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RESUMEN

El vitiligo es un trastorno de la pigmentacion adquirido, multifactorial. Su prevalencia
en la poblacion mundial se estima en 0.5% a 2%, mientras que en México se ha
reportado una prevalencia de hasta 4%

OBJETIVO GENERAL

Analizar la expresion de células T residentes de memoria en piel lesional de
pacientes con vitiligo vulgar activo antes y después del tratamiento con micropulsos
orales de 4 mg de dexametasona en dos dias consecutivos a la semana durante 8
semanas

SUJETOS Y METODOS. Estudio analitico prospectivo, antes y después. Se
reclutaron pacientes con vitiligo vulgar activo que recibieron tratamiento con
corticoesteroides sistémicos; a quienes se les tomd biopsia de piel lesional y
perilesional, previo y posterior al tratamiento. En las muestras se evalud la expresion
relativa de factores de transcripciéon de células T residentes de memoria, Blimpl,
Hobit, Runx 3 y Notchl por RT-gPCR y los niveles de células T residentes de
memoria CD69+ CD103+ por inmunofluorescencia directa.

RESULTADOS. Previo al tratamiento, en piel con vitiligo se detecté un aumento en la
expresion de los factores de transcripcion Notchl (p=0.03), Runx3 (p=0.02) y Hobit
(p=0.01) en comparacién con piel sana. En contraste, la expresion del factor
Blimplen piel con vitiigo fue menor que en piel sana (p=0.02).Los niveles de
fluorescencia de células TRMCD69+CD103+se encontraron aumentados en vitiligo.

Posterior al tratamiento, en piel lesional se observd una disminucién de los
factoresNotchl, Runx3 y Hobit a valores similares a los de piel sana; mientras que la
expresion del factor Blimplaumentd. Los niveles de fluorescencia de células T

residentes de memoria CD69+CD103+ también disminuyeron en lesiones de vitiligo.

CONCLUSIONES. Los micropulsos con 8 mg de dexametasona a la semana
modifican la expresion de células T residentes de memoria al disminuir la expresiéon
de los factores de transcripcion asociados y los niveles de los marcadores de células
T residentes de memoria CD69+CD103+

PALABRAS CLAVE: vitiligo, células T residentes de memoria, dexametasona,
Notchl, Blimpl, Runx3, Hobit, CD69, CD103
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1. ANTECEDENTES

Vitiligo. Definicion, epidemiologia y fisiopatogenia.

El vitiligo es una dermatosis adquirida, multifactorial, que culmina en
despigmentacion cutanea. La prevalencia se estima en 0.5% a 2% en la poblacion
mundial, mientras que en México se ha reportado una prevalencia de hasta 4%[1,2].
No tiene predominio de sexo, y al menos un 25% de los casos de vitiligo se presenta
en nifios, con una edad de inicio de los 4 a 8 afios [3].

La fisiopatogenia en vitiligo es compleja, incluyendo factores ambientales, genéticos
e inmunoldgicos. Dentro de los loci de susceptibilidad para vitiligo, destacan aquéllos
asociados a proteinas inmunomoduladoras, como las del Complejo Mayor de
Histocompatibilidad clase | y Il [3]. En el aspecto inmunoldgico, se han identificado
subtipos de células T con funciones y distribucidén variable en los tejidos, las cuales
cobran papel importante en vitiligo[4].

Uno de los factores ambientales més importantes en la fisiopatogenia es la radiacion
ultravioleta, la cual produce dafio oxidativo en los melanocitos. Se considera que en
los pacientes con vitiligo, existe una disfuncién primaria de los melanocitos que no
permite su adaptacion al estrés oxidativo [3].

Posterior a la estimulacion con factores ambientales, empieza la produccion de
Especies Reactivas de Oxigeno (ROS) en la mitocondria del melanocito, con dafio al
ADN/ARN de la célula como consecuencia. Lo anterior desencadena la liberacion de
sustancias conocidas como RIG-like receptors, las cuales activan vias de inflamacion
a traves los inflamosomas [3].

Las ROS ademas alteran el doblaje de las proteinas en el reticulo endoplasmico.
Estas proteinas alteradas inician el sistema de Respuesta a Proteinas Alteradas
(UPR, del inglés, Unfolded Protein Response) que culmina en la autofagia de los
melanocitos. Al concluirse este proceso, las sustancias melanociticas se liberan en
vesiculas conocidas como Patrones Asociados a Dafo (del inglés, Damage
Associated Patterns), las cuales son presentadas como antigenos a los linfocitos T
por las células dendriticas|[3].

Las células dendriticas plasmocitoides secretan Factor de Necrosis Tumoral alfa
(TNF-alfa), el cual promueve la produccion de CXCL9 y CXCL10 en los

gueratinocitos, reclutando asi linfocitos T CD8+ periféricos [3].



Finalmente, estas células efectoras liberan citocinas proinflamatorias como IFN
gamma, TNF alfa, e IL-17 induciendo la apoptosis de los melanocitos [3].

Cuadro clinico y diagndstico

El diagnostico de vitiligo es clinico, a través de la identificacion por inspeccion de las
manchas acromicas. En lesiones poco definidas el diagndstico puede corroborarse
con el uso de la lampara de Wood, la cual aumenta el contraste entre la piel sana y la
piel acromica [5,6].

En 2012, por consenso internacional, el vitiligo fue clasificado en dos grupos, cada
uno con sus subtipos [6].

El primer grupo recibe actualmente el nombre de vitiligo y engloba los subtipos de
vitiligo acrofacial, focal, de mucosas, generalizado, universal, mixto (asociado a
vitiligo segmentario), y otras variantes poco comunes como el Sindrome de Vogt
Koyanagi Harada. Algunos autores denominan a todo el grupo previamente descrito
como vitiligo no segmentario [7].

El segundo grupo se conoce como Vvitiligo segmentario e incluye los subtipos de
vitiligo unisegmentario y vitiligo multisegmentario[6].

La identificacion del tipo de vitiligo es esencial, ya que cada subtipo difiere en cuanto
a pronastico, evolucién y respuesta al tratamiento.

El vitiligo no segmentario es la variante mas frecuente, correspondiendo al 80% de
todos los casos. Clinicamente se presenta como una dermatosis diseminada con
tendencia a la simetria. Puede afectar cualquier segmento corporal, pero es
frecuente que al inicio se presente en manos y cara [7].

El vitiigo segmentario corresponde a un 10 a 15% de los casos de vitiligo. Por lo
general, sélo un segmento anatomico esta afectado. Clinicamente se presenta a una
edad mas temprana, y la despigmentacion ocurre con mayor rapidez alcanzando una
estabilizaciéon en pocos meses [7].

Evaluacion de la actividad en vitiligo

La evaluacion del grado de actividad igualmente se realiza de forma clinica, a través
del interrogatorio y la exploracion [6]. En la entrevista con el paciente se indaga por la
aparicion de nuevas lesiones y/o el crecimiento de lesiones preexistentes en los

altimos 12 meses [8].
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Los datos clinicos que se han descrito en relacion con la actividad de vitiligo son: el
fendbmeno de Koebner, las lesiones con patrén tricromico, las lesiones de vitiligo
inflamatorio y la despigmentacion en confeti [6].

El patron tricromico se caracteriza por la existencia de una zona hipopigmentada
entre la piel acrémica y la piel sana. Este patron se asocia a un cuadro rapidamente
progresivo [6].

El vitiligo inflamatorio es poco frecuente y se presenta con eritema y escama en el
borde de las manchas acromicas, las cuales se acompanan de prurito [6].

Las manchas en confeti son la presencia de maculas acrémicas milimétricas en la
periferia de lesiones de mayor tamaiio [6].

El fendmeno de Koebner se refiere a la aparicion de nuevas manchas acromicas en
sitios de traumatismo. Independientemente del tipo de vitiligo, se han reportado
menores tasas de respuesta al tratamiento, asi como una mayor superficie afectada
en los pacientes con fenémeno de Koebner. Sin embargo, la ausencia de este dato
clinico no corresponde siempre a estabilidad de la enfermedad [6,8].

En 2017, se describio el uso de la lampara de Wood como auxiliar en la evaluacién
de la actividad en pacientes con vitiligo [8]. Las lesiones con bordes pobremente
definidos bajo la luz de Wood histologicamente corresponden con la presencia de
linfocitos T CD8+ en epidermis y dermis, y presentan una mayor expresion de E-
cadherina [8]. La E-cadherina promueve la adhesion entre los melanocitos y los
queratinocitos, y se ha encontrado ausente o con distribucion alterada en la
membrana de los melanocitos de pacientes con vitiligo, incluso antes de la aparicion
de las lesiones [9].La luz de Wood ademas se ha utilizado para confirmar la
estabilidad de la enfermedad en pacientes candidatos previo al tratamiento quirtrgico
con trasplante de melanocitos autélogos de piel sana [10].

