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CD91: cluster of differentiation 91
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(Damage associated molecular pattern
molecules)
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22
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ROS: Especies reactivas de oxigeno -
Reactive oxygen species-
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transcription 1
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Summary

Background vitiligo is an autoimmune disease in which melanocytes are
destroyed by antigen-specific T-cell. Adaptative immunity plays an important
role in progression of the disease. Additionally, the cutaneous changes of
vitiligo have significant effects on quality of life and self-esteem. The gap
between adaptive and cellular immunity in vitiligo requires a better
understanding as well as to increase awareness of the psychological effects of
vitiligo.

Objective. The aim of this study was to map the serum levels of CXCL10 and T
regulatory cells as a cellular markers and CD91 an innate immune receptor in
vitiligo patients to declare its role in the pathogenesis and activity of vitiligo.
QoL, anxiety and depression of patients with vitiligo, their relationship with
clinical presentation and disease severity before and after sixteen weeks
treatment and compared with controls were evaluated regarding their role in the
pathogenesis of vitiligo.

Patients and Methods A randomized monocentric study included 43 patients;
21 patients with non-segmental vitiligo and 22 healthy volunteers as the control
group. CD91, CXCL10 and T regulatory cells were determined on peripheral
blood before and after UVB-NB phototherapy treatment associated with topical
khellin, topical tacrolimus and oral Polypodium Leucotomos supplementation.
Conclusion Our findings suggest vitiligo patients have increased levels of
monocyte mCD91 and reduced levels of plasma sCD91 so, could represent an
useful biomarker for diagnosis. We demonstrated increased CXCL10 levels and
lower CXCL10 levels after treatment so could be a biomarker to follow-up the
treatment response. For other hand, T regulatory and T regulatory memory cells
are not differently expressed on vitiligo patients. However, shows a decrease
after treatment taking into account the improvement variable. Our study noticed
high dates of anxiety and depression and psychologycal improvement after the

treatment even doesn’t improve clinically.
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Resumen

Antecedentes El vitiigo es una enfermedad autoinmune en la que los
melanocitos son destruidos por células T-antigeno-especificas. La inmunidad
adaptativa juega un papel importante en la progresion de la enfermedad.
Ademas, los cambios cutaneos del vitiligo tienen efectos significativos en la
calidad de vida y la autoestima de los pacientes. La brecha entre la inmunidad
adaptativa y celular en el vitiligo requiere una mejor comprension, asi como
también es necesario aumentar la conciencia de los efectos psicolégicos en los
pacientes con vitiligo.

Objetivo. El objetivo de este estudio fue mapear los niveles séricos de CXCL10
y células reguladoras T como marcadores celulares y CD91 un receptor inmune
innato en pacientes con vitiligo para dilucidar su papel en la patogénesis y la
actividad de la enfermedad. Se evalu6 DLQI, ansiedad y depresion en los
pacientes con vitiligo y su relacion con la presentacion clinica y gravedad de la
enfermedad antes y después de dieciséis semanas de tratamiento y
comparandolo con controles.

Pacientes y métodos Se trata de un estudio monocéntrico aleatorizado que
incluy6 43 pacientes; 21 pacientes con vitiligo no segmentario y 20 voluntarios
sanos como grupo control. Se determinaron células T reguladoras, CD91,
CXCL10 en sangre periférica antes y después de tratamiento con fototerapia
UVB-NB asociado a khellina topica, tacrolimus y suplementacion oral de
Polypodium Leucotomus.

Conclusiéon Nuestros hallazgos sugieren que los pacientes con vitiligo tienen
niveles elevados de monocitos mCD91 y niveles reducidos de sCD91 en
plasma, por lo que podria representar un util biomarcador para diagnéstico.
Demostramos CXCL10 elevado en pacientes con vitiligo y disminucion
significativa después del tratamiento, por lo que es un util biomarcador para
enfermedad y para el seguimiento al tratamiento. Por otro lado, las células T
reguladoras no se expresan de forma diferente en pacientes con vitiligo, sin
embargo, si se observd una disminucién luego del tratamiento teniendo en
cuenta la variable mejora. Nuestro estudio evidencio alteracién de la calidad de
vida, ansiedad y depresién antes del tratamiento y mejoria psicolégica después

de realizar tratamiento aun en los pacientes que no mejoraron clinicamente.
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Introduccion

El vitiligo es un trastorno adquirido de la pigmentacion de la piel en el cual
diversos agentes agresores o activadores en un individuo genéticamente
susceptible desencadenan una respuesta inflamatoria llevando a la destruccion
del melanocito (Ezzedine et al; 2015). La investigacion sobre la patogénesis del
vitiligo humano en los ultimos 30 afilos ha generado controversia, ya que las
pruebas de la destruccion autoinmune dirigida y las anomalias intrinsecas de
los melanocitos parecian estar en desacuerdo (Palermo et al, 2001) (Ongenae
et al, 2003) (Le Poole et al, 1993). Sin embargo, los avances recientes en el
campo respaldan ambas hipotesis, y la evidencia sugiere que cada una esta
unida a la otra a través de mecanismos inmunes innatos (Halder Taliaferro,
2008).

Diferentes factores ambientales, incluidos luz ultravioleta y fenoles quimicos
como monobenzona, asi como también factores intrinsecos celulares
desencadenan estrés oxidativo en el melanocito, o que resulta en la
produccion de patrones moleculares asociados a dafo (PMAD o Damage
associated molecular pattern molecules - DAMPs) y su secrecion lleva a la
activacion de las células dendriticas cercanas y a la produccidon de citoquinas
pro-inflamatorias (Rodrigues et al, 2017). EI| DAMP mas asociado con vitiligo,
HSP70 (Proteina de choque de 70 kilodaltons -Head Shock Protein 70-), es
inducido en la piel perilesional y lesional con vitiligo y funcionalmente empeora
la enfermedad induciendo y reclutando células dendriticas (Rashighi and
Harris; 2017).

Los DAMPs actuan como ligandos para los receptores de reconocimiento de
patrones innato (PRR o Pattern recognition receptors), que activan la
inmunidad innata, seguido de la activacion de las células inmunitarias
adaptativas, que incluyen los linfocitos T CD8+ autoreactivos lo que facilita la
destruccion del melanocito y la progresion del vitiligo.

El cluster of differentiation 91 (CD91) también llamado de LRP1 (low-density
lipoprotein receptor-related protein 1) es un receptor de membrana plasmatica
celular para la endocitosis mediada por proteinas de choque y funciona como
receptor de sefializacion (Binder et al; 2012).

Tomando en cuenta que no ha sido estudiado en vitiligo, pero sabiendo que su

coestimulacion puede ser activada por diferentes HSP incluyendo la HSP70,
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Introduccion

uno de los objetivos principales de este estudio, fue determinar los niveles del
receptor de la inmunidad innata CD91, tanto su forma de membrana expresada
en monocitos como su forma soluble presente en el plasma de individuos con
vitiligo antes y después de un tratamiento efectivo.

Estas respuestas inmunitarias innatas activan las células dendriticas, que
transportan y presentan antigenos especificos de los melanocitos a las células
T. Ademas, las citoquinas secretadas por las células inmunes innatas
probablemente actuen como la sefial inicial para ayudar a las células T a
localizar los melanocitos susceptibles. Esto representa el comienzo de la
respuesta autoinmune en el vitiligo, consistente en la muerte celular dirigida por
las células T citotéxicas CD8+ y conducido por el Interferon-gamma (IFNy)
(Richmond et al; 2013). Las células T reguladoras (Tregs) son una subclase
importante de las células T responsables de atenuar la inmunidad. El numero
total de células T reguladoras (Tregs) en pacientes con vitiligo parece estar
disminuido en comparacion con controles sanos y se ha observado una
asociacion de éstas con la actividad de la enfermedad (Tembhre et al; 2015).
En general, se acepta que el efecto supresor total de Tregs se anula en
pacientes con vitiligo. El segundo objetivo de nuestro estudio fue entonces
analizar las células T reguladoras del sistema inmune adaptativo en sangre
periférica de individuos con vitiligo antes y después de un tratamiento efectivo.
Como los melanocitos residen lejos de los vasos sanguineos en la epidermis,
existen mecanismos adicionales de sefalizaciéon de quimiocinas para promover
el reclutamiento de células T CD8+ circulantes al tejido periférico. Las
quimiocinas son proteinas pequenas secretadas que actuan como
quimioatractores para guiar la migracion de las células T. Recientemente,
usando el perfil de expresion génica en la piel lesionada de pacientes y un
modelo de vitiligo en ratones, se descubridé que las quimioquinas inducidas por
IFNy (CXCL9 y CXCL10) se expresaban en altas concentraciones en la piel y la
sangre. Los experimentos en un modelo murino indicaron ademas que IFNy y
CXCL10 eran necesarios funcionalmente para la progresion de la enfermedad
y el mantenimiento de la misma (Rashighi et al; 2014). Por tanto, el tercer
objetivo de nuestro estudio, fue precisamente cuantificar la quimiocina CXCL10

en el plasma de individuos con vitiligo antes y después del tratamiento.
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El vitiligo es un trastorno devastador psicolégicamente. EIl hecho que por lo
general ocurre en areas expuestas como la cara y las manos tiene un gran
impacto en la percepcidon de si mismo (Firooz et al; 2004). Por esto, evaluar
psicologicamente a los individuos con vitiligo antes y después del tratamiento

fue otro de los objetivos de nuestro estudio.

