientes
Se incluyeron 45 pacientes reclutados por el Servicio de
Dermatologia del Hospital Universitario “José E. Gonzalez”
(HUJEG), de la Universidad Autonoma de Nuevo Leon (UANL),
Monterrey, México, que padecian vitiligo generalizado, definido
por una afeccion mayor del 10% y menor al 80% de la superficie
corporal, candidatos a tratamiento con fototerapia UVB-nb.
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3.1.2.1. Informacion recolectada

A cada paciente que decidio participar del protocolo de
investigacion se le solicitdé la firma de un consentimiento
informado (Anexo 1), y se le realizd una entrevista y evaluacion
clinica por médicos dermatdlogos o residentes en dermatologia
para confirmar el diagnostico de vitiligo. También se les realizo
una encuesta que incluyd una bateria de preguntas en las cuales se
le solicita informacidon demografica, datos personales, nacionalidad
tanto del candidato como de sus padres y abuelos, antecedentes de
la enfermedad (edad de aparicion de la primera macula, nimero y
distribucion de lesiones, causas atribuibles), si ha recibido algun
tratamiento previo de sus lesiones y el tipo de respuesta que fue
observado, historia familiar de la enfermedad, asociacion con otras
enfermedades de naturaleza autoinmune, si ha estado sometido a
situaciones estresantes o si ha sufrido algln trastorno psicolégico,
y medidas de su talla y peso (Anexo 2).

Este estudio y su hoja de consentimiento informado contd con la
aprobacion del Comité de Etica e Investigacion de la Facultad de
Medicina y HUJEG, UANL, con No de registro DE13-001.

3.1.2.2. Obtencion de muestras biologicas y

pruebas de laboratorio

Previo a su incorporacion en el protocolo a cada paciente se le
realizd toma de muestras de sangre para efectuar exdmenes de
laboratorio: biometria hematica (BH), quimica sanguinea (QS),
analisis de funcion hepética (PFHS), anticuerpos antinucleares
(ANA’s) y perfil tiroideo, en Laboratorio Central y el Servicio de
Endocrinologia del Hospital Universitario UANL.
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A cada sujeto le fueron tomadas biopsias de piel de areas
pigmentadas y provenientes de la lesion con punch de 4mm.

Los pacientes enrolados en el estudio recibieron tratamiento con
fototerapia UVB-nb.

3.1.2.3. Criterios de seleccion

I. Criterios de inclusion
1. Hombres y mujeres no embarazadas mayores de 18 afios de
edad, con fototipos Il al V inclusive de la clasificacion de

Fitzpatrick que acepten participar en la investigacion.
2. Deben firmar su consentimiento informado escrito.

3. Sujetos con vitiligo vulgar estable o inestable, que afecte un

area mayor al 10% de la superficie corporal.

4. Pacientes que no hayan recibido tratamiento en los Gltimos
6 meses con esteroides sistémicos y/o topicos, inhibidores de la
calcineurina, fototerapia, psoralenos sistémicos y/o topicos,
antioxidantes o medicamentos inmunomoduladores como

azatioprina, metotrexate, ciclosporina.

5. Que tenga disposicion y posibilidad por parte del paciente

para llevar a cabo el tratamiento.

6. Que no estén participando en otro protocolo de
investigacion en el que sean suministrados farmacos de naturaleza

esteroidea o en fase de ensayo.
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I1. Criterios de exclusion

1. Sujetos con vitiligo localizado y/o universal definidos como
<10% y > 80% de la superficie corporal afectada

respectivamente.
2. Sujetos con vitiligo segmentario.

3. Que no acepte participar en el protocolo de investigacion o que

no firme el consentimiento informado escrito.

4. Pacientes que hayan recibido tratamiento convencional para
vitiligo ya sea  mediante esteroides tOpicos 0 sistémicos,
inhibidores de la calcineurina topicos, fototerapia UVA o UVB,
antioxidantes y/o que hayan recibido o estén recibiendo
tratamientos que influyan sobre el sistema inmune como
ciclosporina, azatioprina, biolégicos, metotrexate, etc. en los

altimos 6 meses.
5. Pacientes que presenten infeccion o herida en la zona a tratar.
6. Cualquier enfermedad sistémica grave o mal controlada.

7. Pacientes con todo tipo de cancer de piel o con antecedente

personal de estos.

8. Pacientes que tengan antecedente de fotosensibilidad,
enfermedades fotosensibles o que estén en tratamiento con algun

medicamento que produzca fotosensibilidad.
9. Mujeres embarazadas o lactando.
10. Pacientes con enfermedades psiquiatricas.

11. Pacientes con enfermedades autoinmunes fotosensibles con

manifestaciones clinicas.

12. Pacientes que no puedan tener un seguimiento adecuado.
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13. Pacientes menores de 18 afios de edad.

14. Que esté participando en otro protocolo de investigacion en el
que sean suministrados farmacos de naturaleza esteroidal o en fase

de prueba.
I11. Criterios de eliminacion

1. No apego al protocolo de investigacion.

2. Pacientes que presenten expediente clinico incompleto.

3. Que se apliquen otro producto farmacol6gico no autorizado por
el responsable de la investigacion.

4. Embarazo durante el tratamiento.

5. Indicacion de algin otro medicamento tomado como
corticoesteroides o inmunosupresores a lo largo del tratamiento /
seguimiento.

6.  Pacientes que presenten algun evento secundario o adverso
serio durante el periodo de investigacion o cuyas muestras
bioldgicas presentaron mala calidad o fueron insuficientes para
realizar los analisis incluidos en el estudio.

7. Siretiraron el consentimiento informado.

3.2. Caracteristicas de las biopsias.
A cada paciente se le realizé toma de biopsia con sacabocados de
4mm antes del tratamiento, en la piel despigmentada proveniente
de la lesion de vitiligo y una biopsia en piel pigmentada. Al
finalizar los respectivos tratamientos, fue tomada una nueva
biopsia de control en las mismas areas: una en la piel lesionada ya
tratada, y una en la piel pigmentada con un minimo de 5cm de
distancia de la piel lesionada. En total se tomaron 4 biopsias en

sacabocado en cada paciente.

41



Jorge Ocampo Candiani

Las biopsias fueron almacenadas a -80°C previa inmersion durante
12 horas en RNAlater, como medio de preservacion, estabilizacion

y proteccion de ARN.
3.3. Tratamiento con fototerapia.

El tratamiento aplicado a cada paciente correspondio a fototerapia
UVB-nb (fig. 6), realizado en sesiones de 2 veces por semana por
un periodo de 6 meses (para un total de 48 sesiones), iniciando con
una dosis de 150 mJ/cm? con incrementos desde 50 mJ/cm? cada
tercer sesion, dependiendo del fototipo presentado por el paciente
hasta lograr la dosis minima de eritema asintomatica, y se mantuvo
la dosis una vez obtenida la respuesta clinica. En caso de que el
paciente presentara alguna reaccion, se disminuyo a la dosis previa

tolerada.

Wt

Figura 6. Fotografias de Fototerapia UVB-nb. (A) Camara de
fototerapia UVB-nb. (B) Representacion de tratamiento con
fototerapia UVB-nb.

El seguimiento fue realizado a través de iconografias basales y a
los 1, 3 y 6 meses de iniciado el tratamiento. Los resultados
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clinicos (cambios de repigmentacion) fueron evaluados por 2
investigadores independientes y a doble ciego, de los resultados de
expresion de las muestras de piel.

La iconografia fue realizada con una camara fotografica Sony
Exmor DSC-HX1 de 9.1 megapixeles.

3.4. Procesamiento de biopsias en laboratorios
3.4.1. Extraccion y almacenamiento de acidos nucleicos

A partir de las biopsias de piel almacenadas con RNAlater, se
realizo la extraccion de RNA en la Unidad de Biologia Molecular,
Gendémica y Secuenciacion (UBMGyS), CIDICS UANL,
utilizando RNAeasy Mini Kit (QIAGEN) de acuerdo al protocolo
establecido por el fabricante, previa disrupcion del tejido con
Stainless Steel Beads de 5mm y TissueLyser (QIAGEN) utilizando
2 ciclos de 2 min. a 20 Hz y tratamiento con proteinasa K por 10
minutos a 55°C (fig. 7). Este procedimiento permitié obtener ARN
de excelente calidad a partir de muestras pequefias de tejido
fibroso, el cual fue almacenado a -80°C hasta el momento de ser

utilizado.

3.4.2. Verificacion de la Calidad del ARN
La calidad vy cantidad del ARN fue determinada mediante
electroforesis  capilar  utilizando  Experion  Automated
Electrophoresis System (Bio-Rad) a través de la determinacion de
la relacion de las subunidades ribosomales 18S a 28S, con la
finalidad de determinar el nivel de degradacion existente en las
muestras observadas en el gel de electroforesis generado a partir de
este andlisis. La cantidad de ARN obtenida fue confirmada
mediante cuantificacion espectrofotométrica en microvolumen

realizada en el equipo Nanodrop (Nanodrop Technologies,
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Thermo Scientific), utilizando 1pL de ARN total de muestra y
cuantificando a una absorbancia de 260 nm, y evaluada su pureza
mediante determinacion de la relacion de absorbancia a 260 nm y
280 nm, para descartar contaminacion por proteinas o reactivos de

extraccién de acidos nucleicos.

Figura 7. Procedimiento de extraccion de ARN total a partir de
una biopsia de piel. (A) Muestra de piel sacabocado #4. (B) Se
agrega 1 perla de acero y el tejido es disgregado utilizando
Tissuelyser. (C) Se agrega agua RNasa-free al lisado para ajustar
el volumen y proceder con la eliminacion de proteinas. (D)
Incubacion de la muestra homogenizada a 55 Celsius por 10
minutos con proteinasa K. (E) Pasar la muestra tratada a columna y
realizar centrifugaciones sucesivas por 3 minutos a 10,000xg;
adicién de soluciones siguiendo protocolo QIAGEN. (F) Limpieza
del lisado con etanol 96%, y transferencia de la columna a un tubo
colector; elucién final de ARN con agua libre de nucleasas
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El resultado obtenido fue corroborado mediante Ensayo
Fluorométrico para ARN de amplio rango Qubit (ThermoFisher),
que permitio determinar la concentracion real final antes de

proceder con la secuenciacion de ARNm.

Para realizar la verificacion de la calidad del ARN mediante
Experion inicialmente son mezclados los reactivos para preparar la
matriz de gel necesaria para realizar la electroforesis capilar. Los
ARNSs son descongelados y mantenidos a 4°C en hielo hasta el
momento de prepararlos para la electroforesis. De manera breve el

protocolo consiste de los siguientes pasos (fig. 8):

i.- Los reactivos son equilibrados a la temperatura de trabajo. Se
coloca la escalera de ARN en hielo y los restantes reactivos a
temperatura ambiente (~15 min). Posteriormente son mezclados
por agitador vortex y luego centrifugados para colectar en el fondo
del tubo.

ii.- Se prepara el equipo limpiando los electrodos antes de
emplearlos en la electroforesis; para ello se coloca en la estacion
de electroforesis el cartucho de limpieza de electrodos con 800 pl
de solucion de limpieza. Luego se cierra la tapa durante 2 minutos.
Terminado este periodo de tiempo el cartucho de limpieza es
retirado del equipo.

Se coloca un nuevo cartucho de limpieza con 800 pl de agua
tratada con DEPC en la estacion de electroforesis, se cierra la tapa
por 5 minutos. Transcurrido este tiempo, se sustituyo el agua en el
cartucho de limpieza y se repite nuevamente este proceso.
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Se retira el cartucho de limpieza y se abre la tapa de la estacion de
electroforesis durante 60 segundos para permitir que los electrodos

se sequen completamente.

o §Jugd +
Experion”
RNA HighSens

LOT# JI2GUKDY
EXPMARBDR

Experion RNA HighSens chip,

Priming saal

Figura 8. Flujo de trabajo para verificacion calidad ARN. (A)
Estacion de trabajo Experion BioRad. (B) Cartucho para
impresion de gel de electroforesis de ARN. (C) Equipo que
permite imprimir el gel y distribuirlo homogéneamente en el
cartucho, mediante presion. (D) El cartucho impreso y sobre el
cual son adicionadas las muestras es trasferido a Experion para
realizar la electroforesis. (E) Terminada la electroforesis los datos
son interpretados y analizados para determinar calidad y
concentracion del ARN mediante programa informatico de
BioRad.
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iii.- Preparacion del gel y solucion de tincion. Son filtrados
mediante centrifugacion en columna 600 ul de gel de electroforesis
para ARN a 1500x g por 10 min. Posteriormente se utiliza 65 pl de
gel filtrado y se agrega 1 pl de tincion de ARN. que permite

detectar este tipo de acido nucleico en la muestra de interés.

iv.- Posteriormente se preparan las muestras de ARN y la escalera
de peso molecular de ARN. Para ello se toma con micropipeta al
menos 2 pl de escalera de peso molecular de ARN y 2 pl de cada
muestra de ARN, y son colocados cada uno en microtubos libres
de RNasas. Las muestras y la escalera se desnaturalizan durante 2
min a 70°C.Inmediatamente transcurrido este periodo de tiempo las
muestras y la escalera son colocadas en hielo durante 5 min.

Brevemente las muestras son llevadas al parte inferior de los tubos
mediante centrifugacion y mezcladas. Luego de esto, las muestras
fueron almacenadas en hielo hasta el momento de realizar la

electroforesis.

v.- Para la preparacion de los cartuchos de electroforesis y carga de
muestras, un cartucho ARN StdSens es colocado en la plataforma
de la estacion de preparacion de Experion. Posteriormente se
agregaron 9 pl de mezcla de gel-solucion de tincion en el pozo de
carga y es introducida en el cartucho mediante presion durante
1minuto, siguiendo las instrucciones del fabricante. Enseguida se
carga 1 pl de las muestras previamente desnaturalizada en cada
uno de los 12 pozos de muestra y 1 ul escalera de ARN en el
cartucho. Finalmente se coloca el cartucho en la estacion de
mezcla del Experion y mezcla durante 1 min, procurando iniciar la
corrida en la estacion de electroforesis de Experion dentro de los 5

minutos posteriores a la carga.
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vi.- Para la lectura y analisis de las muestras de ARN se inicia la
corrida en la estacion de electroforesis de Experion y el programa
de analisis, se coloca el cartucho en la plataforma de la estacion de
electroforesis. Se selecciona corrida y ensayo Experion RNA
SdSens RNA total Eukariota. Finalmente se inicia la
electroforesis. Terminado el proceso se elimina el cartucho.

Una vez terminado el proceso se toma nota de la claridad de las
bandas correspondientes a las subunidades 28S y 18S en el
electroferograma, asi como los valores de la relacion 28S/18S y de
integridad (RQI) (fig. 9).
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Figura 9. Electroferograma de ARN total de una muestra. (A)
En la figura se representa la posicion relativa del marcador de
alineamiento (lower alignment marker), 18S ARNr, y 28S ARNTr.
(B) Gel de electroforesis virtual de un ARN de buena calidad.

3.4.3. Analisis de expresion en biopsias de piel mediante

secuenciacion TruSeq de Illumina

Las muestras de ARNm obtenidas de las biopsias de piel de loa
pacientes con diagndstico de vitiligo vulgar antes y después del
tratamiento, fueron sometidas a “Analisis de Expresion por

Secuenciacion Masiva de ARN TruSeg®” de la compafiia
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Illumina, proceso realizado en la Unidad de Biologia Molecular,
Genomica y Secuenciacion (UBMGYyS), CIDICS UANL.

Para realizar este ensayo, a partir del ARN total extraido de las
biopsias de los pacientes, se realizd la transcripcién inversa del

ARN, antes de proceder con el andlisis de expresion. (fig. 10)

3.4.3.1. Transcripcion inversa de ARN vy

generacion de libreria para secuenciacion

Para realizar este proceso, a partir del 100 pg de ARN total tratado
con DNasas extraido de las biopsias de los pacientes, se realizé una
reaccion de transcripcion inversa utilizando el la transcriptasa
reversa ProtoScript® (New England Biolabs), siguiendo las
indicaciones del fabricante y lo establecido en el protocolo TruSeq

de lllumina para secuenciacion masiva. (fig. 10)

El ADNc generado es posteriormente utilizado para generar las
librerias de fragmentos de PCR que son secuenciadas, siguiendo
las instrucciones del fabricante. De manera resumida, son ligados
fragmentos de acidos nucleicos adaptadores en los extremos del
ADNCc obtenido y posteriormente amplificados mediante reaccion
en cadena de la polimerasa (PCR) utilizando los oligonucle6tidos
disefiados para cada uno de los genes de interés seleccionados. Los
productos de PCR obtenidos para cada muestra son purificados,
combinados y finalmente diluidos para introducir en el cartucho de

secuenciacion Illumina (Flow Cell).
3.4.3.2. Andlisis de expresién de genes

Los productos de PCR obtenidos de los ADNc de cada una de las
biopsias de piel de los pacientes, antes y después del tratamiento,
fueron utilizadas para realizar el analisis de expresion de un grupo

de 29 genes involucrados en rutas de apoptosis, inductora de
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pigmentacion, respuesta al estrés oxidativo, sefializacion celular,
sobrevida y proliferacion celular, utilizando la metodologia de
analisis de expresion por secuenciacion dirigida de ARN mediante
TruSeq de la compafiia Illumina, cubriendo con este disefio el
andlisis de expresion de genes clave involucrados en el proceso de

pigmentacion y homeostasis de las células de la piel (tabla 4).

Por otra parte, fueron incluidos 2 genes enddgenos con expresion
constitutiva empleados como referencia para la normalizacion de

los patrones de expresion.

