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RESUMEN

Introduccion. El vitiligo es un trastorno de hipopigmentacién en el que las células
blanco son los melanocitos. Los melanocitos son mas susceptibles al dafio, debido a
polimorfismos en genes relacionados con mecanismos antioxidantes. Esto condiciona
desequilibrio en el potencial 6xido-reduccién que induce su apoptosis. Luego de su
destruccion, se liberan proteinas modificadas que eran parte del melanosoma como
Melan-A, MART1 y glucoproteina 100 y sefiales moleculares asociadas a dafio como
las vesiculas conocidas como exosomas que transportan microRNAS, mismos que son
capaces de modificar el fenotipo de las células que los internalizan mediante la
inhibicién de genes. En relacion con su papel en vitiligo los microRNA que se estudian
en la presente tesis, los relacionados con activacion endotelial y con inflamacion son
microRNA 126 y microRNA 146a, respectivamente.

Objetivo: Determinar la expresion de microRNA-146a y microRNA-126 exosomal en
el suero de pacientes con vitiligo vulgar y su relacién con la actividad de la enfermedad.
Sujetos y métodos: Se reclutaron 10 pacientes con vitiligo activo que recibieron
tratamiento con dexametasona 4 mg tabletas durante 2 dias consecutivos a la semana
por 2 meses, a los cuales se les tomé una muestra de 5 mililitros para obtencion de
suero. Antes y después del tratamiento se les tom6 la muestra sanguinea, para
determinar los niveles de microRNA en suero por RT-qPCR., se realiz6 el mismo
proceso para el grupo control de sujetos sanos.

Resultados: Los niveles de microRNA 146a se encuentran elevados en pacientes con
actividad de vitiligo comparados con los controles sanos. Los niveles de microRNA 126
se encontraron disminuidos en pacientes con vitiligo activo comparados con el grupo
de control sano. El tratamiento con minipulsos de dexametasona aumenta la expresion
en suero de miRNA-126. Los niveles de microRNA146a, disminuyen con el tratamiento
sistémico.

Conclusiones. Los niveles de microRNA126 son inversamente proporcionales a la
actividad de la enfermedad, los niveles de microRNA 146a se relacionan de forma

directamente proporcional a la actividad del vitiligo.

Palabras clave: Vitiligo, skin pigmentation, microRNAs
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ANEXO

LISTA DE ABREVIATURAS Y SIMBOLOS

Mir: MicroRNA

RNA: Acido ribonucleico

VCAM: Molécula de adhesion vascular

ICAM: Molécula de adhesion intercelular
Nrf2-ARE/HO-1: Factor nuclear E2 relacionado con el factor 2 elemento
de respuesta antioxidante/hemol oxigenasa

UPR: Proteinas no desdobladas

DNA: Acido desoxirribonucleico

ATP: Adenosintrifosfato

UVB-NB: Ultravioleta B-Banda estrecha

pri-miRNA: microRna primarios

RISC: Proteina argonauta con el complejo multiproteico
TYRP1: Proteina 1 relacionada con la tirosinasa
MITF1: Factor de transcripcién asociado a microftalmia
VEGF: Factor de crecimiento endotelial vascular

FGF: Factor de crecimiento fibroblastos

VIDA: indice de Actividad de vitiligo

STEM: Microscopia electrénica de transmisién con unidad de barrido
IL1beta: Interleucina 1 beta

TNF: Factor de necrosis tumoral

NFKB: Factor nuclear kappa b

ACKR2: Receptor atipico de quimiocinas 2

Mm: Milimetros



ANEXO

LISTA DE DEFINICIONES

Vitiligo activo: Presencia de manchas acromicas que clinicamente se
distingue por presentar patrén tricromico de las lesiones, manchas en
confeti, eritema perilesional y aumento en su diametro.

Vitiligo estable: Vitiligo sin datos de actividad

microRNA: Subtipo de RNA no codificante de aproximadamente 22
nucleotidos de longitud cuya funcion es modificar la expresion de genes en
la célula donde se expresan

Manchas en confeti: Maculas de 2-3 milimetros alrededor de una mancha
acrémica de mayor tamafio

Eritema perilesional: Enrojecimiento con descamacion en la periferia de
manchas acromicas

Fenomeno de Koebner: Reproduccion de las manchas en sitios de
traumatismos cutaneos

Aparienciatricromica de las lesiones

Acromia: Pérdida de la totalidad del pigmento en la piel

VCAM: Glucoproteina de adhesion celular en las células endoteliales
humanas de 110 kDa

ICAM: Glucoproteina de membrana con un dominio extracelular de
membrana, es una molécula de adhesion celular expresada en leucocitos y
células endoteliales activadas de 85 a 110 kDa. También se le conoce como
CD54.

Melanosoma: Organelo en el que se realiza la sintesis, almacenamiento y
transporte de melanina que pueden llegar a medir hasta 500 nm.
Queratinocito: Células epidérmicas que realizan sintesis de queratina
Melanina: Polimero insoluble derivados de la tirosina que causa la

pigmentacién de la piel y pelo
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ANTECEDENTES

El vitiligo es una patologia que cursa con despigmentacion. Se considera autoinmune
ya que las células del sistema inmune destruyen melanocitos y/o su desprendimiento
de la membrana basal. Esto conduce a la disminucion en la sintesis y transferencia de
la melanina, por lo que ésta pérdida tiene como consecuencia el desarrollo de maculas
acrémicas en piel.

