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RESUMEN

El vitiligo es el trastorno adquirido de despigmentacion mas comuln y se caracteriza
por una pérdida selectiva de melanocitos. Las células T residentes de memoria
(TRM) podrian estar implicadas en las recidivas. La fototerapia UVB de banda
estrecha (UVB-BE) tiene efecto inmunomodulador e induce distintos patrones de
repigmentacion. El objetivo del estudio fue determinar los niveles de las TRM y sus
factores de transcripcion antes y en cada patron de repigmentacion inducido por un
ciclo de fototerapia. EI aumento de Blimp-1, Hobit, Runx3 6 Notchl se us6é como
marcador de diferenciacion y mantenimiento de TRM, mientras que la disminucién de
Blimp-1 y/o Hobit, como marcadores de diferenciaciéon en células T circulantes de
memoria (TCM). Se incluyeron 11 pacientes con vitiligo estable y que completaron un
ciclo de fototerapia. Todos los pacientes mostraron los 3 patrones de repigmentacion
y lesiones que no respondieron al final de las 30 sesiones. Se tomaron biopsias de
3mm de piel lesional y no lesional, y de cada patrén de repigmentacion; las cuales
fueron evaluadas por reaccion en cadena de polimerasa en tiempo real (QRT-PCR) e
inmunofluorescencia directa. La piel lesional presentdé mayor infiltracion de TRM
CD69+CD103+ en comparacion con piel no lesional. Las TRM disminuyeron en
diferente cantidad en cada patrén de repigmentacion. El patrén folicular presenté
aumento en Runx3 y disminucién en Blimp-1. Por el contrario, los patrones marginal
y difuso mostraron disminucion de Runx3 y aumento de Blimp-1. Las lesiones que no
respondieron, presentaron disminucion de Blimp-1. La repigmentacion se asocié con
una disminucion en las TRM, la cual fue mayor pero no completa en los patrones
marginal y difuso. Cada patron mostré distinto perfil de factores de transcripcion, lo
cual podria estar relacionado con su diferente comportamiento clinico. En los
patrones marginal y difuso predomind la diferenciacion en TRM pero menos
mantenimiento de las mismas. En lesiones que no respondieron, predomind
diferenciacion en TCM. En el patrén folicular, diferenciacion en TCM y mantenimiento
de TRM con estimulo para inducir al Blimp-1. En conclusion, la modificacion de TRM
y sus factores de transcripcion podria mejorar la respuesta al tratamiento, con mayor

duracion en la repigmentacion y menos recaidas.
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1. ANTECEDENTES

[. VITILIGO, UNA ENFERMEDAD DE MEMORIA DE LA PIEL

El vitiligo es el trastorno adquirido de despigmentacibn mas comuln, se caracteriza

por una pérdida selectiva de melanocitos (1). A nivel mundial tiene una prevalencia

de 0.5-2% pero en México es del 2.6-4%. Su etiologia no se conoce del todo, pero se

incluyen factores genéticos, ambientales, anomalias intrinsecas de los melanocitos,

estrés oxidativo y desregulacién autoinmune:

Genética: existe riesgo del 6% de presentar la enfermedad si se tiene un
familiar de primer grado afectado con vitiligo, comparado con 1% en la
poblacion general. La concordancia entre gemelos es del 23%. En estudios
del genoma se muestra como un trastorno autosémico dominante con
penetrancia incompleta y se han reportado 50 locus de genes que aumentan
el riesgo de presentar la enfermedad (1,2).

Estrés oxidativo: existe aumento en la sensibilidad a agentes exdégenos y baja
expresion de catalasa que propicia niveles altos de especies reactivas de
oxigeno. Asi mismo, las células epidérmicas liberan patrones moleculares
asociados a dafio (DAMPS) que activan a los linfocitos T Residentes de
Memoria (1,2)

Desregulacion inmunoldgica: se han encontrado titulos elevados de
anticuerpos de melanocitos reactivos, antigenos especificos de melanocitos
(CD8+, tirosinasa+, Melan-A/MART-1+, gp100+, TRP-1 y TRP-2) en sangre y
piel perilesional. En lesiones tempranas hay linfocitos CD8+ que producen
factor de necrosis tumoral alfa, interleucina 17 e interferon gama. Este ultimo
induce la liberacion de CXCL9 y CXCL10 por queratinocitos, reclutando CD8+

citotoxicos que destruyen a los melanocitos (1,2).
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Actualmente, la hipotesis mas aceptada involucra una predisposicion genética que
junto a estimulos ambientales y el estrés oxidativo, activan células residentes e
innatas en melanocitos por medio de exosomas con patrones moleculares de dafo;
los cuales inducen la generacién de interferon gama por los linfocitos, liberando
CXCL9/10, y reclutando linfocitos T CD8 que finalmente destruyen a los melanocitos
(1,2,3,4).

Clinicamente se presenta como maculas o placas amelandticas con margenes
diferenciados y bordes convexos principalmente en la cara, dorso de manos,
pezones, axilas, ombligo, regién sacra, region inguinal y/o anogenital. Se divide en a)
segmentario, que es la forma menos comun, suele ser unilateral con distribucion
segmentaria 0 en banda, y alcanza su maxima extension en 1-2 afios (1,2) y b) no
segmentario, que es la forma mas comun, las lesiones suelen ser simétricas y
bilaterales, y a su vez se sub-divide en acrofacial, mucosas, universal, generalizado y
mixto (1,2). Asi mismo, puede ser a) activo si tiene lesiones en confeti, patron
tricromico hasta pentacrémico y/o fendmeno de Koebner, e b) inactivo si no presenta
las caracteristicas descritas previamente. La escala de actividad de la enfermedad de
vitiligo (VIDA) clasifica la patologia en 6 niveles de puntuacion acorde al grado de

actividad y temporalidad de la misma (5):

e +4: actividad en las Ultimas 6 semanas

e +3: actividad hace 6 semanas a 3 meses
e +2: actividad hace 3 a 6 meses

e +1: actividad hace 6 a 12 meses

e 0:sin actividad en al menos 1 afio

e -1:sin actividad en al menos 1 afio y con repigmentacion
El diagnéstico es clinico mediante la observacion y documentacion de las lesiones

caracteristicas, y se confirma mediante una biopsia de piel; evidenciando una

disminucion 6 ausencia de melanocitos (1).
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El tratamiento depende de la extension, localizacion, actividad, edad y motivacion del

paciente. Se divide en dos fases:

1)

2)

Estabilizacion: para pacientes con lesiones activas, por medio de la
inmunomodulacion. Dentro de las distintas opciones, los esteroides por via
oral y especificamente los pulsos de dexametasona por 3-6 meses presentan
buena respuesta clinica.