3.4.4. Analisis de resultados de expresion TruSeq de

[Hlumina
Para verificar la calidad de los resultados de secuenciacion masiva,
se analizaron los datos obtenidos del secuenciador en formato
Fasta mediante las herramientas de analisis llamadas FastQC y
FastQC Tools, que permiten eliminar las secuencias de los
adaptadores y oligonucledtidos necesarios para realizar el proceso
de secuenciacion, ademas de filtrar las secuencias obtenidas y de
esta forma proceder solamente con los resultados de mayor
calidad. A continuacion, el analisis bioinformatico y la validacion
estadistica de los resultados se realizd utilizando distintas
herramientas 'y programas con algoritmos ampliamente
reconocidos en la comunidad cientifica, que tienen la ventaja de
ser de libre distribucion y se encuentran disponibles en el sitio
BaseSpace de la compafiia Illumina. Se utilizd la aplicacion
TruSeq Targeted Expression para contrastar los resultados y
verificar su certeza en comparacion con los resultados obtenidos
por las herramientas TopHat para realizar los alineamientos usando
como referencia la secuencia consenso obtenida en el proyecto

1000 Genomes y el programa Cufflinks, utilizado para realizar el
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calculo de la expresion diferencial de los distintos ARNm bajo
estudio.

Figura 10. Flujo de trabajo para analisis de expresion por
secuenciacion TruSeq de Illumina. (A) Cuantificacion de
muestras por método fluorométrico y dilucion a 100 pg / 5 pl. (B)
Sintesis de ADNCc a partir d ARN utilizando. (C) Hibridize Oligo
Pool, Wash, Extend, and Ligate Bound Oligos, PCR Amplification;
(D) PCR Clean Up (E) Preparacion y carga de cartucho de
secuenciacion (F) Secuenciacion de ARN TruSeq en equipo MiSeq
[Hlumina.
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3.4.5. Generacion de Mapas de Calor “Heat Map”

Utilizando el paquete Bioconductor de R los archivos FASTQ
generados mediante la secuenciacion de ARN Illumina, fueron
alineados con el genoma de referencia, y se prepara una matriz de
conteo que coincide con el numero de lecturas RNA-seq /
fragmentos dentro de cada gen para cada muestra. Se realiza un
andlisis exploratorio de datos para evaluar la calidad y explorar la
relacion entre las muestras, realizar el analisis de la expresion
génica diferencial, visualmente explorar los resultados mediante

mapas de calor.
3.4.6. Analisis estadistico

Fue realizado utilizando el paquete estadistico SPSS versién 17.0.

Para los datos demograficos, asi como para variables definitorias,
tanto para el grupo de mediciones de piel lesionada (con maculas
acromicas), como para el grupo de piel sana (piel normal), se
utilizd estadistica descriptiva. Para contrastar la normalidad, se
realizaron las pruebas de Kolmogorov-Smirnov y Shapiro-Wilk.
De acuerdo al tipo de distribucion presentada por los grupos
(normal o no normal), se realizaron comparaciones de 2 grupos
utilizando t de student y U de Mann Whitney, respectivamente. Las
comparaciones de 3 grupos fueron realizadas utilizando las pruebas
de analisis de varianza de una via (ANOVA) para las variables con
distribucion normal y la prueba de H Kruskal-Wallis para las
variables con distribucién no normal. Adicionalmente, se aplicaron
pruebas Post-Hoc para la comparacion entre grupos (Tukey y
Bonferroni para varianzas iguales; Tamhane y Dunnett T3 para
varianzas diferentes). Se determin0 la asociacion entre variables,
utilizando prueba de chi-cuadrada (¥2) y prueba exacta de Fisher.

Un valor de P <0.05 fue considerado como significativo.
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Tabla 4: Rutas y genes candidatos analizados por
secuenciacion de ARN TruSeq.
Ruta Gen Funcién
Pigmentacion | DCT Dopa Cromo Tautomerasa
MCIR Receptor 1 de melanocortina
MC4R Receptor 4 de melanocortinas
POMC Propiomelanocortina
TYRP1 Proteina 1 relacionada a la tirosinasa
MLANA Formacidn de los melanosomas
phosphatase and actin regulator 2, transporte de vesiculas
PHACTR2 pigmento
Apoptosis BAX BCL2-associated X protein; promueve la sobrevida celular
BCL2 Suprime muerte celular, inhibe funcién de Caspasas
Regulacion de proliferacion celular, contribuye a la
BCL3 regulacion transcripcional de NFKB
CASP3 Caspasa 3, cisteina peptidasa relacionada con apoptosis
CASP7 Caspasa 7, cisteina peptidasa relacionada con apoptosis
CASP8 Caspasa 8, cisteina peptidasa relacionada con apoptosis
CASP10 Caspasa 10, cisteina peptidasa relacionada con apoptosis
CFLAR CASP8 and FADD-like apoptosis regulator
Fas ligand (TNF superfamily, member 6); Citocina que se
une a TNFRSF6/FAS, receptor encargado de traducir la
FASLG sefial apoptética en las células
TNF Tumor necrosis factor
Tumor necrosis factor receptor superfamily, member 1A,
TNFRSF1A | induce sefial de muerte por caspasa 8
Estrés Contribuye a mantener el nivel de GSH intracelular. Es parte
oxidativo GGT1 del mecanismo de defensa antioxidante celular
Cysteine conjugate-beta lyase 2, regulacion de estrés
CCBL2 oxidativo
GPD1 Glycerol-3-phosphate dehydrogenase 1, metabolismo redox
TXN Tioredoxina; inhibe estrés oxidativo y caspasa 3
Sobrevida de
la célula CAPN3 Sobrevida del melanocito; es controlado por MITF
Sobrevida del melanocito, controla la expresion de genes
MITF relacionados con la sintesis de melanina
CDC5L Control del ciclo celular
Mitogen-activated protein kinase 1, proliferacion celular,
MAPK1 diferenciacion celular
Traduccion
de sefiales CSNK1G3 Participa en la sefializacién por via Wnt.
Factor nuclear Kappa, traduccion de sefial de diferentes
NFKB1 procesos celulares.
WNT7A Participa en la sefializacion por via Wnt.
Tumor protein, translationally-controlled 1; Involved in
Genes calcium binding and microtubule stabilization. Endégeno,
enddgenos TPT1 expresion constitutiva
expre_sic')r_1 gliceraldehido-3-fosfate deshidrogenasa. Endégeno,
constitutiva GAPDH expresion constitutiva

53




Jorge Ocampo Candiani

3.4.7. Variables

Definicion operacional de las variables:

Tabla 5: Variables Socio demograéficas

NOMBRE DEFINICION DEFINICION TIPO DE
DE LA CONCEPTUAL OPERACIONAL VARIABLE

VARIABLE

Edad Afos Se interrogo al Cuantitativa
cumplidos al paciente laedad  discontinua,
momento de la  en afios anos
entrevista cumplidos al

momento de la
entrevista
verificando
fecha de
nacimiento en
cualquier
documento
oficial.

Peso Es la masa Medicién en Cuantitativa
corpora kilogramos, continua,
expresado en obtenido por kilogramos
kilogramos medio de

bascula
electronica

Género Diferencia Se observaron Categorica
fenotipicay de las Nominal
conducta que caracteristicas 1=
dls_tlngue alos ﬁs_lcas del Femenino
sujetos. sujeto. .

Masculino
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Tabla 6: Antecedentes heredofamiliares

NOMBRE DEFINICION DEFINICION TIPO DE
DE LA CONCEPTUAL OPERACIONAL VARIABLE
VARIABLE

Diabetes Presencia de Mediante Categorica

Mellitus diabetes en encuesta se le Nominal
alguno de los pregunta a los 1=Si
familiares sujetqs de 2= No

estudio, la
presencia de DM
en alguno de
ellos.

Hipertension Presencia de Mediante Categorica
hipertension encuesta se le Nominal
arterial en pregunta a los .

. 1=Si
alguno de los sujetos de
familiares estudio, la 2=No
presencia de
hipertension
arterial en ellos.

Psoriasis Presencia de Mediante Categorica
psoriasis en encuesta se le Nominal
alguno de los pregunta a los 1= Sj
familiares sujetos de 2= N

estudio, la = NO
presencia de
psoriasis en

alguno de ellos.
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Tabla 7a: Variablesclinicas

NOMBRE DEFINICION DEFINICION TIPO DE
DE LA CONCEPTUAL OPERACIONAL VARIABLE
VARIABLE
Actividad Presenciade Mediante Categorica
devitiligo  nuevaslesiones encuestasele Nominal
devitiligopor  preguntaalos
periodo de sujetos de 1= Estable
tiempo estudio, la 2= Activo
presencia de
nuevas lesiones
en un periodo de
6 meses (vitiligo
activo), o
ausenciade
nuevas lesiones
(vitiligo estable)
Problemas Presenciade Mediante Categorica
tiroideos alteracionesa  encuestasele Nominal
latiroides preguntaalos .
sujetos de =3
estudio, la 2=No
presenciade
problemas ala
tiroidesy es
confirmado
mediante perfil
tiroi deo.
Edad de Afos Seinterrogo a Cuantitativa
inicio del cumplidos al paciente laedad  discontinua,
vitiligo momento dela  en afos anos
manifestacion  cumplidos al
del vitiligo momento
presento el
inicio del
vitiligo.
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Tabla 7b: Variablesclinicas

NOMBRE DEFINICION DEFINICION TIPO DE
DE LA CONCEPTUAL OPERACIONAL VARIABLE
VARIABLE
Respuesta  Porciento de Seredlizd la Categorica
a repigmentacion  evaluacion Nominal
tratamiento experimentada clinica de
UVB-nb por lapiel de repigmentacion 1= Baja
paciente con experimentada  (menor al
vitiligo a por los pacientes 10%)
tratamiento con vitiligo por _
UVB-nb dos 2= Media
dermatdlogos, (entre 10.1-
después de 6 29.9%)
meses de 3=Alta
tratamiento (més del
UVB-nb, 30%)
utilizando
iconografias.
Tabla 8a: Variables bioquimicas
NOMBRE DE DEFINICION DEFINICION TIPO DE
LA CONCEPTUAL OPERACIONAL VARIABLE
VARIABLE
Hemoglobina Cifrasde Cifras de Categorica
(Hb) hemoglobina hemoglobina Nominal
sanguinea obtenidas en una
muestra
sanguinea
1: Normales 1= Normal

Hombre de 13.8 2= Anormal
a 17.2 gramos

por decilitro
(g/dL);

Mujer de 12.1 a
15.1 g/dL

2: Anorma >
0O < a vdor
normal
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Tabla 8b: Variables bioquimicas

NOMBRE DE DEFINICION DEFINICION TIPO DE
LA CONCEPTUAL OPERACIONAL VARIABLE
VARIABLE
L eucocitos Cantidad de Cantidad de Categorica
globulos Leucocitos en nominal
blancos (GB) una muestra
en la sangre sanguinea
1 Normal 1= Normal
Hombre adulto 2= Anormal
4,5 a 10
mil/mms3;
Mujer adulta 4,5
a 10 mil/mm3
2: Anormal >
0o < a valor
normal
Plaquetas Cantidad de Cantidad de Categorica
plaquetas en la  plaquetas en una Nominal
sangre muestra
sanguinea
1: Normal 150 a 1= Normal
400 mil por 2= Anormal
microlitro
(mcL).

2: Anormal >
0 < a valor
normal
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Tabla 8c: Variables bioguimicas

NOMBRE
DE LA
VARIABLE

DEFINICION
CONCEPTUAL

DEFINICION
OPERACIONAL

TIPO DE
VARIABLE

Bun

Cifras
nitrégeno
ureico
circulante en la
sangre

de

Valores de
nitrégeno ureico
en una muestra
sanguinea.

1: Normal 6 a 20
mg/dL.

2. Anormal >
0o < a valor
normal

Categorica
Nominal

1= Normal
2= Anormal

Creatinina

Cantidad de
creatinina en
suero

Cantidad
creatinina
presente en una
muestra
sanguinea.

1: Normal de 0.9
a 1.3 mg/dL para
los hombres
adultos;

de 06 a 1.1
mg/dL para las
mujeres adultas
2. Anormal >
o < a valor
normal

de

Categorica
Nominal

1 = Normal
2= Anormal

Glicemia

Cifras de
glucosa en
ayunas

Valores de
glucosa después
de 9 a 12 hrs de
ayuno.

1 < 100mg/dl
Normal

2 > 100 mg/dl
Anormal

Categorica
Nominal

1 = Normal
2= Anormal
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Tabla 8d: Variables bioquimicas

NOMBRE DEFINICION DEFINICION TIPO DE
DE LA CONCEPTUAL OPERACIONAL VARIABLE
VARIABLE
ANAs Cifrasde Valores de Categorica
anticuerpos anticuerpos Nominal
antinucleares antinucleares en
una muestra
sanguinea.
1:Normal 1=Normal
resultados 2= Anormal
positivos a
dilucion mayor
de 1:20
2: Anorma < a
1:20
Tabla 9: Variables hormonales
NOMBRE DEFINICION DEFINICION TIPO DE
DE LA CONCEPTUAL OPERACIONAL VARIABLE
VARIABLE
T3 Cifrasde Cifrasde Cuantitativa
triyodotironina  triyodotironina  continua
(T3) ensangre  enng/dL,
obtenidas en una
muestra
sanguinea.
T4 Cifrasde Cifrasde Cuantitativa
tiroxinaL (T4) tiroxinal en continua
en sangre mcg/dL,
obtenidas en una
muestra
sanguinea
TSH Cifras de Cifras de Cuantitativa
hormona hormona continua
estimulante de estimulante de la
la tiroides tiroides en
(TSH) en mlU/L,obtenidas
sangre en una muestra

sanguinea
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Tabla 10: Variables de expresion génica

NOMBRE DEFINICION DEFINICION TIPO DE

DE LA CONCEPTUAL OPERACIONAL VARIABLE
VARIABLE

Perfil de Log 10 de Perfil de Cuantitativa
expresion  conteos expresion de continua
normalizados ARNM
de ARN anaizado en una
mensg ero muestra de ARN
total
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IV.RESULTADOSY DESARROLLO ARGUMENTAL
4.1. Analisis demogr éficos

A través de camparias abiertas a publico fueron invitados a
participar 45 pacientes con vitiligo provenientes del Estado de
Nuevo Leodn, en el Noreste de México (fig. 11), 22 con tipo estable
(14 masculinos y 8 femeninos) y 23 con tipo activo (10 masculinos
y 13 femeninos) (fig.12), a quienes se les ofrecid diagnostico
clinico de le enfermedad, biometria hematica, anticuerpos
antinucleares y perfil tiroideo completo. Una vez obtenido los
resultados de las pruebas de laboratorio y cumpliendo los criterios
deinclusion a protocolo, fueron tomadas una biopsia de una zona
despigmentada de la piel y otra de una zona pigmentada antes de
iniciar € tratamiento estandar con UVB-nb, las que fueron
amacenadas siguiendo el protocolo descrito en apartado de

material y métodos.

nnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnn

CrmA,

" taroniia

4, CasweTin

Republica Mexicana
Division politica

Figura 11. Mapa de Meéxico. En rojo se destaca la region
geogréfica de México, correspondiente al estado de Nuevo Ledn.
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Género

46.67%

i Masculino

E Femenino

Figura 12. Distribucion de géneros de pacientes incluidos en
este estudio.

El promedio de la edad de los pacientes fue de 41.58 + 14.36 afios
(minimo 19 afios, maximo 73 afios). El promedio de la edad al
inicio del vitiligo fue de 23.27 +17.17 afios (minimo 3 afos,
maximo 65 afios). En la figura 13 se puede observar que el 73.3%
de los pacientes involucrados en este estudio desarrollaron la
enfermedad antes de los 30 afios.

En el caso de los pacientes que presentaron vitiligo estable la edad
promedio del grupo fue de 39.86 + 13.48 afios (minimo 19 afios,
méximo 70 afios), con una edad promedio de inicio de la
enfermedad de 23+16.85 afios (minimo 3 afios, maximo 65 afos).
Para los pacientes que presentaron vitiligo activo la edad promedio
del grupo fue de 43.22+ 15.27 (minimo 20 afios, maximo 73 afios),
con una edad promedio de inicio de la enfermedad de 23.52 £

17.84 afios (minimo 4 afios, maximo 60 afios).
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Figura 13. Edad deinicio del vitiligo por grupos.

4.2. Resultados de analisis clinicos

La biometria hematica arrojé valores normales para la poblacion

incluida en este estudio.

Solo 2 pacientes (4.2%) presentaron alteraciones tiroideas (1
hipotiroidismo, 1 tiroiditis) y 4 pacientes (8.9%) hipertension

arterial (HTA) asociadas a vitiligo.

4.3. Antecedentes heredofamiliares

Se encontré que los pacientes con antecedentes familiares de
vitiligo presentan mayor riesgo de padecer la enfermedad antes de
los 30 afos de edad (O.R.=5.78; IC 95%= 1.00 — 62.29; Pc= 0.05)
(Tabla 11); 27 pacientes (60%) presentaron antecedentes
heredofamiliares de alguna enfermedad de naturaleza inmune en
uno o0 mas integrantes de su grupo familiar. Entre ellas podemos

destacar la presencia de vitiligo en familiares de 20 pacientes
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(44.4%), diabetes mellitus (DM) en familiares de 8 pacientes
(17.8%), HTA en familiares de 3 pacientes (6.6%) Yy psoriasis en
familiares de 1 paciente (2.2%). Estas patologias se presentaron en
algln integrante de manera independiente o en conjunto, incluido

con vitiligo.

Tabla 11: Antecedentes familiares de vitiligo

Antecedentes

familiares

vitiligo <30afios >30afios O.R. l.C. X? Pc

Si 18 2 5.78 1.00-62.29 5 0.05
No 15 10 0.17 0.02-0.10 5 0.05

Pc = P corregida.

4.4. Seleccion de muestras para la realizacion de perfiles de
expresion génica

Para realizar el andlisis de expresion fueron utilizadas las muestras
de piel de los 45 sujetos seleccionados: muestras de 22 pacientes
con vitiligo vulgar estable y muestras de 23 pacientes que
presentaron vitiligo vulgar inestable, provenientes de tejido

afectado por vitiligo y de una regién pigmentada.