1.1 Epidemiologia y consideraciones generales

El vitiligo es un trastorno autoinmune adquirido de la pigmentacion de la piel y
las membranas mucosas. Se caracteriza por maculas acrémicas bien
delimitadas secundarias a la destruccion selectiva de melanocitos afectando la
autoestima y la calidad de vida de los pacientes (Taieb and Picardo 2009). La
enfermedad es causada por una interaccién dinamica entre el riesgo genético y
ambiental que propician el ataque autoinmune a los melanocitos en la piel.
(Alikhan et al; 2011)

Aproximadamente el 0,5% al 2% de la poblacion mundial estd afectada por
vitiligo, y aunque puede aparecer a cualquier edad, la mayoria de las veces se
inicia antes de los 20 afos (Taieb and Picardo; 2007, 2009). Su prevalencia es
igual entre hombres y mujeres y no hay diferencia en las tasas de ocurrencia
de acuerdo al tipo de piel o raza (Lu et al, 2007). Hay un componente genético,
pues en 30% de los casos se encuentra antecedentes familiares (Spritz 2008).
En 1550 AC en el papiro de Ebers ya se describian enfermedades que
afectaban el color de la piel: una con tumores, la lepra, y otra sélo con cambio
de color, probablemente vitiligo. La palabra vitiligo viene del latin “vitium” que
significa mancha o defecto (Taieb and Picardo, 2013).

El vitligo puede provocar alteracion psicologica, especialmente en los
individuos de piel mas oscura en que es mas facilmente perceptible (Porter and
Beuf; 1991).

En el vitiligo, es comun observar el fendmeno isomérfico de Kdebner; es
frecuente observar lesiones posteriores a traumatismos en rodillas y nudillos
asi como en cicatrices quirurgicas (Van Geel et al; 2012). Es un trastorno de la
pigmentacidn cronico y persistente y su repigmentacion espontanea es rara y
cuando ocurre produce un patron perifolicular (Handa and Kaur; 1999).
Muchos pacientes no estan bien informados sobre su enfermedad; en un

estudio, el 51,3% de los pacientes creian que su vitiligo fue causado por mala
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atencion médica, el 30% le atribuian un papel importante al comportamiento,
un 25% a la dieta, un 21,3% al estado mental, y el 20% culpé a la
contaminacion ambiental (Firooz et al; 2004).

Actualmente los tratamientos son moderadamente efectivos consiguiéndose en
muchos casos revertir la enfermedad, inhibiendo la inflamaciéon de la piel y

promoviendo la regeneracion del melanocito (Ezzedine et al; 2015).

1.2 Genética en vitiligo

Se transmite genéticamente de manera poligénica.Aunque la mayoria de los
casos de vitiligo son esporadicos, no es raro observar antecedentes familiares
directos afectados (Zhang et al; 2009). Se ha descrito una frecuencia entre
hermanos de hasta un 6.1% lo que representa un aumento del 18% comparado
con la poblacion general (Fain et al; 2006). La concordancia del vitiligo en
gemelos monocigoticos es aproximadamente del 23% lo que sugiere un
componente no genético significativo. (Alkhateeb et al; 2003). Los estudios
epidemioldgicos indican que el vitiligo es hereditario en un patron no
mendeliano, multifactorial y poligénico, con penetrancia incompleta (Ortonne
2008). Al parecer, diversos alelos recesivos en varios locus no ligados actuan
en el desarrollo de vitiligo. Ademas, diferentes fenotipos estan asociados con
susceptibilidad genética y exposicion al medio ambiente (Sun et al; 2006).

El hecho de observarse grupos familiares con vitiligo generalizado asociado a
otras enfermedades autoinmune es evidencia convincente de que ocurre una
diatesis autoinmune, probablemente una susceptibilidad genética a una
aberracion inmunoldgica. ElI 20% de los pacientes con vitiligo, tiene
enfermedad de la tiroides; principalmente hipotiroidismo (Pagovich et al, 2008).
Esto representa un incremento de ocho veces comparado con la poblacion
general. También hay una mayor frecuencia en otras formas de enfermedades

autoinmunes y sindromes poliendocrinos. (Spritz and Andersen; 2017)

1.3 Estrés celular en los melanocitos e Inmunidad en vitiligo

Como ya se ha mencionado anteriormente, existen diversos factores que
contribuyen a la fisiopatologia del vitiligo, incluyendo genéticos, ambientales e
inmunoldgicos (Salzer and Schallreuter, 1995). La interaccion entre estos

factores culmina en la autoinmunidad como el principal factor en la patogénesis
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de la enfermedad ejercida a través de los linfocitos T CD8 citotdxicos
autorreactivos especificos de melanocitos y guiados por IFNy (Rashighi M,
Harris J;2017)

Los eventos desencadenantes iniciales que conducen a la activacién del
sistema inmune en el vitiligo surgen de una combinacion de defectos
intrinsecos de los melanocitos y de la exposicion a factores ambientales
especificos, como la luz ultravioleta o productos quimicos, que incrementan el
estrés en estas células (Schallreuter et al, 1994)(Norris et al, 1988). Esto esta
especialmente bien descrito en el contexto de la despigmentacion en un
subconjunto de pacientes que desarrollan vitiligo después de la exposicion a
ciertos productos quimicos. Estos incluyen productos quimicos fendlicos y
catecolonicos que se encuentran en tintes para el cabello, resinas, adhesivos,
cuero y otras sustancias (Sasaki, Kondo; 2014). La propia melanogénesis es
una fuente de estrés en los melanocitos. Recientes estudios in vitro revelan
que los productos quimicos con estructuras similares a la tirosina actian como
analogos de tirosina dentro del melanocito y precipitan niveles de estrés celular
mas altos, aumentando la produccion de especies reactivas de oxigeno
(reactive oxigen species-ROS) y desencadenando una respuesta a proteinas
desplegadas (unfolded protein response —UPR) dentro de las células. El
analisis por microscopia electronica de los melanocitos en el vitiligo sugiere un
incremento del estrés celular y junto con los niveles elevados de peréxido de
hidrégeno (H20:2) reflejan estrés oxidativo (Gong, Li; 2015). Esta bien conocido
que los derivados fendlicos pueden inducir o exacerbar vitiligo, induciendo
ROS y activando la respuesta UPR. La UPR se activa en respuesta a una
acumulacién de proteinas desplegadas o mal plegadas en el lumen del reticulo
endoplasmatico. En este contexto, la UPR tiene como objetivo principal
recuperar el funcionamiento normal de la célula deteniendo la traduccion de
proteinas y activando las vias de sefializacidn que permitan incrementar la
produccion de chaperonas moleculares involucradas en el correcto
plegamiento de las proteinas, como las proteinas del choque térmico (heat
shock proteins — HSP). Si la célula no consigue este primer objetivo en un

cierto lapso de tiempo o si la anomalia persiste, las UPR dirigen hacia la

25



Introduccion

apoptosis, que es la muerte celular programada que no comporta inflamacién
(Ezzedine; 2015).

Las HSP se clasifican en funcién de su peso molecular. La mejor estudiada y la
mas representativa de la familia es la Hsp70; la familia Hsp90 incluye Hsps con
pesos moleculares entre 80 y 110 kDa; la Hsp60 incluye el grupo de Hsps entre
58 y 65 kDa; las Hsps de bajo peso molecular varian entre 15 y 45 kDa, y se
incluyen en la familia Hsp10; por ultimo, esta la ubiquitina que es un péptido de
tan solo 76 aminoacidos. La sintesis de las HSP lleva a la adquisiciéon de
tolerancia a situaciones de estrés que en otras condiciones conducirian a la
apoptosis celular, sin embargo, algunas HSP se producen constitutivamente a
nivel basal, llevando a cabo multiples funciones importantes como el
plegamiento y translocacién de proteinas recién sintetizadas, regulacion del
grado de glicosilacion, activacion de proteinas reguladoras especificas como
factores de transcripcion o kinasas, degradacion proteica, sefializacion
proteica, activacion de hormonas esteroideas, inmunogenicidad tumoral o
presentacion antigénica (Mosenson et al, 2013). Debido a este amplio espectro
de funciones colaboradoras, las Hsps también han sido denominadas
“chaperonas moleculares”. Como las HSP son algunas de las proteinas mas
abundantes en las células, su liberacion en el medio extracelular ha sido
mostrado como un indicador de pérdida de integridad celular y esto es
reconocido rapidamente por los centinelas celulares del sistema inmunoldgico
(Binder , Zhou; 2012J.

Concretamente en vitiligo, se sabe que HSP70i se induce por estrés causado
por fenol en melanocito y que esta presente en la piel de los pacientes
(Mosenson, Zloza A; 2012) Ademas, en modelos murinos se ha visto que
HSP70i es necesario para la induccién de vitiligo, y acelera la progresion de la
enfermedad mediante la activacion de las células dendriticas (Denman,
McCracken; 2008).