Repigmentacion: para pacientes con lesiones estables, por medio de la
inmunomodulacion, estimulacibn de melanocitos y de células madre del
foliculo piloso. Se han empleado los esteroides topicos potentes 15 dias al
mes por 6 meses, con mas de 75% de repigmentacion en el 50% de los
pacientes. Inhibidores de calcineurina tépicos como tacrolimus y/o
pimecrolimus. Fototerapia UVB-BE que es ideal en vitiligo generalizado que
afecta mas del 10% de la superficie corporal, y que ha reemplazado a la
terapia PUVA ya que tiene menos efectos adversos y mayor tasa de
repigmentacion (1,6). Sin embargo, tienen pobre respuesta en la zona distal
de extremidades y labios, y requieren protocolos de sostén ya que el 40% de
las lesiones recurren en el primer afio después de la suspension del
tratamiento (7,8). Planteando la pregunta de si existe implicacion del sistema
inmune de forma local que condicione un estimulo constante y ataque cronico

sobre los melanocitos (9).

Il. CELULAS T RESIDENTES DE MEMORIA (Trw)

Los linfocitos T tienen un papel en la infeccién, inflamacién y la autoinmunidad. Se

dividen en células T virgenes y células T de memoria, dependiendo de la exposicion

a antigenos, la primera no presenta exposicion y la segunda si. Las células T de

memoria se clasifican en: a) células T circulantes de memoria central (Tcy) que

expresan quimiocina CCR7, altos niveles de L-selectina CD62L, y estan en ganglios

linfaticos, y b) las células T efectoras de memoria (Tgv), que carecen de CCR7-

CD62L pero expresan niveles altos de receptores de superficie (antigeno leucocitario
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cutaneo, CCR4, CCR8, CCR10, CCR17-19), llevan células a la piel, promueven
salida a circulacion y entrada a tejidos (3,10,11).

Recientemente, se ha descrito una poblacion de células T de memoria llamadas
residentes de memoria (Try), que residen en la piel en nimero de 20 billones en
adultos sanos, carecen de recirculacion, proliferan localmente, y producen citocinas
inflamatorias. (11). Se ha mencionado que la activacion aberrante de las mismas
puede causar el desarrollo o mantenimiento de trastornos como psoriasis Yy vitiligo
(10). Las células T residentes de memoria (Tgry) al igual que las células T de
memoria circulantes emergen de precursores de células T que carecen del marcador
celular efector KLRG1 IL-7Ra. AUn no se conoce en qué etapa se separan de las
células de memoria circulantes; pero el proceso es regulado por interleucina 12, 15 e

interferébn gama (3,10,11).

lIA. MARCADORES DE SUPERFICIE DE LAS CELULAS (Trw)

Las células T residentes de memoria (Trm) expresan marcadores de superficie
especificos. Los mejor caracterizadas son CD103+ CD69+ CD49a+. La ausencia de
estos marcadores, conlleva a la disminucion pero no eliminaciébn completa de las
(Trm) (2,3,10,12):

e CD4+/CD8+: son co-receptores del receptor de células T.

e CDG69: es un marcador de activacion de células T, necesario para el desarrollo
de las células TRM y retencién temprana en tejido mediante disminucién de
expresion del receptor 1 de esfingosina 1 fosfato. Se encuentra principalmente
en la dermis. (13)

e CD103: retencion persistente por la expresion de su ligando E-cadherina. Se
encuentra principalmente en la epidermis. (13)

e (CD49a: produce altos niveles de interferon gama, perforina y granzima B, es

estimulada por la interleucina 15.
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IIB. VIAS DE SENALIZACION Y FACTORES DE TRANSCRIPCION DE LAS
CELULAS (Tgrw)

Las vias de sefalizacion mTOR, el factor transformante beta y la interleucina 15,
controlan el desarrollo y sobrevida de las células Tgry. La eomesodermina (EOMES) y
el factor de transcripcion 1 (TCF1) estan aumentados en Tcy y disminuidos en Try
(10,14). Los factores de transcripcion regulan la diferenciacién y sobrevida de las
células Try; por lo que la pérdida de alguno compromete su desarrollo en piel y no de
células de memoria circulantes. (11). Se evallan con la prueba reaccion en cadena

de la polimerasa, midiendo su expresion relativa con valores de cero a infinito:

e Homodlogo de Blimp-1 en células T (Hobit): gen Zfp683. Es esencial para el
mantenimiento a largo plazo de la granzima B (2) y el desarrollo de las células
TRM al bloquear CCR7 y S1PR1. Se ha encontrado aumentado en las células
TRM de modelos murinos (12).

e Proteina de maduracién inducida por linfocitos B (Blimp-1): gen Prdml. Es
inducido por Runx3, inicia la funcién efectora citotdxica estimulando la
expresion de la granzima B y hace sinergia con Hobit para el desarrollo de las
células TRM (2,12). Asi mismo, inhibe la diferenciacion de células T virgenes
en células circulantes de memoria (TCM). La pérdida de Blimp-1 y/o Hobit
compromete el desarrollo de células TRM pero no de células TCM (15). Se ha
encontrado elevado en las células TRM de modelos murinos.

e Factor de transcripcion 3 relacionado con Runx (Runx3): tiene impacto en la
presencia de las células CD69+ y CD103+, por lo que es indispensable para el
mantenimiento de las células TRM. Su actividad es en la etapa efectora de los
precursores TRM, mantiene expresion de granzima B; y su sobreexpresion es
suficiente para promover la expresion de CD103. Por otra parte, puede inducir
la expresion de Blimp-1 y Hobit (12,16).

e Notchl: es receptor de superficie, responsable del mantenimiento de CD103+

Trwm, facilitando la union de Try al epitelio (17,18).
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lIC. CELULAS T RESIDENTES DE MEMORIA (Trum) EN EL VITILIGO

Las lesiones recurren en 40% en el primer afio de suspender el tratamiento, y en el
mismo sitio; lo cual sugiere que se desarrolla autoinmunidad de memoria local (9). La
piel perilesional contiene TRM CD8+CD69+, que persisten mas de un afio. Asi
mismo, el infiltrado es CD103+ y CD103-, que tienen actividad citotoxica moderada y
secretan interferébn gama y factor de necrosis tumoral alfa. En un estudio reciente en
piel lesional, un grupo de linfocitos CD8+CD49+ en presencia de interleucina 15,
secreta interferon gama, perforina y granzima; mientras que otro grupo con
CD8+CD49- secreta interleucina 17; y en ambos se presenta apoptosis de
melanocitos (7,14,19,20). La formacién de TRM requiere interleucina 15, 17 y factor
transformante beta, pero para el mantenimiento sélo interleucina 15; la cual se
produce en tejidos periféricos y se une a CD215, CD122, CD132. Asi mismo, las
TRM producen quimiocina CXCL9 y CXCL10 que se unen a la quimiocina CXCR3 en
la superficie de las células T de memoria central y potencia el reclutamiento de estas
hacia la piel. Las TCM CXCR+ CD8+ tienen capacidad proliferativa aumentada

comparada con pacientes sanos (7,14,21).