Se han propuesto escalas para la medicion objetiva de la actividad en vitiligo. Entre
estas escalas se encuentra el puntaje conocido como “Vitiligo European Task Force”
(VETF) que integra el grado de extension, el estadio de la enfermedad y la presencia
de progresion [11].

La escala VASI (Vitiligo Area Scoring Index) informa el porcentaje de la piel afectada
con vitiligo [11].

No obstante, se ha observado que ambas escalas no reproducen los resultados de

forma constante y que es operador dependiente [11]. Por ello, en 2014 se propuso el
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puntaje Vitiligo Extent Tensity Index (VETI) como herramienta de evaluacion; este
puntaje combina en una formula aritmética los datos clinicos de severidad y el grado
de extension del vitiligo presentes en la cabeza, el tronco, las extremidades y el area
genital [11].

Linfocitos T de memoria

Los linfocitos T naive, posterior a entrar en contacto con antigenos presentes en los
ganglios linfaticos, pasan por diferentes procesos de proliferacion y diferenciacion.
Cada proceso tiene sefiales especificas que da como resultado a los linfocitos T
efectores, los cuales pueden auto eliminarse posterior a la destruccion de los
patdgenos o convertirse en células T de memoria. Los linfocitos T de memoria son un
subtipo de células inmunoldgicas que se alojan en tejidos linfoides y no linfoides, sin
capacidad de recircular en el torrente sanguineo [12].

Los linfocitos T de memoria se clasifican en:

Linfocitos T de memoria central (TCM): circulan por el torrente sanguineo y los
tejidos linfaticos. Ante estimulos de reactivacion tienen gran capacidad proliferativa
en los ganglios linfaticos [12].

Linfocitos T efectores (TE): se originan ante estimulos de mayor intensidad por parte
de las células presentadoras de antigeno, y mueren posterior a su accion en los
tejidos inflamados [12].

Linfocitos T de memoria residentes de tejidos (TRM): surgen de los linfocitos T
efectores que reciben instrucciones especificas de algun tejido, lo cual les permite
alojarse alli de forma permanente [12]. Los perfiles transcripcionales difieren segun
el subtipo de célula TRM y se han evaluado en diversas patologias como melanoma
e infecciones virales. Entre los factores estudiados se encuentran Runx3 (del inglés,
Run-related transcription factor 3), Hobit (del inglés, Homolog of Blimpl in T cells),
Blimpl(del inglés, B lymphocyte-induced maturation protein-1), Notchl (del inglés,
Notch receptor 1), Bhlhe40 (del inglés, Basic Helix-Loop-Helix Family Member E40),
AhR (del inglés, aryl hydrocarbon receptor) y Nur77(del inglés, transcription factor
nuclear receptor 77) [13].

Linfocitos T efectores de Memoria (TEM): En ausencia de sefales tisulares
especificas, estas células tienen capacidad de circular en el torrente sanguineo y

migrar a los tejidos cuando se requiera [12].
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Todos los tipos de linfocitos T de memoria arriba mencionados presentan una
interaccion coordinada, siendo las células TRM la primera linea de respuesta ante un
patébgeno, apoyadas por células TEM, que, al tener capacidad de migracioén, son
reclutadas rapidamente al tejido pertinente. Finalmente, las células TCM, con su gran
capacidad de proliferacion en los ganglios linfaticos, actian como un agente
secundario que termina por eliminar al patégeno [12].

Los linfocitos TRM suelen encontrarse en los epitelios donde su principal funcion es
ser la primera linea de defensa ante antigenos especificos [12]. Cada poblacion de
linfocitos TRM presenta marcadores celulares diferentes segun el tejido celular en el
gue se encuentren y el patdgeno al que respondan. Las mas estudiadas expresan
CD 8, CD103 y CD 69. La expresion de CD 69 permite el alojamiento de estas
células en la piel y precede a la expresion del marcador CD103, el cual promueve la
permanencia prolongada de los linfocitos TRM en la piel [14].

Se calcula que existen 20 billones de células T de memoria en la piel alojadas
principalmente en la membrana basal en donde también se encuentran los
melanocitos, la principal poblacion celular afectada en vitiligo [12,14].

Las células TRM presentan comportamientos distintos de acuerdo con la patologia
en la que estén involucradas, por ejemplo, en psoriasis las células no expresan CD49
y producen principalmente IL 17 [15];mientras que en vitiligo, los linfocitos TRM
ademas de ser CD8, CD69 y CD103positivos, expresan el marcador celular CD49
(subunidad alfa del receptor alfa 1 beta 1 integrina). En vitiligo se ha documentado
gue ante la presencia de IL 15, las células TRM son capaces de inducir dafio a los
melanocitos. En vitiligo se ha descrito que las células TRM expresan principalmente
CD8 y CD49a en su superficie, son especificas contra melanocitos y presentan un
fuerte fenotipo citotoxico con liberacion importante de granzima B y perforina, lo cual
formaria parte de la respuesta inmunoldgica alterada que se ha documentado como
responsable de la destruccién de los melanocitos en la piel [15,16,17].

Células TRMy vitiligo

En vitiligo, estas células adicionalmente secretan los ligandos CXCL9 y CXCL10 que
se unen al receptor CXCR3 de un subtipo celular en el torrente sanguineo conocido
como TRCM (del inglés, Recirculating Memory T cells) lo cual permite su
reclutamiento a la piel [12, 14,16]. En modelos animales, se ha observado que la

expresion maxima de estas citocinas es en la epidermis, seguida de la dermis y los
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ganglios linfaticos. Lo anterior sugiere que las células TRCM entran en contacto
primero con los antigenos melanociticos [17].

La alopecia areata, es otra dermatosis inflamatoria en donde se ha observado niveles
elevados de marcadores inflamatorios (JAK3, IL-2, IL-15), asi como citocinas de
respuesta tipo Thl (CXCL10, CXCL9, IFN gamma) y Th2 (IL-19). Utilizando
corticoesteroides intra lesionales, se ha documentado la disminucion discreta de IL-
15, CXCL10, CXCL9 e IFN gamma [18].En modelos murinos de vitiligo, se ha
observado que la diferenciacion hacia células TRM es dependiente de la interleucina
15 (IL-15) [19].

El efecto citotoxico y el reclutamiento linfocitico son esenciales para la formacion y
mantenimiento de las lesiones acrémicas caracteristicas en vitiligo [7]. En modelos
murinos, se ha observado repigmentacion de lesiones ya establecidas al bloquear la
entrada de las células TCM a la epidermis [17].

Uno de los antigenos melanociticos humanos estudiados en vitiligo es la Proteina
Pre Melanosoma (PMEL, del inglés Pre-melanosome protein). A través de ingenieria
genética en ratones, se han inducido respuestas inmunolégicas contra PMEL
observando el alojamiento de TRM especificas en la epidermis e induccion de
lesiones cutaneas de vitiligo. Esto apoya el papel de los autoantigenos melanociticos
en el desarrollo de la enfermedad [17].

Adicionalmente, se ha observado una capacidad funcional prolongada del
autoantigeno PMEL y de las células TRM especificas con un pico de actividad a las 8
semanas el cual permanece hasta por 27 semanas posterior a la induccion de la
enfermedad y con una reduccién hasta las 62 semanas [17].

En pacientes con vitiligo y psoriasis se han observado poblaciones menores de
linfocitos T efectores de memoria CD4 y CD8 CXCR3+ que en los pacientes no
afectados. A pesar de esto, los linfocitos T CD8+ CXCR3+ circulantes tienen mayor
capacidad de proliferacion que los controles [14].

En la piel perilesional de pacientes con vitiligo activo existe una mayor cantidad de
los linfocitos CXCR3+ que en pacientes con vitiligo estable o que en los controles

sanos [14].

Ademas, esta expresion de linfocitos CXCR3+ es mayor en pacientes con vitiligo que
en pacientes con psoriasis. La cantidad de linfocitos T CD8+ CXCR+ en pacientes
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con vitiligo es mayor en la epidermis, mientras que los linfocitos T CD4 predominan
en la dermis superficial [14].

A través del bloqueo de la subunidad CD122 de la IL-15, se ha estudiado los posibles
efectos terapéuticos de la terapia dirigida contra las células T residentes de memoria
en vitiligo. En los modelos murinos de vitiligo, posterior a las 8 semanas de
tratamiento con anticuerpo anti-CD 122, se observo la repigmentacion de lesiones ya
establecidas acompafiada de una deplecién de células TRM CD8+. En humanos,

este posible efecto es menos claro [19].