En situaciones de estrés, HSP70i y otros DAMPS son secretados por los
melanocitos directamente al medio o en dentro de exosomas y captados por
células del sistema inmune innato, como las células dendriticas (DCs), a través
de sus receptores de patrones (pattern recognition receptors —PRR). Uno de

estos PRR es el receptor de membrana CD91, también conocido como LRP1
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(LDL receptor-related protein 1). El papel de CD91 en la respuesta inmune no
es muy conocido, sin embargo si lo es en el metabolismo de los lipidos, de ahi
que se conozca mas ampliamente por el nombre de LRP1. Se sabe que CD91
tiene dos formas, la forma de membrana (mCD91 o CD91) y la forma soluble
(sCD91) que tienen diferentes funciones. La molécula mCD91 es un receptor
endocitico necesario para la cross-presentacion de los péptidos de las HSP y
tiene un papel esencial en la inmunovigilancia de tumores (Zhou, 2014). La
forma soluble, sCD91, se forma por escision de la forma de membrana y se
cree que podria tener un papel como regulador de la inflamacion (Gorovoy,
2010).

La activacion del receptor CD91, junto con la de otros PRR como los TLRs (toll
like receptors), permitira que la DC que esta presentando péptidos a los
linfocitos T CD8, active a estos linfocitos T CD8 citotoxicos especificos contra
proteinas del melanocito. Ademas, estas DCs produciran y liberaran citocinas
(IL-1B, IL-18) que reclutaran a otras células del sistema inmune, como los
macrofagos o las células natural killer (NK). A su vez, el melanocito también
puede secretar estas y otras citocinas con efecto proinflamatorio como la IL-6 o
la IL-8, reclutando aun mas células del sistema inmune. El linfocito T CD8
citotoxico autorreactivo actuara destruyendo melanocitos, generando aun mas
estrés, y secretando IFNy, que activara aun mas la respuesta citotoxica. Todo
este proceso estda esquematizado en la figura 1 obtenida del articulo de
Richmond de 2013 (Richmond et al; 2013).
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Figura 1.1. Procesos implicados en la fisiopatologia del vitiligo. 1) Melanogénesis: la produccion de melanina provoca
estrés celular. 2) Alteraciones Medioambientales: luz UV y fenoles quimicos como la monobenzona, aumentan el
estrés. 3) El estrés de melanocitos se evidencia por ROS intracelular y la activacion de la UPR. 4) ROS y UPR activan
los receptores PRRs ya sea directamente, o a través de la produccién de HSP70i y exosomas. 5) Estas sefales
funcionan como DAMPs (patrones moleculares asociados a dafio) que seran reconocidos por los PRR de las células
dendriticas. 6) Activacion de las células dendriticas. 7) Reclutamiento y activacion de células T CD8 + autoreactivas

que seran responsables del ataque autoinmune de melanocitos.
Ademas, las citoquinas secretadas por las células inmunes innatas

probablemente actuen como la sefial inicial para ayudar a las células T a
localizar los melanocitos sometidos a estrés. Esto representa el comienzo de la
respuesta autoinmune en el vitiligo. Como los melanocitos residen lejos de los
vasos sanguineos en la epidermis, existen mecanismos adicionales de
sefalizacion de quimiocinas para promover el reclutamiento de células T CD8
circulantes al tejido periférico. Las quimiocinas son pequefias proteinas
secretadas que actuan como quimioatractores para guiar la migracion de las
células T. Recientemente, usando el perfil de expresion génica en la piel
lesionada de pacientes y un modelo de vitiligo en ratones, se descubrid que las
quimioquinas inducidas por IFNy (CXCL9 y CXCL10) se expresaban en altas
concentraciones en la piel y la sangre (Rashighi et al; 2014). Los experimentos
mecanisticos en un modelo murino indicaron ademas que IFNy y CXCL10
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fueron necesarios funcionalmente para la progresion de la enfermedad y el
mantenimiento de la misma.

El vitiligo es por tanto, una enfermedad autoinmune. Las enfermedades
autoinmunes son aquellas en las que el sistema inmunolégico reconoce como
extrafias a estructuras propias provocando su destruccion y causando
enfermedad. Este fendbmeno de reconocimiento de lo propio como extrafio se
conoce como rotura de la tolerancia. La tolerancia inmunoldgica es un proceso
activo en el que participan diferentes procesos tanto en el timo, médula 6sea
como en sangre periférica. Las células T reguladoras (Treg) participan en uno
de los mecanismos mas importantes de tolerancia inmunologica a nivel de
periferia, de ahi que su defecto esté relacionado con fendmenos de
autoinmunidad (Dwivedi et al, 2015). Estas células se caracterizan por ejercer
una actividad supresora de los linfocitos T autorreactivos, tanto linfocitos T CD4
colaboradores como linfocitos T CD8 citotoxicos (Moftah et al, 2014). Es por
ello que la ausencia o disregulacion de las células Treg es de interés en las
enfermedades autoinmunes. En vitiligo se han llevado a cabo diversos estudios
sobre células Treg con resultados controvertidos: algunos muestran niveles
reducidos de estas células, otros inalterados y otros, incluso, incrementados
respecto a la poblacion control (Dwivedi et al; 2015). Respecto a su
funcionalidad, existen estudios en los que se demuestra que las células Treg
en vitiligo son capaces de inhibir la proliferacion y la produccion de citoquinas

de linfocitos T CD8 autélogos estimulados (Lili et al; 2012).

1.4 Caracteristicas clinicas

El vitiligo se caracteriza por la aparicién de maculas acrémicas o hipocromicas
asintomaticas y bien delimitadas de tamario y distribucion variada (Hann et al;
1997). Puede afectar cualquier area del cuerpo aunque predomina en areas
como superficies extensoras o eminencias 6seas. Ademas en cara, axilas,
dorso de manos y alrededor de orificios naturales como boca, ojos, nariz,
ombligo y genitales (Linthorst et al; 2008).

Por lo general comienza insidiosamente en areas de exposicion al sol durante
los meses de primavera y verano. La aparicion de las lesiones puede ser
precedida de quemaduras graves de sol, embarazo, traumas de piel y estrés

emocional (Howitz et al, 1977). Su aparicion es generalmente lenta y
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progresiva, ya sea por expansion centrifuga de las lesiones iniciales o por la
aparicion de nuevas lesiones. Un estudio encontrdé que la progresion de las
lesiones ocurria en 88,8% de los pacientes, con historia familiar de presentar la
enfermedad. Asi como también, estos pacientes presentan mayor duracién de
sus lesiones, mas frecuente se presentan con fendmeno de Kdebner y con
compromiso de membranas mucosas. La incidencia mayor de fendmeno
isomorfico de Koebner y progresion de la enfermedad se ve luego de los 58
afios (Hann et al; 2000).

El vitiligo se puede dividir en forma simplificada en tres tipos: localizado,
generalizado y universal.

El vitiligo localizado a su vez puede presentarse en los subtipos focal,
segmentario (dermatomas Blaschko o lineal), y mucoso. En el vitiligo localizado
la enfermedad queda limitada a una determinada regién de la piel. Suele
responder bien al tratamiento y generalmente tiene una evolucion estable o
hacia la repigmentacion con tratamiento adecuado.

El vitiligo generalizado puede ser vulgar acrofacial o mixto. Vitiligo universal
implica mas del 80% de compromiso cutaneo. Vitiligo generalizado es el tipo
mas comun y de éste, el subtipo mas frecuente es el vulgar. Los sitios de
predileccion para el vitiligo vulgar son los dedos y las muiecas, las axilas y la
ingle, orificios como la boca, los ojos y genitales. Las formas generalizadas
puede comenzar a finales de la vida, en los sitios sensibles a la presion,
friccion o trauma. Ademas en esta variante hay a menudo una historia familiar o
personal de enfermedad asociada como tiroiditis autoinmune y diabetes
(Kakourou et al, 2005) (Lacovelli et al, 2005). Los pacientes con vitiligo
universal son los que evidencian peor calidad de vida y ademas son los que
mas frecuentemente presentan comorbilidades e historia familiar de la
enfermedad o de las comorbilidades asociadas (Kent and Al-abadie, 1996). Las
formas punteadas o en confeti son menos frecuentes y pueden presentarse

asociadas a maculas melanociticas (Ezzedine et al; 2015).

1.5 Clasificacién de vitiligo/ Nomenclatura
El vitiigo se ha clasificado segun su presentacion clinica en dos formas
principales, vitiligo segmentario (VS) y vitiigo no segmentario (VNS), este

ultimo incluye varias variantes: Vitiligo generalizado, vitiligo acrofacial, vitiligo
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universal (Taieb and Picardo; 2007). El vitiligo no segmentario generalmente
evoluciona con el tiempo, tanto en patrones de distribucion como de extension
(Chun Hann, 1997). Este es el caso del vitiligo focal, que puede evolucionar a
VS, a VNS o puede seguir siendo inclasificable segun el paradigma de
clasificacion VNS/VS. Para VNS, la enfermedad puede clasificarse inicialmente
como acrofacial, pero luego se clasificara mejor como generalizada o universal.
Por el contrario, algunos casos de VNS pueden evitar las extremidades (vitiligo
no acrofacial generalizado). Algunos casos de VNS exhiben una distribucion
flexural, y otros una predileccion por los aspectos extensores, lo que sugiere
diferentes desencadenantes o etiologias. Por lo tanto, es importante informar
con precision los sitios involucrados (Taieb and Alomar; 2013). Mas
recientemente, el vitiligo mixto (MV) se ha definido como la combinacién de VS
inicial seguido de la aparicion de parches de VNS bilateral varios meses o, mas

raramente, afos después (Ezzedine et al., 2015).