Sin embargo, esto no es suficiente para el mantenimiento del vitiligo, se requiere de
linfocitos T de memoria circulantes en sangre; asi como disfuncién de las células T
reguladoras, las cuales tienen papel en regeneracion de células madre foliculares;
por lo que la inhibicién de las T reguladoras por las TRM Yy citocinas, tienen efecto

indirecto en la inhibicion de la regeneracién de melanocitos (3).

Estos hallazgos sugieren un papel importante de las TRM en la patogenia del vitiligo,

por lo que tratamientos dirigidos podrian ser benéficos para los pacientes:
e Deplecion selectiva de células T de memoria recirculantes e inhibicion de su

migracion: modelo murino con inhibidor de S1P (FTY720) causa deplecion

selectiva con repigmentacion, pero sin afectar nimero de Try (7,10).
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e Prevenir diferenciaciéon y mantenimiento en piel: Anticuerpos contra IL15 (anti-
CD122) depletan las Tgrw en piel, mientras que el bloqueo por corto tiempo
reduce el interferon gama; (14) inhibidores JAK3 bloquean a la IL15.

e Prevenir acumulacién durante exacerbaciones: la terapia de mantenimiento
disminuye la activacion y proliferacion local de Tgrvw. En enfermedad

diseminada habria que emplear esteroides, metotrexato, y/o inhibidores JAK.

[ll. EFECTO DE LA FOTOTERAPIA EN EL VITILIGO

La fototerapia se usa para el vitiligo desde hace mas de 3500 afios (6,22). PUVA ha
sido reemplazada por UVB-BE (6,22,23). Westerhof & Nieuweboer compararon UVB-
BE con PUVA 2 veces por semana, en el primer grupo 67% repigmentaron a 4
meses comparado con 46% (22). La fototerapia es fundamental para:

1) Detener progresion: mediante inmunomodulacion con estimulacion epidérmica
de interleucina 10 que induce diferenciacion de linfocitos T reguladores,
disminucién de células inflamatorias, deplecion de células de Langerhans y
apoptosis de células T (22,24).

2) Repigmentacion: mediante diferenciacion y migracién de melanocitos peri-
lesidnales o inmaduros del foliculo, aumento de endotelina 1 y factor basico de
crecimiento fibroblastico por queratinocitos lo cual promueve proliferacién de
melanocitos, actividad metaloproteinasa 2 en melanocitos aumentando
migracion, aumento de tirosinasa e inhibicién de células T efectores y TRM.
(22,24,25,26).

El impacto de luz UV en la persistencia, fenotipo y especificidad de las TRM en la piel
esta poco descrito. En un estudio publicado en 2016, la exposicién a UVB-BE causé
disminucién de expresion de integrinas avB6 y avB8 que se requieren para la
produccion del factor transformante beta que mantiene expresion de CD103 en TRM,
y que permite la retencion; establecieron que la RUV dosis-dependiente influencia la

retencién y fenotipo de las TRM al modular las citocinas cutaneas (24,27).
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Min-Bae et al muestran que la UVB-BE presenta respuesta leve en 62% a 3 meses y
74% a 6 meses; respuesta moderada 13% a 3 meses y 19% a 6 meses. Asi mismo
mencionan que la cara y cuello repigmentan en 44%, las extremidades 17% vy las
manos y pies 0% a 6 meses (23). Esmat et al mencionan que la eficacia para lograr
mas del 75% de repigmentaciéon con UVB-BE es 16-63% comparado con 20% en
PUVA. Asi mismo mencionan como efectos adversos de la UVB-BE al prurito,
eritema, quemadura, xerosis, sin riesgo aumentado de cancer de piel (22). Los
patrones de repigmentacion son periférico 40%, folicular 26%, mixto 34%. El
periférico se observa en cara 59% y zona acral 60%; el folicular en tronco 52% y
cuello 42%; y el mixto en tronco 44%. Asi mismo, 85% mantienen la repigmentacion
tras 1 afio de descontinuar fototerapia, con recaida de 55% en 11 pacientes a 2 afios
(8,22,23).

El vitiligo working group establecido las siguientes recomendaciones para la
fototerapia UVB-BE: enfermedad diseminada con superficie afectada mayor del 5%;
frecuencia Optima 3 veces por semana, pero 2 veces por semana es aceptable; dosis
inicial 200mJ/cm2 y aumentar 10-20%, con dosis méxima en cara 1500mJ/cm2 y en
cuerpo 3000; valorar respuesta después de 30 sesiones. Asi mismo, establecen lo

siguiente:

e Los factores que impactan en el resultado son: actividad, ya que la
repigmentacion es mas notoria en enfermedad estable. La progresion y
poliosis son datos de poca respuesta en el vitiligo segmentario. Las zonas
acrales responden menos por variacion en la densidad de foliculos pilosos
(22).

e Los obstaculos a tener en cuenta son: detencion en la repigmentacion por
adaptacion epidérmica, siendo indicacion de parar terapia y administrar
corticoesteroides; falta de repigmentacion; aparicion de nuevas lesiones,
siendo indicacién de emplear farmacos para estabilizar; falta de apego, hay

mayor apego en jovenes y en quienes se explica ampliamente; oscurecimiento
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de piel normal, con lo cual hay que cubrirla 6 usar filtro solar durante la
fototerapia (22).
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2. JUSTIFICACION

El vitiigo es uno de los motivos de consulta mas frecuentes en dermatologia, con
una prevalencia en México de 2.6-4%. Las lesiones acromicas responden de forma
parcial y temporal a los distintos tratamientos que existen en la actualidad, lo cual
llega a afectar la calidad de vida y la autoestima de los pacientes.