Este trastorno afecta del 0.5 al 2% de la poblacién general sin existir diferencia entre
ambos sexos, aunque es mas probable que las mujeres acudan a recibir atencion
meédica, ya que a diferencia de los hombres éstas se preocupan mas por su la
enfermedad (1). La edad de presentacion es variable, aunque hasta el 50% de los
afectados inician con la enfermedad antes de los 20 afios de edad (1).

1. Estrés oxidativo

Este es un factor enddgeno que se ha descrito en los melanocitos de los pacientes con
vitiligo. Se observa aumento en algunas enzimas que traducen estrés oxidativo, como
son las especies reactivas de oxigeno (peroxido de hidrégeno, radicales hidroxilo,
singlete de oxigeno, anién superodxido). Estas se producen en condiciones normales
como parte del metabolismo celular; sin embargo se han encontrado incrementadas
en pacientes con vitiligo tanto en células de sangre periférica (2,3) como en
melanocitos. Paraddjicamente, la produccion de melanina aumenta la concentracion
de estos aniones incrementando el estrés. Otras condiciones en las que se produce
exceso de especies reactivas de oxigeno son durante la diferenciacion, proliferacion y
apoptosis celular. Se han identificado otros factores que contribuyen a la elevacién de
especies reactivas como lo son anormalidades en las vias antioxidantes (via Factor
nuclear E2 relacionado con el factor 2 elemento de respuesta antioxidante/hemol
oxigenasa (Nrf2-ARE/HO-1) (4); y la disminucion de enzimas como la catalasa y
glutation peroxidasa (5); ademas de otros antioxidantes no enzimaticos que afectan el

equilibrio éxido reduccion (6).



El dafio al melanocito se desencadena por la acumulacién de péptidos no procesados
y algunas citocinas en el reticulo endoplasmico, que conducen a la apoptosis y
posteriormente a la exposicion de sus antigenos. Esto despierta una respuesta inmune
mediante la via en contra de proteinas no desdobladas (UPR) (7). También se ha
descrito que la calcireticulina proveniente del reticulo endoplasmico de monocitos,
macrofagos, células de Langerhans, linfocitos T, neutrofilos, cuya funcion es regular la
concentracion de calcio intracelular, se encuentra involucrada en la apoptosis del
melanocito (7).

Otro factor involucrado es la disfuncion mitocondrial que puede llevar a la
sobreproduccion de especies reactivas de oxigeno, asi como los defectos en su
membrana, principalmente debido a la distribucién de colesterol y cardiolipina (3). El
dafo oxidativo es también evidente en el DNA de pacientes con vitiligo, ya que existe
aumento de 8-2dehidroxiguanosina en suero y piel, ademas de que algunos
polimorfismos de vias involucradas para reparar el dafio causado predisponen mayor
riesgo de vitiligo, como el APE1-Aspl48Glu (8). Ademéas del melanocito, los
queratinocitos adyacentes también se afectan produciendo dafio a su membrana
mitocondrial alterando la sintesis de lipidos (2).

Otros factores que se relacionan a la alteracion de estrés oxidativo en melanocitos y
gueratinocitos son la activacion de la via dependiente de p53 y de RNASET2 (2), vias

gue son producidas en estrés oxidativo y que alteran la supervivencia celular.

Los factores exdgenos incluyen radiacion ultravioleta, infecciones, estrés emocional,
anormalidades neurales, embarazo, farmacos, vacunacion, exposicion a citotoxicos

como el fenol, hormonas, y farmacos (2).

Las moléculas liberadas del melanocito apoptético mediante exosomas son
reconocidas como antigenos debido a su modificacion por el estrés oxidativo al que
estuvieron expuestos, dando como resultado la pérdida de la tolerancia inmune ante
estos (7). La activacion de células dendriticas cuando los neoantigenos son liberados
de los exosomas, entre los que se incluye el Adenosintrifosfato (ATP), activaran la via

del inflamosoma criopirina y fomentara la maduracién de la célula dendritica (2). Como



consecuencia de esta interaccion de la célula de Langerhans en la presentacion de
antigenos con linfocitos T, se incrementa la migracion de linfocitos T residentes en
zonas lesional y perilesional. Este proceso se estimula mediante la proteina de choque
térmico 70, que aumenta la expresién de marcadores de maduracion de las células de
Langerhans. (9,10)

Los linfocitos T aumentan la expresion de proteina de choque térmico 70, generando
un ciclo de retroalimentacion positiva que induce la destruccion del melanocito. La
proporcion de linfocitos CD8 citotdxicos que se encuentran tanto en piel lesional como
perilesional en vitiligo activo y estable, es mayor que la de CD4+, sobre todo en los

casos de vitiligo activo (11).

Los antigenos contra los que se dirige la respuesta inmune incluyen a los que se
encargan de la sintesis de melanina como Melan A/ tirosinasa, y la glucoproteina 100
(12).

Debido a que en su fisiopatogenia participan el estrés oxidativo y el sistema inmune,
existen diversas modalidades de tratamiento dirigidas a esas causas. Sin embargo
hasta hoy no existe un tratamiento completamente eficiente para ésta enfermedad.
Algunas estrategias terapéuticas buscan reducir las especies reactivas de oxigeno,
como la radiacion ultravioleta. De igual forma, la repigmentacion que ofrece el
tacrolimus topico también se debe a la reduccion en el estrés oxidativo (2). Otras
intervenciones incluyen la desactivacion de la respuesta inmune, evitando la infiltracion
de células citotoxicas y favoreciendo el incremento de linfocitos T reguladores, como
es el caso de UVB-NDb (2).