El total de muestras de piel seleccionadas para ser analizados sus
patrones de expresion por TruSeq Illumina correspondié a aquellas
cuya calidad del ARN extraido presentara un RQEF 6 (relacion
28S/18S ARN ribosomales y de integridad del ARN) calculado a
través de su electroferograma (fig. 14). En la figura se puede
observar los patrones electroforéticos obtenidos para los ARN

ribosomales 28s y 18s de cada una de las muestras.
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Figura 14. Electroferograma ARNs extraidos. Ejemplo de
electroferograma obtenido de las muestras de ARN extraido de las
biopsias de piel. L indica marcador de peso molecular para ARN, 1
a 12 corresponden a muestras de RNA.

4.5. Resultado general de perfiles de expresion de genes

En el desarrollo del vitiligo se ha descrito la existencia de
diferencias entre los patrones de expresion de la piel sana y la piel
no pigmentada de los pacientes. En el caso de la respuesta a
tratamiento, se espera que la expresion de ciertos genes en la piel
no pigmentada se modifique con la finalidad de inducir su
repigmentacion. Por otra parte, la expresion de dichos genes se
esperaria que fuera diferente en la piel que no pigmenta.

Con la finalidad de determinar cuéles son los genes que participan
en este proceso se realizd en analisis de expresion antes y después
de tratamiento utilizando R de Bioconductor, y se realizaron las
comparaciones mediante diferentes pruebas estadisticas para las
combinaciones de: piel normal, piel con vitiligo, piel que
repigmenta después de tratamiento. y piel que no repigmenta,
utilizando SPSS.
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4.5.1. Anélisisde expresion mediante R de Bioconductor

Una vez obtenido el ARN, generado su ADNCc y secuenciado para
andlisis de expresion mediante TruSeq, los resultados de las
intensidades relativas obtenidos fueron normalizados y generados

sus mapas de calor.

La comparacion de los patrones de expresion obtenido para cada
uno de los grupos de muestras de los respectivo pacientes, antes y
después de tratamiento (fig.15), revelan similitudes entre los
patrones de expresion de piel que presentan pigmento (muestra
normal y muestra repigmentada) y las no pigmentadas (vitiligo y
no repigmentada), lo que permite su organizacion en 2 ramas

principales (clados).

Ademas se puede apreciar que existen patrones de expresion
significativa en tres genes relacionados con pigmento: Dopacromo
tautomerasa (DCT), Melan-A (MLANA) y en el gen que codifica a
la Proteina Relacionada con la Tirosinasa (TYRP1), los que se

encuentran sobre expresados en piel que presenta pigmento.

Al realizar el agrupamiento de las muestras de acuerdo al tipo y
subtipo de pigmentacion presentado por la biopsia de origen (con
pigmento y sin pigmento), género del paciente (sexo femenino o
masculino), edad, tipo de vitiligo (vitiligo activo y vitiligo estable),
y al grado de respuesta al tratamiento (menos de 10% de mejoria,
entre 10%-30% de mejoria y mas de 30% de mejoria) (fig. 16), no
se observan patrones de expresion claros que den cuenta de la
relacion de la enfermedad con edad, género del paciente, el grado
de respuesta a tratamiento o el tipo de vitiligo manifestado en el
paciente (vitiligo activo o vitiligo estable), sélo se puede observar
patrones claros de sobre expresion en los genes DCT, MLANA y

68



Jorge Ocampo Candiani

TYRP1 relacionados con el grado de pigmentacion de la piel (fig.
16).

Figura 15. Mapa de calor de patrones de expresion de genes
analizados en muestras antes y después de tratamiento. En la
figura el eje vertical se representa los patrones de expresion de las
muestras obtenidos para cada uno de los genes (horizontal). La
coloracion de la parte superior indica: azul muestra proveniente de
tejido con vitiligo y negro muestra proveniente de tejido normal,
verde muestra repigmentada y rojo no repigmentada después de
tratamiento UVB-nb). Clados destacados con lineas de color negro
y rojo en la parte superior del mapa. La coloracion rojo al interior
del mapa corresponde a sobreexpresiéon, blanco expresion
intermedia y azul a subexpresion. En la parte inferior en letras y
nameros negros Y rojos se indica el cédigo de identificacion de la
muestras.
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Figura 16. Mapa de calor de patrones de expresion agrupados
de acuerdo al tipo de vitiligo y grupo de megjoria. En la parte
superior del mapa de calor se representan los grupos de estudio:
tipo y subtipo de muestra de acuerdo a su pigmentacion en las que
fueron agrupadas (negro y rojo), el género del paciente (Sexo; azul
masculino, rosa femenino) En la figura el eje vertical se representa
los patrones de expresion de las muestras obtenidos para cada uno
de los genes (horizontal), edad de los pacientes (con barras de
distinto color), tipo de vitiligo (negro muestra proveniente de
paciente con vitiligo activo, rojo muestra proveniente de paciente
con vitiligo estable) y grupo de mejoria (negro menos de 10% de
mejoria, rojo entre 10%-30% de mejoria y verde para mas de 30%
de mejoria). Clados destacados con lineas de color negro, rojo y
verde en la parte superior del mapa que indican agrupacion de
muestras. La coloracion rojo al interior del mapa corresponde a
sobreexpresion, blanco expresion intermedia 'y azul a
subexpresion. En la parte inferior en letras y nimeros negros, rojos
y verdes se indica el codigo de identificacion de la muestras.
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4.5.2. Andlisis estadisticos, prueba T de Student

Al realizar la comparacion de los valores promedio obtenidos para
los patrones de expresion de los genes analizados, en la piel
pigmentada y no pigmentada antes y después de tratamiento
(Anexo 3), se pudo observar diferencias significativas en 13 genes
relacionados con los mecanismos de pigmentacion, apoptosis,
sobre vida de la célula, estrés oxidativo y mecanismos de

sefializacion celular (tablas 16 a 25).

En el caso de los genes relacionados con el pigmento, en la tabla
16 se describen los promedios y desviaciones estandar obtenidos
para cada grupo de biopsia. Para estos se observéd diferencias
estadisticamente significativas en los genes DCT (que participa en
la regulacion de los niveles de eumelanina y feomelanina), TYRP1
(involucrado en la biosintesis de la melanina), MC1R (Receptor 1
de melanocortina que participa en el control de la melanogénesis),
y MLANA (que participa en la biogénesis de los melanosomas),
particularmente al comparar pieles que presentan pigmento
(normal antes de tratamiento y repigmentada) contra pieles que no
presentaron pigmento (piel con vitiligo y no repigmentada después
de tratamiento), lo que da cuenta del grado de pigmento observado
en los respectivos tipos de piel (p<0.05) (tabla 17). Sin embargo,
en el caso del gen MC4R (receptor 4 de melanocortinas, que
interactia con adrenocorticotrofina y MSH en el proceso de
pigmentacion de la piel), solo se observd diferencia
estadisticamente significativa en el grado de expresion de la piel
con vitiligo y no repigmentada (p=0.05). En ambos casos la piel
correspondiente a la muestra de vitiligo es la que presenta una

expresion genética menor.
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Tabla 16: Promedios y desviaciones estandar obtenidos en
genes relacionados con mecanismo de pigmentacion, para cada
grupo de muestras analizadas.

Gen Tipo Muestras N Promedio | Desviation Est.
DCT Normal 45 2.965 0.554
Vitiligo 45 0.714 0.947

Repigmento 45 2.729 0.804
No-Repigmentd 45 0.590 0.897

MCI1R Normal 45 1.148 0.822
Vitiligo 45 0.602 0.742

Repigmento 45 1.013 0.788
No-Repigmentd 45 0.529 0.621

MC4R Normal 45 0.113 0.387
Vitiligo 45 0.000 0.000

Repigmento 45 0.083 0.316
No-Repigmentd 45 0.076 0.252

MLANA Normal 45 2.793 0.505
Vitiligo 45 0.476 0.745

Repigmento 45 2.489 0.653
No-Repigmento 45 0.454 0.699

TYRP1 Normal 45 3.544 0.343
Vitiligo 45 1.214 0.920

Repigmento 45 3.451 0.463
No-Repigmentd 45 1.230 0.983

En la tabla Normal corresponde a piel normal, Vitiligo corresponde a piel con
vitiligo, Repigmento corresponde a piel repigmentada después de tratamiento y
No-Repigmentd a piel que no repigmentd después de tratamiento.

En cuanto a los genes involucrados en los mecanismos de
apoptosis (tabla 18), se encontr0 diferencia estadisticamente
significativa entre los grupos de piel en dos de los genes
seleccionados para este estudio (p<0.05), CASP3 (cistein proteasa
3 que es procesada por las caspasas 8, 9 y 10, y que participa en la
ejecucion de la cascada de sefializacion de la apoptosis celular,
activando las caspasas 6, 7y 9) y en el gen TNFRS1A (miembro
1A de la superfamilia del receptor del factor de necrosis tumoral)
que induce sefial de muerte celular por caspasa 8 (tabla 19). En
ambos casos, estos genes se encuentran sobre expresados en piel

con vitiligo, indicando la posibilidad de que la piel afectada por
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vitiligo se deba a la induccion de un mecanismo extrinseco de

Apoptosis.

Tabla 17. Prueba T de Student en genes relacionados con

mecanismos de pigmentacion.

Gen Comparacion Significancia (2-colas)
DCT NOR - VIT 2.59E-14**
NOR - REP 0.062
NOR - NOREP 2.98E-19**
VIT - REP 2.59E-14**
VIT - NOREP 0.471
REP - NOREP 2.56E-14**
MC1R NOR - VIT 0.002*
NOR - REP 0.348
NOR - NOREP 3.00E-04**
VIT - REP 0.006*
VIT - NOREP 0.578
REP - NOREP 0.001*
MC4R NOR - VIT 0.057*
NOR - REP 0.684
NOR - NOREP 0.579
VIT - REP 0.084
VIT - NOREP 0.05*
REP - NOREP 0.842
MLANA | NOR - VIT 2.76E-21**
NOR - REP 0.021*
NOR - NOREP 5.93E-22**
VIT - REP 3.37E-18**
VIT - NOREP 0.852
REP - NOREP 9.45E-18**
TYRP1 NOR - VIT 2.22E-22**
NOR - REP 0.256
NOR - NOREP 7.04E-19**
VIT - REP 1.10E-18**
VIT - NOREP 0.93
REP - NOREP 8.50E-17**

En la tabla NOR corresponde a Piel Normal, VIT corresponde a piel con
Vitiligo, REP corresponde a piel repigmentada después de tratamiento y
NOREP a piel que no repigmentd después de tratamiento. Letras color rojo
indican la comparacidn que presento significancia estadistica.

(*)P<0.05  (**)P<0.0001
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Tabla 18: Promedios y desviaciones estandar obtenidos en
genes relacionados con mecanismo de Apoptosis, para cada

grupo de muestras analizadas.

Gen Tipo Muestra | N | Promedio | Desviacion Est.
CASP3 Normal 45 2.361 0.692
Vitiligo 45 2.521 0.302

Repigmentd 45 2.335 0.545

No-Repigmento 45 2.268 0.703

TNFRSF1A | Normal 45 3.158 0.310
Vitiligo 45 3.180 0.246

Repigmentd 45 3.054 0.303

No-repigmentd 45 3.136 0.230

En la tabla Normal corresponde a piel normal, Vitiligo corresponde a piel con
vitiligo, Repigmento corresponde a piel repigmentada después de tratamiento y
No-Repigmenté a piel que no repigment6 después de tratamiento.

Tabla 19: Prueba T de Student en genes relacionados con

mecanismos de Apoptosis.

Gen Comparacion Significancia (2-colas)
CASP3 NOR - VIT 0.146
NOR - REP 0.845
NOR - NOREP 0.47
VIT - REP 0.052*
VIT - NOREP 0.018*
REP - NOREP 0.615
TNFRSF1A | NOR - VIT 0.662
NOR - REP 0.053
NOR - NOREP 0.602
VIT - REP 0.005*
VIT - NOREP 0.344
REP - NOREP 0.057

En la tabla NOR corresponde a Piel Normal, VIT corresponde a piel con
Vitiligo, REP corresponde a piel repigmentada después de tratamiento y
NOREP a piel que no repigmentd después de tratamiento. Letras color rojo
indican la comparacion que presento significancia estadistica.

(*)P<0.05
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Por otra parte, el analisis del patron de expresion de genes
involucrados en mecanismo de sobre vida de los melanocitos (tabla
20) indica que dos de los genes seleccionados mostraron algun
patron de expresion diferencial entre los tipos de piel analizados
(p<0.05). Entre ellos se observa que el gen CDC5L involucrado en
el control del ciclo celular presenta diferencias entre los patrones
de expresion entre tejido normal y repigmentado luego del
tratamiento y entre tejido proveniente de vitiligo y repigmentado,

siendo menor en la piel repigmentada que en sus contrapartes.

En el caso del gen MITF que controla la expresién de genes
relacionados con la sintesis de melanina y sobrevida del
melanocito, los patrones de expresion fueron en promedio mayores
para los tejidos que presentaron pigmento (normal y repigmentada)
en comparacion con los tejidos con vitiligo y no repigmentados
después de tratamiento (tabla 21).

Tabla 20: Promedios y desviaciones estandar obtenidos en
genes relacionados con mecanismo de sobrevida celular, para
cada grupo de muestras analizadas.

Gen Tipo Muestra N Promedio Desviacion est.
CDC5L Normal 45 3.377 0.199
Vitiligo 45 3.373 0.174
Repigmento 45 3.291 0.190
No-Repigmentd 45 3.359 0.250
MITF Normal 45 3.014 0.522
Vitiligo 45 2.862 0.248
Repigmento 45 2.980 0.238
No-Repigment6 45 2.643 0.605

En la tabla Normal corresponde a piel normal, Vitiligo corresponde a piel con
vitiligo, Repigmento corresponde a piel repigmentada después de tratamiento y
No-Repigmenté a piel que no repigment6 después de tratamiento.
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Tabla 21: Prueba T de Student en genes relacionados con
mecanismos de sobrevida celular.

Comparacion Significancia (2-colas)
CDC5L | NOR - VIT 0.911
NOR - REP 0.027*
NOR - NOREP 0.679
VIT - REP 0.022*
VIT - NOREP 0.785
REP - NOREP 0.093
MITF NOR - VIT 0.116
NOR - REP 0.703
NOR - NOREP 0.003*
VIT - REP 0.017*
VIT - NOREP 0.046*
REP - NOREP 0.001*

En la tabla NOR corresponde a piel normal, VIT corresponde a piel con vitiligo,
REP corresponde a piel repigmentada después de tratamiento y NOREP a piel
que no repigmentd después de tratamiento. Letras color rojo indican la
comparacion que presento significancia estadistica.

(*)P<0.05

Al analizar los genes seleccionados participantes en respuesta al
estrés oxidativo (tabla 22), se pudo observar que el gen GPD1 que
participa en el metabolismo Redox de la célula se encuentra sobre
expresado en tejido no-repigmentado luego de tratamiento. En
cuanto al gen TXN que participa en la inhibicion del estrés
oxidativo y la activacion de la caspasa 3 se sobre expresa en tejido
con vitiligo y no repigmentado, dando cuenta de activacion de
mecanismo de respuesta frente a la apoptosis y al estrés oxidativo

generado por este mecanismo de muerte celular (tabla 23).
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Tabla 22: Promedios y desviaciones estandar obtenidos en
genes relacionados con mecanismo de estrés oxidativo, para
cada grupo de muestras analizadas.

Gen Tipo Muestra N | Promedio | Desviacion Est.
GPD1 | Normal 45 2.624 0.779
Vitiligo 45 2.669 0.753
Repigmento 45 2.805 0.552
No-Repigmento 45 2.336 0.907

TXN [ Normal 45 4,203 0.238
Vitiligo 45 4.310 0.128
Repigment6 45 4.290 0.136
No-Repigmento 45 4.315 0.132

En la tabla Normal corresponde a piel normal, Vitiligo corresponde a piel con
vitiligo, Repigmento corresponde a piel repigmentada después de tratamiento y
No-Repigmenté a piel que no repigment6 después de tratamiento.

Tabla 23: Prueba T de Student en genes relacionados con
mecanismos de respuesta al estrés oxidativo.

Gen Comparacion Significancia (2-colas)

GPD1 NOR - VIT 0.704
NOR - REP 0.185
NOR - NOREP 0.064
VIT - REP 0.279
VIT - NOREP 0.029*
REP - NOREP 0.004*

TXN NOR - VIT 0.004*
NOR - REP 0.030*
NOR - NOREP 0.004*
VIT - REP 0.299
VIT - NOREP 0.843
REP - NOREP 0.194

En la tabla NOR corresponde a piel normal, VIT corresponde a piel con vitiligo,
REP corresponde a piel repigmentada después de tratamiento y NOREP a piel
que no repigmentd después de tratamiento. Letras color rojo indican la
comparacion que presento significancia estadistica.

(*)P<0.05
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Finalmente, en cuanto a los genes relacionados con rutas de
sefializacion y mecanismo de traduccion de sefiales (tabla 24),
encontramos  diferencias estadisticamente significativas al
comparar los promedios de los patrones de expresion observados
para el gen CSNK1G3 al comparar las muestras con Vitiligo y las
que no repigmentaron después de tratamiento, siendo menores en
este Gltimo caso (tabla 25). El producto del gen CSNK1G3 es una
serina/treonina cinasa que fosforila una serie de proteinas que
involucradas en la via Whnt, participando en procesos celulares
importantes como reparacion del DNA, division celular,
localizacion nuclear y transporte a traves de la membrana.

Tabla 24: Promedios y desviacion estandar obtenido en gen

relacionado con mecanismo de traduccién de sefales, para
cada grupo de muestras analizadas.