La fototerapia es uno de los tratamientos con mayores tasas de repigmentacion. Sin
embargo, las lesiones tienden a recurrir en el 40% de los pacientes y suelen hacerlo
en el mismo sitio de lesiones previas. Por lo que se cree que la autoinmunidad local
tienen un rol importante en la patogenia de la enfermedad y en la resistencia y/o

respuesta parcial a los distintos tratamientos.

En afios recientes, se han creado modelos murinos donde se muestra la
participacion de las células T residentes de memoria (Tgrw) €n la patogenia del
vitiligo, asi como en la repigmentacion de las lesiones al bloquear dichas células. Por
lo que es importante evaluar si la fototerapia UVB-BE disminuye la expresion de las
TRM y sus factores de transcripcidon en los pacientes con vitiligo; con lo cual puedan
sugerirse protocolos de tratamientos combinados y/o de mantenimiento mas
efectivos, que logren mayores tasas de repigmentacion y una respuesta clinica

sostenida que sea mas satisfactoria para los pacientes.

Se considera un estudio experimental e innovador ya que hasta la fecha no se
cuenta con un tratamiento que inhiba de forma sostenida las células T residentes de
memoria (TRM) de la piel y no se ha publicado acerca del efecto de la fototerapia en
las TRM y sus factores de transcripcidbn en pacientes con vitiligo. Asi mismo, se
considera un estudio unicéntrico y transversal, ya que solamente se incluyeron
pacientes de un centro dermatolégico y s6lo se tomaron biopsias al término de un

ciclo de fototerapia, respectivamente.
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3. PREGUNTA DE INVESTIGACION
¢, Cual es la expresion de las células T residentes de memoria (Trv) Y Sus factores de

transcripcion en pacientes con vitiligo antes y después del tratamiento con 30

sesiones de fototerapia UVB-BE?
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4. HIPOTESIS

La fototerapia UVB-BE disminuye la expresion de las células T residentes de

memoria (Trv) Y sus factores de transcripcion en pacientes con vitiligo.

5. OBJETIVOS

e Objetivo general: medir la expresién de las células T residentes de memoria
(Trw) Y sus factores de transcripcidon en pacientes con vitiligo antes y después

de 30 sesiones de fototerapia UVB-BE.

e Objetivos especificos:

o Determinar la expresion de las células T residentes de memoria (Trm) Y
sus factores de transcripcién en piel lesional antes de la fototerapia
UVB-BE.

o Determinar la expresion de las células T residentes de memoria (Trm) Y
sus factores de transcripcion en piel lesional después de 30 sesiones
de fototerapia UVB-BE.

o Comparar la expresion de las células T residentes de memoria (Try) Y
sus factores de transcripcion antes y después de 30 sesiones de
fototerapia UVB-BE.

e Objetivos secundarios:

o Comparar la expresion de las células T residentes de memoria (Trm) Y
sus factores de transcripcion entre los patrones de repigmentacion
después de 30 sesiones de fototerapia UVB-BE.

o Comparar la respuesta clinica con la expresion de las células T
residentes de memoria (Try) Y sus factores de transcripcion después

del tratamiento con 30 sesiones de fototerapia UVB-BE.
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6. SUJETOS Y METODOS

Disefo del estudio.

Tipo de estudio: Analitico, prospectivo, antes y después del tratamiento con

fototerapia UVB-BE con dosis inicial de 200 mJ/cm2, frecuencia de 3 veces

por semana, duracion total minima de 30 sesiones.

Metodologia.

Lugar de realizacidon: departamento de Dermatologia del Hospital Central “Dr.

Ignacio Morones Prieto”, San Luis Potosi, San Luis Potosi, México.

Universo de estudio: pacientes con diagnéstico de vitiligo que acudieron al

servicio de Dermatologia del Hospital Central Dr. Ignacio Morones Prieto, San

Luis Potosi, México.

Periodo en que se realizé: agosto del 2021 a junio del 2022.

Criterios de seleccion:

o

Inclusién: sexo indistinto, mayores de 18 afios, firmar el consentimiento
informado, acudir a la consulta de dermatologia del Hospital Central,
tener diagnostico clinico de vitiligo estable con superficie corporal
afectada mayor del 10%, no tener tratamiento sistémico en los ultimos 3
meses, no tener tratamiento topico en el Ultimo mes y tener lesiones de
cualquier tiempo de evolucion.

Exclusién: vitiligo activo, acral, universal, segmentario, superficie
corporal afectada menor del 10%, no poder o querer acudir a
fototerapia al menos 2 veces por semana, tener otra enfermedad
inflamatoria de la piel, tener enfermedades autoinmunes o inflamatorias,
estar embarazadas o en lactancia, tener enfermedades mentales, tener
antecedente de cancer de piel, tener cicatrizacion tipo queloide.
Eliminacién (si aplica): pacientes que habiendo firmado el

consentimiento, decidan ya no participar; que no acudan a seguimiento;
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gue no completen al menos 30 sesiones de fototerapia UVB-BE y que

no acepten toma de biopsias antes y después.

Variables:
Dependiente
. S . . . Tipo de
Variable Definicion operacional Valores posibles Unidades p'
variable
Expresion de las células
T residentes de memoria L
- . Lo Numeérica
(Trm) v sus factores de Expresion relativa 0O-infinito N/A .
L . Continua
transcripcion después de
la fototerapia UVB-BE
Independiente
. L : . . Tipo de
Variable Definicion operacional Valores posibles Unidades .
variable
Expresion de las células
T residentes de memoria L
L . o Numeérica
(Trm) Y sus factores de Expresion relativa O-infinito N/A .
L Continua
transcripcion antes de la
fototerapia UVB-BE
. Fototerapia UVB-BE 2-3 -
X . Categorica
Tra]lctha![rgtl:Patoi;on sesiones por semana por 30 Antes y después N/A Di gt]
P sesiones Icotoma
Variables de Control (confusoras)
. C : . . Tipo de
Variable Definicion operacional Valores posibles Unidades .
variable
. . Afos desde el inicio de las o Numérica
Tiempo de evolucion . 0-100 Afos .
lesiones Continua
0 = Cara
Localizacién de las . _ 1 =Tronco, cuello -
. Topografia de las lesiones . y N/A Dicétoma
lesiones proximal de
extremidades
Presencia o ausencia de
Actividad de la koebner, patrén tricromico, 0 = activa .
L . - N/A Dicétoma
enfermedad patron inflamatorio, lesién en 1 = estable

confeti

Plan de trabajo

e Reclutamiento de pacientes: se realizo invitacion al protocolo de investigacion

en la consulta y mediante llamada telefénica a los pacientes con diagndéstico

de vitiligo de la base de datos del departamento de Dermatologia. De los que

aceptaron participar, se realiz6 la firma del consentimiento informado, historia
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clinica, exploracion fisica, toma de fotografias clinicas y toma de biopsia por
sacabocado de 3mm de piel lesional y piel no lesional.