Factores de transcripcién de las células TRM

Existen multiples factores de transcripcion que promueven la diferenciacion de los
linfocitos T CD8+ naive hacia células residentes de memoria en tejidos no linfoides.
Diversos estudios apoyan el papel de la IL-15 en la formacién de células TRM. Esta
interleucina ayuda a la expresion del factor de transcripcion Hobit, el cual permite el
alojamiento y permanencia de TRM en tejidos periféricos, mientras que su bloqueo
induce la deplecién de TRM en modelos murinos con vitiligo [13,19].

En modelos murinos, el factor Hobit se encuentra elevado en células TRM de
diversos o6rganos, incluyendo la piel y los pulmones, y se considera especifico de
este tipo de células [20, 21].

Se ha observado que la transferencia de células T CD8 con deficiencia de factor
Hobit reduce el nUmero de éstas en la piel al compararse con la co-transferencia de
células T CD8 activadas denominadas “salvajes” (del inglés, wild-type) las cuales si
persisten en piel y adquieren un fenotipo TRM. Los factores Hobit y Blimpl tienen
sobreposicién en las funciones de transcripcion al ser homaologos en sus dominios de
union al ADN. Mas del 50% de los sitios de union del factor Hobit se comparten con
Blimp1 [20, 21].

El factor Blimpl no es esencial en la diferenciacion de las células TRM, pero trabaja
de forma sinérgica con el factor Hobit creando un programa transcripcional de
células TRM el cual elimina las vias de salida mediadas por CCR7 y S1PR1
impidiendo el movimiento de los linfocitos desde los tejidos periféricos hacia la
sangre o via linfatica lo cual suprime la formacién de células de memoria circulantes
[20,21].

Notch es un receptor de superficie que se une a las células presentadoras de

antigenos a través de ligandos dentados y tipo Delta lo cual lleva a la translocacion
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de su dominio intracelular al ndcleo. Esto activa una sefal capaz de regular la
expresion del marcador CD103 logrando que las células TRM se unan a los epitelios.
Aumenta ademas la transcripcién de citocinas proinflamatorias como IFN-gamma en
las células TRM humanas [20].

Recientemente, se han descrito al factor de transcripcibn RUNX3, junto con
galectina-3, como marcadores especificos de células humanas TRM en la piel.
Alrededor del 30% de estas células expresan RUNX3 y un 50-60% expresan
galectina-3.[22]

La diferenciacion a células TRM en la piel y otros tejidos no linfoides requiere del
factor Runx3. Se ha documentado que este factor regula la expresion de Blimpl
promoviendo ademas la expresion de los marcadores CD69, el cual permite el
alojamiento de las células en los tejidos, y de CD103 que ayuda a su permanencia
prolongada. [14, 23, 24,25]

De esta forma Runx3, junto con Blimpl y Notch, participa en el desarrollo y
permanencia de las células TRM en los tejidos periféricos. [20]

El factor de transcripcion Blimpl, codificado por Pdrml, es un supresor
transcripcional que participa en la diferenciacion de diversos tipos celulares,
incluyendo células plasmaticas. [26]

En modelos murinos con coriomeningitis linfocitica se evalué el factor Blimpl a
través de su gen codificador Pdrm1l por mRNA. Los niveles del gen Prdm1l fueron
mas altos en los linfocitos CD8 efectores citotoxicos que en las células T CD8 naive.
Notablemente, estos niveles de Pdrml disminuyeron conforme ocurria la
diferenciacion hacia células T de memoria en los dias posteriores a la infeccion. Por
lo tanto, se considera que los valores del factor Blimplson altos ante células con
perfil citotoxico y bajos en presencia de poblaciones maduras de células T CD8+ de
memoria En vitiligo, Blimp1 se considera un factor clave para la activacion de células
T CD8+ documentando niveles mayores de éste en piel con vitiligo que en piel
perilesional aparentemente sana. [26,27]

Tratamiento inmunosupresor en vitiligo

En la literatura, se reporta la estabilizaciébn del vitiigo hasta en 91.8% de los
pacientes con el uso de mini pulsos de dexametasona via oral a dosis de 2.5 mg en
dos dias consecutivos a la semana [28]. De igual forma, otros inmunosupresores

como metotrexato y azatioprina han demostrado detener la progresion de la actividad
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[29]. La dexametasona genera células predominantemente de memoria en modelos
animales [30].

Sin embargo, las tasas de recurrencias son altas, hasta en 40% de los casos, tras
suspender tratamiento inmunosupresor con corticoesteroides u otros agentes como
metotrexato o azatioprina [29]. Estas altas tasas de recurrencia se han asociado a la
presencia de células T residentes de memoria en las epidermis especificas contra
antigenos melanociticos [18].

El bloqueo de la IL-15 en modelos murinos de vitiligo ha demostrado repigmentacion
de lesiones ya establecidas acompafnada de la deplecion de células TRM CD8+ [17]
y se ha documentado ademas que la expresion de Hobit por las células TRM es
menor en microambientes deficientes en IL-15[21].

Dada la importancia documentada de las TRM en vitiligo y la participacion de sus
factores de transcripcion, en este trabajo de investigacion se decidié evaluar la
expresion de las TRM en piel de pacientes con vitiligo analizando la expresion
relativa de los factores de transcripcion Notch, Runx3, Hobit y Blimpl por medio de
reaccion en cadena de polimerasa en tiempo real (RT-gPCR) y la presencia de los
marcadores de superficie CD69 y CD103 por inmunofluorescencia directa (IFD).

2. JUSTIFICACION

Los pacientes con vitiligo presentan recurrencia hasta en 40% de los casos tras
suspender tratamiento inmunosupresor con corticoesteroides. Estas altas tasas de
recurrencia se han asociado con la presencia de células T residentes de memoria
(TRM) en la epidermis, especificas contra antigenos melanociticos.

Recientemente, la deplecion de células TRM CD8+ en modelos murinos de vitiligo,
indujo la repigmentacion de lesiones ya establecidas, apoyando el papel de las
células T residentes de memoria en la fisiopatogenia de vitiligo.

Por lo tanto, es pertinente estudiar si la estabilizacion y la repigmentacion que se
obtiene con glucocorticoides sistémicos, se debe a la modificacion en la expresion de

las células TRM en la epidermis de pacientes con vitiligo.
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3. PREGUNTAS DE INVESTIGACION

¢, Cual es la expresion basal de células TRM en piel de pacientes con vitiigo vulgar
activo?

¢, Cudl es la modificacion de las células TRM después de la administracion sistémica

de corticoesteroides?
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4. HIPOTESIS
La expresion de las células TRM se encuentra aumentada en las lesiones de vitiligo
vulgar activo comparada con piel sana y disminuye posterior a la administracion de

glucocorticoides sistémicos

5. OBJETIVOS

GENERAL: Analizar la expresion de células T residentes de memoria en piel lesional
de pacientes con vitiligo vulgar activo antes y después del tratamiento con
micropulsos orales de 4 mg de dexametasona en dos dias consecutivos a la semana
durante 8 semanas.

ESPECIFICOS

Evaluar la expresion de células T residentes de memoria en piel con vitiligo vulgar
activo antes y después del tratamiento por IFD y RT-gPCR

Estudiar la expresion de células T residentes de memoria en piel aparentemente
sana de pacientes con vitiligo vulgar activo por IFD y RT-gPCR

Comparar la expresion de células T residentes de memoria en piel con vitiligo vulgar

activo y piel sana
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6. SUJETOS Y METODOS

LUGAR DE REALIZACION

Hospital Central “Ignacio Morones Prieto”. San Luis Potosi, San Luis Potosi, México.
UNIVERSO DE ESTUDIO

Pacientes con diagnostico de vitiligo que acuden al Departamento de Dermatologia

del Hospital Central “Dr. Ignacio Morones Prieto”

DISENO DEL ESTUDIO Estudio analitico prospectivo, antes y después, en pacientes

mayores de 18 afios con diagndstico de vitiligo vulgar activo.
TIPO DE MUESTRA. No probabilistico (Muestreo incidental)
METODO DE MUESTREO

Por conveniencia, con invitacion aleatoria a pacientes con vitiligo vulgar activo
Firma de consentimiento informado

Evaluacion clinica del paciente (ficha de identificacion, historia clinica,
exploracion fisica)

Toma de dos biopsias una de piel lesional y una en piel sana de 3 mm

respectivamente bajo anestesia local con lidocaina al 2%.

DESCRIPCION DEL ESTUDIO

Se invitd de forma aleatoria a pacientes con vitiligo vulgar activo provenientes
de los servicios de consulta externa y del departamento de Dermatologia del
Hospital Central “Dr. Ignacio Morones Prieto”. Se les explicd en qué consistia
el estudio y se les entregd el formato de Consentimiento Informado (ver Anexo
). Alos pacientes que otorgaron su consentimiento, se les realiz6 una historia
clinica completa y exploracion fisica. Finalmente, a los pacientes que
otorgaron su consentimiento se les realiz6 dos biopsias por trocar de 4mm,
una en piel lesional y otra en piel aparentemente sana.