Gen Tipo Muestra N | Promedio | Desviacion Est.
CSNK1G3 | Normal 45 2.252 0.662
Vitiligo 45 2.408 0.365

Repigmentd 45 2.238 0.703

No-Repigmento 45 1.981 0.944

En la tabla Normal corresponde a piel normal, Vitiligo corresponde a piel con
vitiligo, Repigmento corresponde a piel repigmentada después de tratamiento y
No-Repigmenté a piel que no repigment6 después de tratamiento.

Tabla 25. Prueba T de Student en genes relacionados con
mecanismos de traduccion de sefiales.

Gen Comparacion Significancia (2-colas)
CSNK1G3 NOR - VIT 0.107
NOR — REP 0.933
NOR - NOREP 0.144
VIT - REP 0.172
VIT - NOREP 0.005*
REP — NOREP 0.101

En la tabla NOR corresponde a piel normal, VIT corresponde a piel con vitiligo,
REP corresponde a piel repigmentada después de tratamiento y NOREP a piel
que no repigmentd después de tratamiento. Letras color rojo indican la
comparacion que presento significancia estadistica. (*)P<0.05
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4.6. Resultados de respuesta a tratamiento UVB-nb

En cuanto a la respuesta a tratamiento experimentada por los

pacientes, estos fueron clasificados en tres grupos:

Bajo: Aquellos sujetos que presentaron una respuesta a tratamiento

menor al 10% transcurrido 6 meses.

Medio: Aquellos sujetos que presentaron una respuesta a

tratamiento entre 10.1% y 29.9%, transcurrido 6 meses.

Alto: Aquellos sujetos que presentaron una respuesta a tratamiento

mayor a 30% transcurrido 6 meses.

Luego de la evaluacion realizada de manera independiente por 2
Médicos Dermatdlogos se observé que, de los 45 sujetos incluidos
en el analisis de expresion, 42 (93.33%; 20 Activos [44.44%], 22
Estables [48.89%]) mostraron algun grado de respuesta a
tratamiento. Los tres sujetos que no presentaron repigmentacion
presentaban vitiligo en su forma Activa (6.67%). En la tabla 26 se
describe el nimero de pacientes clasificados por tipo de vitiligo y
grupo de mejoria; en la tabla 27 el porcentaje de respuesta

experimentado por los pacientes incluidos en este protocolo

Tabla 26: Respuesta a tratamiento experimentada por tipo de

vitiligo.
Tipo Vitiligo
GrupoMgoria | ActivoN (%) | EstableN (%) | Total (N, %)
Bajo 7 (30.43) 7 (31.82) 14 (31.11)
Medio 7 (30.43) 4 (18.18) 11 (24.44)
Alto 9 (39.14) 11 (50.0) 20 (44.45)
Total 23 (100) 22 (100) 45 (100)
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Tabla 27: Porcentaje de Respuesta a tratamiento

experimentada por pacientes.

No Tipo % No Tipo %
Registro | Genero | Vitiligo | Respuesta | Registro | Genero | Vitiligo | Respuesta
30 M | Estable 10 31 F Activo 35
33 F | Estable 70 34 M Activo 50
46 F | Estable 10 42 F Activo 35
51 M | Estable 20 50 F Activo 24
55 M | Estable 20 60 M Activo 19
61 M | Estable 30 63 M Activo 45
62 F | Estable 40 64 M Activo 35
65 F | Estable 30 66 F Activo 27
68 M | Estable 40 67 F Activo 19
71 F | Estable 30 69 F Activo 28
73 F | Estable 12 78 F Activo 0
74 F | Estable 25 82 F Activo 14
75 M | Estable 0 83 M Activo 2
77 M | Estable 20 85 F Activo 5
79 M | Estable 25 87 M Activo 5
81 F | Estable 24 88 F Activo 2
86 M | Estable 20 91 M Activo 40
89 M | Estable 1 93 F Activo 40
95 M | Estable 5 94 M Activo 20
96 M | Estable 2 100 F Activo 0
98 M | Estable 10 101 M Activo 50
99 M | Estable 3 104 M Activo 0
105 F Activo 33
Total pacientes 22 Total pacientes 23

A modo de ejemplo se agregan parte de las iconografias capturadas
de las regiones afectadas por vitiligo en los pacientes que
participaron en este estudio. Como podemos observar en las
fotografias de la figura 17, luego de transcurridos 6 meses de

tratamiento, en esta paciente no se observo mejoria.

En la fotografias de la figura 18 se puede observar la respuesta a

tratamiento experimentado por dos sujetos, uno con vitiligo en su
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forma activa (A y B) y otro con su forma estable (C y D). En este
caso, ambos pacientes presentaron una respuesta a tratamiento baja

menor al 10%) transcurrido 6 meses de fototerapia.

Figura 17. Paciente afectado por vitiligo vulgar antesy después
de tratamiento. En la fotografia se observan las imagenes
capturadas de regiones afectada por vitiligo en una paciente, antes
de tratamiento (inicio) y después de 6 meses de tratamiento con
fototerapia (término). En este caso no se observd respuesta frente
al tratamiento aplicado.

Como se describe en la tabla 26, el nimero de pacientes que
presentaron un porcentaje de mejoria media fue menor que sus
contrapartes, e incluso se observo que sélo 4 sujetos con vitiligo

estable se localizaron dentro de este grado de respuesta.

En la figura 19 se pueden observar las iconografias capturadas de
dos pacientes que presentaron respuesta a tratamiento en el grupo
media, uno con vitiligo en su forma activa (A y B) y otro con su

forma estable (C y D).
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Inicio

Inicio Jermino

Figura 18. Pacientes afectados por vitiligo vulgar que
presentaron unarespuesta a tratamiento baja (menor al 10%).
En la fotografia se observan las imagenes capturadas de regiones
afectada por vitiligo en dos pacientes, antes de tratamiento (inicio)
y después de 6 meses de tratamiento con fototerapia (término). (A
y B) Corresponden a un paciente que presentd vitiligo en su forma
activa; en este caso se evalud que su respuesta a tratamiento fue del
2%. (C y D) Corresponden a un paciente que presento vitiligo en
su forma estable; la evaluacion clinica determind que este paciente
presentd un 5% de mejoria.
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Inicio Término

Inicio

Figura 19. Pacientes afectados por vitiligo vulgar que
presentaron una respuesta a tratamiento media (entre €
10.1% y 29.9%). En la fotografia se observan las imégenes
capturadas de regiones afectada por vitiligo en dos pacientes, antes
de tratamiento (inicio) y después de 6 meses de tratamiento con
fototerapia (término). (A y B) Corresponden a un paciente que
presento vitiligo en su forma activa; en este caso se evalud que su
respuesta a tratamiento fue del 19%. (C y D) Corresponden a un
paciente que presentod vitiligo en su forma estable; la evaluacion
clinica determin6 que este paciente presentd un 23.5%de mejoria.

Por otra parte, un total de 20 pacientes (44.45%) presentaron una
respuesta a tratamiento alta (mayor a 30%), 9 de ellos presentaron
la forma activa de la enfermedad y 11 sujetos con la forma estable
(tabla 26).

En la figura 20 se pueden observar las iconografias capturadas de
dos pacientes que presentaron respuesta a tratamiento alta.
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Inicio Término

R

L b Inicio Termino

Figura 20. Pacientes afectados por vitiligo vulgar que
presentaron una respuesta a tratamiento alta (mayor al 30%).
En la fotografia se observan las imagenes capturadas de regiones
afectada por vitiligo en dos pacientes, antes de tratamiento (inicio)
y después de 6 meses de tratamiento con fototerapia (término). (A
y B) Corresponden a un paciente que presento vitiligo en su forma
activa y (C y D) corresponden a un paciente que presento vitiligo
en su forma estable; la evaluacion clinica determind en ambos
casos que los pacientes presentaron un 40% de mejoria.

4.6.1. Biomarcadores clinicos con utilidad predictiva
pararespuesta atratamiento
El anélisis de de varianza estadistica (ANOVA) realizado mediante
el paquete estadistico SPSS  version 17.0, considerando la
respuesta a tratamiento experimentada por los pacientes agrupada
en las tres clases antes mencionadas, permitié observar luego de
realizar pruebas Post-Hoc (Tukey y Bonferroni para varianzas
iguales, Tamhane y Dunnett T3 para varianzas diferentes), que los
niveles de TSH presentan diferencias estadisticamente

significativas entre los que presentan respuesta baja y los que
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presentan respuesta a tratamiento alta (tablas 28 y 29). Como se
puede observar en la tabla 28, considerando los niveles de TSH
encontramos que en el grupo que presentd una respuesta a
tratamiento alta presenta niveles bajos de esta hormona en
comparacion con los restantes grupos. A su vez existen diferencias
en cuanto a peso y respuesta a tratamiento entre los grupos que
presentan respuesta a tratamiento baja y media (tabla 30). En este
caso podemos ver que el grupo que presenta una respuesta a
tratamiento baja esta constituido por los sujetos que presentaron,

en promedio, mayor peso.

Tabla 28: Estadisticos descriptivos niveles de TSH y peso
observados para cada grupo de respuesta a tratamiento.

Variable | Grupode | Desviacion | y
mejoria Promedio | Estandar Minimo | M&ximo
TSH Baja 15 2.277 0.688 1.17 3.85
Madia 15 2.034 0.630 1.16 2.98
Alta 15 1.645 0.767 .60 3.21
Total 45 1.986 0.730 .60 3.85
Peso Baja 15 90.433 16.417 67.00 124.00
Media 15 73.587 20.780 40.00 140.00
Alta 15 77.867 19.511 53.00 120.00
Total 45 80.629 19.914 40.00 140.00

Tabla 29: Diferencia de niveles de TSH observados para los

grupos derespuesta atratamiento bajoy alto.
Variable Grupos de mejoria | Grupos de mejoria Il
Dependiente | (Media £ Desv Est.) (Media + Desv Est.) Sig.
TSH Baja (2.2773 £ 0.6875) | Alta (1.6447 £ 0.7665) | 0.044*
(*)p<0.05

Tabla 30: Diferencias de pesos observados para los grupos de
respuesta atratamiento bajoy medio.

Variable Grupos de mejoria | Grupos de mejoria Il

Dependiente | (Media + Desv Est.) (Media + Desv Est.) Sig.

PESO Baja (90.4333 £ 16.417) | Media (73.5867 + 20.78) | 0.05*
(*) p<0.05
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4.6.2. Genes con utilidad predictiva para respuesta a
tratamiento
Como el interés de este estudio es identificar marcadores
predictivos, los patrones de expresion a considerar serdn aquellos
presentes en las muestras de ARN obtenidas en la piel de cada
paciente antes de ser sometidos a fototerapia UVB-nb.
Al comparar los promedios de los patrones de expresion de los
genes seleccionados para este estudio, considerando las
agrupaciones definida por el porcentaje de respuesta a tratamiento
se pudo detectar asociacion estadistica en la comparacion realizada

entre grupos (tabla 31).

En cuanto a la relacion existente entre los patrones de expresion de
los genes analizados en este estudio y los grupos de respuesta a
tratamiento, se pudo observar que el patron de expresion de
Caspasa 3 (CASP3) en muestras que no repigmentaron
(identificado como CASP3_NOREP) despues de tratamiento,
presentO diferencias estadisticamente significativas (§0.05) entre

el grupo de pacientes con una respuesta a tratamiento media y el
grupo con respuesta alta (tabla 32). Como se puede observar en la
tabla 32, el patron de expresion promedio del grupo que presento

respuesta a tratamiento alta, fue menor.

En el caso del gen CCBL2 se pudo observar que los patrones de
expresion de la piel de muestras normales antes de tratamiento
presentO diferencias estadisticamente significativas (p<0.05) entre
el grupo de pacientes que presentaron una respuesta a tratamiento
media y el grupo con repuesta alta (tabla 32). Nuevamente
podemos apreciar en este caso que el grupo con respuesta a

tratamiento alta presentd patrones de expresion en promedio
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menores para este gen (tabla 20), que participa en la respuesta al

estrés oxidativo.

Tabla 31: Estadisticos descriptivos para los genes observados
para cada grupo de respuesta a tratamiento.

Grupode Desviacion
Variable mejoria N | Promedio Estandar Minimo Maximo
CASP3_NOREP Bajo 15 2.402 0.4010 1.731 2.970
Medio 15 2.555 0.256 2.261 2.976
Alto 15 1.846 1.012 0.000 2.860
Total 45 2.268 0.703 0.000 2.976
CCBL2_NOR Bajo 15 3.325 0.154 3.156 3.605
Medio 15 3.466 0.217 3.078 3.823
Alto 15 3.276 0.229 2.883 3.877
Total 45 3.356 0.214 2.883 3.877
DCT_VIT Bajo 15 0.149 0.451 -0.088 1.732
Medio 15 1.177 1.106 0.000 3.011
Alto 15 0.818 0.899 -0.257 2.273
Total 45 0.715 0.947 -0.257 3.011
GPD1_VIT Bajo 15 2.326 0.983 0.611 3.564
Medio 15 2.678 0.587 1.841 3.832
Alto 15 3.001 0.474 2.180 3.771
Total 45 2.669 0.753 0.611 3.832
NFKB1_REP Bajo 15 2.893 0.210 2.538 3.251
Medio 15 2.775 0.209 2.257 3.184
Alto 15 2.693 0.244 2.333 3.265
Total 45 2.787 0.232 2.257 3.265
TYRP1_VIT Bajo 15 0.766 0.732 0.000 2.592
Medio 15 1.496 1.038 0.000 3.679
Alto 15 1.381 0.845 0.000 2.824
Total 45 1.214 0.920 0.000 3.679

En sombreado son destacados los genes que no se consideran con valor
predictivo, ya que los cambios de expresion son observados después de

tratamiento.

En muestras de piel con vitiligo, antes de tratamiento, se pudo
observar diferencias estadisticas (<0.05) en el gen DCT entre los
tres grupos de respuesta de tratamiento, siendo el patron de
expresion promedio menor en el grupo que presentd una respuesta
a tratamiento baja, situacion que claramente repercute en la

pigmentacion de la piel de estos pacientes, ya que el producto de
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este gen participa directamente en la regulacion de los niveles de
melanina en la piel. Ademas, para los genes TYRP1 (involucrado
en pigmentacion) y GPD1 (involucrado en respuesta al estrés
oxidativo) en piel con vitiligo antes de tratamiento, se observd
tendencia de patrones de expresion diferencial §0.07) entre los

tres grupos de respuesta a tratamiento en estudio (tabla 32). En
ambos caso se pudo observar que los patrones de expresion
promedio para ambos genes fue menor en el grupo que presentd
respuesta a tratamiento baja, reflejando en ambos casos la
posibilidad de experimentar una pigmentacion reducida debido a
los niveles bajos del producto de TYRP1 en este grupo, y una baja
respuesta frente al estrés oxidativo lo que puede conducir a dafio

celular en este grupo de pacientes (tabla 31).

Finalmente, para el gen NFKB1 involucrado en mecanismo de
traduccion de sefiales, se pudo observar patrones de expresion
diferencial en muestras de piel que presentaron repigmentacion
luego del tratamiento 0.05) entre el grupo de pacientes que

presentaron una respuesta a tratamiento baja y el grupo que
presenta una respuesta a tratamiento alta (tabla 32). En este caso, el
patrén de expresion para este gen fue mayor en el grupo con

respuesta a tratamiento baja (tabla 32).

Al utilizar el tipo de vitiligo (activo o estable) como parte de la
variable de agrupacion de respuesta a tratamiento, se generan 6
grupos con el nimero de pacientes para cada grupo descrito en la
tabla 26. En este caso, al considerar la variables clinicas de los
pacientes incluidos en este estudio, y debido al reducido numero de
sujetos incluidos en cada grupo, sélo fue posible detectar
asociacion significativa al realizar la comparacién de los valores

promedios de peso de los pacientes incluidos en estudio, entre el
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grupo de sujetos con vitiligo estable que presentaron respuesta
baja y los sujetos que presentaron vitiligo activo con respuesta de
tratamiento entre media una vez efectuadas las pruebas Post Hoc
(tabla 33), siendo en promedio mayor el peso en los sujetos
incluidos en el grupo con menor respuesta a tratamiento que
presentaron la forma estable de vitiligo (tabla 34). Cabe recordar
que esta variable presentd una condicién similar a lo descrito
previamente en el analisis conducido con los tres grupos iniciales

de respuesta.

Tabla 32: Diferencias de patrones de expresion de genes
observados paralos grupos de respuesta a tratamiento.

Dependent | Grupos de mejoria | | Grupos de mejoria Il
Variable | (Media £ Desv Est.) | (Media £ Desv Est.) Sig.

CASP3_NOREP | MEDIA (2.5551 +0.2559) | ALTA (1.8462 % 1.0115) 0.052*
CCBL2_NOR | MEDIA (3.4660+0.2174) | ALTA (3.2755 + 0.2285) 0.036*
DCT_VIT BAJA (0.1485+0.4508) | MEDIA (1.1774% 1.1060) 0.01*
ALTA (0.8175+ 0.8993) 0.051*
GPD1_VIT BAJA (2.3261+ 0.9831) ALTA (3.0014 + 0.4744) 0.075**
NFKBL1_REP BAJA (28927 £0.2102) | ALTA (2.6932 + 0.2441) 0.046*
TYRPLVIT | BAJA (0.7655+0.7324) | MEDIA (1.4962+ 1.0383) 0.071**

En sombreado son destacados los genes que no se consideran con
valor predictivo, ya que los cambios de expresion son observados
después de tratamiento.

(*)p<0.05
(**) p>0.05p<0.1
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Tabla 33: Diferencias de pesos observados para cada grupo de
respuesta a tratamiento.

Variable Grupos de mejorial | Grupos de mejoria Il
Dependiente | (Media + Desv Est.) | (Media + Desv Est.) Sig.
Peso Estable BAJO Activo MEDIO 0.019*

(98.6875 + 14.5281) | (66.5714 + 12.5546)
(*)p=<0.05

En la tabla 34 se representan los valores obtenidos para la
estadistica descriptiva de las variables que presentaron
significancia estadistica en los 6 grupos de respuesta a tratamiento,
indicandose los valores promedio obtenido para cada una de las

variables analizadas.