Inicio de tratamiento: se inici0 fototerapia con dosis sugerida acorde al
fototipo, la cual se fue incrementado o disminuyendo 15% segun la tolerancia
de cada paciente. Se dieron 3 sesiones semanales hasta completar 30. En
cada visita se valoro la tolerancia y/o presencia de efectos adversos, segun lo
cual se disminuyd la dosis y/o suspendio la fototerapia por algunas sesiones.
Valoracion al término del protocolo: se tomaron fotografias clinicas, se valoro
la respuesta clinica segun el grado de repigmentacion y se tomaron biopsias
por sacabocado de 3mm de los patrones de repigmentacion que presentaron
los pacientes, asi como de las areas que no respondieron a la fototerapia.
Obtencion de muestras: A cada paciente se le tomaron biopsias por
sacabocado de 3mm bajo protocolo de asepsia y antisepsia con clorhexidina y
anestesia local con lidocaina/epinefrina. Una de piel lesional y otra de piel
sana antes de iniciar la fototerapia, y una de cada patron de repigmentacion al
finalizar las 30 sesiones. Las muestras fueron almacenadas en frascos
estériles a -80°c hasta su procesamiento.

Procesamiento de la muestras para PCR en tiempo real (QRT-PCR): Las
biopsias fueron lisadas mecéanicamente en nitrégeno liquido y el RNA total se
extrajo usando un gradiente de fenol-cloroformo para cada muestra, se
sintetiz6 cDNA de 1 ug del RNA total en un volumen de 10 uL usando el High
Capacity cDNA reverse transcription kit (Appliedbiosystems), de acuerdo a las
recomendaciones del fabricante. La PCR en tiempo real se llevo a cabo en el
equipo MiniOpticon Real-Time PCR System (Bio-Rad, Hercules, CA) con 40
ciclos. Usamos 10 pyL con 1 yL de cDNA, 5 ul de iTaqgTM Universal SYBR®
Green Supermix (Bio-Rad), 0.2 yL de cada cebador 20 yM (ADN ARTIFICIAL
S. DE R.L. DE C.V., Guanajuato, México) y 3.6 yl H20 DEPC. La secuencia
de los cebadores utilizados se describe en la tabla 1 (Ver anexos). Los
resultados se obtuvieron normalizando cada muestra respecto a su control

endogeno (18s). Expresion normalizada= gen problema/18s.
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Procesamiento de la muestras para inmunofluorescencia directa: Las biopsias
de piel perilesional, lesion antes del tratamiento y de cada patron de
repigmentacion fueron congeladas para realizar cortes de 4 um los cuales se
fijaron con paraformaldehido al 4% por 10 minutos, que se lavd con buffer de
fosfatos (PBS) por 5 minutos. Después se bloquearon con vy-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 en camara humeda, Después, los cortes se lavaron
con PBS y se contratiieron con DAPI (4mg/mL) (ThermoScientific) y
finalmente se fijaron con medio de montaje PBS-Glicerol (1:9). Se utilizaron
laminillas sin tefiir o sin anti-CD69 o sin anti-CD103 para descartar la
fluorescencia inespecifica y quitar la fluorescencia basal al momento de tomar
las imagenes. 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. 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.

Finalmente se realiz0 la estadistica y analisis de datos.
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7. ANALISIS ESTADISTICO

Tipo de muestreo.

Se realiz6 muestreo por conveniencia de todos los pacientes con diagnostico
de vitiligo que acudieron al servicio de Dermatologia del Hospital Central Dr.
Ignacio Morones Prieto, San Luis Potosi, México, de agosto del 2021 a junio
del 2022.

En 2018, Richmond et al mostraron en un modelo murino, una diferencia de 5-
40% con mediana y media de 22.5% en la cantidad de (Tgrv) CD8+ CD69+
CD103+ en epidermis después de tratamiento dirigido contra interleucina 15,
la cual es necesaria para el desarrollo y mantenimiento de las (Trw) (28, 29).

“ "

Por lo que, la “n” o tamafio de muestra se calculé teniendo en cuenta un
modelo con estudio para contraste de hipétesis unilateral, en el que se
pretende comparar medias de las células T residentes de memoria (Tru) antes
y después del tratamiento con fototerapia UVB-BE; estableciendo una
magnitud de diferencia clinicamente relevante de 30%, disminucién tipica en
otros trastorno de la piel del 30%, aceptando riesgo de 0.05 y deseando poder

estadistico de 80% para detectar diferencias si es que existen (30):

2(Za + Zb)? = S§?
n= e

_ 2(1.64 +0.84)% x 0.3

n 0.32

n=12
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e Se obtuvo un tamafio de muestra de 12, sin embargo al final del estudio se
incluyeron 11 pacientes. De los cuales se tomaron biopsias de la siguiente

forma:

ANTES DE LA FOTOTERAPIA i
DESPUES DE LA FOTOTERAPIA UVB-BE

UVB-BE
- 1 muestras de patr6n repigmentacion folicular
- 1 muestras de piel lesional - 1 muestras de patrén repigmentacion periférico
- Imuestras de piel sana - 1 muestras de patrén repigmentacion difuso

- 1 muestras de patrén repigmentacion acrémico

Analisis.
e El analisis descriptivo se realizé usando medidas de distribucion central como
media y desviacion estandar.

e Se incluy6 un solo grupo con dos muestras, la media de la expresion relativa
de las células T residentes de memoria (Trm) Y Sus factores de transcripcion

antes y después del tratamiento con fototerapia UVB-BE.

e La diferencia entre la piel sana y lesional se analiz6 mediante prueba t y la
diferencia entre piel lesional y los distintos patrones de repigmentacion
mediante ANOVA y Kruskal-Wallis para datos paramétricos y no

paramétricos, con pruebas post hoc de Bonferroni y Dunn’s, respectivamente.
e El analisis se realiz6 usando el programa GraphPad Prism 5.0 software (San

Diego, CA). Se consideré como estadisticamente significativo un valor de P
<0.05.
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8. ETICA

Este protocolo fue evaluado y autorizado por el Comité Académico de Dermatologia
del Hospital Central “Dr. Ignacio Morones Prieto”. Asi mismo, fue aprobado por el
Comité de ética y por el Comité de investigacién de dicha institucion, otorgando el
registro 63-21. Todos los pacientes firmaron el consentimiento informado.