El éxito de los tratamientos depende del tiempo de evolucién de los pacientes, ya que
existe una menor tasa de repigmentacion cuando la condicién tiene mas de un afio de

evolucion (1). Esto se debe a que la extension del dafio celular se vuelve irreversible.
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2. MicroRNA-146a

Los microRNA al igual que IosRNA circulares y los RNA largos no codificantes, se
encuentran en el grupo de RNAs no codificantes. En el 2015 existian cerca de 2000
tipos de microRNA humanos (13).

Estan conformados por RNA de una sola cadena con 18 a 25 nucleotidos, que al unirse
de forma no especifica con RNA mensajeros regulan la expresion de genes. Son
codificados en las regiones intergénicas e intrones del DNA, y generados mediante la
via RNA polimerasa lll. Son importantes ya que aproximadamente el 60% de los genes
de proteinas en los seres humanos estan regulados mediante la participacion de
microRNAs (14).

Los microRNA provienen de la transcripcién de secuencias mas largas o microRna
primarios (pri-miRNA), que son procesados en el nucleo por la enzima Drosha
endonucleasa RNA lll. Estos suceden a los premiRNA, que son transportados por el
complejo exportina5/RAN-GTP hacia el citoplasma en donde la endonucleasa Dicer
escinde el premiRNA para originar dos nucleétidos 3'. En su proceso de maduracion
se requiere la accién de una cadena de mirNA para ser transportada en la proteina
argonauta con el complejo multiproteico (RISC) o complejo silenciador inducido por
RNA.

Estudios previos han demostrado la participacion de microRNA en vitiligo tanto en la
via del estrés oxidativo como en el desarrollo de autoinmunidad. En piel afectada se
han encontrado elevados los miR-1, miR-133b, miR135a, miR-183, miR-190, miR-214,
miR-301b, miR-30a-3p, miR-375, miR-487a, miR-517c, y miR-616 (15).

Estudios en cultivos celulares han observado relacion entre la presencia de microRNAs
y estrés oxidativo (16).

En cuanto a la severidad de la enfermedad por area de superficie corporal afectada,
se ha documentado el posible papel de miR- 574-3p, miR-16, miR-19b, y miR-720 ya
gue se observO su aumento en suero de pacientes con vitiligo no segmentario,

comparado con controles sanos (17).
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Existe relacion entre la elevacién de ciertos microRNA como el microRNA1G, y la
actividad de enfermedades autoinmunes como la artritis reumatoide, CUCI y Crohn
(17). El valor de miR-146a exosomal se encuentra aumentado en suero de pacientes
con vitiligo vulgar comparado con sujetos sanos, ademas de que ya se ha establecido
Su incremento en pacientes con artritis reumatoide en células de sangre periférica (18).
Otro de los microRNA que juega un papel importante en la fisiopatologia del vitiligo es
miR-155. El perfil de citocinas secretado por los melanocitos y queratinocitos induce
su expresion, debido a que desregula el crecimiento de los linfocitos CD8
disminuyendo su expresion, aumentando el numero de linfocitos T reguladores
favoreciendo la proliferacion de melanocitos (19). EI MicroRNA 211 se encarga de
promover la melanogénesis inhibiendo el receptor 2 de crecimiento transformante beta,
que a su vez disminuye la expresion de las enzimas tirosinasa y TYRP1.El miR-25, se
incrementa cuando existe estrés oxidativo siendo su gen blanco el MITF1 (factor de
transcripcion asociado a microftalmia) teniendo como consecuencia la disminucion de
la sintesis de melanina, y una mayor actividad en vitiligo (20).

Los miRs también podrian ser sujetos de blanco terapéutico ya que por ejemplo, la
disminucion del Mir-9 se asocia a la migracion de melanocitos de la piel perilesional

posterior al tratamiento con laser excimer (21).

3. MicroRNA-126

El miR-126participa en la angiogénesis aumentando la expresion de factores de
transcripcién angiogénicos como son factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF),
y factor de crecimiento fibroblastos (FGF). Su expresion es mayor en tejidos con alta

vascularizacién como corazén y pulmon (22).

Las moléculas blanco de miR-126 son VCAM-1, e integrina alfa 6 por lo que traduce
un papel importante en la angiogénesis y en la migracion celular.

En vitiligo se ha encontrado en algunos estudios en el suero de pacientes afectados
disminucion en la expresion de este microRNA, desconociéndose si existe relacién con

la actividad de la enfermedad.
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Debido a la pérdida de la adherencia de los melanocitos con los queratinocitos que
existe en el vitiligo, se ha intentado demostrar la modificacion en la expresion de las
moléculas de adhesion VCAM-1 (Molécula de adhesion vascular 1, e ICAM-1
(molécula de adhesidn intercelular 1) (23). Sin embargo, los niveles en piel sana son
relativamente bajos, ya que, queratinocitos y melanocitos muestran escasa expresion
(24).

Otros estudios no han encontrado diferencia en su cantidad en piel con fenomeno de
Koebner y en lesiones estables. No obstante, se ha demostrado la disminucién de la
expresion tanto de ICAM-1 como VCAM-1 en la capa basal de la epidermis de piel
lesional de pacientes sin progresion, comparada con piel sana (23), a diferencia del
borde activo de las lesiones, en donde se ha demostrado aumento de la expresion de
ICAM-1 en mas capas de la epidermis (25). Existe la teoria que en las lesiones activas
esté relacionado con la disminucion de la expresion de miR-126, ya que las moléculas
de adhesion VCAM1 e ICAM-1 estdn aumentadas por la respuesta inflamatoria y el

reclutamiento de células inflamatorias en la piel lesional.