El procedimiento se realiz6 con un trocar estéril de 4 mm en condiciones de
asepsia y antisepsia bajo anestesia local con lidocaina al 2% con epinefrina;
se realiz6 hemostasia por compresion y cierre de herida con sutura no
absorbible (Nylon).

Los tejidos procesados para PCR en tiempo real, asi como para

inmunofluorescencia, fueron recolectados en tubos estériles con solucidn
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salina al 0.9% y congelados a -80°C en un lapso menor a 30 minutos de haber
sido obtenidos. Una vez congelados, fueron almacenados a esta misma
temperatura ya que bajo estas condiciones, los factores a estudiar se
mantienen estables por 2 a 3 afos.

Respecto a la Inmunofluorescencia directa (IFD), de los tejidos congelados se
realizaron cortes de 4 um los cuales se fijaron con paraformaldehido al 4% el
cual se lavo con buffer de fosfatos (PBS) por 5 minutos. Después se
bloquearon con y-globulina (eBiosciences-Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA, USA) por 15 minutos y se lavaron con PBS. Posteriormente se tifieron
con anticuerpos anti-CD69-PE  (eBiosciences) y anti-CD103-FITC
(eBiosciences) por 1 hora a temperatura ambiente en la oscuridad, se
utilizaron laminillas sin tefir o sin anti-CD69 o anti-CD103 para descartar la
fluorescencia inespecifica y quitar la fluorescencia basal al momento de tomar
las imagenes. Después, los cortes se lavaron con PBS y se contratifieron con
DAPI (4mg/mL) (ThermoScientific) y finalmente se fijaron con medio de
montaje PBS-Glicerol (1:9). Las laminillas fueron evaluadas en un microscopio
de fluorescencia Nikon Eclipse (Nikon Instruments Inc; Melville, NY, USA).
Para el procesamiento de las imagenes se utilizo el software Infinity Analyze
version 6.5.2 (Teledyne Lumenera; Ottawa, Ontario, Canada) para generar
una imagen que contenga los marcadores de TRM CD69 y CD103 en el
mismo campo visual (merge) que permitiera cuantificar la intensidad de la
fluorescencia de las células CD69+CD103+, lo cual es proporcional a
cuantificar las células TRM CD69+CD103+. Finalmente, la cuantificacion de la
fluorescencia se realizd con el software ImageJ v1.44 (National Institutes of
Health, Bethesda,MD) contabilizando la fluorescencia en los campos
seleccionados con células dobles positivas en unidades de fluorescencia.

En cuanto a la técnica de RT-qPCR, las biopsias de piel fueron lisadas
mecanicamente con nitrégeno liquido para extraer el acido ribonucleico total
(ARN) de cada muestra, con el método de trizol-cloroformo. Después el acido
desoxirribonucleico complementario (ADNc) fue sintetizado a partir de 500 ng
de ARN total en un volumen de 10 plLutilizando el High-Capacity cDNA
Reverse Transcription Kit(Thermo Fisher Scientific) siguiendo las instrucciones

del fabricante. La concentracion de ADNc fue ajustada a 100 ng/uL en todas
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las muestras. La PCR en tiempo real se realiz6 en el equipo MiniOpticon™
real-time PCR (Bio-Rad S.A., Hercules, CA). Se usaron reacciones de 10 pL
que contenian 1 pL de ADNc, 5uL de iTag™ Universal SYBR® Green
Supermix (Bio-Rad), 0.2 uL de cada primer 20 uM (T4Oligo; Irapuato, Gto.,
México) y 3.6 uL de agua DEPC. Las secuencias de los primers fueron las
siguientes:Blimp-1, forward 5'-gtgtcagaacgggatgaaca-3 y reverse 5'-
gctcggttgctttagactge-3', Hobit, forward 5'-catatgtggcaagagctttgg-3 y reverse 5'-
ggcaagttgagtgaagctct-3', Runx3, forward 5'-gagtttcaccctgaccatcact-3 y reverse
5'-tgtgctcggtgtcacccgeat-3', y Notchl, forward 5'-cacgctgacggagtacaagt-3 y
reverse 5'-ggcacgatttccctgacca-3'. Como control enddégeno se uso el gen 18s,
forward 5'-cggctaccacatccaaggaa-3' and reverse 5'-gctggaattaccgceggct-3'. Los
resultados de expresion se obtuvieron al normalizar la expresion de cada gen
respecto del control endégeno: Expresion normalizada =gen problema/18s.
Las condiciones de PCR fueron: desnaturalizacion inicial a 95°C por 3
minutos, 40 ciclos de desnaturalizacion a 95°C por 15 segundos y alineacion y

elongacion a 60°C por 30 segundos.
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CRITERIOS DE SELECCION
CRITERIOS DE INCLUSION:

Pacientes con diagnostico de vitiligo activo tipo no segmentario (vitiligo vulgar) entre

18 y 60 afnos

Pacientes sin tratamiento topico o sistémico en los ultimos 3 meses. Pacientes con
lesiones de cualquier tiempo de evolucion.

Aceptacion y firma del consentimiento informado.

CRITERIOS DE EXCLUSION:

Pacientes con otra comorbilidad de la piel. Pacientes con cicatrizacion tipo queloide.

Pacientes con enfermedades inflamatorias o autoinmunes.

Pacientes con Diabetes Mellitus, Hipertension y Sindrome Metabdlico. Pacientes
embarazadas o en lactancia.

Pacientes con enfermedades mentales.

CRITERIOS DE ELIMINACION:

Pacientes que abandonen el seguimiento antes de concluir el estudio. Pacientes de

sexo femenino que inicien un embarazo.

Pacientes que sean sometidos a hospitalizacion o algun tipo de cirugia mayor.
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VARIABLES DEL ESTUDIO

Dependiente

Variable Definicion operacional Valores Unidades Tipo de
posibles variable
Factores de Expresion relativa de factores O-infinito N/A Numérica
transcripcion de Continua
células TRM
Expresion de Unidades de O-infinito Unidades arbitrarias | Numérica
CD 69y CD103 inmunofluorescencia de continua
inmunofluorescencia
Independiente
Variable Definicién operacional Valores Unidades Tipo de
posibles variable
Corticoesteroide Dexametasona 4 mg 1.Antes N/A Categodrica
sistémico dos veces por semana 2.Después dicotémica
Variables de Control (confusoras)
Variable Definicién operacional Valores Unidades Tipo de
posibles variable
Edad Edad en afios cumplida 18-60 Afos Numeérica
Continua
Tiempo evolucion Afios de evolucion con vitiligo 0-100 Afos Numérica
Continua
Topografia Localizacion de las lesiones 1. Cabeza vy N/A Categorica
cuello
2.Extremidades
(excepto
manos y pies)
3. Tronco

4. Manos Yy
pies
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7. ANALISIS ESTADISTICO
Tamafo de la muestra. En 2018, Richmond y colaboradores demostraron una
diferencia mayor al 60% en el numero de células TRM CD8+ posterior al
tratamiento dirigido contra IL-15, la cual es esencial para la diferenciacion de las
células TRM [19].

n = 2(Z+ZPS?
A través de la siguiente formula o , indicada para la comparacion

de dos medias pareadas en un solo grupo (antes y después), y calculando una

diferencia en la expresion del porcentaje de células TRM en la epidermis de al

menos 30% después de tratamiento, con una desviacion estandar del 10%, un

alfa 0.05 a dos colas y un poder del 95%, se requiere una muestra de 15

pacientes con un total de 45 biopsias [31].

* Antes de tratamiento:15 biopsias de piel perilesional y 15 de piel lesional por
duplicado.

» Después de tratamiento: 15 biopsias de piel lesional por duplicado.

Método para analizar la distribuciéon de variables.

Se utiliz6 el software GraphPad Prism (GraphPad Software Inc.) para el analisis

estadistico.

* Se hizo andlisis de varianza (ANOVA) como método para comparar la expresion

de factores de transcripcion de las células TRM en piel sana, piel con vitiligo

vulgar activo antes y después del tratamiento.

* La prueba de correlacién de Spearman se emple6 para realizar la correlacién

de las células TRM con los datos clinicos de la enfermedad.
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8. ETICA

Al estudiar la expresion de células T residentes de memoria en poblacion mexicana
con vitiligo, el estudio busca cumplir con la fraccibn | (Conocimiento de los
procesos bioldgicos y psicologicos en los seres humanos) del articulo 3° de la Ley
General de Salud en Materia de Investigacion para la Salud.

Este ensayo, fue evaluado y autorizado por el Comité Académico de Dermatologia
del Hospital Central “Dr. Ignacio Morones Prieto”, y aprobado por el Comité de
Investigacion y el Comité de Etica en Investigacion del mismo Hospital con el
registro 54-20.