En apego a la Ley General de Salud en Materia de Investigacion para la salud:

e Atrticulo 14: el protocolo se fundament6 en estudios previos donde se muestra
repigmentacion después de fototerapia UVB-BE; sin embargo no hay estudios
gue evalten la modificacion en las células T residentes de memoria. Se ha
redactado consentimiento informado el cual se discuti6 ampliamente con cada
paciente, haciendo énfasis en los potenciales riesgos y el potencial beneficio.
Se realiz6 por personal capacitado y adiestrado, es decir médicos
dermatologos certificados y residentes de dermatologia en formacion.

e Articulo 16: Se guardo y guardara la confidencialidad de los pacientes en todo
momento. En caso de difusibn y/o publicacion posterior, se guardara
confidencialidad al tratar los datos con un nimero de identificacion.

e Atrticulo 17: Se consideré una investigacion con riesgo minimo ya que se
realizd intervencion o modificacion intencionada en los individuos que
participaron, por medio de la fototerapia UVB-BE que es un tratamiento usado
comunmente en pacientes con vitiligo. Asi mismo, se tomaron biopsias en
sacabocado de 3mm, las cuales se realizan de forma rutinaria y al ser menor o
igual de 3mm no suelen dejar cicatriz, y presentan riesgo de infeccion y
sangrado minimo.

e Capitulo lll: se llevo a cabo en pacientes mayores de edad

e Capitulo IV: no se incluyeron mujeres embarazadas o que estuvieran dando

lactancia.

En apego al codigo de Nuremberg:
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e Se realizo el consentimiento informado de forma escrita, el cual fue voluntario
y pudo ser revocado en cualquier momento sin ningun tipo de efecto.

e Pretendio estudiar la modificacion de las células T residentes de memoria en
pacientes con vitiligo, con lo cual sugerir/lograr mejores tratamientos

e No existen estudios en humanos que evallen la modificacion de las TRM con
la fototerapia. La eficacia comprobada de la fototerapia para repigmentar y los
pocos Yy tolerables efectos secundarios, asi como las altas tasas de
recurrencia justifican el presente protocolo.

e Se tomaron biopsias con trocar de 3 mm para disminuir los riesgos de
sangrado, infeccion y cicatrizacion anémala al minimo.

¢ No se presentaron efectos adversos severos ni muerte ni incapacidad por el
uso de fototerapia.

e Elriesgo no excedi6 el beneficio

e Los pacientes tuvieron acceso a urgencias y/o consulta de dermatologia en
todo momento en caso de duda y/o efectos adversos

e El protocolo fue llevado a cabo exclusivamente por personal del departamento
de dermatologia del Hospital Central “Dr. Ignacio Morones Prieto”.

e Los pacientes podian revocar el consentimiento informado y con esto su
participacion en cualquier momento, sin ninguna consecuencia.

e Se tuvo disponibilidad de suspender el protocolo en cualquier momento.
En apego a la declaracion de Tokio: el protocolo no favorecio, aceptd ni buscaba

torturar o algun procedimiento inhumano; en todo momento se respeté la dignidad y

derechos de los participantes.
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9. RESULTADOS

|. Caracteristicas demogréficas de los pacientes

Once pacientes cumplieron los criterios de inclusién y completaron el ciclo de 30
sesiones. La media de edad fue de 41 afios (18 afios), la relacion hombre-mujer fue
de 2:9, la media del tiempo de evolucion de la enfermedad fue de 13 afios (+12
afnos), la media de la superficie corporal total afectada fue de 24% (+ 6%), y la media
de la dosis total acumulada fue de 14,943 mJ/cm2 (4,843 mJ/cm2). Esto se
presenta en la tabla 2 (Ver anexos). Todos los pacientes mostraron mejoria clinica
después de la fototerapia y desarrollaron los tres patrones de repigmentacion asi
como lesiones acrémicas que no respondieron. Esto se muestra a continuacion en la
Figura 1. Patrones de repigmentaciéon en vitiligo después de fototerapia UVB-
BE:

a) b)
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*Imagenes representativas de un paciente con vitiligo a) antes y b) después de 30 sesiones, mostrando patrén
marginal, difuso, folicular y acromico sin respuesta

¥
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II. Cantidad de células TRM CD69+CD103+ y su disposicién entre los distintos

patrones de repigmentacion

Existio una disminucion en la fluorescencia de las TRM CD69+CD103+ en todos los
patrones de repigmentacién en comparacion con la piel lesional (ANOVA, p<0.05). La
intensidad media de fluorescencia fue menor en el patron marginal (5+3), seguido por
el difuso (10£2), folicular (10+4) y finalmente el acrémico (20+3). Ademas, cuando se
analizo individualmente, la intensidad media de la fluorescencia de las células
CD103+ fue mayor en el patron difuso (14+3) y marginal (12+3). Mientras que las
CD69+ fue menor en piel lesional (6+2) y lesiones acrémicas que no respondieron
(7+3). Esta informacién es presentada en la Figura 2 (Ver anexos) y en la Figura 3.
Niveles de células TRM CD69+CD103+ en piel con vitiligo después de 30
sesiones de fototerapia UVB-BE. Intensidad media de fluorescencia de a)
CD69+, b) CD103+y ¢) TRM CD103+CD69+:
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*Los resultados corresponden a la media +/- desviacion estandar de 3 pacientes. * Diferencia significativa con

p<0.05 (valores de P para ANOVA). L = lesién; P = folicular; D = difuso; M = marginal; y A = acrémico

35



La localizacion y organizacion de las TRM CD69+CD103+ fue diferente en los
distintos patrones de repigmentacion. En la piel lesional y el patron acromico se
observan en dermis papilar en disposiciéon en hilera hacia el estrato basal. En el
patron difuso se observan en pequefios agregados en la dermis papilar y reticular
superficial. En el patron marginal se observan en pequefios agregados en dermis
papilar y en hilera en las papilas dérmicas. En el patron perifolicular se observan en
banda en la dermis reticular superficial y perianexial. Esto es presentado en la Figura

2 (Ver anexos).

lll. Expresion de los factores de transcripcion de las células TRM en piel sanay

piel lesional, asi como entre los patrones de repigmentacién

La expresion de Runx3 y Hobit fue mayor en piel lesional comparado con piel sana
(Mann-Whitney, p0.03 y p0.04, respectivamente), mientras que la expresion de
Blimpl fue menor en piel lesional comparado con piel sana (Mann-Whitney, p0.01).
No se encontro diferencia significativa en la expresion de Notch1.