En el caso del andlisis de expresion presentado por las muestras
incluidas en los 6 grupos, se observaron patrones de expresion
diferencial en los genes Bax, Cflar, MC1R y Wnt7A (tabla 35).
Para los genes Bax y Cflar involucrados en mecanismo de
apoptosis, se observd diferencia estadistica significativa (p<0.05)
en los patrones de expresion detectados en tejido que repigmentd
después de tratamiento y el que no repigmentd, respectivamente.
En el caso de Bax, se observo diferencias entre el grupo de
pacientes que presentaron vitiligo estable y una respuesta a
tratamiento medio y el grupo con vitiligo activo con respuesta a

tratamiento alto.

En cuanto al segundo, Cflar, se observo diferencia estadistica
significativa (p£0.05) en tejido que no repigmentd después de
tratamiento, entre el grupo de pacientes que presentaron vitiligo
estable y una respuesta a tratamiento baja y el grupo con vitiligo

activo con respuesta a tratamiento baja.
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Tabla 34: Estadisticos descriptivos para las variables que
presentaron diferencias significativas para cada grupo de
respuesta a tratamiento consider ando tipo de vitiligo.

Variable Grupo N| Promedio | Desviacion Est. | Minimo | Méaximo
PESO Estable baja 8 98.69 14.53 80.50 124.00
Estable 79.73 25.22 63.00 140.00
media
Estable alta 6 74.17 13.57 63.00 100.00
Activo baja 7 81.00 13.71 67.00 102.00
Activo media | 7 66.57 12.55 40.00 78.00
Activo alta 9 80.33 23.11 53.00 120.00
Total 4 80.63 19.91 40.00 140.00
5
BAX_REP Estable baja 8 1.05 0.75 0.00 1.89
Estable 8 1.16 0.57 0.00 1.89
media
Estable alta 6 0.75 0.61 0.00 144
Activo baja 7 0.46 0.80 0.00 1.85
Activo media | 7 0.54 0.72 0.00 1.65
Activo alta 9 0.09 0.27 0.00 0.80
Total 4 0.67 0.71 0.00 1.89
5
CFLAR_NOREP Estable baja 8 2.88 0.29 2.26 3.20
Estable 8 2.76 0.34 2.46 3.34
media
Estable alta 6 2.69 0.31 2.35 3.16
Activo baja 7 2.17 0.73 0.58 2.70
Activo media | 7 2.64 0.20 2.37 2.94
Activo alta 9 2.64 0.55 1.33 3.28
Total 4 2.64 0.47 0.58 3.34
5
MC1R_NOR Estable baja 8 1.47 0.44 0.86 2.18
Estable 8 1.94 0.62 0.83 2.68
media
Estable alta 6 1.09 0.92 0.00 2.28
Activo baja 7 0.31 0.45 0.00 1.10
Activo media | 7 1.01 0.79 0.00 1.88
Activo alta 9 0.95 0.81 0.00 2.17
Total 4 1.15 0.82 0.00 2.68
5
WNT7A_NOREP Estable baja 8 211 0.32 1.47 2.54
Estable 8 1.55 1.03 0.00 2.61
media
Estable alta 6 1.68 0.81 0.31 2.62
Activo baja 7 0.59 0.93 0.00 2.09
Activo media | 7 0.79 0.92 0.00 244
Activo alta 9 1.03 1.08 0.00 2.60
Total 4 1.30 1.00 0.00 2.62
5

Ademas, para el gen MC1R que participa en el mecanismo de

pigmentacion,

se observo diferencia estadistica significativa

(p<0.05) en tejido normal antes de tratamiento, entre el grupo de
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pacientes que presentaron vitiligo estable y una respuesta a
tratamiento baja y el grupo con vitiligo activo con respuesta a
tratamiento baja, entre el grupo con vitiligo estable y respuesta a
tratamiento media y los grupos con vitiligo activo con respuesta a

tratamiento baja y alta (tabla 35).

Tabla 35: Diferencia de patrones de expresion de genes
observados para cada uno de los 6 grupos de respuesta a
tratamiento generados consider ando €l tipo de vitiligo.

Variable Grupos de mejoria | Grupos de mejoria Il
Dependiente | (Media + Desv Est.) (Media + Desv Est.) Sig.
BAX_REP Estable medio Activo alta 0.011*
(1.1591 + 0.5694) (0.0892 + 0.2675)

CFLAR_NOREP | Estable baja Activo baja 0.043*
(2.8789 + 0.2871) (2.1739 + 0.7313)

MC1R_NOR Estable baja Activo baja 0.028*
(1.4670 + 0.2871) (0.3143 + 0.4544)

Estable medio Activo baja 0.001*
(1.9427 + 0.6179) (0.3143 + 0.4544)

Activo alta 0.053*
(0.9479 + 0.8108)

WNT7A_NOREP | Estable Bbaja Activo baja 0.024*
(2.1124 + 0.3160) (0.5919 + 0.9252)

Activo medio 0.066**
(0.7853 + 0.9223)

En sombreado son destacados los genes que no se consideran con
valor predictivo, ya que los cambios de expresion son observados
después de tratamiento.

(*)p<0.05

(**)p>0.05,p<0.1

Finalmente, para el gen Wnt7A, involucrado en mecanismo de
sefializacion se observé diferencia estadistica significativa
(p<0.05) en tejido que no repigmento6 después de tratamiento, entre
el grupo de pacientes que presentaron vitiligo estable y una

respuesta a tratamiento baja y el grupo con vitiligo activo con
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respuesta a tratamiento baja, y una tendencia entre el grupo estable
con respuesta a tratamiento baja y el grupo activo con una

respuesta a tratamiento medio (p=0.066).

A partir de los resultados del analisis de varianza (ANOVA)
obtenidos para los patrones de expresion de los genes involucrados
en rutas claves que presentaron significancia estadistica €0.05)

en piel de pacientes antes de tratamiento, fueron obtenidos 5
potenciales genes con utilidad predictiva, siendo DCT, CCBL2y
MCI1R los megores candidatos para predecir respuesta a

tratamiento, y e ultimo actividad del vitiligo (tablas 36y 37).

Tabla 36: Genes predictores de acuerdo al grado de
repigmentacion considerando tres grupos de respuesta a
tratamiento.

Grado de Repigmentacion

Ruta Gen Tegido Bajo10% | Entre10.1- | Mayor igual
origen 29.9% a 30%
Pigmento DCT Vitiligo ! 1
! - i
TYRP1 | Vitiligo ! i -
Respuesta CCBL2 | Normal - 1 l
estrés GPD1 Vitiligo ! - 1

Oxidativo

Las flechas |1 indican mayor o menor expresion respectivamente.

Como se puede observar en las tablas, los genes candidatos con
potencial valor predictivo estdn involucrados en las rutas de
Pigmentacién tanto al considerar el grado de respuesta a
tratamiento (tabla 36), asi como al estratificar el grado de
repigmentacion de acuerdo al tipo de vitiligo (activo o estable)
(tabla 37).
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Por otra parte se puede ver la participacion de respuesta al estrés
oxidativo en el grado de repigmentacion, al considerar los tres
grupos principales de respuesta a tratamiento independiente del
tipo de vitiligo presente en los pacientes (tabla 36).

4.6.3. Andlisis de expresion y respuesta a tratamiento
BaseSpace de lllumina

El anélisis bioinformatico de los resultados de expresién utilizando
la aplicacion TruSeq Targeted RNA disponible en BaseSpace
[llumina, permitié detectar patrones de expresion diferencial de
algunos de los genes seleccionados en este estudio en la muestras
obtenidas antes de tratamiento, los cuales fueron agrupados para su
analisis considerando nuevamente el tipo de vitiligo y el grado de

respuesta experimentado frente al tratamiento UVB-nb (tabla 26).

En las tablas 38 a 43, se describe el tipo de comparacion realizada,
el o los genes que presentaron expresion diferencial (g£0.05) y los
conteos detectados de numero de mensajeros para el gen en

cuestion, entre los grupos comparados.

Para el andlisis realizado en el grupo de sujetos con vitiligo estable
se pudo observar que, al comparar el grupo que presento una baja
respuesta a tratamiento (conteo normalizado 1) contra el grupo que
presentd una respuesta a tratamiento media (conteo normalizado
2), el gen MLANA, involucrado en la biogénesis del melanosoma
se encuentra sobre expresado en el grupo que presentdé una menor

respuesta con respecto a su contraparte (tabla 38).

95



Jorge Ocampo Candiani

96



Jorge Ocampo Candiani

Una situacion similar, en cuanto a patrones de expresion para los
genes CSNK1G3, BAX, CFLAR y MAPK1, fue observada al
comparar el grupo que presentd una respuesta a tratamiento baja
(conteo normalizado 1) contra el grupo que presentd una respuesta
a tratamiento alta (conteo normalizado 2). Como se puede apreciar
en la tabla 39, los genes CSNK1G3, BAX, CFLAR y MAPK1
presentaron patrones de expresion mayor en el grupo de baja
respuesta a tratamiento con respecto a su contraparte que presentd
alta respuesta. Este grupo de genes participan principalmente en el
control de la apoptosis y sobrevida de la célula, ademas de

mecanismos de sefializacién celular.

Por otra parte, se observé una disfuncion en la produccién de
pigmento en este tejido lo que se ve reflejado en bajos niveles de
mensajeros detectados para TYRP1 y DCT, involucrados en la

produccion de la melanina (tabla 39).

Al realizar la comparacion de los patrones de expresion de
pacientes con vitiligo estable, que presentaron respuesta a
tratamiento media (conteo normalizado 1) contra los que
presentaron una respuesta alta (conteo normalizado 2) (tabla 40)
nuevamente se observan patrones de expresion mayores en genes
involucrados en sobre vida de la célula y apoptosis (CSNK1G3,
BAX, BCL3 y CASP8) en el grupo que experimentd una menor
respuesta a tratamiento y, a diferencia de lo observado para el
grupo con respuesta a tratamiento baja (tabla 39), encontramos que
la expresion del gen DCT involucrado en la generacion del

pigmento es mayor que su contraparte (tabla 40).
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En cuanto al andlisis realizado en el grupo de sujetos con vitiligo
activo se pudo observar que, al comparar el grupo que presenté una
respuesta a tratamiento baja (conteo normalizado 1) contra el
grupo que presentd una respuesta a tratamiento media (conteo
normalizado 2), los patrones de expresion de los genes
involucrados en la pigmentacion de la piel TYRP1, DCT vy
MLANA, se encuentra sub expresados en el grupo que presentd
una menor respuesta con respecto a su contraparte (tabla 41). Cabe
recordar que dentro del grupo con respuesta baja nos encontramos
con sujetos que no respondieron a tratamiento, dando cuenta del
bajo nivel de expresion en los genes participantes en los

mecanismos de pigmentacion de la piel en estos pacientes.

En el caso de la comparacion realizada entre los patrones de
expresion de pacientes con vitiligo activo que presentaron
respuesta a tratamiento media (conteo normalizado 1) contra los
que presentaron una respuesta alta (conteo normalizado 2) se
observo para este ultimo grupo una tendencia a activacion de la
pigmentacion, lo que se ve reflejado en conteos mayores de
mensajeros de TYRP1, disminucién de la activacion de mecanismo
de apoptosis (bajos conteos de Caspasas 7 y 8 en el grupo con alta
respuesta a tratamiento), y un aumento en el patron de expresion
del gen GPD1, que puede estar relacionado con respuesta al estrés
oxidativo experimentado por las células de la epidermis de estos
pacientes, que incluso puede ser inducida por la fototerapia (tabla
42).
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Finalmente, al realizar la comparacion de los patrones de expresion
de pacientes con vitiligo activo que presentaron una respuesta a
tratamiento media (conteo normalizado 1) contra los que
presentaron una respuesta alta (conteo normalizado 2) (tabla 43)
observamos que patrones de expresion son significativamente
menores en los genes involucrados en la pigmentacion (TYRP1 y
DCT) en el grupo que experimentd una mayor respuesta a
tratamiento y, a diferencia de lo observado para el grupo con
respuesta a tratamiento medio (tabla 41), encontramos que la
expresion del gen GPD1 involucrado en la respuesta ante el estrés

oxidativo es mayor que su contraparte.
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V. DISCUSION

Considerando los resultados obtenidos producto de las
investigaciones antes mencionadas y las de nuestro propio grupo
de investigacion, fueron seleccionados un grupo de genes
involucrados en el mecanismo de pigmentacion de la piel, proceso
de apoptosis y sobrevida de la célula, estrés oxidativo y
mecanismo de traduccidn de sefiales, con la finalidad de identificar
en la piel de pacientes con vitiligo sometidos a tratamiento con
fototerapia UVB-nb, cambios en los patrones de expresion de estos
genes, con utilidad pronoéstica de respuesta a tratamiento. Hasta el
momento de realizado este proyecto de tesis no habia sido
estudiada la relacion existente entre los patrones de expresion de
un grupo de marcadores geneticos participantes en las principales
rutas comprometidas en el vitiligo, presentes en la piel de pacientes
afectados por esta patologia y la respuesta experimentada frente a

tratamientos estandar para esta enfermedad.

5.1. Respuesta a tratamiento UVB-nb experimentado por los
pacientes

Para ello fue aplicado durante 6 meses tratamiento correspondiente
a fototerapia UVB-nb, que ha sido considerado como el
tratamiento de primera eleccion en los casos de vitiligo
generalizado, y en particular del vitiligo (27).

Como se pudo observar en los pacientes sometidos a tratamiento la
evaluacion realizada por 2 dermatdlogos revelo que, de los 45
sujetos incluidos en el andlisis de expresion, 42 mostraron algun
grado de respuesta a tratamiento (tabla 26 y 27). Los tres sujetos
que no presentaron repigmentacion luego de tratamiento

presentaban vitiligo en su forma Activa (6.67%). En estos casos se
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pudo observar que estos sujetos presentaron inicio de la
enfermedad antes de los 18 afios de edad y con mas de 10 afios de
evolucion de la enfermedad. Resultados similares han sido
observados en los estudios realizados por Kumar Y et al (2009) y
Chen G et al (2005) (90, 91), con un elevado porcentaje de
respuesta con este tipo de tratamiento; no obstante en este Gltimo
no describen el tipo de vitiligo o actividad de la enfermedad que
presentaban los pacientes que mostraron una nula respuesta al

tratamiento.

5.2. Andlisis de expresion mediante secuenciacion masiva de
ARNmM TruSeq de I llumina

Por otra parte, el analisis de expresion permitio determinar la
existencia de cambios en los patrones de expresion existentes entre
las muestras provenientes de piel pigmentada y con vitiligo antes
de tratamiento, en la piel repigmentada y la que no repigment6 una
vez concluido el tratamiento con fototerapia UVB-nb, y entre las
muestras antes y después de tratamiento. Como se pudo apreciar en
los mapas de calor generados a partir de los resultados de
expresion obtenidos mediante secuenciacion masiva de ARN
TruSeq de Illumina (figs. 15 y 16), la piel que experimenta
repigmentacion una vez concluido el tratamiento presentd patrones
de expresion similar a la piel con pigmento de los pacientes
obtenida al inicio del protocolo de investigacion. Una situacion
similar fue observada en los patrones de expresion de la piel
afectada por vitiligo antes de tratamiento y la piel que no
repigmentd una vez concluido los 6 meses de tratamiento. Al
comparar los distintos tipos de piel, antes y después de tratamiento,
se pudo observar en aquellas que no presenta pigmento mostraron

patrones de expresion reducidos en los genes MLANA, DCT y
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TYRP1, todos ellos involucrados en el proceso de pigmentacion de
la piel, en comparacion con las presentes en sus contrapartes
pigmentadas. Estos resultados concuerdan con lo descrito por
Salinas M en su tesis de Doctorado (2012) (35) y con los
resultados descritos por Regazzetti C et al (2015)(92), quienes
validaron un grupo de genes mediante PCR en tiempo real,
encontrando bajos niveles de expresion de MLANA, DCT vy
TYRP1 en piel proveniente de lesiones de vitiligo, en comparacion

con piel perilesional y no lesionada (pigmentada) de pacientes.

5.3. Andlisis estadistico

5.3.1. Prueba T de Student
En cuanto al analisis estadistico de los patrones de expresion
obtenidos de las muestras de piel antes y después de tratamiento, se
encontraron alteraciones en patrones de expresion en genes
relacionados con pigmentacion de la piel, apoptosis y sobre vida
celular, estrés oxidativo y mecanismo de traduccion de sefiales.
Con respecto al proceso de pigmentacion de la piel, nuevamente se
han observado patrones de expresion bajos en piel que no presentd
pigmento en 5 de los 7 genes incluidos en este estudio,
correspondientes a MLANA, DCT y TYRP1 como ya fue
mencionado con anterioridad, ademéas de bajos patrones de
expresion en los genes MC1R y MCA4R.
Estos ultimos dos genes corresponden a los receptores de
melanocortinas 1 y 4, que en conjunto con POMC en la piel
forman parte del eje Hipotdlamo-Hipdfisiario-Adrenal, que opera
como un coordinador y ejecutor de las respuestas al estrés.(32)
Kingo K et al (2007) publicaron los resultados del analisis de los
patrones de expresion de genes participantes del sistema de la

melanocortina, en biopsias de piel obtenidas de lesiones sin
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pigmento y piel pigmentada de pacientes con vitiligo; estos fueron
comparados con los patrones de expresion de muestras de piel de
sujetos sanos, demostrando que la propioomelanocortina y sus
receptores estan disminuidos en la piel lesionada comparados con
la piel sana de pacientes con vitiligo y controles. (32)
Recientemente Nagui NA et al (2015) observaron que los patrones
de expresion para los genes de MC1R y POMC eran bajos en piel
no pigmentada proveniente de la lesion de vitiligo, al analizar
solamente los patrones de expresion de los receptores MCIR,
MC4R y POMC. (88)

A diferencia de lo realizado por Kingo K et al en sus trabajos
publicados en los afios 2007 y 2008 (32, 33), en el cual su enfoque
fue analizar los perfiles de expresion de genes involucrados en la
pigmentacion en biopsias de piel de pacientes que presentaban
lesion de vitiligo y piel pigmentada, en comparacion con los
niveles de expresion observados en piel de sujetos control
normales, sin mediar tratamiento, nuestros resultados corresponden
al perfil de expresion de un grupo de genes participantes en 5 rutas
de sefalizacion celular en la que se incluye la de pigmentacion,
pero en biopsias de piel de pacientes obtenidas antes y después de
tratamiento UVB-nb.