Este estudio fue considerado una Investigacion con riesgo mayor que el minimo, ya
que la biopsia de piel es una técnica invasiva. Sin embargo, el riesgo de
complicaciones asociados a este tipo de procedimientos es bajo con un riesgo de

sangrado e infeccion minimos.
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9. RESULTADOS

En el periodo de enero a diciembre de 2021, se evaluaron a 96 pacientes con vitiligo
que acudieron a la consulta del departamento de dermatologia. Se registraron 44
pacientes con vitiligo no especificado, 32 pacientes con vitiligo estable y 20
pacientes con vitiligo activo.

De los pacientes con vitiligo activo, 17 cumplieron con los criterios de inclusion y
aceptaron participar en el estudio. Se perdié contacto con cuatro de los pacientes y
otros tres suspendieron el tratamiento por lo que se excluyeron del estudio dejando
una muestra final de 10 pacientes. El 70% (n=7) fueron pacientes de sexo femenino
y 30% (n=3) de sexo masculino, con una edad promedio de 39 afios.

Se observé un tiempo de evolucion prolongado con un promedio de 18 afios. Cuatro
pacientes (40%) presentaron estabilidad al finalizar el tratamiento y seis pacientes
(60%) no lograron estabilidad de la enfermedad lo cual se determind por
interrogatorio o por exploracién clinica.

Las caracteristicas clinicas y demograficas de la poblacién estudiada se resumen en
el cuadro 1.

Cuadro 1. Caracteristicas clinicas y demograficas de la poblacion en estudio
(n=10)

Género (femenino/masculino) 713
Edad(afios) 39 (18-57)
Tiempo de evolucién (afios) 18 + 15.16
Escala VIDA
+2 7 (70%)
+3 1 (10%)
+4 2 (20%)

Cuadro 1. Puntajes de la escala VIDA (Vitiligo Disease Activity Score): +4
(actividad en las ultimas 6 semanas), +3 (actividad de 6 semanas a 3 meses),+2
(actividad desde hace 3-6 meses), +1 (actividad desde hace 6 -12 meses), 0
(estable por al menos 1 afo), -1 (estable por al menos 1 afio con

repigmentacién espontanea)
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Factores de transcripcion de células TRM

Previo al tratamiento, la expresion relativa de los factores de transcripcion Notchl
(p=0.03), Runx3 (p=0.02) y Hobit (p=0.01) fue mayor en la piel con lesiones de vitiligo
vulgar activo que en la piel aparentemente sana. La expresion relativa de Blimpl en
piel con vitiligo fue menor que en la piel sana (p=0.02), (Fig. 1).

Posterior al tratamiento de 8 semanas, en piel lesional se observo disminucion en la
expresion del factor Notchl (p=0.03), Runx3 (p=0.02) y Hobit (p=0.01) a valores
similares a los de piel aparentemente sana. Mientras que la expresion de Blimpl
aumentdé (p=0.02),(Fig. 1).

Notch1 Blimp1
5- p=0.03 5- p=0.02

Expresion Relativa
Expresion Relativa

sana Pre tratamiento Post tratamiento sana Pre tratamiento Post tratamiento

Runx3 Hobit

" T =002 N s ni

B
<

w
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n
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N
<

-
o
[

| I B

sana  Pre tratamiento Post tratamiento sana Pre tratamiento Post tratamiento

Figura 1. Expresion relativa de factores de transcripcion de células TRM en piel
sanay piel lesional pretratamiento, y en piel lesional post tratamiento. A) Factor
Notchl, B) Factor Runx3, C) Factor Hobit, D) Factor Blimpl
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Respecto a la correlacion de los factores de transcripcion de las células TRM con los
datos clinicos no se observaron resultados estadisticamente significativos en piel
lesional antes ni después de tratamiento.

En piel lesional antes de tratamiento la correlacion con el tiempo de evolucién mostré
un valor de p=0.2125 para Notch, 0.3586 para Blimp1,0.3363 para Runx3 y 0.6615
para Hobit. En piel lesional después de tratamiento los valores de p fueron de 0.8100
para Notch, 0.7435para Blimp1,0.9816 para Runx3y 0.2912 para Hobit (Fig. 2).

Pre tratamiento Post tratamiento
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Notch1 Blimp-1 Runx3  Hobit Notch1 Blimp-1 Runx3  Hobit
9 g o] ! 9 9 9 7
Spearman r -0.4603 -0.3431 -0.3682 -0.2162 Spearman r -0.09205 -0.1255 -0.01695 -0.4017
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Figura 2. Correlacién en piel lesional de los factores de transcripcion de células
TRM con el tiempo de evolucién. Pre y post tratamiento

La correlacion con el porcentaje de superficie corporal afectada en piel lesional antes
de tratamiento mostro los siguientes valores de p=0.7850 para Notchl, 0.5135 para
Blimpl, 0.6567 para Runx3 y 0.4729 para Hobit. Después del tratamiento los valores
de p fueron de 0.3129 para Notchl, 0.2632 para Blimpl 0.0963 para Runx3 y 0.2632
para Hobit (Fig.3).
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Figura 3. Correlacion en piel lesional de los factores de transcripcion de células
TRM con el porcentaje de superficie corporal afectada. Pre y post tratamiento
Inmunofluorescencia directa células TRM CD69+CD103+

Los niveles de fluorescencia de células TRM CD69+CD103+ fueron mayores en piel
lesional antes de tratamiento comparada con piel sana. Posterior al tratamiento,
estos niveles disminuyeron en piel lesional llegando a valores similares a los de piel

aparentemente sana (p=0.0098),(Fig.4).

6+ p=0.0098

*

-

Fluorescencia Media
CD69/CD103

0' T
sana Pre tratamiento  Post tratamiento
Kruskal-\Wallis test
P valua 0.0088

Exact Gaussian Approximation
P value kS

Figura 4. Niveles de fluorescencia de células TRM CD69+CD103+. Se cuantifico
la intensidad de fluorescencia de las células que expresaban ambos marcadores en
cada una de las muestras de piel lesional pre y postratamiento, y en piel sana. Las
graficas muestran media £+ DE de 3 muestras representativas, analizadas por
duplicado. La cuantificacion de la fluorescencia se realizé con el software ImageJ
v1.44 (National Institutes of Health, Bethesda, MD) en unidades arbitrarias de
fluorescencia contabilizando en los campos seleccionados con células dobles

positiva.
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Se muestran imagenes representativas de los marcadores de células TRM CD69+ y

CD103+en la Figura 5.

Figura . Inmunofluorescencia directa para CD69/CD103. Imagenes

representativas de la inmunofluorescencia directa para detectar CD69 (verde, flechas
amarillas) en piel sana (a), piel lesional pretratamiento (b) y piel lesional
postratamiento (c), ademas de CD103 (rojo, flechas amarillas) en piel sana (d), piel
lesional pretratamiento (e) y piel lesional postratamiento (f). Todas las imagenes con
objetivo 40x.

Se registraron eventos adversos en 4 pacientes (40%), 3 pacientes presentaron

dermatitis acneiforme (30%) y 1 paciente presentd seborrea (10%).
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10. DISCUSION

De acuerdo con el perfil transcripcional observado en la piel lesional de este estudio,
la expresion basal de los factores de transcripcion Hobit, Runx3 y Notch se
encuentran elevados en lesiones de vitiligo vulgar activo.

Los factores de transcripcion Runx3 y Hobit se consideran especificos de células
TRM y se ha documentado que Runx3 se expresa sobre todo en células T CD69+
[23,24,25]. El factor Notch es un receptor que regula la expresion de CD103 en las
células TRM y trabaja con Blimpl y Runx3 en el desarrollo y permanencia de las
células TRM en los tejidos periféricos. [14,20]

Por lo anterior, los hallazgos después del tratamiento de este estudio respecto al
descenso del numero de células TRM en piel con vitiligo activo, cuantificado por la
disminucion en la intensidad de la fluorescencia de las células CD69+CD103+, es
apoyado por la menor expresion de los factores Runx3 y Notch.

En contraste con los otros factores ya mencionados, estd documentado que el factor
Blimplexpresa niveles bajos cuando hay predominio de células TRM [26]. Los
hallazgos en este estudio son compatibles con lo reportado en la literatura dado que
los niveles de Blimpl fueron menores en piel con vitiligo que en piel sana
acompafados de mayor expresion de los factores especificos de células TRM ya
descritos.