El vitiligo es uno de los principales trastornos pigmentarios, caracterizado por recaidas
frecuentes que traducen aumento en la actividad de la enfermedad. Clinicamente se
manifiesta con aumento en el didmetro de las maculas despigmentadas, aparicion de
nuevas manchas en sitios de trauma (fenémeno de Koebner), o manchas nuevas de
3 a5 mm en la periferia de manchas previas lo que se conoce como despigmentacion
en confetti. Los marcadores clinicos anteriormente descritos ayudan a instaurar de
forma oportuna el tratamiento sistémico antinflamatorio con corticoesteroides. El
esquema de pulsos de dexametasona via oral a dosis bajas de 2.5-10 mg durante dos
dias consecutivos a la semana, reduce la actividad del vitiligo hasta en el 91% de los
casos. Por lo tanto, si fuera posible modificar la expresion de miR-146a y miR-126
exosomal por medio de transfeccidon de su inhibidor y promotor respectivamente, en
los pacientes con vitiligo estable, una vez disminuida la inflamacion sistémica seria

posible modular la actividad de la enfermedad y asi favorecer la repigmentacion.
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JUSTIFICACION

En la actualidad, no existe ningun estandar diagnostico no invasivo que nos permita
determinar la actividad del vitiligo, de forma objetiva. El estandar diagndstico para
establecer la actividad de la enfermedad es la biopsia del borde de la lesion buscando
el aumento en la expresion de los linfocitos CD8 mediante estudios de
inmunohistoquimica. Se requiere de un marcador de actividad, que pueda obtenerse
de forma sencilla con la intenciébn de administrar tratamiento sistémico de forma
oportuna al paciente que asi lo amerite, ya que la terapéutica indicada para el paciente

esta determinada por la actividad o estabilidad del vitiligo.

Los miRNAs se han utilizado como marcadores de prondstico y actividad en
enfermedades neoplasicas tanto sdlidas como hematoldgicas; asi como en
enfermedades inflamatorias de la piel, como el caso de psoriasis y dermatitis atépica.
Los miRNAs exosomales tienen la caracteristica de encontrarse en cualquier fluido
corporal (suero, plasma, orina, sudor, saliva, etc.). Esto permite que su obtencion sea
mediante procedimientos menos invasivos, a diferencia de la biopsia. El miR-146a
exosomal se encuentra aumentado en vitiligo. Existe evidencia in vitro de que la
disminucién de la expresién de miR-146a exosomal disminuye la proliferacion de
gueratinocitos en pacientes con psoriasis.

Ademas, la supresion de miR-146a en cultivos celulares aumenta la expresion de
ICAM y VCAM1, lo que sustentaria la existencia de una menor expresiéon de miR126,
ya que el aumento del infiltrado inflamatorio estaria relacionado con la activacion
endotelial y la inflamacion en lesiones con vitiligo, como lo han demostrado modelos
in vitro. Por lo tanto, el aumento de ICAM1 en piel de vitiligo activo, podria traducir
disminucién de mir-126 y este a su vez podria implicar mayor actividad de la

enfermedad.
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PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢ Existe relacion entre la expresion de miR-146a y miR-126 exosomales en pacientes

con vitiligo y la actividad de la enfermedad?

HIPOTESIS
El aumento de la expresion de miR-146a y la disminucion de la expresion de miR-126
exosomales en suero de pacientes con vitiligo vulgar se relaciona con la actividad de

la enfermedad.

OBJETIVOS

* Objetivo general

a) Determinar la expresion de miR-146ay miR-126 en el suero de pacientes con vitiligo
estable y activo.

* Objetivos especificos

b) Comparar la expresion de miR-146a y miR-126 exosomal en suero de pacientes

con vitiligo vulgar activo y vitiligo vulgar estable.

c) Evaluar la expresién de miR-146a y miR-126 exosomal en suero de pacientes con

vitiligo activo, antes y después del tratamiento sistémico.

15



SUJETOS Y METODOS

Disefio del estudio.

Tipo de estudio: analitico, prospectivo, antes y después.

Metodologia.

Lugar de realizacion: Departamento de Dermatologia del Hospital Central “Dr. Ignacio
Morones Prieto”

Universo de estudio: Pacientes con vitiligo que acudan a valoracion al Departamento

de Dermatologia del Hospital Central “Dr. Ignacio Morones Prieto”

Criterios de seleccion:

a) Inclusion:

Pacientes con diagndstico clinico de vitiligo activo y estable en regiones corporales

proximales con superficie corporal afectada entre 10 a 30% de superficie corporal total
» Con edad de 18 a 60 afios

+ Sexo indistinto

» Sin tratamiento sistémico dos meses previos

* Firma de consentimiento informado para participar en el estudio

b) Exclusién
» Vitiligo segmentario, acrofacial y acral
* Pacientes con antecedente de infarto agudo al miocardio
 Pacientes embarazadas o en lactancia
» Antecedente de dermatosis inflamatorias(psoriasis, dermatitis atdpica, dermatitis por
contacto)
* Antecedente de enfermedad mental o autoinmune

» Antecedente de enfermedad autoinmune
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c) Eliminacién (si aplica)
* Abandonar tratamiento
» Abandonar seguimiento
* No utilizar el tratamiento segun lo indicado
* Uso de tratamientos diferentes a los indicados
* Fallecimiento durante el seguimiento.
* Embarazo durante el estudio

* Aparicion de otras enfermedades autoinmunes durante su seguimiento

Variables en el estudio

* Variable Dependiente
* Variable Independiente

* Variables de Control (confusoras)
CUADRO 1: Cuadro de variables en el estudio

DEPENDIENTE

Definicion . . Tipo de
VARIABLE ) Valores posibles Unidades p.
operacional variable