PARRA

Vitiligo Vitiligo Vitiligo Vitiligo Vitiligo

Focal Segmentario Acrofacial Vulgar Universal

Figura 1.2. Clasificacion simplificada de las presentaciones clinicas mas frecuentes

1.5.1 Vitiligo / vitiligo no segmentario

Vitiligo comun (antes conocido como vitiligo vulgaris)

Es la forma mas comun de vitiligo. Se caracteriza por maculas blancas
adquiridas asintomaticas y bien circunscritas que involucran multiples partes
del cuerpo, generalmente un patrén simétrico. La enfermedad puede comenzar
en cualquier sitio del cuerpo pero los dedos, las manos y la cara son con
frecuencia los sitios de aparicion inicial.

Vitiligo acrofacial

En el vitiligo acrofacial, los sitios involucrados generalmente se limitan a la
cara, la cabeza, las manos y los pies. Una caracteristica distintiva es la

despigmentacién de la porcion distal de los dedos y los orificios faciales.
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Posteriormente puede incluir otros sitios del cuerpo, lo que resulta en vitiligo
generalizado tipico.

Vitiligo universalis

Vitiligo universalis (VU) es la forma mas extensa de la enfermedad vy
generalmente ocurre en la edad adulta. 'Universalis' se usa generalmente
cuando la despigmentacién es practicamente universal (80-90% de Ila
superficie del cuerpo), pero es posible que todavia haya algo de pigmentacion.
Los pelos también pueden ser parcialmente respetados. Mientras que este
diagndstico es facil en individuos de piel oscura, puede ser dificil en personas
de piel muy clara. Por lo general, el VU esta precedido por un vitiligo
generalizado que evoluciona gradualmente hasta la despigmentacion completa
o casi completa de la piel y el cabello.

Vitiligo focal

El vitiligo focal se refiere a un pequefio parche aislado que no se ajusta a una
distribucién segmentaria y que no evoluciond a vitiligo VNS después de un
periodo de al menos 2 afos. Esta forma de vitiligo puede evolucionar a VS o
vitiligo VNS.

1.5.2 Vitiligo segmentario

El vitiligo mono-segmentario es la forma mas comun de VS, refiriéndose a la
presencia de una o0 mas maculas despigmentadas blancas distribuidas en un
lado del cuerpo, generalmente respetando la linea media (aunque algunas
lesiones pueden cruzar parcialmente la linea media), afectacion folicular
temprana (leucotriquia), desarrollo rapido durante algunas semanas 0 meses y

curso prolongado. (Van Geel and Speeckaert; 2017)

1.6 Diagnéstico

Al evaluar al paciente con vitiligo se debe realizar examen completo
dermatoldgico de la piel para detectar las areas de despigmentacién. Se debe
utilizar también la luz de Wood para facilitar la evaluacion y eventualmente la
dermatoscopia (Alikhan, Felsten; 2011) (Kumar et al, 2018).

En general el diagndstico clinico no presenta dificultades y la ldampara de Wood
puede ser util ya que torna las lesiones mas evidentes permitiendo verificar la

extension de la lesion sobre todo en pacientes de piel muy clara asi como
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diferenciar con enfermedades que cursen con maculas hipocromicas. Ademas
permite hacer seguimiento de las lesiones durante el tratamiento (Wang,
Chang; 2017).

Clasicamente, las maculas discretas, de color blanco uniforme o en parches
con bordes convexos estan rodeadas por piel normal. Aunque generalmente es
asintomatica se ha reportado prurito en algunos pacientes o sensacion urente
que preceden o acompanan la aparicion de lesiones. Frecuentemente ocurre
en sitios que normalmente estan hiperpigmentados como la cara (periorificial),
la superficie dorsal de las manos, los pezones, las axilas, el ombligo, el sacro,
codos, rodillas, dedos y area de flexion de munecas. A menudo esta asociada
leucotriquia con despigmentacién de la base de la superficie pilosa.

El diagndstico de vitiligo es generalmente clinico y con el uso de la lampara de
Wood. Las fotografias y la microscopia confocal de reflectancia en vivo también
puede facilitar el seguimiento del progreso de las lesiones con el tiempo. El
dermatoscopio manual o el videodermatoscopio digital con software es utilizado
para evaluar islas de repigmentacién y para descartar patologias como la
esclerodermia (Jha, 2018).

El estudio histopatoldgico de la biopsia de piel en lesiones de vitiligo puede ser
una herramienta util en casos que exista duda diagnostica con enfermedades
dermatoldgicas que cursen con maculas acromicas. Tipicamente se evidencia
un discreto infiltrado linfohistiocitario en la dermis superficial con melanocitos
escasos o ausentes (Kim et al, 2008). Los melanocitos en el borde de la lesién
pueden observarse agrandados, con vacuolas y con procesos dendriticos
alargados con granulos de melanina. Los residuos de melanina pueden
evaluarse con la coloracibn de Fontana-Masson. Puede ser util la
inmunohistoquimica con DOPA que detecta los melanocitos activos y HMB45
(anti-GP100), Mel-5 (anti-trp1), y NKI / beteb (anti-PMEL-17), que detectan los
melanocitos activos e inactivos.

Entre los estudios a realizar se debe solicitar un perfil de laboratorio completo
que incluya glicemia en ayunas, curva de tolerancia a la glucosa vy perfil tiroideo
con niveles de Tirotropina y anticuerpos antiroideos, hierro sérico, VSG y
anticuerpos antinucleares para descartar enfermedades asociadas (Naughton
et al, 1986).
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Instrumentos para medir el grado de despigmentacién en vitiligo

A la fecha, no existe ningun instrumento estandarizado 6ptimo para medir
objetivamente la severidad del vitiligo y la eficacia de las terapias.

Quizas el Vitiligo European Task Force assessment (VETFa) y el Vitiligo Area
Scoring Index (VASI) son las dos mejores descritas medidas para evaluar
grado de despigmentacion.

En un estudio comparativo entre ambos instrumentos se mostr6 que habia
variabilidad interobservador pero que ambos eran instrumentos efectivos
(Komen et al; 2015).

Entre los instrumentos objetivos se puede utilizar espectrofotometria,
colorimetria y videodermatoscopia digital. También se han utilizado algunos
software de analisis computarizado de imagenes como Corel Draw, Image Pro
Plus, AutoCad y Photoshop. (Alghamdi et al; 2012)

1.7 Trastornos asociados con vitiligo

Es frecuente observar vitiligo asociado a otras patologias dermatologicas
como alopecia areata y psoriasis. También puede observarse leucotriquia o
poliosis, encanecimiento prematuro y nevo halo de Sutton. Existen sindromes
como en la enfermedad de Vogt-Koyanagi-Harada en que se asocia vitiligo con
uveitis, disacusia meningitis, alopecia y poliosis (Dahir, 2018) (Hong et al,
2009) (Tsuruta et al, 2001).

Ademas el vitiligo frecuentemente estd asociado a enfermedades
tiroideas como hipotiroidismo y enfermedad de Graves, diabetes mellitus
anemia perniciosa y asma.

Parece que hay una asociacion de interés entre melanoma vy vitiligo,
porque el desarrollo de vitiligo en pacientes con melanoma metastasico indica
mejor pronostico (Nordlund and Lerner, 1979). EI mecanismo fisiopatoldgico
que lleva a la formacion de vitiligo probablemente también destruye melanoma
(Schallreuter et al, 1991). Por otro lado, hay evidencia de que las personas con
vitiligo tienen una mayor incidencia de melanoma y viceversa (Bystryn et al,
1987).

El vitiligo ademas puede estar asociado con varios sindromes como el
sindrome poliglandular autoinmune tipo 1 (PGA1) en que el paciente presenta

una combinacion de vitiligo, enfermedad de Addison, hipoparatiroidismo,
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displasia ectodérmica y candidiasis mucocutanea (Ahonen et al, 1990). Esta
enfermedad esta causada por defectos en una proteina denominada AIRE, que
tiene una funcion clave en la generacion de la tolerancia inmunoldgica en el
propio timo. Este defecto provoca la generaciéon de linfocitos T autorreactivos

que seran los responsables de estas patologias. (Dittmar and Kahaly, 2003)

1.8 Diagnéstico diferencial

Los diagnodsticos diferenciales del vitiligo son amplios sin embargo una
exhaustiva historia clinica con examen fisico adecuado usualmente facilita el
diagndstico.

Se debe tomar en cuenta que algunos quimicos como reveladores fotograficos
y diversos compuestos fendlicos pueden llevar a leucoderma o vitiligo
ocupacional. También dermatitis de contacto o procesos inflamatorios intensos
pueden provocar despigmentacion o acromias residuales. Entre los quimicos
descritos como potenciadores o iniciadores de lesiones también se encuentran
diversos tintes, perfumes, detergentes, productos de limpieza, insecticidas, los
preservativos de caucho, zapatillas de goma, calcetines y zapatos. Delineador
de ojos o labios, lapiz de labios, crema dental, antisépticos fendlicos y sus
derivados, también algunos jabones germicidas que contienen yoduro de
mercurio (Stevenson, 1981).