Al analizar el ARN total obtenido de cada una las biopsias
obtenidas de los pacientes, se observd cambios en los perfiles de
expresion en la mayoria de los genes seleccionados para cada ruta
incluida. En el caso de la pigmentacion, los genes que presentaron
perfiles de expresion diferentes en las biopsias analizadas antes y
después de tratamiento fueron DCT, MC1R, MC4R, MLANA y
TYRP1. Las diferencias fueron detectadas través de la
comparacion de medias de los perfiles de expresion,

principalmente al comparar biopsias de piel con pigmento (piel
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pigmentada antes de tratamiento y piel que repigmentd) vs
biopsias sin pigmento (biopsia de piel con vitiligo y biopsias de
piel que no repigmentd después de tratamiento). Ademas se pudo
observar que en la mayoria de los casos no existian diferencias
estadisticamente significativas entre las biopsias con pigmento
incluidas, obtenidas antes y después de aplicar la fototerapia,
mismo fendémeno que fue observado entre las biopsias sin
pigmento, indicando que, una vez aplicado el tratamiento, el perfil
de expresion de la piel experimenté cambios que favorecieron la
manifestacion del fenotipo final de esta. Principalmente se pudo
observar que en la piel que recuper6 la pigmentacion, los patrones
de expresion fueron similares o ligeramente superiores en los

genes del pigmento.

Los resultados de expresion obtenidos en este trabajo en genes
participantes en la pigmentacidn, reafirman lo obtenido por Kingo
K et al (2007, 2008)(32, 33) en biopsias antes de tratamiento y
concuerdan con lo previamente propuesto por Nagui NA et al
(2015)(88) en las rutas de pigmento. Sin embargo descartamos la
participacion de POMC en el proceso, debido a que no fue
encontrada diferencia estadisticamente significativa en el perfil de

expresion de las diferentes biopsias analizadas.

A partir de estos resultados ratificamos su importante participacion
en el proceso de pigmentacion, y destacamos la importancia de
MCI1R en la patogénesis del vitiligo.

En cuanto a los genes involucrados en el mecanismo de la
apoptosis, dos de los once genes analizados presentaron diferencias
estadisticamente significativas (p<0.05): cistein proteasa 3
(CASP3) que es procesada por las caspasas 8, 9 y 10, y que

participa en la ejecucion de la cascada de sefializacion de la
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apoptosis celular, activando las caspasas 6, 7 y 9; y el del gen del
miembro 1A de la familia del receptor del factor de necrosis
tumoral (TNFRS1A) que induce sefial de muerte celular por
caspasa 8 (tabla 17). En ambos casos, estos genes se encuentran
ligeramente sobre expresados en piel con vitiligo, indicando la
posibilidad de que la piel afectada por vitiligo se deba a la

induccién de un mecanismo extrinseco de Apoptosis.

Kumar R et al (2011) en su estudio observaron un incremento en
los niveles de CASP3 en melanocitos provenientes de muestras
con vitiligo inestable que, a través de cultivo de melanocitos y

utilizando técnicas de cultivo celular e inmunofluorescencia. (93)

Para el gen TNFRS1A no ha sido publicado hasta el momento
alteraciones en los niveles de expresion en los distintos tipos de

piel de pacientes con vitiligo.

Por otra parte, en los genes relacionados con la sobrevida celular
solo dos de los cuatro genes seleccionados mostraron algin patron
de expresion diferencial entre los tipos de piel analizados (p<0.05).
Entre ellos se observa que el gen CDC5L involucrado en el control
del ciclo celular y el gen MITF que controla la expresion de genes
relacionados con la sintesis de melanina y sobrevida del
melanocito, presentaron patrones de expresion en promedio
mayores para los tejidos pigmentados (normal y repigmentada) en
comparacion con los tejidos con vitiligo y no repigmentados
después de tratamiento (tablas 20 y 21). Una observacion similar
fue publicada por Kingo K et al (2008) para el gen MITF
mediante andlisis de expresion por PCR en tiempo real. En su
trabajo describe que este gen presenta patrones de expresion mayor
en piel proveniente de controles sanos y piel pigmentada de

pacientes con vitiligo, en comparacion con la piel despigmentada
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de lesiones de vitiligo. (33) En cuanto al gen CDC5L, se observo
una disminucion en su patron de expresion en la piel que
repigmentd después de tratamiento en comparacion con sus
contrapartes, sin embargo hasta el momento no habia sido descrita

su participacion en vitiligo.

Para los genes participantes en respuesta al estrés oxidativo (tabla
22), se pudo observar que el gen GPD1 que participa en el
metabolismo de oxido-reduccion (redox) de la célula se encuentra
sobre expresado en tejido no-repigmentado luego de tratamiento.
En cuanto al gen TXN que participa en la inhibicion del estrés
oxidativo y la activacion de la caspasa 3, se sobre expresa en tejido
con vitiligo y no repigmentado, dando cuenta de la posible
activacion de mecanismo de respuesta frente a la apoptosis y al

estres oxidativo generado por los mecanismos de muerte celular.

Hasta la fecha s6lo han sido publicados cambios en los niveles de
la proteina TXN presentes en piel de pacientes (94), y su relacion
con el control de la produccion de especies reactivas de oxigeno y
dafio UV. (95)

En cuanto al gen GPD1, hasta el momento no habia sido explorada

su participacion en el control del estrés oxidativo en vitiligo.

Finalmente, en cuanto a los mecanismos de traduccion de sefiales,
ya ha sido descrita recientemente la participacion de la via WNT
en el proceso de diferenciacion de los melanocitos, y su
participaciéon en el desarrollo del vitiligo. (92) Sin embargo, en
nuestro estudio solo se encontraron diferencias estadisticamente
significativas en los patrones de expresion observados para el gen
CSNK1G3. El producto de este gen es una serina/treonina cinasa
que fosforila una serie de proteinas involucradas en la via WNT,

participando en procesos celulares importantes como reparacion
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del ADN, division celular, localizacion nuclear y transporte a
través de la membrana. Como se pudo observar en las tablas 24 y
25, el incremento en los niveles de expresion de piel con vitiligo
puede deberse, entre otros procesos, a la activacion de mecanismos
de reparacion del ADN en ceélulas dafadas
melanocitos/queratinocitos. Por otra parte se observd una
disminucion de la expresion de este gen en la piel que no
repigmento luego de tratamiento, lo que puede dar cuenta de una
disminucion de los mecanismos celulares de diferenciacion del
melanocito y reparacion del ADN en las células dafadas de piel

afectada por vitiligo.

5.3.2. Andlisis de Varianza (ANOVA) de respuesta a
tratamiento

5.3.2.1. Parametros clinicos

El analisis de varianza realizado, considerando la respuesta a
tratamiento experimentada por los pacientes, permitid observar
que existe asociacion entre los niveles de TSH y una baja respuesta
a tratamiento (tablas 28 y 29). En este caso, en los sujetos
presentaron una pobre respuesta a tratamiento los niveles de esta
hormona se encontraron elevados (2.277 + 0.688 ml U/L) en
comparacion con el grupo de pacientes que presentaron una
respuesta a tratamiento alta (1.645 + 0.767 ml U/L). Al respecto, es
conocida la asociacion entre problemas de la tiroides y desarrollo
del vitiligo, principalmente en personas que presentan
hipotiroidismo (96), apoyando la teoria de disfuncion de la tiroides
y participacion de procesos autoinmunes en el desarrollo de esta
patologia.(97)
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A través del mismo andlisis, se encontrd relacion entre peso
elevado de los pacientes y una baja respuesta a tratamiento (tabla
30). Una situacion similar fue observada al utilizar el tipo de
vitiligo (activo o estable) como parte de la variable de agrupacién
de respuesta a tratamiento, donde se generan 6 grupos de analisis
de respuesta a tratamiento: bajo, medio y alto por vitiligo activo y
vitiligo estable (tabla 26). Ademas de ser considerada la obesidad
como una enfermedad inflamatoria, en la que ocurre la activacion
del sistema inmune en el tejido adiposo (98), en la actualidad es
creciente la asociacion entre los problemas de sobrepeso en la
poblacién y una serie de patologias de origen autoinmune como
diabetes mellitus, artritis reumatoide, lupus eritematoso sistémico,
problemas de autoinmunidad de la tiroides, entre otras
enfermedades (99), muchas de las cuales ya han sido asociadas con
el vitiligo (3, 22), aunque hasta la fecha no se ha descrito una
asociacion directa entre el desarrollo de vitiligo, su respuesta a
tratamiento y el sobrepeso u obesidad, puede existir relacion entre
los factores nutricionales en los pacientes con sobrepeso que
influyan en la manifestacion del vitiligo y la respuesta a

tratamiento que estos experimentan.
5.3.2.2. Perfilesde expresion

En cuanto al analisis de patrones de expresion, hasta el momento
no se han publicado estudios que analicen cambios de expresién
génicos en piel de pacientes con vitiligo después del tratamiento

con fototerapia UVB-nb.

Al comparar los promedios de los patrones de expresion de los
genes seleccionados en este estudio, en los distintos tipos de
muestras de piel analizadas y considerando la respuesta a
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tratamiento, se pudo detectar una interesante asociacion estadistica

con los patrones de expresion de los genes:

DCT y TYRP1 (en muestras de piel con vitiligo antes de
tratamiento), ambos relacionados con el proceso de
pigmentacion de la piel, quienes presentaron patrones de
expresion menores en el grupo que mostré6 una baja
respuesta a tratamiento. Esto tiene una relacion directa con
bajos niveles en la produccion de melanina y por ende una

baja repigmentacion en estos pacientes.

CASP3 (en muestras de piel que no repigmentaron después
de tratamiento) que participa en mecanismo de apoptosis,
presentd en promedio patrones de expresion mayor en
muestras provenientes de pacientes que presentaron una
respuesta baja y media a tratamiento, en comparacion con
los que presentaron una alta respuesta al tratamiento UVB-
nb (tablas 31 y 32), lo que puede dar cuenta una
disminucion en la activacion de mecanismos de apoptosis
en este grupo de sujetos, principalmente en los
melanocitos y queratinocitos de la piel.

CCBL2 (en muestra de piel normales antes de tratamiento)
que participa en la respuesta al estrés oxidativo, se pudo
observar que el grupo de pacientes que presentaron una
respuesta a tratamiento media tuvieron patrones de
expresion  en promedio mayores para este gen en
comparacion con su contrapartes baja y alta respuesta
(tablas 31 y 32), pudiendo reflejar un efecto de
compensacion frente al estrés en la piel de los pacientes
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que experimentaron respuesta intermedia, el cual incluso
puede ser inducido por el mismo tratamiento UVB-nb

como ya ha sido publicado previamente. (100)

e GPD1 (en piel con vitiligo antes de tratamiento)
involucrado en respuesta al estrés oxidativo, se observo
tendencia de patrones de expresion diferenciak@®7)
entre los tres grupos de respuesta a tratamiento en estudio
(tabla 32). Sin embargo, estos son en promedio mayores en
los pacientes que presentaron una respuesta alta al
tratamiento v, al igual que en el caso anterior pude reflejar
un efecto de compensacion frente al estrés en la piel de
estos pacientes inducido por el mismo tratamiento UVB-

nb como ya ha sido publicado previamente. (100)

e NFKBL1 (en muestras de piel que repigmentaron después
de tratamiento), gen involucrado en mecanismo de
traduccion de sefiales, se pudo observar patrones de
expresion diferencial entre el grupo de pacientes que
presentaron una respuesta a tratamiento bajo y el grupo
con una alta respuesta (tabla 31 y 32). Sin embargo, el
patrén de expresién para este gen fue mayor en el grupo
con respuesta a tratamiento bajo; debido a la amplia
participacion de este gen en diferentes procesos celulares,
podriamos suponer que su producto estd actuando en la
regulacién de la apoptosis e inflamacion, entre otros

procesos, en el tejido de este grupo de sujetos.

De este grupo de genes, los que presentan una mayor relevancia
estadistica corresponden a DCT involucrado en el pigmento, y que
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permite caracterizar los tres grupos de respuesta, y CCBL2 que
participa en la respuesta al estrés oxidativo, permite caracterizar

grupos de respuesta a tratamiento medio Yy alto.

5.3.2.3. Perfiles de expresion agrupados por actividad

dd vitiligo
En cuanto a los patrones de expresion obtenidos con diferencias
estadisticamente significativas, al utilizar el tipo de actividad del
vitiligo como parte de la variable de agrupacion de la respuesta
observada al tratamiento, s6lo fueron observados patrones de
expresion diferencial en los genes BAX, CFLAR, MCIR vy
WNT7A (tabla 32):

e BAX y CFLAR involucrados en mecanismo de apoptosis,
se observd que los patrones de expresion medios
detectados para el primero fueron altas en muestras de
vitiligo estable que presentaron respuesta a tratamiento
baja y media, detectados en tejido que repigmentd después
de tratamiento, indicando la posibilidad de mecanismos de
respuesta al estrés oxidativo en este tipo de piel. En el caso
de CFLAR en piel que no repigmentd después de
tratamiento, en paciente que presentaron vitiligo estable y
una respuesta a tratamiento baja y media, mostraron
patrones de expresion en promedio mayores que los
restantes tipos de piel analizadas. Al igual que para BAX,
esto puede dar cuenta de activacion de mecanismo de
respuesta al estrés en este tipo de piel.

e MCIR que participa en el mecanismo de pigmentacion, en
tejido normal antes de tratamiento, se observaron patrones

de expresion en promedio elevados en pacientes con
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vitiligo estable, en comparacion con su contraparte activa
cuya expresion fue menor. Esto puede ser relacionado con
una mejor respuesta a tratamiento en los sujetos que
presentan la forma estable de la enfermedad.

e Wnt7A, involucrado en mecanismo de sefializacion, se
observo en piel que no repigmentd después de tratamiento
diferencia estadistica significativa (0.05) en promedio
mayores en el grupo de respuesta correspondiente a
vitiligo estable. Esto pudiera dar cuenta de la activacion de
diferentes procesos celulares como diferenciacion de
melanocitos, 0 que su producto estén actuando en la
regulacion de procesos de apoptosis e inflamacion, entre
otros, en el tejido de este grupo de sujetos. También estos
resultados correlacionan con la observacion de
incrementos en el patron de expresion de CFLAR en este
mismo tipo de piel y de pacientes, lo que implica una
disminucion del estrés oxidativo y un aumento de la
expresion de WNT, como aportaron por Regazetti C et al
(2015). (92)

Si bien fueron encontradas notorias diferencias en los patrones de
expresion de los distintos tipos de piel analizadas, y contemplando
biopsias obtenidas después de realizado el tratamiento UVB-nb, no
obstante la finalidad de este estudio fue identificar genes con valor
predictivo. Para ello sélo fueron considerados los patrones de
expresion en la piel antes de aplicar tratamiento UVB-nb, a través
de los cuales logramos observar que los genes con utilidad

predictiva corresponden a (tablas 36 y 37):

e DCT y TYRP1, relacionados con la pigmentacion.
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CCBL2 y GPD1, relacionados con la respuesta al estrés

oxidativo

Y en el caso de contemplar el tipo de vitiligo como factor

determinante en la respuesta a tratamiento se presenta como mejor

candidato a:

MCI1R, relacionado con mecanismo de pigmentacién de la
piel.

5.3.3. ldentificacion de patrones de expresion con utilidad

prondstica mediante TruSeq de lllumina

Otro grupo de resultados fueron encontrados al analizar los

patrones de expresion de la piel antes de tratamiento, utilizando la
aplicacion TruSeq Targeted RNA disponible en BaseSpace

[llumina. Con esta fueron encontrados valores de expresion con

utilidad pronostica en:

Pacientes con vitiligo estable, en general presentaron
patrones de expresion diferenciales en el grupo de baja
respuesta, en comparacion con su contraparte respuesta
media en el gen MLANA relacionado con la biogénesis de
los melanosomas, y con el grupo que presenta una respuesta
alta con los genes TYRP1 y DCT relacionados con el
pigmento, los genes CSNK1G3, BAX y CFLAR relacionados
con mecanismos de apoptosis, y el gen MAPK1 relacionado
con sobre vida de la célula, proliferacion celular vy

diferenciacion celular.
Pacientes con vitiligo estable y una respuesta a tratamiento
media en comparacion con alta, se observa relacion con

genes de pigmentacion (DCT) y algunos involucrados en
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mecanismos de apoptosis (CSNK1G3, BAX, BCL3 y
CASP8). En todos los casos los patrones de expresion fueron
mayores en el grupo que presenta una repuesta media,
indicando que en estos pacientes esta operando el mecanismo
de apoptosis, a la vez de una induccion de la pigmentacion
mediada por DCT.

En el caso de los genes participantes en los procesos de
pigmentacion DCT, MLANA y TYRP1, ya ha sido descrito
alteraciones en los patrones de expresion en pacientes con
vitiligo en los trabajos publicados por Kingo K et al (2008) y
Regazzetti C et al (2015). Sin embargo en ambos estudios no es
analizado el cambio de expresion de estos genes producido por

tratamientos aplicados para esta enfermedad.