Expresion

. mir-146 a 'y :
d; Q:Eigga miR126 O-infinito Hekelzs Continua

exosomal en relativas
OUCEMUEN 15 cientes con
vitiligo
Administracion
de 4 mg via
oral de
L EInIEl dexametasona L N/A Dicotémica
en 2 dias
consecutivos
semanales
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-1: Estable por al
menos un afno y con
repigmentacion

indice de espontanea
actividad por 0 : Estable por lo
XSG EGNOIEY a escala VIDA menos en el dltimo
la Lesiones en afo
enfermedad confetti, 1: Actividad en el :
. : o - +la+4 Nominal
Determinada eritema altimo afno
(W ={-IEW perilesional en 2: Actividad los dltimos
VIDA el margen, 6 meses
fendbmeno de 3: Actividad los ultimos
Koebner 3 meses
4: Actividad las ultimas
6 semanas

DE CONTROL (CONFUSORAS)

0: Hombre
Sexo del ~ ,
- : afnos Nominal
P Mujer
Eda.d del 18-60 afos Nominal
paciente
Varl_eq_ad oIW Vitiligo vulgar 0: NQ N/A Dicotémica
vitiligo en tronco 1:Si

Tipo de muestreo. No aleatorizado consecutivo

Célculo del tamafo de la muestra

Diferencia estimada en la expresion de algin miR, miR-146a y miR-126, exosomal =
35%, alfa 0.05 y poder del 80%

n=2(Za+ Zb)2S2/d2
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Tamafio de muestra ~ 20 pacientes en total
a) 10 pacientes con vitiligo estable: a quienes se les tomd una muestra sanguinea
en la primera valoracion y otra muestra en la consulta de seguimiento a los 2
meses.
b) 10 pacientes con vitiligo activo: a quienes se les tomd una muestra sanguinea
en la primera valoracion y se di6 tratamiento con dexametasona 4 mg durante
dos dias seguidos a la semana. Se citaron a consulta subsecuente 2 meses

después, en esa cita de seguimiento se les tomé otra muestra sanguinea.

Plan de trabajo
1. Reclutamiento de pacientes: a. Exploracion fisica y recoleccion de historia clinica a

través de entrevista personal.

b. Solicitud de consentimiento por escrito para participacion en protocolo de
investigacion.

c. Toma de fotografias clinicas basales

d. Se recolectaron 5 ml de sangre en zona antecubital, posterior a antisepsia de la

zona que se puncioné

2. Inicio de tratamiento con 4mg de dexametasona, dos dias consecutivos por semana
durante 8 semanas.

3. La muestra de sangre se centrifugd para obtener el suero.

4. Del suero se aislaron exosomas mediante el kit Total Exosome Isolation Kit
(Invitrogen, Life Technologies, California).

5. Se realiz6 la extraccion de RNA de los exosomas mediante la técnica de Trizol-
Cloroformo, posteriormente se determinara la expresion del miR-146a y miR-126
exosomal por RT-gPCR.

6. Posterior a los 2 meses de tratamiento se valord la mejoria clinica y se tomaran 5
mL de sangre por venopuncion.

7. Se repitieron los pasos 4y 5.
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Figura 1. Flujograma del plan de trabajo
(Padenm que redanan los criterios de Incluslbn)

Refrigeracion
Toma de muestra
5 milllitros centrifugacion
|

[ ¢Tiene actividad [determinacién en suero de miR-146a]

de Ia enfermedad? y miR-126 por RT-PCRq

s’n R —
]

NO

\
Tratamiento sistémico Tratamiento topico
4 mg de dexametasona : 2 dias consecutivos tacrolimus 0.1% cada 12hrs
por semana dos veces por semana

2 meses de tratamiento

RT-PCRq postratamiento

Valoracion de la actividad
centrifugacion

Refrigeracion Extraccion de segunda muestra serolégbca]

ANALISIS ESTADISTICO

La expresion relativa de miRNA-126 y miRNA-146a fueron analizados antes y después

del tratamiento y comparado con controles sin dermatosis.

a) T de Student para comparar entre vitiligo activo y estable
b) T de Student para comparar entre vitiligo antes y después del tratamiento.
c) Para la correlacion: Pruebas de correlacién de Pearson o Spearman

Se consideré el valor de P= 0.05 para significancia estadistica.
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ETICA

La investigacion meédica esta sujeta a normas éticas que sirven para promover y
asegurar el respeto a todos los seres humanos y para proteger su salud y sus derechos
individuales. La presente tesis se considera una investigacién con riesgo minimo.
Segun el Articulo 17 Titulo Segundo De los Aspectos Eticos de la Investigacion en
Seres Humanos de la Ley General de Salud en Materia de Investigacion para la Salud
se considera Investigacion con riesgo minimo. En este caso incluye la extracciéon
de una muestra de 5 mililitros en la primera visita, y posteriormente después de dos
meses de iniciado en el tratamiento en la consulta subsecuente.

La metodologia diagndstica que se utilizara se considera de riesgo minimo por lo que
no se transgreden las normas de la conferencia de Helsinki de 1964 y su revision de
2013.

Se obtendra el consentimiento informado a través de un documento en donde se
especifica el objetivo del estudio, tiempo de duracién, asi como los métodos y técnicas
que se utilizaran.