El patrén perifolicular mostré mayor expresiéon de Runx3 (Kruskal-Wallis, p 0.04),
menor expresion de Blimpl (Kruskal-Wallis, p 0.01) y no mostr6 diferencia
significativa en la expresion de Notchl ni Hobit. Tanto el patrén difuso como el
marginal mostraron menor expresion de Runx3 (Kruskal-Wallis, p 0.04), mayor
expresion en Blimpl (Kruskal-Wallis, p 0.01) y no mostraron diferencia significativa
en la expresion de Notchl ni Hobit. El patréon acrémico mostr6 menor expresion de
Blimpl (Kruskal-Wallis, p 0.01) y no mostro diferencia significativa en la expresion de
Notch1, Hobit ni Runx3. Esto se muestra en la Figura 4. Expresién de los factores
de transcripcion de las células TRM. Expresion relativa de mRNAs medidos por
PCR-RT a) Notchl, b) Runx3, c¢) Hobit, y d) Blimp-1 en biopsias de piel de
pacientes al inicio y en cada patron de repigmentacién al finalizar 30 sesiones
de fototerapia UVB-BE:
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*Los resultados fueron normalizados con respecto al gen 18s. Los resultados corresponden a la media +/-
desviacion estandar de 30 pacientes. * Diferencia significativa con p<0.05 (valores de P para prueba t). HS = piel
sana; L = lesion; P = folicular; D = difuso; M = marginal; y A = acromico
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10. DISCUSION

La expresion de las TRM disminuyo en todos los patrones de repigmentacion y en las
lesiones que no respondieron, al término de un ciclo de fototerapia UVB-BE. Asi
mismo, la expresion de los factores de transcripcion de las células TRM fue diferente
antes y después de un ciclo de fototerapia UVB-BE, asi como entre los distintos

patrones de repigmentacion.

El vitiligo es causado por una destruccion selectiva autoinmune de melanocitos (1,7).
Sus recaidas suelen ser del 40% en el primer afio y en el mismo sitio de lesiones
previas (3), sugiriendo la participacion de la autoinmunidad local. Estudios previos en
modelos de ratones han mostrado que las células TRM CD8+CD69+CD103+, un
subconjunto de linfocitos T, estan incrementadas en las lesiones de vitiligo (3,13).
Estas células expresan factores de transcripcion especificos, que regulan su
diferenciacion y mantenimiento (2,7,8). La fototerapia UVB-BE induce patrones de
repigmentacion de duracién variable, por medio de activacion, migracién y
diferenciacion de melanocitos, e inmunomodulacion (18). Esta diferencia en la
duracion de cada patrébn de repigmentacion podria estar relacionada con la
modificacion causada por la fototerapia en la cantidad y localizacion de las células
TRM. Por lo tanto, su caracterizacion incluyendo sus factores de transcripcion en
cada patron de repigmentacion, podria ser util para entender el papel de la
autoinmunidad local en la respuesta a los diferentes tratamientos, duracién de la

pigmentacién y recaidas.

En este estudio, se evaluaron los cambios en las células TRM CD69+CD103+ y sus
factores de transcripcion entre los patrones de repigmentacion inducidos por UVB-
BE. Los resultados mostraron que las células TRM y sus factores de transcripcion se
expresan de diferente forma. Las lesiones estaban mas infiltradas por las células
TRM CD69+CD103+ en comparacion con la piel sana, con localizacion predominante

en la capa basal (3). También mostré una mayor expresion de Runx3 y Hobit con
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menor expresion de Blimp-1, lo que implica que las células TRM existentes y la
granzima B tengan un mantenimiento a largo plazo, causando un ataque crénico a
los melanocitos, y un estimulo para el desarrollo de células TRM nuevas (2,7).
Contrario a lo reportado en estudios previos, se encontré una disminucién en la
expresion de Blimp-1, lo cual implica menor diferenciacién en células TRM pero un
estimulo para la diferenciacion de las células T virgen en células TCM (9). Por lo
tanto, la diferencia en la expresion de los factores de transcripcion de las células
TRM podria estar relacionado con la mejoria clénica en los diferentes patrones de

repigmentacion inducidos por fototerapia UVB-BE.

Las células TRM CD69+CD103+ disminuyeron de forma diferente en cada patrén de
repigmentacion después de un ciclo de 30 sesiones de fototerapia UVB-BE, lo cual
fue respaldado por la variaciébn en sus factores de transcripcion. Las células TRM
CD69+CD103+ disminuyeron 60% en el patron folicular, mostrando una expresion
mas baja de Blimp-1 y aumentada de Runx3, lo que significa menos infiltracion de
células TRM y funcién citotdxica, pero un estimulo para la diferenciacion de las
células T virgenes en TCM (6,9), y un estimulo para el mantenimiento a largo plazo
de las células TRM e induccion de Blimp-1 (7,11,13). Estos hallazgos pueden
explicar el comportamiento clinico mas comun de este patron que se manifiesta con
una repigmentacion mas rapida en comparacion con los demas patrones, pero una
involucién rapida. Las células TRM CD69+CD103+ disminuyeron 60 % y 80 % en los
patrones difuso y marginal, respectivamente. Presentando aumento en la expresion
de Blimp-1 y menor expresion de Runx3, lo que significa una mayor disminucién de
las células TRM existentes en comparacion con el patron folicular y las lesiones que
no responden, pero un estimulo para la induccion de Blimp-1 y diferenciacion de
células T virgenes en nuevas células TRM y no en células TCM (6,9), con menor
mantenimiento a largo plazo de las mismas. Estos hallazgos pueden estar de
acuerdo con la observacién clinica de mayor estabilidad y duracibn en la
repigmentacion de estos patrones, pero son frecuentes las recaidas ya que no
eliminan completamente las células TRM (18). Las células TRM CD69+CD103+
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disminuyeron aproximadamente un 20 % en las lesiones que no respondieron,
mostrando una menor expresion de Blimp-1. Este fue el patron con la menor
disminucién de las células TRM, exhibiendo un estimulo para la diferenciacién de
células T virgenes en TCM lo cual genera una sefial constante para la produccion de
células efectoras (6,9); hallazgos posiblemente relacionados con su falta de

respuesta.