Los compuestos principales del vitiligo ocupacional son los derivados fendlicos
principalmente el éter monobencilico de hidroquinona, que también se utiliza
como terapia en paciente con lesiones extensas que comprometen mas del
80% de la superficie corporal y en que se desee despigmentar al paciente. Sin
embargo el tratamiento puede fracasar por la posibilidad de eccema de
contacto severo al componente. También puede inducir vitiligo los pegamentos
y gomas utilizados en zapateria y el contacto con arsénico (Mancuso et al,
1996).

Un diagndstico diferencial frecuente de vitiligo es con el nevo hipocromico que
representa una hipopigmentacion segmentaria detectable en el primer afio de
vida y estable en tamafio en proporcion al crecimiento del nifio. En esta entidad
dermatoldgica, el numero de melanocitos puede ser normal, pero la produccion
de melanina se reduce. Con la lampara de Wood, el contraste entre la piel

normal y lesionada es menos marcada que en vitiligo. Otro diferencial menos
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frecuente es piebaldismo, una enfermedad congénita autosomica dominante
que se presenta con despigmentacion en linea media anterior y un mechodn
blanco (poliosis) La distribucidn es en la frente. También la pitiriasis versicolor y
la pitiriasis alba son frecuente preocupacion de padres que traen a sus hijos
por la sospecha de vitiligo. En adultos la hipomelanosis guttata idiopatica es
quizas el principal motivo de consulta de preocupacion por parte del paciente

como forma de vitiligo.

1.9 Tratamiento del vitiligo

El tratamiento de vitiligo debe ser individualizado y escogido por el dermatélogo
segun la extension y localizacidon de las lesiones, tiempo de evolucién y
tratamientos anteriores. Ademas se debe conversar con el paciente y dar
expectativas reales sobre la respuesta al tratamiento. Es importante conocer la
opinidn del paciente debido a que con el acceso a la informacién por internet
muchas veces comparte conceptos y tratamientos que ha investigado. En
lineas generales los pacientes con corta evolucion de su enfermedad, jovenes
y con formas localizadas en areas como la cara son mejores respondedores a
la terapia que los pacientes con historia larga de su patologia de varios afios
con multiples terapias y con formas generalizadas o formas acrales que en

general tienen pobre respuesta.

Reducir estrés Reducir
melanocitario autoinmunidad

Antioxidantes

Filtro solar

P. Leucotomos
Magquillaje camuflaje

Corticoesteroides
Inh de Calcineurina
Inmunoterapia dirigida

Cirugia (transplante de
melanocitos)
Afamelanotide
WNT activadores

Ayudar a la regeneracién melanocitaria

Figura 1.3. Los actuales tratamientos y los emergentes deben dirigirse a estos 3 aspectos fundamentales en el
tratamiento de vitiligo. Dermatol Clin 35 (2017) 257-265
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Existen algoritmos para decidir la terapia, pero en general depende
mucho del criterio del clinico (Piquero-Casals, 2007). En las formas
generalizadas la fototerapia con luz ultravioleta de banda estrecha o Narrow
band (UVB-NB) de 311nm ha desplazado el 8-MOP (8-metoxipsoraleno) y
exposicion a lampara UVA (PUVA) (Ortonne et al, 1979). La kellina tépica
asociada a la fototerapia es util en formas localizadas y generalizadas
(Orecchia Perfetti, 1992). En el tratamiento sistémico también se utilizan los
pulsos de corticoesteroides por via oral o parenteral y algunos antioxidantes
como el resveratrol y la fenilalanina. También el polipodium leucotomos se ha
utilizado para mejorar la tolerancia a la exposicion solar y disminuir la
fotosensibilidad de las lesiones. En el caso de vitiligo localizado el tacrolimus
tépico y los corticoesteroides son las mejores alternativas. EIl laser excimer
308nm asi como la luz excimer mejoran los resultados y puede combinarse con
el tacrolimus al 0.1% y con la kellina tépica 3%.

De cualquier modo, muchas veces el tratamiento es infructuoso y los resultados
pueden ser frustrantes debido a que aun no se cuenta con un tratamiento
efectivo para la repigmentacion de todas las formas clinicas de esta patologia.
El tratamiento puede ser alternado o rotado y combinado para mejorar los
resultados. Es importante conocer cada una de las herramientas tanto topicas

como sistémicas. (ver figura 1.4)

Fototerapia
Inmunosupresores
Antioxidantes topicos ¥ % Cirugia
Y v & % a v
Estrés Destruccion Regeneraci(’m
melanocitario Autoinmune melanocitaria

Célula T CD8+

Modificado de: Dermatol Clin 35 (2017) 257—265 Figura 1.4. La patogénesis del vitiligo comienza con melanocitos
alterados que muestran una respuesta de estrés celular elevada. Esto desencadena la autoinmunidad, que se dirige a
los melanocitos para su destruccion, lo que resulta en una despigmentacion focal. La repigmentacion requiere el
crecimiento y la migracion de los melanocitos, generalmente de los foliculos pilosos. Por lo tanto, hay 3 objetivos a
considerar durante el tratamiento del vitiligo: (1) reducir el estrés de los melanaocitos, (2) suprimir el objetivo autoinmune
de los melanocitos, y (3) promover la regeneracion de los melanocitos. Los tratamientos actuales, incluidos los
inmunosupresores topicos, la fototerapia y los abordajes quirdrgicos, abordan en parte estos objetivos en formas
generales no focalizadas.
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1.9.1 Tratamiento tépico

Corticoesteroides tépicos

En formas localizadas resulta muy efectiva la terapia tépica y los
corticoesteroides continuan siendo alternativa utiles y de primera linea
(Cockayne et al, 2002). Segun el area corporal comprometida se puede elegir
la potencia y el tiempo de duracion de la terapia. En cara, parpados y genitales
se debe emplear esteroides de muy baja potencia como la desonida y la
hidrocortisona en forma intermitente. En tronco y miembros, esteroides de
mediana potencia o los llamados “soft-esteroides’como la mometasona, el
butirato de hidrocortisona y el aceponato de metilprednisolona (Westerhof et al,
1999). En areas pequefas de piel engrosada como manos, pies y codos se
pueden utilizar asi como el dipropionato de betametasona o el clobetasol
(Kumari, 1984).

Inhibidores de la Calcineurina

El tacrolimus y pimecrolimus son macrélidos muy utiles y efectivos en formas
localizadas de vitiligo. Son inhibidores de la calcineurina que atenuan la
actividad de las células T y disminuyen la produccion de citoquinas
proinflamatorias. Los experimentos in-vitro documentan que mejoran la
migracion y pigmentacion de melanocitos (Jung et al 2016). De los dos, el
tacrolimus al 0.1% es el tratamiento quizas con mejores resultados y con
minimo de efectos indeseables para lograr repigmentacion de vitiligo (Grimes
et al, 2004). Se puede utilizar dos veces al dia e inclusive asociandolo a otras
terapias como la fototerapia UVB-NB o la luz excimer 308nm.

Kellina, Khellin

La kellina es un furanocromo obtenido de la planta Amni visnaga de la India. En
principio se utilizd en forma sistémica con alta toxicidad hepatica por lo que se
abandono su uso. Por otro lado, su forma tépica al 3% asociado a luz solar -
KUVA-SOL- o con fototerapia acorta el tiempo de la terapia y logra excelentes
resultados (Alomar, 1992)(Ortel et al, 1988). No causa fototoxicidad como los
psoralenos. (Valkova et al; 2004)

Latanoprost

Es un analogo de la prostagladina E2-alpha que puede inducir repigmentacion,

que es un efecto secundario habitual en pacientes que lo usan para el
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tratamiento del glaucoma. Su mecanismo de accion es por estimular la tirosina
promoviendo la proliferacién del melanocito y la melanogénesis. El bimatoprost
también se ha utilizado. (Kapoor et al; 2008)

Piperine

Es un alcaloide derivado del extracto de pimienta negra. Se ha demostrado sus
propiedades inmunomoduladoras, antioxidantes, antiinflamatorias y estimulante
de la proliferacién de melanocito. Se utiliza en crema al 20% y puede asociarse
a fototerapia UVB-NB (Shafiee et al 2018).

Catalasa

Los resultados son variados pero en general la respuesta es lenta y discreta.
Se utiliza asociado a la exposicidn solar, y su base cientifica esta orientada a la
teoria del estrés oxidativo (Schallreuter et al, 2002).