Esta investigacion respeta la declaracion de Helsinki de 1964 que incluye, entre otros,

los siguientes puntos:

a. La investigacion médica esta sujeta a normas éticas que sirven para promover y
asegurar el respeto a todos los seres humanos y para proteger su salud y sus derechos
individuales.

b. En la investigacion médica, es deber del médico proteger la vida, la salud, la
dignidad, la integridad, el derecho a la autodeterminacion, la intimidad y la
confidencialidad de la informacion personal de las personas que participan en
investigacion.

c. La investigacion médica en seres humanos debe conformarse con los principios
cientificos generalmente aceptados y debe apoyarse en un profundo conocimiento de

la bibliografia cientifica, en otras fuentes de informacion pertinentes.

d. El proyecto y el método de todo estudio en seres humanos deben describirse

claramente y ser justificados en un protocolo de investigacion.
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e. El protocolo de la investigacion debe enviarse, para consideracién, comentario,
consejo y aprobacion al comité de ética de investigacion pertinente antes de comenzar
el estudio. Este comité debe ser transparente en su funcionamiento, debe ser
independiente del investigador, del patrocinador o de cualquier otro tipo de influencia
indebida y debe estar debidamente calificado. ElI comité debe considerar las leyes y
reglamentos vigentes en el pais donde se realiza la investigacion, como también las

normas internacionales vigentes.

f. Deben tomarse toda clase de precauciones para resguardar la intimidad de la
persona que participa en la investigacién y la confidencialidad de su informacién
personal.

g. La participacion de personas capaces de dar su consentimiento informado en la

investigacion médica debe ser voluntaria.

Esta investigacion respeta la NOM-012-SSA3-2012, que establece los criterios para la
ejecucion de proyectos de investigacion para la salud en seres humanos que incluyen

entre otros puntos

h. Toda investigacion debe garantizar de manera clara, objetiva y explicita, la gratuidad
de la maniobra experimental para el sujeto de investigacion, lo cual debera ser
considerado en el presupuesto de la investigacion, de conformidad con el numeral

10.6, de esta norma

i. El investigador principal, asi como los demas profesionales y técnicos de la salud
gue intervengan en una investigacion, deberan cumplir en forma ética y profesional las
obligaciones que les impongan la Ley General de Salud y el Reglamento, asi como

esta norma

j. El titular de la institucién o establecimiento y los Comités en materia de investigacion
para la salud correspondientes, deben actuar de manera imparcial y objetiva, con
apego estricto a los principios éticos y cientificos, en todos los asuntos que se
desprendan de la investigacién que se esté llevando a cabo en sus instalaciones,
especialmente cuando se trate de atender las quejas que formulen los sujetos de

investigacion, por si o a través de sus representantes legales.
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k. El sujeto de investigacion, sus familiares, tutor o representante legal, tienen el
derecho de retirar en cualquier tiempo, su consentimiento para dejar de participar en

la investigacion de que se trate, en el momento que asi se solicite.

|. La carta de consentimiento informado es requisito indispensable para solicitar la
autorizacion de un proyecto o protocolo de investigacion, por lo que debera cumplir
con las especificaciones que se establecen en los articulos 20, 21 y 22 del Reglamento.

Esta investigacion respeta a las normas del Reglamento de la Ley General de Salud
en materia de Investigacién, titulo segundo, Capitulo I, articulos 3-27 que incluye
los siguientes puntos

* La investigacion para la salud comprende el desarrollo de acciones que contribuyan:

I. Conocimiento de los procesos biolégicos y psicologicos en los seres humanos;

II. Conocimiento de los vinculos entre las causas de enfermedad, la practica médica y
la estructura social,

[ll. Prevencion y control de los problemas de salud;

* En toda investigacion en la que el ser humano sea sujeto de estudio, deberan
prevalecer el criterio del respeto a su dignidad y la proteccion de sus derechos y

bienestar.

* De acuerdo con lo estipulado en el articulo 14. La Investigacion que se realice en

seres humanos debera desarrollarse conforme a las siguientes bases:

Il.- Se fundamentard en la experimentacion previa realizada en animales, en
laboratorios o en otros hechos cientificos.

Ill.- Se debera realizar s6lo cuando el conocimiento que se pretenda producir no pueda
obtenerse por otro medio idoneo.

Debera ser realizada por profesionales de la salud, con conocimiento y experiencia
para cuidar la integridad del ser humano, bajo la responsabilidad de una institucion de

atencion a la salud que actie bajo la supervision de las autoridades sanitarias
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competentes y que cuente con los recursos humanos y materiales necesarios, que
garanticen el bienestar del sujeto de investigacion.

* En las investigaciones en seres humanos se protegera la privacidad del individuo
sujeto de investigacion, identificAndolo sélo cuando los resultados lo requieran y éste

lo autorice.

* El consentimiento informado debera formularse por escrito y debera formularse por

escrito y debera reunir los requisitos que marca el articulo 22.

2. Esta investigacion de acuerdo con las normas y acuerdos antes descritos sera
sometida a aprobacion del Comité de Investigacion y Etica en Investigacién que ha
sido conformado conforme a la Guia Nacional para la Integracion y Funcionamiento de
los Comités de Etica en Investigacion y los Comités Hospitalarios de Bioética
publicados por la Comisién Nacional de Bioética.

Se asegura la confidencialidad de los datos obtenidos. El presente estudio se

considera de riesgo minimo, se realizar4 exploracion fisica para valorar la actividad de

vitiligo, se tomaran datos clinicos y de laboratorio de su expediente.
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RESULTADOS

Pacientes

Se incluyeron 15 pacientes, de los cuales 10 mostraban por interrogatorio y
exploracion fisica vitiligo activo, asi como 5 pacientes con vitiligo estable.
Caracteristicas clinicas y demograficas de los pacientes

La mayoria de los pacientes fueron mujeres, 4 hombres, de los cuales, 2 mostraron
actividad de la enfermedad. Todos presentaron un porcentaje de afectacion corporal
de al menos 10%. La edad media de los pacientes fue de 41.7 afios. Todos los
pacientes que presentaron actividad tenian fendmeno de Koebner, apariencia

tricrémica de las lesiones o manchas en confetti.