Finalmente, en este estudio se observdé una modificaciéon a la inversa del perfil
transcripcional de las células TRM documentando la disminucién de los factores
Hobit, Notch y Runx3 con aumento de Blimpl lo cual sugiere que la funcion de las
células TRM se afecta por los glucocorticoides sistémicos disminuyendo ademas las
células TRM CD69+CD103+.
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11. LIMITACIONES Y/O NUEVAS PERSPECTIVAS DE INVESTIGACION

Este estudio tiene como limitacién el nUmero pequefio de muestra y el tiempo corto
de seguimiento. Un tema de interés para ensayos clinicos a futuro es ver el tiempo
en el que la enfermedad permanece inactiva y si el numero de células TRM
permanece disminuido. De igual forma se podria evaluar si dosis menores de
dexametasona o inmunosupresores diferentes permiten obtener resultados similares
disminuyendo la frecuencia de efectos adversos.

Otra perspectiva de investigacion seria determinar si el uso de dosis mayores de
dexametasona permite obtener resultados con mayor rapidez o si permiten una

mayor deplecién de las células TRM.
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12. CONCLUSIONES

Clinicamente no se observo correlacién entre la expresion de células TRM y el
tiempo de evolucion ni con el porcentaje de superficie corporal afectada. En
pacientes con vitiligo activo, los micro pulsos de dexametasona a dosis de 8 mg de
por semana durante 12 semanas modifican la expresion de células TRM al
disminuir la expresion de los factores de transcripcion asociados y de CD103. Por
lo tanto, el tratamiento sistémico con micro pulsos de dexametasona podria
continuar considerandose como una opcion de tratamiento para detener la

progresion de la enfermedad en pacientes con vitiligo activo.
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14. ANEXOS

ANEXO 1. DOCUMENTO DE CONSENTIMIENTO INFORMADO
HOSPITAL CENTRAL “DR. IGNACIO MORONES PRIETO” .
DEPARTAMENTO DE DERMATOLOGIA

PACIENTE ADULTO

TITULO DEL PROTOCOLO DE INVESTIGACION

“Expresion de las células T Residentes de Memoria en pacientes con vitiligo

antes y después del uso de glucocorticoides sistémicos”

N.° REGISTRO DEL PROTOCOLO PERIODO DE EJECUCION
AUTORIZADO ANTE EL COMITE DE ETICA DEL PROTOCOLO
EN INVESTIGACION AUTORIZADO
CONBIOETICA-24-CEI-001-20160427 2021-2022

INVESTIGADOR PRINCIPAL

ADSCRIPCION DEL

INVESTIGADOR PRINCIPAL

Dra. Maria Bertha Torres Alvarez

Departamento de Dermatologia
Hospital Central “Dr. Ignacio

Morones Prieto”

COINVESTIGADORES

ADSCRIPCION DEL
COINVESTIGADOR

Dra. Diana Vianey Hernandez Blanco

Dr. Juan Diego Cortés Garcia

Departamento Dermatologia/
Hospital Central“Dr.Ignacio
Morones Prieto”, Facultad de
Medicina, U.A.S.L.P

FECHA DE LA PRESENTACIONDEL

CONSENTIMIENTO INFORMADO

N.° DE IDENTIFICACION DEL PACIENTE
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El Departamento de Dermatologia del Hospital Central “Dr. Ignacio Morones Prieto”
realiza un ensayo de investigacion en colaboracién con la Facultad de Medicina de la
Universidad Autbnoma de San Luis Potosi con el objetivo de estudiar las células que
participan en el vitiligo. Se le invita a participar en este protocolo ya que cumple con
los requisitos para ser incluido. A lo largo de este documento, se explica cuél es el
objetivo del protocolo de investigacion, en qué consistiria su participacion y cuales
son los beneficios y posibles riesgos de participar. Le pedimos que lea
cuidadosamente la informacion antes de tomar su decision. Este estudio incluira
quince pacientes con este diagndstico y se hard en su totalidad en el servicio de
Dermatologia de este hospital.

INFORMACION PARA EL PACIENTE:

El vitiligo es una enfermedad caracterizada por manchas blancas en la piel. Es

frecuente, alrededor de 3 a 4 de cada 100 personas en México la presenta. Es

ocasionada por mdultiples factores, entre ellos se encuentra la participacion de

células de la respuesta inmune (sistema encargado de defender al cuerpo de

infecciones) que de forma incorrecta eliminan a las células que dan color a la piel

(melanocitos).

En esta enfermedad, es importante el inicio temprano del tratamiento para lograr

detenerla antes de tener manchas de mayor tamafio.

Usted ha sido invitado a participar en este estudio por tener diagnéstico de vitiligo y

tener edad en el rango de 18 a 60 afos.

En este estudio se le hara una historia clinica exhaustiva para detectar posibles

enfermedades o condiciones que no permitan su participacion, se le tomaran

fotografias clinicas antes y después del tratamiento, y se le tomaran tres muestras

de piel en total.

OBJETIVO DEL ESTUDIO: ver si existen cambios en la cantidad de células que

destruyen el color de la piel posterior a dar tratamiento con pastillas.

PROCEDIMIENTOS A LOS QUE SE SOMETERA LA PACIENTE

La participacion en este protocolo es totalmente voluntaria. Si acepta participar, le

solicitamos que lea este documento de consentimiento informado y realice todas las

preguntas necesarias a la Dra. Dalia Cruz Sotomayor para que pueda responderlas.

Cuando ya no tenga dudas con respecto a lo que se busca realizar en este estudio,
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se le pedira que ponga por escrito su aceptacion para participar al final de este
documento

Posterior a la firma de este documento, se hara una entrevista de aproximadamente
quince minutos para obtener informacion general sobre sus datos personales y
antecedentes médicos. Al finalizar esta entrevista, solicitaremos su autorizacion
para realizar una exploracion fisica, con estrictas normas de privacidad, para ver la
extension de la enfermedad. Posteriormente, y de tener su autorizacion, se tomaran
las fotografias clinicas ya mencionadas.

Estas fotografias se tomaran de los lugares donde tenga manchas blancas de
vitiligo (cara, brazos, piernas, manos, pies, abdomen o espalda).

Se le solicita también que autorice a la Dra. Dalia Cruz Sotomayor obtener tres
muestras de piel de 4 mm de diametro (lo equivalente al tamafio de una lenteja).

En la primera consulta se tomard una muestra de piel de vitiligo (mancha blanca) y
una muestra de piel con color (que se encuentre a 3 centimetros de la mancha de
vitiligo). En la tercera consulta, al finalizar el tratamiento, se tomara so6lo una
muestra de piel blanca (piel de vitiligo). Para evitar que la cicatriz de la muestra de
piel se vea facilmente por otras personas, se tomara la muestra de piel en manchas
blancas que estén en la espalda, en el abdomen o en alguna parte de las piernas o
los brazos que pueda esconderse facilmente con la ropa.

Se evitara el dolor durante el procedimiento aplicando anestesia liquida a través de
una inyeccion que dormira Unicamente donde se tomaré la muestra de piel.
Posteriormente se realizara cierre de piel con sutura, y se le pondra un parche.
Posterior a que se tome las muestras de piel, se le dara el inicio del tratamiento el
cual consta de pastillas de un medicamento para disminuir la inflamacién conocido
como dexametasona y que debera ingerirse por via oral en dos dias seguidos de la
semana. Estas pastillas deberan tomarse por 8 semanas. Desde hace mucho
tiempo, este tratamiento ya se utiliza en pacientes con la misma enfermedad que
usted tiene porque ha mostrado ayudar a detener la enfermedad y se considera de
bajo riesgo. Por lo tanto, las pastillas que tomara en este estudio no son diferentes
al tratamiento habitual de otras personas con vitiligo.

Al finalizar las 8 semanas de tratamiento, se tomaran nuevas fotografias clinicas y
se tomara una nueva muestra de piel de vitiligo (mancha blanca). Ya no se tomara

nueva muestra de piel con color.
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Cualquier situacion que pudiera ocurrir posterior a tomar las muestras de piel, como
sangrado o infeccidn de la herida, sera atendido en la consulta de Dermatologia de
este hospital y NO generara un costo adicional a sus consultas habituales.
RESPONSABILIDADES DEL PACIENTE

Su participacion en este estudio es voluntaria. Puede rehusarse a hacerlo o
retirarse del ensayo en cualquier momento que decida, sin que esto condicione una
penalizacion o pérdida de los beneficios a los que tiene derecho. De aceptar
participar en este ensayo, usted tiene la responsabilidad de apegarse a las
instrucciones de uso del farmaco, asi como notificar si durante el mismo empieza a
tomar medicamentos no reportados previamente, inicia un embarazo, o es sometido
a hospitalizaciones y/o cirugias mayores.

BENEFICIOS PARA EL PACIENTE

El tratamiento con las pastillas que se utilizaran en este estudio detiene la
enfermedad en un gran numero de personas con vitiligo que lo utilizan.

Debido a que es un tratamiento que se ha observado que ayuda a los pacientes con
vitiligo, incluso si usted decide no participar en este estudio, se le indicara el mismo
tratamiento para su enfermedad

Su participacidbn en este ensayo no generara ningun tipo de remuneracion
economica.