Anélogos de la vitamina D3

El calcipotriol es un analogo topico de la vitamina D3 con diversos mecanismos
de accién. Es utilizada en psoriasis por su efecto antiproliferativo de
queratinocitos y su efecto inmunomodulador estimula al melanocito a la
melanogénesis (Birlea et al, 2008). Diversos estudios presentan al calcipotriol
como terapia adyuvante pero soélo algunos pequefios estudios clinicos lo
muestran como monoterapia en ninos mostrando tasa de repigmentacién de
hasta 77%. Comparado a los corticoesteroides tépicos el calcipotriol tiene
menor tasa de repigmentacion, pero en algunos estudios se ha utilizado
combinado o asociado a fototerapia UVB-NB. (Parsad et al, 2006).
Tratamiento cosmeético con maquillaje y tatuajes

El maquillaje camuflaje en forma de bases de maquillaje mejora la autoestima
del individuo (Ongenae et al, 2005). También el uso de lociones con
dihidroxiacetona ayuda a disimular lesiones que no responden a tratamiento y
puede ser una alternativa valida (Rajatanavin et al, 2008) (Hossain et al 2016)
(Hsu, 2008). Sin embargo, el tatuaje artistico es una practica comun en
pacientes con vitiligo localizado pero da una apariencia artificial y
frecuentemente desarrollan fenémeno isomérfico de Kdebner por lo que el
dermatologo debe aconsejar al paciente que desista de este tipo de practica.
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Terapia de Despigmentacién con mono-bencil-éster de hidroquinona
Cuando el vitiligo compromete areas superiores al 50% de la superficie cutanea
la posibilidad de repigmentacion es muy baja. En esta condicién esta indicada
la despigmentacion. Es realizada con monobencileter de hidroquinona al 20%
en crema con una o dos aplicaciones al dia (Mosher et al, 1977). Como el
medicamento destruye el melanocito la despigmentacion es definitiva lo que
debe ser explicado al paciente que debera usar fotoproteccion siempre. Otras
alternativas son el laser Q-Switched rubi QSR y el metoxifenol en crema (Njoo
et al, 2000).

1.9.2 Tratamiento sistémico

Corticoesteroides sistémicos

El uso de corticoesteroides sistémicos en tratamiento de vitiligo es controversial
debido a sus efectos adversos potenciales (Kim et al, 1999). Sin embargo los
esquemas por pulsos o mini-pulsos pueden ser muy utiles para detener la
enfermedad que esta en rapida progresion o como adyuvante asociado a otras
terapias (Radakovic et al, 2001). Se utiliza principalmente la dexametasona, la
prednisolona, la prednisona y el deflazacort oral (Seiter et al, 2000). También
se puede utilizar corticoesteroides de depdsito por via parenteral asi como
infiltraciones de triamcinolona intralesional en bajas dosis para evitar efectos
colaterales como atrofia del area (Vasistha and Singh 1979). Entre los efectos
secundarios estan el aumento de peso, hipertricosis, hipertension y efectos
potenciales serios como osteoporosis y necrosis aséptica de la cabeza del
fémur.

Afamelanotide

Es un analogo sintético de la hormona estimulante del melanocito a-MSH. En
un estudio en cuatro pacientes se reporté su efectividad en estimular la
pigmentaciéon en pacientes con vitiligo asociado a UVB-NB pero con una
pigmentacién mas acentuada que la piel no afectada (Grimes P, et al 2013). En
2014 se realiz6 el estudio con una serie de 55 pacientes doble ciego y
asociado a UVB-NB. Se utilizé en infiltracion subcutanea de afamelanotide al
16% y se demostrd su superior comparado con UVB-NB como monoterapia
(Lim H et al 2015).
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Simvastatina

La simvastatina es un inhibidor de la HMG-CoA (3-hidroxi-3-metilglutaril-
coenzima A) reductasa utilizado para el tratamiento de la hipercolesterolemia.
Se sabe que la droga inhibe la activacion de STAT1 inducida por IFN-y (Loi et
al, 2016). Fue reportado un caso en que el tratamiento con dosis altas de
simvastatina en un paciente con vitiligo e hipercolesterolemia dio como
resultado una rapida repigmentacion de la piel, lo que respalda el tratamiento
con simvastatina como terapia potencial para el vitiligo (Noel et al., 2004).

En un estudio realizado en 15 pacientes con vitiligo no segmentario
(Vanderweil et al; 2017) se les indicod simvastatina 40mg via oral por el primer
mes y luedo 80mg por los cinco meses restantes; 3 pacientes tuvieron aumento
de las transaminasas, cuatro de los pacientes tuvieron mialgias severas y dos
diarrea. No demostré efectividad en el tratamiento de vitiligo. En los modelos
en ratones si se logréo revertir la enfermedad reduciendo también Ia
proliferacion de linfocitos T y la produccién de IFN-y (Agarwal et al; 2015).
Quizas pueda ser una alternativa a futuro en forma tépica para evitar los efecto
secundarios del tratamiento sistémico.

Fototerapia

Es una de las alternativas mas efectivas y practicas que se usa cuando el
compromiso es mayor al 20% de la superficie corporal (Kao and Yu, 1992). La
ultravioleta A o la exposicion solar asociada a psoralenos por via oral (PUVA 'y
PUVASOL respectivamente) constituye un tratamiento efectivo y econdmico
pero con algunas limitaciones por los eventos adversos que produce. Se
emplea el 5-MOP, 8-MOP y TMP oral 2 horas antes de la exposicion UVA.
Entre los eventos adversos estan las nauseas, las reacciones fotoluminicas y la
posibilidad de quemaduras. Entre las precauciones estan la fotoproteccion y el
uso de lentes de sol. Esta contraindicado en el embarazo en pacientes
pediatricos y en pacientes con historia previa de tumores cutaneos.
Actualmente se emplea mas frecuentemente la kellina o khellin, un
furanocromo semejante al 8-MOP pero menos toxico (Wu et al, 2007).

La fototerapia con ultravioleta B de banda estrecha (UVB narrow band) con un
pico de 311nm ha desplazado al PUVA por su efectividad con minimos efectos

indeseables (Parsad, 2006). Puede ser utilizada en nifos y se realiza dos o tres
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veces por semana (Tembhre et al, 2015). Se inicia la dosis con 0.25 J/cm2 y se
incrementa 20% en cada sesién hasta alcanzar eritema minimo. Constituye
tratamiento de primera linea en vitiligo generalizado (Hartmann et al, 2005).
Laser excimer monocromatico 308nm y luz excimer

Es tratamiento de eleccion en formas localizadas (Hadi, 2004). El espectro de
banda es similar al de la fototerapia con UVB-NB que es de 311nm y sin
embargo esta alternativa ha demostrado aun mejores resultados que la UVB-
NB (Ostovari et al, 2004) (Leone et al, 2003) (Bagherani, 2016). Las sesiones
se realizan dos o tres veces por semana y se mejoran los resultados asociando
a otros tratamientos como la kellina tépica, el tacrolimus o los corticoesteroides.
(Bapur and Adisen; 2016)

Dieta, terapia suplementaria oral y antioxidantes

Dieta

No hay estudios controlados que relacionen la dieta a la prevencion o el
manejo de pacientes con vitiligo. Sin embargo hay diversas publicaciones
recomendando diversas dietas no documentadas para el manejo de
enfermedades autoinmunes, incluyendo el vitiligo. (Grimes and Nashawati;
2017)

Suplementos orales

Se utilizan debido a que muchos alimentos no proveen cantidades suficientes o
tipos de minerales y vitaminas que regulan el estrés oxidativo o el sistema
inmune. Algunos de los mas utilizados se encuentran resumidos y explicados
en latabla 1.1.

La fenilalanina es un aminoacido esencial importante en la melanogénesis. La
L-fenilalanina oral ha demostrado que mejora los resultados de la fototerapia.
(Camacho, Mazuecos, 1999).

Diversos antioxidantes pueden cumplir un rol importante para proteger a los
melanocitos de la destruccion por la especies reactivas de oxigeno ROS. Se
utilizan la vitamina E, vitamina C, acido alfalipéico, ginkgo biloba y polipodium
leucotomos (Parsad et al, 2003). También un antioxidante obtenido de la uva,
el resveratrol tiene especial uso como adyuvante al tratamiento de vitiligo.
(DellAnna et al, 2007)
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Vitaminas y suplementos para vitiligo

Suplemento

Propiedades in vivo

Efecto en el manejo del vitiligo

Vitamina B12 / acido félico

Reparacion del ADN, sintesis,
metilacion del ADN

Puede usarse solo o con fototerapia
para la repigmentacion

Vitamina C Antioxidante / inmunomodulador 0.5-2 g por dia conduce a una alta
actividad antioxidante

Vitamina D Crecimiento y diferenciacion de Los altos niveles de vitamina D
melanocitos / queratinocitos Inhibe la | pueden reducir la actividad de la
activacion de las células T Aumenta enfermedad
la melanogénesis Inmunomoduladora

Vitamina E Eliminador de radicales libres / inhibe | Solo o con fototerapia conduce a una
la coagulacion de las plaquetas / rapida repigmentacion con efectos
antioxidante / antiinflamatorio fotoprotectores

Zinc Antioxidante / regula la expresion Disminuye el estrés oxidativo y

génica / cofactor de la superoxido
dismutasa

aumenta la eficacia de la fototerapia

Phyllanthus emblica (fruta amla)

Antioxidante / antiinflamatorio /
antimicrobiano / antiviral

Puede ofrecer un pequefio beneficio
cuando se combina con esteroides
tépicos

Ginkgo biloba

Factor antagonista activador de
plaquetas antiinflamatorio /
antioxidante

Disminucién de la fototoxicidad de la
fototerapia y la repigmentacion de
mejora

Polypodium leucotomos

Proteccion, antioxidante, inhibicion de
la apoptosis, modulacién inmune,
disminuye las citoquinas
proinflamatorias

Disminuye la progresion de la
enfermedad

Piperina (estudios con animales)

Estimula la replicacion de
melanocitos

Induce la formacion de dendritas
melanociticas

Aumento de la repigmentacion en las
areas de cabeza y cuello con el uso
de fototerapia

Té verde (epigalocatequina-3-galato)
(estudios en animales)

Antioxidante / antiinflamatorio /
antiaterogénico / anticancerigeno

Pigmentacién en melanocitos recién
formados

Tabla 1.1: Modificado de Dermatol Clin 35 (2017) 235-243

1.9.3

Tratamiento quirudrgico

El injerto autdlogo de melanocitos es la alternativa quirdrgica de eleccion en
formas localizadas de vitiligo estable o que no evidencien actividad inflamatoria
o cambios de tamafio por un periodo no menor a dos anos (Lee et al, 2005). El
area donadora debe ser de preferencia pilosa y oculta como la region sacra y
pueden obtenerse los injertos de diversas formas como por sacabocado o
“‘punch” de 1.5 mm, por ampollas de succion utilizando una fuente de calor o
luz infraroja por afeitado superficial o con cureta o por dermoabrasion
(Quezada et al, 2011) (Agrawal and Agrawal, 1995).