CUADRO 2: Caracteristicas clinicas y demograficas de los pacientes con vitiligo. VIDA: Escala

de actividad de la enfermedad de vitiligo.

Geénero (femenino/masculino) (8/2)

Edad (afios) 41.7 +14.7 (rango 19-65)
Duracién de enfermedad (afios) 16.4+ 10.6 (rango 6-38)
Superficie corporal afectada (%) | 16.35 £ 8.4 (rango 9-35)

Escala VIDA
+4 |2
+3|3
+2 |5
Efectos secundarios del | Dermatitis acneiforme (2)
tratamiento Insomnio dia de toma de tratamiento (2)

Andlisis del fenotipo de los exosomas por citometria de flujo

Tomando como base el tamafio de perlas magnéticas (100 nm) se seleccionaron
eventos de este tamafio. Posteriormente se identifican los exosomas con marcajes
positivos para CD9, CD63 y CD81. Por tamafio y fenotipo se determina que son

exosomas.
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Figura 3. Microfotografia representativa de la microscopia electronica de transmision
con unidad de barrido (STEM). Se observa la presencia de Vesiculas de 100 a 300 nm,
caracteristicas de exosomas

Expresion basal de microRNA 126 y microRNA 146a

Los niveles de microRNA126 se encontraron disminuidos en pacientes con actividad

de vitiligo comparado con controles sanos.
Comparado con controles sin dermatosis se encuentra aumento de los niveles de

microRNA 146a si se compara con pacientes con actividad de vitiligo sin tratamiento

durante por lo menos 2 meses previamente.
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Comportamiento clinico de los pacientes posterior a tratamiento

Del grupo de los pacientes con vitiligo activo, uno no estabilizé la enfermedad (10%).
Los efectos adversos reportados fueron insomnio el dia de la toma de la dexametasona
en dos pacientes y dos pacientes con dermatitis acneiforme que resolvieron al

suspender el tratamiento.

Expresion de microRNA 126 antes y después del tratamiento
Los niveles de microRNA 126 aumentan de forma estadisticamente significativa
después de recibir tratamiento sistémico con dexametasona 4 mg via oral dos dias

consecutivos durante 8 semanas (1 VS 8, P=0.045, T Student).

Expresion de microRNA 146a antes y después del tratamiento
Los niveles de microRNA 146a disminuyen de forma estadisticamente significativa
posterior a la administracion del tratamiento sistémico con dexametasona 4 mg dos

dias consecutivos por semana durante 8 semanas. (25 VS 1, P=0.019, T Student)

miR-126 miR-146
15+ 40+
g P=0.045* o -T— P=0.019
‘% g 30+
10+
4 «
c — .
2 - Q -
g 5 e ¢
.I .-.-. o 10"
* - - N
04 pm—— o-—i T
Sanos Previo a Posterior a Sanos Previo a Posterior a
tratamiento tratamiento tratamiento  tratamiento

* Kruskal-Wallis post hoc de Dunn’s

FIGURA 4. Expresion de los microRNAs exosomales en vitiligo. Niveles de expresion
relativa de a) miR-126 y b) miR-146 en suero de pacientes con vitiligo, antes y después
del tratamiento por RT-gPCR. Como grupo control (sanos) se evaluaron suero de
sujetos sanos sin dermatosis.
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FIGURA 5. Expresion de los microRNAs exosomales en vitiligo antes y después del

tratamiento

Correlacion con tiempo de evolucion y expresion de microRNA146a y microRNA

126

No se encontré diferencia estadisticamente significativa para la expresién de ambos

microRNA para la correlacion con tiempo de evolucion expresada en afos.
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8
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P value (two-tailed) 0.2208 0.6401
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Figura 6. Correlacion con tiempo de evolucion y expresion de microRNAl46a y

microRNA 126
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Correlacién con porcentaje de superficie corporal y expresion de microRNA146a
y microRNA 126

No existe correlacion en cuanto al porcentaje de superficie corporal afectado con la
expresion de éstos dos tipos de microRNA, ni antes ni después de recibir el tratamiento

antiinflamatorio

miR-126 MiR-146
507 10 e antes
® antes < P
g 404 - m después 2 L4 m  después
B < 1001 oo
& 301 E
S ©
g 2] . 8 so]
S o
u>j 104 ﬁ
[ ]
o—a s ? ¥ — - e &
0 10 20 30 40 0 10 20 30 40
area afectada (%) area afectada (%)
Spearman r 0.4869 0.4312 Spearman r 0.4717 0.2518
P value (two-tailed) 0.0915 0.1412 P value (two-tailed) 0.1036 0.4066

Figura 7. Correlacidbn con porcentaje de superficie corporal y expresion de
microRNA146a y microRNA 126
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DISCUSION

El aumento de miRNAl46a es una respuesta secundaria a inflamacion de los
queratinocitos, por lo que se considera un microRNA con funcion antinflamatoria. Asi
mismo se encarga de modular la respuesta de los linfocitos T reguladores para suprimir
las respuestas Thl (26,27). Ademas, se ha descrito su participacion antitinflamatoria
en modelos murinos en otras enfermedades inflamatorias como psoriasis y dermatitis

por contacto irritativa. (28,29,30)

En modelos con psoriasis se ha detectado que, la disminucion de la expresiéon de
mirRNA146a lleva al aumento de sus genes blanco, en las células expuestas a

citocinas proinflamatorias como son factor de necrosis tumoral e IL17A. (31)

Las citocinas asociadas a progresion de vitiligo son IL-17, TGF-B, IFN-y, IL-1B (32). La
expresion de miRNA-146a es inducida por algunas de estas citocinas, las mas
importantes son IL1beta, TNF, NFKB, siendo la primer citocina mencionada la probable

causante del aumento de miRNA146a en pacientes con actividad de vitiligo.