BENEFICIOS PARA LA SOCIEDAD

Este estudio ayudara a entender el efecto de un medicamento ya conocido, llamado
dexametasona, sobre las células involucradas en el desarrollo de la enfermedad.
Con esto se busca crear conocimiento que pueda ayudar a disefar tratamientos
gue funcionen por mas tiempo para los pacientes con vitiligo.

POTENCIALES RIESGOS PARA LA PACIENTE

La biopsia de piel es un procedimiento rapido y de minima invasion. Durante el
procedimiento existe riesgo de dolor al momento de la puncién y aplicacion de la
anestesia local, ya que se realiza a través de una jeringa y aguja delgada. La
cantidad de sangrado durante el procedimiento es muy baja y el riesgo de infeccion
es minimo. A pesar de la poca frecuencia de estos eventos, los investigadores
estaran atentos a cualquier situacion y se le atendera para la resolucion de
cualquier complicacion que llegue a presentarse de las tres muestras de piel que

usted donara. El material utilizado para el procedimiento es totalmente esteéril
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Si posterior al procedimiento usted nota malestar persistente como enrojecimiento,
hinchazon, dolor o salida de pus en la zona donde se realizo la biopsia, debera
comunicarse con la Dra. Dalia Cruz Sotomayor para que de la atencion y el
tratamiento que correspondan.

En estudios previos los efectos adversos reportados con el uso de dexametasona a
dosis de 2.5 mg via oral dos veces por semana son aumento de peso, cansancio y
lesiones parecidas al acné (granos, espinillas, barros) en la piel. Los tratamientos
alternativos disponibles para vitiligo incluyen otros medicamentos que disminuyen la
inflamacion en la piel y que pueden tomarse via oral, aplicarse en pomadas, o ser
inyectados.

CONSIDERACIONES ETICAS Este estudio se considera de riesgo mayor que el
minimo debido a las muestras de piel que se tomaran. Sin embargo, la cantidad de
sangrado durante el procedimiento es muy baja, la muestra a obtener es del tamafio
de una lenteja y el riesgo de infeccién es minimo.

Se le dara una copia de este documento, firmado por el investigador responsable
donde encontrard sus datos de contacto y los datos del Comité de Etica en
Investigacion de este hospital para aclarar cualquier duda que pudiese tener.
PROCESAMIENTO DE LAS MUESTRAS AL FINALIZAR EL ESTUDIO

Los investigadores, médicos tratantes, estudiantes o cualquier otra persona
relacionada con este proyecto no podran comercializar, donar o intercambiar alguna
de las muestras que usted ha consentido en donar para los propdsitos descritos en
este documento.

Es importante explicarle que a ninguna muestra de piel se la haran estudios o
cambios de genes (por ejemplo, clonacion) y que posterior al estudio no sobrara
muestra que pueda ser utilizada después.

Cualquier estudio posterior derivado de este proyecto y que los investigadores
responsables requieran realizar con sus datos médicos y que no esté relacionado
con los objetivos especificos descritos en este documento de consentimiento
informado, debera ser notificado al Comité de Etica en Investigacion del Hospital
Central “Dr. Ignacio Morones Prieto” de San Luis Potosi, S.L.P. para que sea
evaluado y de ser el caso si asi lo juzga pertinente, sea aprobado para su

realizacion
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PARTICIPACION O RETIRO

La participacion en este protocolo de estudio es voluntaria. Aunque usted decida
aceptar participar, puede revocar o anular el consentimiento que ahora firma, sin
necesidad de dar explicacion y podra realizarlo en cualquier momento.

Para terminar su participacion, debera informarlo a la Dra. Dalia Cruz Sotomayor,
quién le proporcionara un documento en el que usted dara algunos datos e indicara
gue desea retirarse del estudio. Esta decision no afecta la atencibn médica que
recibira en el Hospital Central “Dr. Ignacio Morones Prieto” para su diagndstico.

A través de la firma de este documento se autoriza, por parte de usted como
paciente, el acceso directo a su registro médico original para verificacion de los
procedimientos y datos del estudio clinico. La autorizacidbn sera otorgada a
monitor(es), auditor(es), miembros del comité de ética en investigacion y a la(s)
autoridad(es) reguladora(s). Lo anterior siempre con el compromiso de cuidar su
confidencialidad siguiendo las leyes y regulaciones actuales.

GARANTIA DE CONFIDENCIALIDAD

La informacion personal y médica que usted proporcione para en este estudio sera
de caracter estrictamente confidencial y sera utilizada anicamente por el equipo de
investigacion de este proyecto y no estara disponible para ningan otro propdsito.
Esta informacién se conjuntard con la de otros participantes para realizar el
presente estudio. Con la finalidad de mantener el anonimato, se le asignara un
cbdigo para el uso de sus datos.

Si usted asi lo decide, los investigadores responsables de este estudio le podran
informar a su médico tratante que usted ha aceptado participar en este estudio,
para que la informacion que se obtenga sea incluida en su expediente clinico. Con
esta finalidad, le pediremos que indique al final de este documento si esta o no de
acuerdo en lo anterior.

Los resultados de este estudio seran publicados con fines cientificos en revistas
especiales dirigidas al personal médico, de enfermeria, quimicos e investigadores
relacionados con el area de la salud con la finalidad de que conozcan como se
modifica la expresion de las Células T residentes de memoria con la administracién
de dexametasona en los pacientes con vitiligo. También los resultados de este
estudio podrian ser presentados en reuniones cientificas en las que se discuten los
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nuevos hallazgos que se han obtenido de este y otros estudios relacionados con la
salud y el tratamiento de pacientes con su mismo diagnostico. Los datos clinicos de
todos las participantes se presentaran de forma anénima, de tal manera que usted o
cualquiera de los participantes en este estudio no puedan ser identificados.

De acuerdo a la Ley General de Proteccion de Datos Personales en Posesion de
Sujetos Obligados y a Ley de Proteccion de Datos Personales del estado de San
Luis Potosi, sus datos personales no podran tratarse transferirse o utilizarse para
fines no descritos expresamente en este documento, a menos que sea
estrictamente necesario para el ejercicio y cumplimiento de las atribuciones y
obligaciones expresamente previstas en las normas que regulan la actuacion de los
investigadores responsables del estudio; se dé cumplimiento a un mandato legal;
sea necesarios por razones de seguridad publica, orden publico, salud publica o
salvaguarda de derechos de terceros.

Cualquier otro uso que se requiera para sus datos, analisis clinicos 0 manejo de sus
muestras y/o resultados de los analisis en el laboratorio de investigaciéon que se
describen en este documento, deberd ser informado y solicitado con la debida
justificacion al Comité de Etica en Investigacion de este Hospital, quien determinara
la pertinencia de la solicitud y en su caso, autorizard un uso diferente para sus
datos, muestras y/o productos derivados de sus muestras y/o resultados. Siempre
en apego a los lineamientos y normas legislativos nacionales e internacionales y en
beneficio y proteccién de la integridad de los actores participantes.

Existen instituciones u organismos mexicanos como la Secretaria de Salud, la
Comision Federal para la Proteccién contra Riesgos sanitarios (COFEPRIS), la
Comisién Nacional de Bioética (CONBIOETICA) o incluso el Comité de Etica en
Investigacion (CEIl) de este hospital, que se encargan de vigilar el buen manejo de
los datos personales y médicos que usted y los demas pacientes han autorizado
para que sean utilizados en la realizacion de estudios de investigacion como el
presente. Estas instituciones u organismos pueden solicitar en cualquier momento a
los investigadores de este estudio, la revision de los procedimientos que se realizan
con su informacion y con sus mediciones, con la finalidad de verificar que se haga
un uso correcto y ético de los mismos; por lo que podran tener acceso a esta
informacion que ha sido previamente asignada con un codigo de identificacion,

cuando asi lo requieran.
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COMPROMISO DE RESPUESTA A PREGUNTAS Y DUDAS

Para realizar cualquier pregunta, duda o aclaracion sobre este el estudio de la
dexametasona en vitiligo, o sobre alguna reaccidon adversa relacionada con el
medicamento que usted estd tomando como tratamiento y que le ha sido indicado
por su médico tratante, usted puede comunicarse con:

Dra. Dalia Cruz Sotomayor

. Departamento de Dermatologia

. Institucion: Hospital Central “Dr. Ignacio Morones Prieto”

Si usted tiene alguna pregunta con respecto a sus derechos como participante en el
estudio de investigacion, también puede ponerse en contacto con una persona no
involucrada con el equipo de investigadores de este estudio:

Dr. Juan José Ortiz Zamudio

. Presidente del Comité de Etica en Investigacién Hospital Central “Dr. Ignacio

Morones Prieto”
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ACEPTACION DEL DOCUMENTO DE CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA
EL ESTUDIO TIPO ANTES Y DESPUES DE TRATAMIENTO

Si usted desea consentir su participacion en esta investigacion, por favor firme y
feche este documento en los espacios proporcionados en la parte inferior y ponga
sus iniciales en cada pagina. Su firma significa que usted acepta lo siguiente:

1. Se me ha dado informacién completa y adecuada en forma verbal y por escrito
sobre el objetivo de este protocolo de investigacion, sus beneficios y riesgos
implicados.