Con respecto a los genes implicados en el proceso de apoptosis
celular BAX, BCL3, CASP8, CFLAR y CSNK1G3, y en el
proceso de sobre vida de la célula MPAK1, no existen
publicaciones previas que describan la existencia de cambios en
sus patrones de expresion y su participacién en el desarrollo de

vitiligo estable, o su relacion con la respuesta a tratamiento.

e Pacientes con vitiligo activo y respuestas a tratamiento baja y
media, solo se observa alteracion de patrones de expresion en
genes relacionados con el proceso de pigmentacion. En el
grupo de baja respuesta se observd que TYRP1, DCT y
MLANA presentaron notoriamente patrones de expresion
menor, lo que da cuenta de la falta de pigmentacion y por lo

tanto, de una pobre respuesta a tratamiento.
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Pacientes con vitiligo activo y respuesta a tratamiento baja y
alta, se encuentra disminuido en el grupo de respuesta media
el gen TYRP1, dando cuenta esto de la baja respuesta de
pigmentacion frente a su contraparte, ademas de observarse
en este mismo tipo de piel un incremento en la expresion de
los genes CASP7 y 8 que participan en el mecanismo de
apoptosis. Ademas GPD1 se encuentra disminuido en este
grupo, lo que puede dar cuenta de una pobre respuesta al

estrés oxidativo, y por ende activacion de la apoptosis.

Pacientes con vitiligo activo con respuesta a tratamiento
media y alta, se observa patrones de expresion en promedio
mayores para los genes relacionados con la pigmentacion de
la piel DCT y TYRP1 en los pacientes que mostraron una
respuesta media, posiblemente debido a un proceso de
induccion de la pigmentacion, pero, en el caso de la respuesta
al estrés oxidativo, al igual que en la comparacién con el

grupo de respuesta bajo y alto, el patrén de GPD1 fue menor.

En cuanto a los genes participantes en el proceso de pigmentacion
de la piel, DCT, MLANA y TYRP1, en el caso del vitiligo activo

fue observada una situacion similar que lo descrito previamente

para los pacientes con vitiligo estable. En general, los pacientes

que presentan una respuesta pobre a tratamiento presentan patrones

de expresion baja para estos genes, y hasta el momento no existen

trabajos de otros grupos de investigacion que mencionen este tipo

de hallazgo.

Finalmente la alteracion en los niveles de CASP8 (participante en

mecanismo de apoptosis y que se encuentra sobre expresados en la
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piel de pacientes que presentan una pobre respuesta al tratamiento),
so0lo ha sido descrita mediante analisis por Western Blot en el
estudio realizado por Lee A et al (2004)(101) en epidermis
despigmentada en comparacion con epidermis normal de pacientes
con vitiligo, y al igual que para los otros genes, no se analiza su

relacion con la respuesta a tratamiento.

En ambos analisis, los realizados mediante ANOVA y TruSeq de
[llumina, se pudo observar patrones de expresion alterados en
genes participantes en las rutas de pigmentacion de la piel (DCT,
TYRP1, MC1R y MLANA), regulacion del estrés oxidativo
(CCBL2 y GPD1), apoptosis (CSNK1G3, BAX, BCL3 CFLAR,
CASP7 y CASP8) y la ruta de las MAP Cinasas (MAPK1)
relacionada con la proliferacion y diferenciacion celular, en este

caso de los melanocitos.
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VI. CONCLUSIONES

1.

La mayoria nuestros pacientes desarrollaron vitiligo antes
de los 30 afios, y el desarrollo de la enfermedad tuvo
relaciéon con antecedentes familiares de la patologia u otras

de naturaleza inmune.

Se confirmé que la fototerapia UVB-nb produjo cambios
significativos en los patrones de expresion de ciertos genes
analizados, relacionados principalmente con el proceso de

repigmentacion y apoptosis celular.

Se identifico que elevados nivele de TSH y un elevado peso
en los pacientes puede conducir a una pobre respuesta al
tratamiento UVB-nb,

El analisis de expresion permitio detectar mayoritariamente
diferencias significativas en los patrones de expresion de
los genes DCT, MLANA y TYRP1 en la piel con pigmento
(normal y repigmentada), en comparacién con piel
despigmentada (piel con vitiligo y que no repigmento

después de tratamiento).

No se observan diferencias significativas claras entre los
patrones de expresion de vitiligo activo vs vitiligo estable
mediante analisis de expresion secuenciacion masiva de

ARNM Truseq de [llumina.

Fue obtenido un grupo de genes con utilidad predictiva
para respuesta a tratamiento, relacionados con la
pigmentacion  (Dopacromo  tautomerasa, DCT), vy
relacionados con la respuesta al estrés oxidativo (Cysteine
Conjugate-Beta Lyase 2, CCBL2).
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7. En el caso de considerar el tipo de vitiligo como factor
determinante en la respuesta a tratamiento, el gen MCI1R,
puede ser de utilidad para diferenciar la respuesta entre

grupos activos y estables.

8. El analisis utilizando la aplicacion TruSeq Targeted RNA
de Illumina, nos ha sugerido como potenciales genes con
utilidad pronostica de respuesta a tratamiento, a los
participantes en las rutas de pigmentacion de la piel (DCT,
TYRP1 y MLANA), regulacion del estrés oxidativo
(GPD1), apoptosis (CSNK1G3, BAX, BCL3 CFLAR,
CASP7 y CASP8) vy la ruta de las MAP Cinasas (MAPK1)
relacionada con la proliferacion y diferenciacion celular, en

este caso de los melanocitos.

124



Jorge Ocampo Candiani

VII. BIBLIOGRAFIA

1. Sehgal VN, Srivastava G. Vitiligo: compendium of clinico-
epidemiological features. Indian journal of dermatology,
venereology and leprology. 2007 May-Jun; 73(3):149-56.

2. Njoo MD, Spuls PI, Bos JD, Westerhof W, Bossuyt PM.
Nonsurgical repigmentation therapies in vitiligo. Meta-analysis of
the literature. Archives of dermatology. 1998 Dec; 134(12):1532-
40.

3. Spritz RA. The genetics of generalized vitiligo and
associated autoimmune diseases. Journal of dermatological
science. 2006 Jan; 41(1):3-10.

4. Véazquez-Martinez OT, Veldsquez-Arenas L, Méndez-
Olvera N, Ocampo-Candiani J. Vitiligo. Overview and current
therapeutics. . DCMQ 2006; 3.

5. Steiner D, Bedin V, Brito M, Tadeu R, Steiner T. Vitiligo.
An bras Dermatol. 2004; 79(3):335-51.

6. Parsad D, Dogra S, Kanwar AJ. Quality of life in patients
with vitiligo. Health and quality of life outcomes. 2003; 1:58.

7. Moretti S. Vitiligo. Orphanet Encyclopedia. 2003:6.

8. Lerner AB, Nordlund JJ. Vitiligo. What is it? Is it
important? Jama. 1978 Mar 20; 239(12):1183-7.

125



Jorge Ocampo Candiani

9. Taieb A, Picardo M. The definition and assessment of
vitiligo: a consensus report of the Vitiligo European Task Force.
Pigment Cell Res. 2007 Feb; 20(1):27-35.

10. Halder RM, Chappell JL. Vitiligo update. Seminars in
cutaneous medicine and surgery. 2009 Jun; 28(2):86-92.

11. Nordlund JJ, Majumder PP. Recent investigations on

vitiligo vulgaris. Dermatologic clinics. 1997 Jan; 15(1):69-78.

12.  Akay BN, Bozkir M, Anadolu Y, Gullu S. Epidemiology of
vitiligo, associated autoimmune diseases and audiological
abnormalities: Ankara study of 80 patients in Turkey. Journal of
the European Academy of Dermatology and Venereology. 2010
Oct; 24(10):1144-50.

13. Howitz J, Brodthagen H, Schwartz M, Thomsen K.
Prevalence of vitiligo. Epidemiological survey on the Isle of
Bornholm, Denmark. Archives of dermatology. 1977 Jan;
113(1):47-52.

14.  Canizares O. Geographic dermatology: Mexico and Central
America. The influence of geographic factors on skin diseases.
Archives of dermatology. 1960 Dec; 82:870-93.

15. Ruiz-Maldonado R. Epidemiologia de las enfermedades de
la piel en la ciudad de Mexico (Doctoral dissertation. Tesis para
Médico Cirujano UNAM). 1964.

16. Ruiz-Maldonado R, Tamayo Sanchez L, Velazquez E.
[Epidemiology of skin diseases in 10,000 patients of pediatric age].
Boletin Medico del Hospital Infantil de Mexico. 1977 Jan-Feb;
34(1):137-61.

126



Jorge Ocampo Candiani

17.  Ocampo-Candiani J, Gonzalez-Gonzalez S, Jaramillo
Moreno G, Sobrevilla-Ondarza S, Luna-Gurrola C, Hernandez-
Baez A. Teledermatologia universitaria en Nuevo Leon.
Dermatologia Rev Mex. 2007; 51(3):3.

18.  Zhang XJ, Chen JJ, Liu JB. The genetic concept of vitiligo.
Journal of Dermatological Science. 2005 Sep; 39(3):137-46.

19. Huggins RH, Janusz CA, Schwartz RA. Vitiligo: a sign of
systemic disease. Indian Journal of Dermatology, Venereology and
Leprology. 2006 Jan-Feb; 72(1):68-71.

20.  Jin Y, Mailloux CM, Gowan K, Riccardi SL, LaBerge G,
Bennett DC, et al. NALP1 in vitiligo-associated multiple
autoimmune disease. The New England Journal of Medicine. 2007
Mar 22; 356(12):1216-25.

21. Allam M, Riad H. Concise review of recent studies in
vitiligo. Qatar Medical Journal. 2013; 2013(2):1-19.

22. Spritz RA. The genetics of generalized vitiligo and
associated autoimmune diseases. Pigment Cell Research. 2007
Aug; 20(4):271-8.

23. Tazi-Ahnini R, McDonagh AJ, Wengraf DA, Lovewell TR,
Vasilopoulos Y, Messenger AG, et al. The autoimmune regulator
gene (AIRE) is strongly associated with vitiligo. The British
Journal of Dermatology. 2008 Sep; 159(3):591-6.

24. Shajil EM, Chatterjee S, Agrawal D, Bagchi T, Begum R.
Vitiligo: pathomechanisms and genetic polymorphism of
susceptible genes. Indian J Exp Biol. 2006 Jul; 44(7):526-39.

127



Jorge Ocampo Candiani

25. Hann SK, Lee HJ. Segmental vitiligo: clinical findings in
208 patients. Journal of the American Academy of Dermatology.
1996 Nov; 35(5 Pt 1):671-4.

26.  Attili VR, Attili SK. Segmental and generalized vitiligo:
both forms demonstrate inflammatory histopathological features
and clinical mosaicism. Indian Journal of Dermatology. 2013 Nov;
58(6):433-8.

27. Majid I. Vitiligo Management: An Update. British Journal
of Medical Practitioners. 2010; 3(3):6.

28.  Alikhan A, Felsten LM, Daly M, Petronic-Rosic V.
Vitiligo: a comprehensive overview Part 1. Introduction,
epidemiology, quality of life, diagnosis, differential diagnosis,
associations, histopathology, etiology, and work-up. Journal of the
American Academy of Dermatology. 2011 Sep; 65(3):473-91.

29. Laddha NC, Dwivedi M, Mansuri MS, Gani AR,
Ansarullah M, Ramachandran AV, et al. Vitiligo: interplay
between oxidative stress and immune system. Experimental
Dermatology. 2013 Apr; 22(4):245-50.

30. Hegedus L, Heidenheim M, Gervil M, Hjalgrim H, Hoier-
Madsen M. High frequency of thyroid dysfunction in patients with
vitiligo. Acta dermato-venereologica. 1994 Mar; 74(2):120-3.

31.  Zhang XJ, Liu JB, Gui JP, Li M, Xiong QG, Wu HB, et al.
Characteristics of genetic epidemiology and genetic models for
vitiligo. Journal of the American Academy of Dermatology. 2004
Sep; 51(3):383-90.

128



Jorge Ocampo Candiani

32. Kingo K, Aunin E, Karelson M, Philips MA, Ratsep R,
Silm H, et al. Gene expression analysis of melanocortin system in
vitiligo. Journal of dermatological science. 2007 Nov; 48(2):113-
22.

33. Kingo K, Aunin E, Karelson M, Ratsep R, Silm H, Vasar
E, et al. Expressional changes in the intracellular melanogenesis
pathways and their possible role in the pathogenesis of vitiligo.
Journal of Dermatological Science. 2008 Oct; 52(1):39-46.

34.  Stromberg S, Bjorklund MG, Asplund A, Rimini R,
Lundeberg J, Nilsson P, et al. Transcriptional profiling of
melanocytes from patients with vitiligo vulgaris. Pigment cell &
melanoma research. 2008 Apr; 21(2):162-71.

35.  Salinas-Santander M. Analisis del perfil de expresion de
pacientes con vitiligo. (Doctoral dissertation, Universidad

Auténoma de Nuevo Ledn). 2012.

36. Lee AY. Role of keratinocytes in the development of
vitiligo. Annals of dermatology. 2012 May; 24(2):115-25.

37. McCurdy HM. Enzyme localization during melanogenesis.
The Journal of cell biology. 1969 Nov; 43(2):220-8.

38. Slominski A, Ermak G, Wortsman J. Modification of
melanogenesis in cultured human melanoma cells. In Vitro
Cellular and Developmental Biology Animal. 1999 Nov-Dec;
35(10):564-5.

39. Gillbro JM, Marles LK, Hibberts NA, Schallreuter KU.

Autocrine catecholamine biosynthesis and the beta-adrenoceptor

129



Jorge Ocampo Candiani

signal promote pigmentation in human epidermal melanocytes. J
Invest Dermatol. 2004 Aug; 123(2):346-53.

40. Rousseau K, Kauser S, Pritchard LE, Warhurst A, Oliver
RL, Slominski A, et al. Proopiomelanocortin (POMC), the
ACTH/melanocortin precursor, is secreted by human epidermal
keratinocytes and melanocytes and stimulates melanogenesis.
FASEB journal. 2007 Jun; 21(8):1844-56.

41. Costin  GE, Hearing VJ. Human skin pigmentation:
melanocytes modulate skin color in response to stress. FASEB
journal. 2007 Apr; 21(4):976-94.

42. Erb P, Ji J, Wernli M, Kump E, Glaser A, Buchner SA.
Role of apoptosis in basal cell and squamous cell carcinoma
formation. Immunol Lett. 2005 Aug 15; 100(1):68-72.

43, Moretti S, Fabbri P, Baroni G, Berti S, Bani D, Berti E, et
al. Keratinocyte dysfunction in vitiligo epidermis: cytokine
microenvironment and correlation to keratinocyte apoptosis. Histol
Histopathol. 2009 Jul; 24(7):849-57.

44,  Zhang Y, Liu L, Jin L, Yi X, Dang E, Yang Y, et al.
Oxidative stress-induced calreticulin expression and translocation:
new insights into the destruction of melanocytes. J Invest
Dermatol. 2014 Jan; 134(1):183-91.

45.  Stédnder S, Schwarz T. Tumor necrosis factor-related
apoptosis-inducing ligand (TRAIL) is expressed in normal skin
and cutaneous inflammatory diseases, but not in chronically UV-
exposed skin and non-melanoma skin cancer. The American
Journal of dermatopathology. 2005 Apr; 27(2):116-21.

130



Jorge Ocampo Candiani

46.  Ayatollahi SA, Ajami M, Reyhanfard H, Asadi Y, Nassiri-
Kashani M, Rashighi Firoozabadi M, et al. BCL-2 and Bax
Expression in Skin Flaps Treated with Finasteride or Azelaic Acid.
Iranian journal of pharmaceutical research. 2012 Fall; 11(4):1285-
90.

47. Baltadzhiev IG, Delchev SD. Changes of Bcl-2, Bax and
Caspase-3 expression in the dermal microvascular endothelial cells
and the epidermal layers of the eschar (tache noire) in patients with
Mediterranean spotted fever. Folia histochemica et cytobiologica.
2013; 51(2):121-6.

48. Garcia M, Vecino E. [Intracellular pathways leading to
apoptosis of retinal cells]. Archivos de la Sociedad Espanola de
Oftalmologia. 2003 Jul; 78(7):351-64.

49.  Cecconi F, Roth KA, Dolgov O, Munarriz E, Anokhin K,
Gruss P, et al. Apafl-dependent programmed cell death is required
for inner ear morphogenesis and growth. Development. 2004 May;
131(9):2125-35.

50. Kalra N, Roy P, Prasad S, Shukla Y. Resveratrol induces
apoptosis involving mitochondrial pathways in mouse skin
tumorigenesis. Life sciences. 2008 Feb 13; 82(7-8):348-58.

51.  Ahamad MS, Siddiqui S, Jafri A, Ahmad S, Afzal M,
Arshad M. Induction of Apoptosis and Antiproliferative Activity
of Naringenin in Human Epidermoid Carcinoma Cell through ROS
Generation and Cell Cycle Arrest. PloSone. 2014; 9(10):e110003.

52. Nordlund JJ, Lerner AB. Vitiligo. It is important. Archives
of dermatology. 1982 Jan; 118(1):5-8.

131



Jorge Ocampo Candiani

53. Koga M. Vitiligo: a new classification and therapy. British
journal of dermatology. 1977 Sep; 97(3):255-61.

54, Koga M, Tango T. Clinical features and course of type A
and type B vitiligo. British journal of dermatology. 1988 Feb;
118(2):223-8.

55. Hann SK, Chang JH, Lee HS, Kim SM. The classification
of segmental vitiligo on the face. Yonsei medical journal. 2000
Apr; 41(2):209-12.

56. Njoo MD, Das PK, Bos JD, Westerhof W. Association of
the Kobner phenomenon with disease activity and therapeutic
responsiveness in vitiligo vulgaris. Archives of dermatology. 1999
Apr; 135(4):407-13.