Contrario a estudios publicados previamente, se encontré6 una disminucién en la
expresion de Blimp-1 en la piel lesionada, patron folicular y lesiones que no
respondieron, lo cual podria implicar una diferenciacion de células T virgenes en
células TCM y no en células TRM. En modelos de ratones se ha observado una
reduccion relativa pero no una eliminacién completa de las células TRM, mediante el
uso de anticuerpos anti-CD122 que bloquean la interleucina-15 (7,19), y ruxolitinib o
tofacitinib que inhiben la sefializacién a través de IFN-g y evitan la acumulacion
células T en la piel (21). Sin embargo, nunca se ha medido en humanos ni después
del tratamiento con fototerapia, por lo que, hasta donde sabemos, este es el primer
estudio en humanos con vitiligo que demuestra la asociacion entre la fototerapia, los
patrones de repigmentacion, las células TRM y los factores de transcripcion. Por lo
tanto, se muestra que la modificacion de las células TRM y sus factores de
transcripcion por medio de la fototerapia UVB-BE, podria estar relacionada con la
formacién de nuevo pigmento y la persistencia del mismo en cada patron. Esto
podria sugerir la necesidad de nuevos protocolos de fototerapia o tratamientos de
mantenimiento para la supresion sostenida de las células TRM, con lo cual se podria

conseguir una repigmentacion duradera.
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11. LIMITACIONES Y/O NUEVAS PERSPECTIVAS DE INVESTIGACION

Solo se incluy6é una muestra relativamente pequefia de pacientes y no se evaluaron
aguellos con vitiligo activo, ya que el objetivo del presente trabajo fue evaluar el

proceso de repigmentacion y no el de estabilizacion.

Futuras perspectivas de investigacion podrian ser:

e Medicion longitudinal de las TRM y sus factores de transcripcion a los 4, 8 y
12 meses post-fototerapia para evaluar si las modificaciones encontradas en
el presente trabajo se mantienen en el tiempo 0 tienden a volver a los valores
pre-fototerapia. Asi como su correlacién con el comportamiento clinico de la
repigmentacion y/o recidivas.

e Medicion longitudinal de las TRM y sus factores de transcripcion utilizando
protocolos de fototerapia de mantenimiento con 1 sesion semanal y/o
tratamientos combinados para evaluar si esto mantiene el bloqueo de las TRM
y sus factores de transcripcibn. Asi como su correlacion con el
comportamiento clinico de la repigmentacién y/o recidivas.

e Comparar las TRM y sus factores de transcripcibn entre pacientes con
lesiones activas y estables, para evaluar si existe diferente perfil de las
mismas y por lo tanto requieran diferentes tratamientos dirigidos.

e Comparar la expresion de las TRM y TCM, para evaluar la inter-relacion entre

ambas vias en la patogenia del vitiligo, respuesta a tratamientos y recidivas.
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12. CONCLUSIONES

En conclusién, se proporciona informacion acerca de la modificacion de las células
TRM vy sus factores de transcripcion mediante el empleo de fototerapia UVB-BE, asi
como la diferente expresion entre cada patron de repigmentacion. En este trabajo, la
repigmentacion se asocioé con una disminucion en la cantidad de las células TRM, la
cual fue mayor pero no completa en los patrones marginal y difuso. En cada patron
de repigmentacidon se encontr6 una diferente expresion de los factores de
transcripcion, lo cual podria estar relacionado con el diferente comportamiento

clinico.

En la piel lesionada predomind la diferenciacion en células TCM con ataque cronico
de los melanocitos. En el patron marginal y difuso, diferenciacién en células TRM con
disminucion en el mantenimiento a largo plazo de las mismas. En el patrén folicular,
diferenciacion en células TCM y mantenimiento a largo plazo de las TRM con
estimulo para induccién de Blimp-1. Mientras que en las lesiones que no

respondieron, diferenciacién en células TCM.

Estos hallazgos podrian establecer nuevas fronteras en el tratamiento del vitiligo, con
tratamientos potenciales que modifiqguen las células TRM y sus factores de
transcripcion, para mejorar las tasas de respuesta clinica, lograr repigmentacién de

mayor duracién y disminuir las recaidas.
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Tabla 1. Secuencia de los cebadores empleados para PCR en tiempo real. Los
diferentes cebadores usados para evaluar la expresion de mRNA. Tm=

temperatura de anidaje. C = concentracion

Gen Forward primer Reverse primer Tm (°C) C (nM) Gen Bank Access
Blimp-1 GTGTCAGAACGGGATGAACA GCTCGGTTGCTTTAGACTGC 60 200 NM_001198

Hobit CATATGTGGCAAGAGCTTTGG GGCAAGTTGAGTGAAGCTCT 60 200 NM_ 001114759.3
Runx3 GAGTTTCACCCTGACCATCACT TGTGCTCGGTGTCACCCGCAT 60 200 NM_001031680.2
Notchl CACGCTGACGGAGTACAAGT GGCACGATTTCCCTGACCA 60 200 NM_017617.5

18s GGCACGATTTCCCTGACCA GCTGGAATTACCGCGGCT 60 200 NR_003286.4
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Tabla 2. Caracteristicas clinicas de los 11 pacientes con vitiligo tratados con 30
sesiones de fototerapia UVB-BE.

TABLA 2. CARACTERISTICAS CLINICAS Y
DEMOGRAFICAS DE LA POBLACION EN
ESTUDIO (n=11)

Género; n (%)

Femenino 9 (81)
Masculino 2 (18)
Edad (afios); media (DE) 41 (18)
Tiempo de evolucién (afios);

] 13 (12)
media (DE)
Escala VIDA; n (%)
0 4 (36)
1 3(27)
2 4 (36)
Superficie afectada (%); media

24% (6)

(DE)

Dosis total acumulada de UVB-

) 14,943 (4,843)
BE (mJ/cm2); media (DE)
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Figura 2. Infiltracion cutanea de células TRM CD69+CD103+. Comparaciéon
representativa de H&E e inmunofluorescencia directa. a) piel con vitiligo antes
del tratamiento, y b) folicular, ¢) difuso, d) marginal y e) acromico que no
respondio después de 30 sesiones de fototerapia UVB-BE. (x400). Células TRM
CD69+CD103+ marcadas con una flecha.
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d)

CD6I-FITC+(green) CD103-PE+(red) CD69+/CD103+(merge)
e)
CD69-FITC+{green) CD103-PE+(red) CD69+/CD103+({merge) HE
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