2. Se me ha informado que puedo retirar mi consentimiento y terminar mi
participacion en este protocolo en cualquier momento sin afectar mi derecho a
recibir atencién médica.

3. Es miresponsabilidad preguntar para aclarar cualquier punto que no entienda
con relacion a mi participacion en este estudio. He hecho todas las preguntas a la
persona que realiza el proceso de consentimiento y he recibido respuestas
satisfactorias.

4. No he ocultado o distorsionado cualquier condicion médica actual o cualquier
antecedente médico que pudiera perjudicar o afectar mi salud. He respondido todas
las preguntas con relacion a mi salud en forma precisa y verdadera.

5. Tengo 18 afios 0 mas y soy legalmente capaz de dar este consentimiento.

6. Acepto participar en este estudio sobre la expresion de células T residentes de
memoria antes y después de tratamiento de manera voluntaria sin que me hayan
presionado, manipulado y/u obligado. Entiendo que mi negacion a participar o la
descontinuacién de mi participacion en cualquier momento, no implicara penalidad o
pérdida de beneficios a los que de otra forma tengo derecho.

7. Entiendo y estoy de acuerdo en que la informacion obtenida a partir del
presente estudio puede ser utilizada para la publicacion de estos resultados como
parte de la divulgacion cientifica y como apoyo a la practica clinica, pero que en
todo momento se utilizara un cédigo asignado para mantener mi anonimato y la
confidencialidad de mis datos.

8. Me han explicado que la informacién personal y clinica que he consentido en
proporcionar conservara mi privacidad y que se utilizara solo para los fines que
deriven de este estudio. Los datos relacionados con mi privacidad personal y/o
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familiar seran manejados en forma confidencial ya que se utilizard un cdédigo
asignado para mantener mi anonimato y la confidencialidad de todos los datos y
resultados.

9. Los investigadores que participan en este proyecto se han comprometido a
proporcionarme la informacién actualizada que pueda ser importante para mi salud
y que se obtenga durante el estudio en el momento en el que lo solicite y me

entregaran una copia firmada de este documento de consentimiento informado.
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AUTORIZACION PARA EL ACCESO AL EXPEDIENTE CLINICO DEL PACIENTE
Y USO DE DATOS CLINICOS

Se le solicita que indique su acuerdo o desacuerdo para que los investigadores
responsables de este proyecto puedan revisar su expediente clinico y utilizar los
datos clinicos que se encuentran descritos en el mismo, de manera anénima para
este protocolo de investigacidén, cuyos objetivos y procedimientos se le han
explicado. Marque con una X su respuesta:

___Si, doy mi autorizacion a los investigadores que participan en este proyecto para
el uso de los datos en mi expediente clinico en la investigacion que me han
explicado.

___No doy mi autorizacién a los investigadores que participan en este proyecto para
el uso de los datos en mi expediente clinico en la investigacion que me han
explicado.

Autorizacion para el uso de mis datos personales de contacto

Se le solicita que indique su acuerdo o desacuerdo para que Unicamente los
investigadores responsables de este estudio de investigacion puedan utilizar los
datos personales de contacto como teléfono fijo, teléfono mdévil, correo electronico o
redes sociales que usted ha indicado, para poder localizarme de ser necesario para
una posible cita y/o entrevista o participacion en un seguimiento de mi enfermedad
y/o tratamiento. Marque con una X su respuesta:

__Si, doy mi autorizacion a los investigadores que me localicen utilizando mis datos
de contacto para un posible seguimiento de mi enfermedad o tratamiento, como me
han explicado.

__No doy mi autorizacion a los investigadores que me localicen utilizando mis datos
de contacto para un posible seguimiento de mi enfermedad o tratamiento, como me
han explicado.

Autorizacion para informar a mi médico tratante de mi participacion en este estudio
de investigacion y para que mis resultados sean incluidos en mi expediente clinico.
Se le solicita que indique su acuerdo o desacuerdo para que los investigadores
responsables de este estudio de investigaciéon le informen a mi médico tratante, el
Dr. (a) , que he aceptado participar en el “Estudio de las células T Residentes
de Memoria en pacientes con vitiligo antes y después del uso de glucocorticoides
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sistémicos” con el numero de registro 54-20 ante el CEI de este hospital y para que
los resultados obtenidos con las muestras de piel que he consentido en
proporcionar sean incluidos en mi expediente clinico para que puedan ser utilizados
como referencia para mi tratamiento con dexametasona via oral por mi médico
tratante. Marque con una X su respuesta:

__Si, doy mi autorizacion a los investigadores para que informen a mi médico
tratante de mi participacion en este estudio de investigacion y para que se incluyan
mis resultados en mi expediente, de acuerdo con lo anterior mencionado y como me
han explicado.

__No doy mi autorizacion a los investigadores para que informen a mi médico
tratante de mi participacion en este estudio de investigacion y para que se incluyan
mis resultados en mi expediente, de acuerdo con lo anterior mencionado y como me

han explicado.
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Por medio del presente documento de consentimiento informado acepto participar

en el estudio de investigacion denominado “Expresion de las células T Residentes

de Memoria en pacientes con vitiligo antes y después del uso de glucocorticoides

sistémicos” de manera libre y voluntaria.

NOMBRE DEL PACIENTE

FIRMA DE ACEPTACION DEL

PACIENTE

FECHA DE LA OBTENCION DEL
CONSENTIMIENTO INFORMADO

NOMBRE DEL REPRESENTANTE LEGAL
(si es necesario)

FIRMA DE ACEPTACION DEL
REPRESENTANTE LEGAL

FECHA DE LA OBTENCION DEL
CONSENTIMIENTO INFORMADO

PARENTESCO

DIRECCION / TELEFONO DE CONTACTO DEL TESTIGO 1

NOMBRE DEL TESTIGO 1

FIRMA DEL TESTIGO 1

FECHA

PARENTESCO

DIRECCION / TELEFONO DE CONTACTO DEL TESTIGO 1
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NOMBRE DEL TESTIGO 2

FIRMA DEL TESTIGO 2

FECHA

PARENTESCO

DIRECCION / TELEFONO DE CONTACTO DEL TESTIGO 2

PROTOCOLO

Dra. Dalia Cruz Sotomayor
INVESTIGADOR PARTICIPANTE EN EL

Dra. Maria Bertha Torres Alvarez

Dr. Juan Diego Cortés Garcia

INVESTIGADOR  PRINCIPAL
RESPONSABLE
DEL PROTOCOLO DE INVESTIGACION
DEPARTAMENTO DE DERMATOLOGIA
Hospital Central “Dr. Ignacio Morones
Prieto”
Cédula profesional1353860

DIRECTOR METODOLOGICO DEL

PROTOCOLO DE INVESTIGACION EN EL

HOSPITAL
DEPARTAMENTO DE
DERMATOLOGIA/UNIVERSIDAD
AUTONOMA DE SAN LUIS POTOSI
CED. PROFESIONAL 3817022

51




REVOCACION DEL CONSENTIMIENTO INFORMADO

Manifiesto al Investigador Principal, el Dra. Maria Bertha Torres Alvarez que es mi
voluntad revocar el consentimiento informado que he aceptado el dia, para
participar en el protocolo de Investigacion titulado “Estudio de las células T
Residentes de Memoria en pacientes con vitiligo antes y después del uso de
glucocorticoides sistémicos” Es mi derecho solicitar que mis datos clinicos y
personales, asi como los resultados de las pruebas que me han realizado hasta el
momento sean eliminadas de esta investigacion y ya no sean incluidas en los

resultados finales y los reportes o publicaciones que se generaran de este estudio

de investigacion.

NOMBRE DEL PACIENTE

FIRMA DEL PACIENTE

FECHA DE LA REVOCACION DEL
CONSENTIMIENTOINFORMADO

NOMBRE DEL TESTIGO 1

FIRMA DEL TESTIGO 1

FECHA DE LA REVOCACION DEL
CONSENTIMIENTOINFORMADO

NOMBRE DEL TESTIGO 2

FIRMA DEL TESTIGO 2

FECHA DE LA REVOCACION DEL
CONSENTIMIENTOINFORMADO

Dra. Maria BerthaTorres Alvarez

CEDULA PROFESIONAL: 1353860

INVESTIGADOR PRINCIPAL RESPONSABLE
DEL PROTOCOLO DE INVESTIGACION
DEPARTAMENTO DE DERMATOLOGIA
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