Se debe quitar superficialmente la epidermis del area receptora con vitiligo para
posteriormente injertar en forma de microinjerto o por aposicion oclusiva de la
suspension de queratinocitos en el caso de la dermoabrasion o del curetaje
superficial (Anbar et al, 2008). Ademas se puede mejorar el porcentaje de éxito
con la combinacién de tratamientos como el uso de pulsos de esteroides y la

fototerapia con UVB-BE 311nm o luz excimer de 308nm (Khandpur et al, 2005).
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194 Otros procedimientos en consultorio

Se pueden realizar diferentes procedimientos en consultorio para optimizar o
acelerar resultados y asegurar adherencia al tratamiento domiciliario. Quizas el
mas realizado es la infiltracién de betametasona o triamcinolona en diferentes
concentraciones para lesiones pequenas o localizadas. También se ha descrito
el uso de laser ablativo fraccionado con CO2 o Erbium-Yag 2940nm y el
tratamiento con microagujas (microneedle) para revitalizar o estimular
citoquinas inflamatorias (Uan et al, 2016) y también para facilitar el transporte —

delivery- de algunos tratamientos. (Beltraminelli et al, 2011)

1.9.5 Terapias Dirigidas —-TARGET-

Los recientes descubrimientos de la via de respuesta inmune guiada por IFNy
sugieren que tomandola como “target” con sus efectores inhibidores, receptor
de IFNy, JAKs, y transductores de sefiales y activadores de transcripcion 1
(STAT1), CXCR3 o CXCL10, se desarrollaran estrategias efectivas y nuevos
tratamientos. (Figura 1.5).

Diferentes moléculas pequefias inhibidoras han sido desarrolladas para
bloquear estas moléculas y usadas en otras patologias autoinmunes
incluyendo psoriasis, artritis reumatoidea y enfermedad de Créhn.

El tofacitinib oral y el ruxolitinib son dos inhibidores JAK con diferente
selectividad que han sido recientemente reportados como efectivos en vitiligo y
alopecia areata (Liu et al, 2017). Debido a su administracion sistémica y el
hecho que podria ocasionar efectos indeseados por la inmunosupresion

generalizada; por esto, se esta usando en forma tépica (Craiglow; 2016).

1.95.1 Citrato de tofacitinib

El citrato de tofacitinib es un nuevo agente terapéutico que actia como
inhibidor Janus kinasa (JAK)-1/3 y es utilizado para diferentes patologias
inflamatorias como la artritis reumatoidea.

Tiene beneficios en el tratamiento de la dermatitis atdpica por inhibir la
exagerada respuesta inmune de la via Th2. La interleuquina-4 es crucial en
promover la diferenciacion de las células Th2 que liberan multiples citoquinas
como la IL-4, IL5, IL10, IL13. Como la senalizacion de IL-4 es mediada por la

via STAT-6 y JAK-1/3, este target terapéutico es inhibido por tofacitinib.
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En alopecia areata y vitiligo, la citotoxicidad de las células T CD8+ y NKG2D+ y
el aumento de la expresion de interferon estan implicados en la induccion de
enfermedad. En alopecia areata, la produccion de interferon de células T CD8+
lleva al colapso del privilegio inmune y un incremento en la produccion de IL-
15, propagando la destruccién autoinmune del foliculo piloso. Mientras que en
vitiligo, la elevacién de IFN-y induce expresion de CXC que modifica a las
quimioquina- CXCL10 en los queratinocitos mediando despigmentacion. Como
la sefalizacion de IFN-y ocurre a través de la via JAK-STAT, su efecto puede
ser inhibido por tofacitinib.

Los efectos adversos mas comunes del tofacitinib incluyen infecciones
oportunistas, diarrea, dolor de cabeza e hipertension. Tofacitinib puede inducir
hiperlipidemia, neutropenia, linfopenia, anemia y hepatitis.

Craiglow y colaboradores reportaron el primer éxito terapéutico de tofacitinib en
vitiligo y alopecia areata. En un paciente con alopecia areata asociada a vitiligo
extenso y progresivo, hubo una respuesta clinica a los dos meses de
tratamiento con casi completa repigmentacién de frente y manos a los cinco
meses, mientras que en la alopecia areata, una casi completa repoblacion de

cabello luego de 8 meses de tratamiento (Craiglow and King, 2014).

1.9.5.2 Ruxolitinib

El Ruxolitinib es una molécula pequefia que actua como potente inhibidor de
Janus quinasa (JAK). Esta actualmente aprobada para el tratamiento de la
mielofibrosis y policitemia vera de riesgo intermedio o alto.

Esta molécula, interfiere con la sefializacion IFN-y por inhibicidon preferencial de
JAK 1 y JAK 2. Se demostré que ruxolitinib bloquea la via IFN revirtiendo
alopecia areata (AA) en pacientes y también en modelo murino de AA.
También se comprobd con esta molécula, que la quimioquina-ligando (CXC) 10
(CXCL10) ), inducida por IFNy es critica para el reclutamiento autoreactivo de
células T en la piel durante la progresién y el mantenimiento del vitiligo, y la
hipbtesis de que el objetivo del eje de citoquinas IFNy - CXCL10 podria ser un
tratamiento efectivo al reducir la produccion de CXCL10.

En un ensayo de prueba de concepto, se utilizd con éxito ruxolitinib al 1,5% en
crema de aplicacién topica y se administré a una serie de pacientes con vitiligo

para usar dos veces al dia durante 20 semanas (Rothstein et al, 2017).
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Figura 1.5. IFN-y sefializa a queratinocitos y células de Langerhans, estimulando la produccio de CXCL9 y CXCL10.
CXCR3 reconoce estas quimiocinas, lo que lleva al reclutamiento de células T CXCR3+ CD8+. Las células T
autoreactivas destruyen a los melanocitos y establecen una memoria residente de larga duracion en la piel. Los
medicamentos dirigidos a estas vias se muestran en rojo (Frisoli and Harris; 2017)

1.9.6 Vitiligo, apoyo psicoldgico y calidad de vida

Es imprescindible que el dermatdlogo reconozca el estado emocional de los
pacientes con esta dermatosis para su manejo en conjunto con otras
disciplinas médicas que incluya psicologo el cual eventualmente puede formar
grupos de autoayuda y si se requiere, utilizar psicofarmacos. ElI maquillaje
camuflaje es utilizado también como parte de la terapia y resulta efectivo para
disminuir la ansiedad y mejorar la autoestima en pacientes con lesiones en

areas expuestas como cara y manos (Tedeschi et al, 2007).
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El vitiligo es una enfermedad de la piel en la que el sistema inmune juega un
papel clave tanto en su inicio como en su perpetuacion. Aunque existen
muchas incognitas al respecto, se cree que tanto el sistema inmune innato
como el adaptativo estarian involucrados. Una de las caracteristicas mas
importantes del vitiligo es la estigmatizacion que sufren los pacientes, por lo
que la evaluacién psicoldgica es un elemento importante en el seguimiento del

tratamiento.

Nuestra hipétesis de trabajo es que los pacientes con vitiligo presentan
elementos de la respuesta inmune innata y de la respuesta inmune adaptativa
alterados respecto a los individuos control, y que estos elementos pueden
normalizarse tras un tratamiento adecuado, que se verifiquen tanto
clinicamente al pigmentar las lesiones como psicolégicamente al finalizar el

tratamiento.
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Objetivos

En consonancia con esta hipétesis nos planteamos los siguientes objetivos:

Objetivo principal

1)

Estudiar factores inmunoldgicos y psicologicos en pacientes con vitiligo
no segmentario, para poder establecer las posibles modificaciones
después de un tratamiento efectivo y la utilidad de algunos de ellos

como marcadores de actividad y/o de respuesta al tratamiento.

Objetivos secundarios

1)

Determinar los niveles del receptor de la inmunidad innata CD91, tanto
su forma de membrana expresada en monocitos como su forma soluble
presente en el plasma de individuos con vitiligo antes y después del

tratamiento.

Analizar las células T reguladoras del sistema inmune adaptativo en
sangre periférica de individuos con vitiligo antes y después del

tratamiento.