57. Norris DA, Horikawa T, Morelli JG. Melanocyte
destruction and repopulation in vitiligo. Pigment cell research /
sponsored by the European Society for Pigment Cell Research and
the International Pigment Cell Society. 1994 Aug; 7(4):193-203.

58.  Sahni K, Parsad D. Stability in Vitiligo: Is there a Perfect
Way to Predict it? Journal of cutaneous and aesthetic surgery. 2013
Apr; 6(2):75-82.

59. Carsberg CJ, Warenius HM, Friedmann PS. Ultraviolet
radiation-induced melanogenesis in human melanocytes. Effects of
modulating protein kinase C. Journal of cell science. 1994 Sep;
107 ( Pt 9):2591-7.

60. Bulat V, Situm M, Dediol I, Ljubici¢ I, Bradi¢ L. The
mechanisms of action of phototherapy in the treatment of the most

common dermatoses. Coll Antropol. 2011; 35(suppl 2):5.

132



Jorge Ocampo Candiani

61. El Mofty M, Bosseila M, Mashaly HM, Gawdat H, Makaly
H. Broadband ultraviolet A vs. psoralen ultraviolet A in the
treatment of vitiligo: a randomized controlled trial. Clinical and
experimental dermatology. 2013 Dec; 38(8):830-5.

62.  Czajkowski R. Comparison of melanocytes transplantation
methods for the treatment of vitiligo. Dermatologic surgery. 2004
Nov; 30(11):1400-5.

63. Mulekar SV. Long-term follow-up study of 142 patients
with vitiligo wvulgaris treated by autologous, non-cultured
melanocyte-keratinocyte cell transplantation. International journal
of dermatology. 2005 Oct; 44(10):841-5.

64.  Westerhof W, Nieuweboer-Krobotova L. Treatment of
vitiligo with UV-B radiation vs topical psoralen plus UV-A.
Archives of dermatology. 1997 Dec; 133(12):1525-8.

65. Hartmann A, Lohberg L, Keikavoussi P, Eichner S, Schuler
G. Treatment of generalised vitiligo with tacrolimus 0.1% ointment
vs. UVB intense pulsed light phototherapy: a pilot study. Acta
dermato-venereologica. 2014 Sep; 94(5):585-7.

66. Kang HY, Choi YM. FK506 increases pigmentation and
migration of human melanocytes. British journal of dermatology.
2006 Nov; 155(5):1037-40.

67.  Seirafi H, Farnaghi F, Firooz A, Vasheghani-Farahani A,
Alirezaie NS, Dowlati Y. Pimecrolimus cream in repigmentation
of vitiligo. Dermatology. 2007; 214(3):253-9.

133



Jorge Ocampo Candiani

68.  Shahzad A, Shahzad M, Khurshid K. Topical calcipotriol in
dermatology. Journal of Pakistan Association of Dermatologists.
2006; 16:4.

69. Gauthier Y, Anbar T, Lepreux S, Cario-Andre M, Benzekri
L. Possible mechanisms by which topical 5-Fluorouracil and
dermabrasion could induce pigment spread in vitiligo skin: an
experimental study. ISRN dermatology. 2013; 2013:852497.

70. Vazquez-Martinez ~ OT, Martinez-Rodriguez HG,
Velasquez-Arenas L, Banos-Gonzalez D, Ortiz-Lopez R, Padilla-
Rivas G, et al. Treatment of vitiligo with a melanocyte-
keratinocyte cell suspension versus dermabrasion only: a pilot
study with a 12-month follow up. Journal of drugs in dermatology.
2011 Sep; 10(9):1032-6.

71. Chen YF, Yang PY, Hu DN, Kuo FS, Hung CS, Hung CM.
Treatment of vitiligo by transplantation of cultured pure
melanocyte suspension: analysis of 120 cases. Journal of the
American Academy of Dermatology. 2004 Jul; 51(1):68-74.

72.  Olsson MJ, Juhlin L. Long-term follow-up of leucoderma
patients treated with transplants of autologous cultured
melanocytes, ultrathin epidermal sheets and basal cell layer
suspension. British journal of dermatology. 2002 Nov; 147(5):893-
904.

73. Savant SS. Therapeutic spot and regional dermabrasion in
stable vitiligo. Indian journal of dermatology, venereology and
leprology. 1996 May-Jun; 62(3):139-45.

134



Jorge Ocampo Candiani

74.  Andreassi L, Pianigiani E, Andreassi A, Taddeucci P,
Biagioli M. A new model of epidermal culture for the surgical
treatment of vitiligo. International journal of dermatology. 1998
Aug; 37(8):595-8.

75. Mutalik S, Ginzburg A. Surgical management of stable
vitiligo: A review with personal experience. Dermatologic surgery.
2000 Mar; 26(3):248-54.

76. Kaufmann R, Greiner D, Kippenberger S, Bernd A.
Grafting of in vitro cultured melanocytes onto laser-ablated lesions

in vitiligo. Acta dermato-venereologica. 1998 Mar; 78(2):136-8.

77. Njoo MD, Nieuweboer-Krobotova L, Westerhof W.
Repigmentation of leucodermic defects in piebaldism by
dermabrasion and thin split-thickness skin grafting in combination
with minigrafting. British journal of dermatology. 1998 Nov;
139(5):829-33.

78. Olsson  MJ, Juhlin L. Leucoderma treated by
transplantation of a basal cell layer enriched suspension. British
journal of dermatology. 1998 Apr; 138(4):644-8.

79. Gauthier Y, Surleve-Bazeille JE. Autologous grafting with
noncultured melanocytes: a simplified method for treatment of
depigmented lesions. Journal of the American Academy of
Dermatology. 1992 Feb; 26(2 Pt 1):191-4.

80. Tegta GR, Parsad D, Majumdar S, Kumar B. Efficacy of
autologous transplantation of noncultured epidermal suspension in
two different dilutions in the treatment of vitiligo. International
journal of dermatology. 2006 Feb; 45(2):106-10.

135



Jorge Ocampo Candiani

81. Mulekar SV. Melanocyte-keratinocyte cell transplantation
for stable vitiligo. International journal of dermatology. 2003 Feb;
42(2):132-6.

82. Lahiri K. Evolution and evaluation of autologous mini
punch grafting in vitiligo. Indian journal of dermatology. 2009;
54(2):159-67.

83. Singh KG, Bajaj AK. Autologous miniature skin punch
grafting in vitiligo. Indian journal of dermatology, Venereology
and Leprology. 1995 Mar-Apr; 61(2):77-80.

84. Njoo MD, Westerhof W, Bos JD, Bossuyt PM. A
systematic review of autologous transplantation methods in
vitiligo. Archives of dermatology. 1998 Dec; 134(12):1543-9.

85.  Guerra L, Capurro S, Melchi F, Primavera G, Bondanza S,
Cancedda R, et al. Treatment of "stable™ vitiligo by Timedsurgery
and transplantation of cultured epidermal autografts. Archives of
dermatology. 2000 Nov; 136(11):1380-9.

86. Mosher DB, Parrish JA, Fitzpatrick TB. Monobenzylether
of hydroquinone. A retrospective study of treatment of 18 vitiligo
patients and a review of the literature. British journal of
dermatology. 1977 Dec; 97(6):669-79.

87.  Cucchi ML, Frattini P, Santagostino G, Orecchia G. Higher
plasma catecholamine and metabolite levels in the early phase of
nonsegmental vitiligo. Pigment cell research. 2000 Feb; 13(1):28-
32.

88. Nagui NA, Mahmoud SB, Abdel Hay RM, Hassieb MM,

Rashed LA. Assessment of gene expression levels of

136



Jorge Ocampo Candiani

proopiomelanocortin - (POMC) and melanocortin-1  receptor
(MC1R) in vitiligo. Australasian journal of dermatology. 2015 Oct
6.

89.  Santa Cruz FJ. Vitiligo. Revista de la Facultad de Medicina
UNAM. 2003; Julio-Agosto:46(4):152-156.

90. Kumar YH, Rao GR, Gopal KV, Shanti G, Rao KV.
Evaluation of narrow-band UVB phototherapy in 150 patients with
vitiligo. Indian journal of dermatology, venereology and leprology.
2009 Mar-Apr; 75(2):162-6.

91. Chen GY, Hsu MM, Tai HK, Chou TC, Tseng CL, Chang
HY, et al. Narrow-band UVB treatment of vitiligo in Chinese. The
Journal of dermatology. 2005 Oct; 32(10):793-800.

92. Regazzetti C, Joly F, Marty C, Rivier M, Mehul B,
Reiniche P, et al. Transcriptional Analysis of Vitiligo Skin Reveals
the Alteration of WNT Pathway: A Promising Target for
Repigmenting Vitiligo Patients. The Journal of investigative
dermatology. 2015 Dec; 135(12):3105-14.

93. Kumar R, Parsad D, Kanwar AJ. Role of apoptosis and
melanocytorrhagy: a comparative study of melanocyte adhesion in
stable and unstable vitiligo. The British journal of dermatology.
2011 Jan; 164(1):187-91.

94.  Schallreuter KU, Behrens-Williams S, Khaliqg TP, Picksley
SM, Peters EM, Marles LK, et al. Increased epidermal functioning
wild-type p53 expression in vitiligo. Experimental dermatology.
2003 Jun; 12(3):268-77.

137



Jorge Ocampo Candiani

95.  Schallreuter KU, Moore J, Wood JM, Beazley WD, Peters
EM, Marles LK, et al. Epidermal H(2)O(2) accumulation alters
tetrahydrobiopterin (6BH4) recycling in vitiligo: identification of a
general mechanism in regulation of all 6BH4-dependent
processes? The Journal of investigative dermatology. 2001 Jan;
116(1):167-74.

96. Gupta Y, Ammini AC. Vitiligo, hypothyroidism and
cardiomyopathy. Indian journal of endocrinology and metabolism.
2012 May; 16(3):463-5.

97. Kasumagic-Halilovic E, Prohic A, Begovic B, Ovcina-
Kurtovic N. Association between Vitiligo and Thyroid
Autoimmunity. Journal of Thyroid Research. 2011; 2011.

98. Reyes J M. Caracteristicas inflamatorias de la obesidad.
Revista chilena de nutricion. 2010; 37:498-504.

99. Versini M, Jeandel PY, Rosenthal E, Shoenfeld Y. Obesity
in autoimmune diseases: not a passive bystander. Autoimmunity
reviews. 2014 Sep; 13(9):981-1000.

100. Karsli N, Akcali C, Ozgoztasi O, Kirtak N, Inaloz S. Role
of oxidative stress in the pathogenesis of vitiligo with special
emphasis on the antioxidant action of narrowband ultraviolet B
phototherapy. The Journal of international medical research. 2014
Jun; 42(3):799-805.

101. Lee AY, Youm YH, Kim NH, Yang H, Choi WI.
Keratinocytes in the depigmented epidermis of vitiligo are more

vulnerable to trauma (suction) than keratinocytes in the normally

138



Jorge Ocampo Candiani

pigmented epidermis, resulting in their apoptosis. The British
journal of dermatology. 2004 Nov; 151(5):995-1003.

139



Jorge Ocampo Candiani

140



Jorge Ocampo Candiani

VIIl. RESUMEN

Introduccién: El vitiligo pertenece a una familia de enfermedades
cutaneas congénitas o adquiridas, caracterizadas por falta de
pigmentacion en la piel en forma de maculas bien definidas,
acromicas o hipocromicas, en las cuales se ha observado el
deterioro de la funcion del melanocito, la célula de la piel
encargada de la produccién de la melanina. Aunque se ha descrito
que esta enfermedad afecta entre el 0.1 y el 2% de la poblacion
mundial, su prevalencia varia considerablemente entre la poblacion

0 grupo étnico analizado.

Las causas del vitiligo son complejas y alin no se han
comprendido en su totalidad. Varias hipotesis han sido
desarrolladas para explicar el proceso de despigmentacion, o
incluso la destruccion del melanocito. Sin embargo, no dan cuenta

del completo espectro de esta enfermedad.

Los estudios realizados a la fecha se han enfocado en estudiar la
importancia del melanocito como productor de pigmento y
describir como las alteraciones en el mismo tienen como
consecuencia el desarrollo del vitiligo. Sin embargo, en su mayoria
estos han sido realizados a través de métodos de cultivo celular, lo
que puede alterar los patrones de expresion reales de la célula, en
comparacion con los presentes en su tejido de origen, por lo que el
estudio del microambiente de la piel y el anélisis del estado
funcional de sus componentes celulares, pueden ayudar a

determinar la mejor alternativa terapéutica en la repigmentacion.
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Objetivo: Identificar en la piel de pacientes con vitiligo antes y
después de ser sometidos a tratamiento con fototerapia UVB-nb,

cambios en patrones de expresion de genes con utilidad prondstica.

Material y Método: Estudio comparativo, prospectivo, ciego con
respecto al evaluador, experimental y longitudinal. Una vez
obtenido el consentimiento informado, fueron incluidos cuarenta y
cinco sujetos con Vitiligo Vulgar (21 sexo Femenino y 24 sexo
Masculino; 23 con forma activa del vitiligo vulgar y 22 con su
forma estable), provenientes del Estado de Nuevo Leon, México,
que asistieron al Servicio de Dermatologia del Hospital
Universitario José Eleuterio Gonzéalez (HUJEG), de la Universidad
Auténoma de Nuevo Leon (UANL), Monterrey (MTY), Nuevo
Ledn, México. Previo al tratamiento se obtuvieron muestras de
sangre para realizar pruebas bioquimicas en el Laboratorio Central
y en el Servicio de Endocrinologia del Hospital Universitario
UANL. Ademas, se tomaron 2 biopsias de piel en sacabocado de 4
mm en cada paciente, correspondientes a piel lesionada y piel sana
respectivamente. Posteriormente fue iniciado el tratamiento
utilizado el equipo de fototerapia UVB-nb en cada paciente, 2
veces por semana, 48 sesiones totales. Al finalizar el protocolo se
tomaron biopsias controles, una en tejido repigmentado y otra en

el tejido que no experimento respuesta al tratamiento.

Las biopsias de piel fueron utilizadas para extraer ARNm mediante
RNaeasy MiniKit de QIAGEN, EI cual fue cuantificado y utilizado
para realizar el analisis de expresion mediante RNA-Seq (analisis
de expresion mediante secuenciacion masiva de ARN), en genes
participantes en las rutas de pigmentacion de la piel, apoptosis,

estres oxidativo, traduccion de sefial y sobrevida celular, con la
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finalidad de identificar cambios asociados con el estado de la piel
del paciente con utilidad pronoéstica de tratamiento. Los analisis
moleculares y perfiles de expresion de la biopsias de piel fueron
realizados en la Unidad de Biologia Molecular, Gendmica y
Secuenciacion (UBMGyS) del Centro de Investigacion y
Desarrollo en Ciencias de la Salud (CIDICS) UANL, MTY,
México.

Los resultados clinicos de respuesta a tratamiento fueron evaluados
por 2 investigadores independientes y cegados a los resultados de
la secuenciacion masiva de RNA mediante TruSeq de las muestras

de piel.

Finalmente, el analisis estadistico de los niveles de expresion y su
relacion con los parametros clinicos, bioquimicos y respuesta a
tratamiento, fue realizado mediante R de Bioconductor, SPSS y

BaseSpace de Illumina

Resultados: Se observd que la mayoria de los pacientes
desarrollan la enfermedad antes de los 30 afios, y que el desarrollo
de la patologia tenia relacion con antecedentes heredofamiliares de

la patologia u otras de naturaleza inmune.

La correlacion entre los resultados clinicos, bioquimicos y de
expresion permitio identificar que elevados niveles de TSH, y un
elevado peso en los pacientes puede conducir a una pobre
respuesta al tratamiento UVB-nb. Por otra parte, el analisis de
expresion permitié detectar diferencias significativas en los
patrones de expresion de los genes DCT, MLANA y TYRP1 en la

piel que presentdé pigmento (normal y repigmentada), en
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comparacion con su contraparte despigmentada (piel con vitiligo y

que no repigmento después de tratamiento).

Ademas, se obtuvo un grupo de genes con utilidad predictiva para
respuesta a tratamiento, relacionados con la pigmentacion (DCT y
TYRP1), y con la respuesta al estrés oxidativo (CCBL2 y GPD1);
por otra parte, si se considera el tipo de vitiligo vulgar de acuerdo a
su progresion de la enfermedad como factor determinante en la
respuesta a tratamiento, el gen MC1R, puede ser de utilidad para

diferenciar la respuesta entre grupos activos y estables.

Finalmente, el andlisis utilizando la aplicacion TruSeq Targeted
RNA de Illumina sugiere a los genes participantes en la
pigmentacion de la piel (DCT, TYRP1 y MLANA), regulacion del
estres oxidativo (GPD1), apoptosis (CSNK1G3, BAX, BCL3
CFLAR, CASP7 y CASP8) y la ruta de las MAP Cinasas
(MAPK?1) relacionada con la proliferacion y diferenciacion celular,
como potenciales marcadores moleculares con utilidad pronostica

de respuesta a tratamiento.

Financiamiento: Este proyecto contdé con financiamiento del
“Programa de Apoyo a la Investigacion Cientifica y Tecnologica”
(PAICYT - UANL) con nimero CS879-11, y de recursos propios
del Servicio de Dermatologia, Hospital Universitario Dr. Jose
Eleuterio Gonzalez, UANL, MTY, Nuevo Ledn México.
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ANEXO 1: For ma de consentimiento infor mado
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ANEXO 2: Encuesta a pacientes
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ANEXO 3: Pruebas T Student perfiles de expresion biopsias de
piel.

En las tablas se presentan los resultados del analisis estadistico
mediante prueba T de Student de cada una de las comparaciones
presentadas para cada gen. NOR corresponde a Piel Normal, VIT
corresponde a piel con vitiligo, REPI corresponde a piel
repigmentada después de tratamiento y NOREP a piel que no
repigmentd después de tratamiento.
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