Previamente se ha documentado la elevacibn de microRNAl146a en suero de
pacientes con melanoma uveal, de igual manera, su blanco cuya funcién es la
regulacion de la supervivencia, diferenciacion y supervivencia del melanocito, es el
factor de transcripcion de microoftalmia (MITF) (33). En el contexto de los pacientes
con vitiligo, el aumento de microRNA 146a puede disminuir la transcripcion de este
factor de transcripcion, disminuyendo la cantidad de melanina transferida hacia los

gueratinocitos y con esto la falta de pigmentacion en la piel en los pacientes.

Nuestros resultados confirman la presencia de inflamacion sistémica en pacientes con

vitiligo activo.

Se habia informado la elevacion de los niveles de microRNA 146a en pacientes con

vitiligo segmentario comparado con sujetos sanos, sin embargo, no se habia realizado
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su determinacion en otras variantes clinicas de la enfermedad encontrando resultados
similares. Tampoco se habia investigado su valor durante la actividad de la

enfermedad.

El fendbmeno de Koebner en pacientes con vitiligo y la participacion de microRNA
puede explicarse de igual manera a la que ocurre en otras enfermedades inflamatorias
como artritis reumatoide, psoriasis y esclerosis sistémica; padecimientos en los que
una proteina denominada ACKR1 cuya funcién es la limitacion de la inflamacion
ocasionada por los linfocitos T, en sitios de trauma su expresion se encuentra
disminuida, lo que favorece aumento de la inflamacion en estas zonas del cuerpo
teniendo como consecuencia despigmentacion en la piel. Asi mismo este efecto es
reproducible por al aumento de miRNA 146a en los queratinocitos que se encuentran
bajo un ambiente de inflamacion como lo son las zonas de trauma leve, lo que favorece
el desarrollo de las manchas en zonas de presion, friccion o traumatismo. (34)

Este efecto puede explicar el papel de microRNA 146a en vitiligo, asi como la

presencia de fendbmeno de Koebner en los pacientes con actividad de la enfermedad.

Respecto a la disminucién de microRNA 126 en el suero de pacientes con vitiligo y su
aumento después del tratamiento antiinflamatorio sistémico. Se ha publicado que la
disminucién de microRNA126 reduce la expresion de FOXP3 y con esto aumentar la
funcion de los linfocitos TCD8+, lo anterior comprobado en modelos de cancer de
mama murinos (35). Asi mismo en pacientes con vitiligo, la via por la cual existe
disminucién de éste microRNA126 puede explicar el aumento del infiltrado linfocitico
CD8+ que es de utilidad para determinar la actividad de la enfermedad por

histopatologia.
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LIMITACIONES Y/O NUEVAS PERSPECTIVAS DE INVESTIGACION

Debido a la pandemia por COVID-19 y para evitar la pérdida de pacientes durante el
protocolo de investigacién, se determiné que el tiempo de seguimiento seria inferior al
reportado en los esquemas convencionales de minipulsos de dexametasona que es
de 13 semanas. Sin embargo, se observaron resultados estadisticamente
significativos en la poblacion estudiada.

Lo ideal es seguir a mayor tiempo a los pacientes como minimo 13 semanas, asi como
la incorporacién de nuevos pacientes a nuestro grupo de estudio.

Un area de oportunidad en el presente estudio seria determinar la presencia de
infiltrado de linfocitos con predominio CD8+ antes y después de finalizar el tratamiento
sistémico para correlacionar los valores de microRNA en suero y en piel y determinar
una posible relacion de causalidad en la cantidad de infiltrado encontrado y la cantidad

de los microRNA en suero.
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CONCLUSIONES

Se puede utilizar la expresion de mirl46a o de mirl26 para valorar la actividad de la

enfermedad como un método menos invasivo comparado con la toma de biopsia.

Los valores de microRNA 146a estan relacionados de forma directamente proporcional

a la actividad de la enfermedad.

La determinacién de microRNA 126 se relaciona de forma inversamente proporcional

a la actividad de la enfermedad.

Encontramos evidencia en que estos microRNA participan en la actividad de la

enfermedad y que lograr antagonizarlos puede incidir en la terapéutica.
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ANEXOS

HOJA DE RECOLECCION DE DATOS

Nombre:
Edad:
Fecha de Nacimiento:
Teléfono:
Tratamient | Porcentaj | Tratamient | Presencia  de | Indice de actividad
o actual e de | os previos | alguno de los | con la escala VIDA
superficie siguientes
corporal signos
afectada

a) Fenomen
o] de
Koebner

b) Manchas
en confeti

c) Vitiligo
inflamato
rio

-1: Estable
por al menos
un afo y con
repigmentaci
on
espontanea
0 : Estable
por lo menos
en el dltimo
afo

1: Actividad
en el dltimo
ano

2: Actividad
los ultimos 6
meses

3: Actividad
los ultimos 3
meses

4: Actividad
las udltimas 6
semanas

Variedad de vitiligo:
Afo de diagnéstico

Tratamiento:

Tiempo sin tratamiento previo
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