Cuantificar la quimiocina CXCL10 en el plasma de individuos con vitiligo

antes y después del tratamiento.

Evaluar psicolégicamente a los individuos con vitiligo antes y después

del tratamiento.
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4.1 Pacientes

En el presente estudio reclutamos 43 pacientes; 21 pacientes con vitiligo no-
segmentario, 10 hombres y 11 mujeres, procedentes del departamento de
dermatologia del Hospital de la Santa Creu i Sant Pau en Barcelona, Espafia.
Como individuos control se seleccionaron 22 voluntarios donantes sanos del
mismo hospital. Fueron descartados cualquier paciente o voluntario sano que
presentara inmunosupresion de cualquier tipo o enfermedades cronicas o que
estuviera sometido a cualquier tratamiento que pudiera alterar el sistema
inmunoldgico. El estudio fue aprobado por el comité de ética del hospital y
todos los pacientes completaron un informe de consentimiento.

Todos los pacientes con vitiligo tenian enfermedad progresiva, es decir,
aumento de tamaro de lesiones preexistentes y/o aparicion de nuevas lesiones
dentro de los 6 meses previos al estudio segun lo indicado por el paciente. La
extension del vitiligo se midié por el indice de puntuacidon del area del vitiligo
(VASI), analogo al indice de gravedad del area de psoriasis utilizado para la
psoriasis. ElI VASI total corporal se calculé usando la siguiente formula al
considerar la contribucién de todas las regiones del cuerpo (rango posible, 0-
100).

VASI = (toda la superficie corporal) (unidades de mano) - (despigmentacion).
Los pacientes con vitiligo fueron sometidos a un examen dermatoldgico
completo al ojo desnudo y con lampara de Wood, en nuestro departamento de
dermatologia que incluia piel y mucosas para excluir cualquier patologia
dermatoldgica asociada. Los datos demograficos de los pacientes incluian
edad, sexo, tipo de vitiligo (generalizado, localizado o universal) y area de
superficie cutdnea comprometida (VASI). La evaluacion fue realizada por un
unico especialista con la evaluacion al ojo desnudo y con la ayuda de la
lampara de Wood. El grado de repigmentacion fue dividido en cuatro
categorias: Sin repigmentacion, moderada repigmentacion (<50%), buena
repigmentacion (51-75%) y excelente repigmentacion (76-100%). Los pacientes
fueron sometidos a control fotografico y los datos demograficos y clinicos

recopilados en la historia clinica como instrumento (ver anexo).

Todos los pacientes se sometieron al protocolo habitual de tratamiento descrito

por el Dr Agustin Alomar (Alomar, 1992) y utilizado en el hospital de la Santa
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Creu i Sant Pau, que consiste en la aplicacién de Tacrolimus en pomada al
0.1% cada 12 horas en las maculas acrémicas. Ademas, fototerapia con
Ultravioleta B de banda estrecha (UVB-BE o ultraviolet B narrow band UVB-NB)
dos veces por semana con la aplicacién previa 30 minutos antes de kellina 3%
en formula magistral en cremagel hidrofilo y suplementacion oral con
Nutricéutico en capsulas de administracion oral que contienen 480mg de
Polipodyum leucotomos, 5ug Vitamina D, 2 mg Luteina, 20 Vit C, 3mg Vit E y

1mg Licopeno.

Todo el protocolo del estudio fue realizado segun los criterios éticos de la
Declaracion de Helsinki de 1975. Para iniciar la fototerapia con UVB-NB 311nm
se calculé la dosis eritematosa minima. Se comenzd el tratamiento con

150mj/cm2 y se incrementd en 20mj/cm2 semanalmente y segun tolerancia.

4.1.1 Criterios de inclusion

Sujetos con vitiligo:

- Hombres y mujeres adultos

- Sin enfermedad aparente asociada

- Diagnéstico de vitiligo no segmentario

- Enfermedad progresiva: aumento de tamafo de lesiones preexistentes
y/o aparicion de nuevas lesiones dentro de los 6 meses previos al estudio

- Sin uso de medicacion por al menos 4 semanas y sin uso de esteroides
o antiinflamatorios no esteroideos

- Firma de consentimiento informado

Sujetos controles:

- Hombres y mujeres adultos

- Sujetos sin evidencia clinica de lesiones de vitiligo y sin enfermedad
autoinmune o cualquier enfermedad cronica o aguda.

- Firma de consentimiento informado

4.1.2 Criterios de exclusion

Sujetos con vitiligo:
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- Pacientes < de 18 afios

- Pacientes con vitiligo segmentario.

- Pacientes que estén en uso de esteroides o algun antiinflamatorio no
esteroideo.

- Paciente con cualquier patologia cronica, dermatolégica o autoinmune

asociada

Sujetos controles:
- Sujetos con alguna patologia sistémica autoinmune o con lesiones de
vitiligo

- Sujetos que se nieguen a firmar consentimiento informado

4.1.3 Criterios de retirada y analisis previstos de las retiradas y
abandonos
- Pacientes que no acudan a controles o a la fecha combinada para
extraccion de muestras.
- Pacientes que evidencien patologia infecciosa, cronica o autoinmune
durante el estudio.
- Pacientes que no realicen el tratamiento indicado o lo realicen de una

forma irregular.

4.2 Material de Tratamiento e instrumento

e Cabina Waldmann de fototerapia UVB-NB 311 nm con 24 bulbos Phillips
TL-01.

e Tacrolimus unguento 0.1%

e Kellina crema 3% formulado magistralmente en Base cremagel hidrdfilo

¢ Nutricéutico en capsulas de administracion oral que contienen 480mg de
Polipodyum leucotomos, 5ug Vitamina D, 2 mg Luteina, 20 Vit C, 3mg
Vit E, 1mg Licopeno.

¢ Instrumento de Datos

e Historia Clinica

e Control Fotografico
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4.3 Evaluacion dermatologica

4.3.1 Evaluacion clinica

Se realizd evaluacion dermatoldgica examinando el grado de extension, el
tiempo de evolucién de las lesiones y su ubicacion. Se utiliz6 ademas lampara
de Wood para precisar lesiones difusas y en pacientes de piel clara. También
con dermatoscopio para evaluar islas de pigmento o presencia o ausencia de
poliosis (leucotriquia). Se utilizé la escala VASI para medir grado de extension
de lesiones. La respuesta al tratamiento se evalud teniendo en cuenta la
repigmentacion. Se consideraron los grados de repigmentacion como
inexistente o minima (0 a 25%), moderada (26 a 50%), buena (51 a 75%) y

excelente (mayor de 75%).

4.3.2 Vitiligo Area Severity Index (VASI)

Para calcular el VASI primero calculamos el area de superficie corporal (BSA)
afectada. Para esto se divide el cuerpo del paciente en seis regiones
separadas: manos, extremidades superiores, tronco, extremidades inferiores y
pies. El area de la cara y el cuello se evaluan por separado.

La unidad de una mano del paciente (la palma mas la superficie volar de los
dedos) se usa como guia para estimar el porcentaje inicial de afectacion del
vitiligo en cada region del cuerpo.

Las areas afectadas en cada regiéon se miden en unidades de mano (una
unidad de mano se define como el tamafio de la palma y es igual al 1% de la
superficie del cuerpo). Por ejemplo, si el area de la piel involucrada es
equivalente a cinco unidades de mano, se considera que el 5% del cuerpo esta
involucrado con el vitiligo.

Se debe determinar el porcentaje de despigmentacion para cada area.

El porcentaje de despigmentacion se calcula al mas cercano de los siguientes
porcentajes: 0, 10, 25, 50, 75, 90 0 100%.

1.00 (100%) - despigmentacion completa, no hay pigmento presente; .90 (90%)
- manchas de pigmento presentes .75 (75%) - el area despigmentada excede el
area pigmentada; .50 (50%) - las areas pigmentadas y despigmentadas son
iguales .25 (25%) - el area pigmentada excede el area despigmentada; .10
(10%): solo manchas de despigmentacion presentes. (Figura 4.1.)
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Figura 4.1. Ejemplo de evaluaciones
estandarizadas para estimar el grado de
pigmentaciéon para derivar el indice de
puntuacién del area del vitiligo. 100% de
despigmentacién, no hay pigmento
presente; 90%, hay manchas de
pigmento; 75%, el area despigmentada
excede el area pigmentada; al 50%, las
areas despigmentadas y pigmentadas
son iguales; al 25%, el area pigmentada
excede el area despigmentada; y al 10%,
solo estan presentes motas de
despigmentacion (Hamzavi, Jain; 3004)

10%

Luego de calcular el area de despigmentacion por zonas, se puede determinar
la despigmentacion total de todo el cuerpo. EI porcentaje total de
despigmentacion de todo el cuerpo, se obtiene de la sumatoria de los totales

para cada region.

Vitiligo Area Severity Index (VASI) = ¥ [Unidades Mano] X [Despigmentacién
residual]

Ejemplo de trabajo de la formula VASI:

Si la regidon de Extremidades superiores tiene 2 unidades de mano (2%) de
BSA afectadas, y es 0.75 (75%) despigmentada, entonces la despigmentacion
total de las Extremidades superiores es 1.5% del cuerpo

(0.75x2=1.5%)

Si la region de Cara / Cuello tiene 5 unidades de mano (5%) de BSA afectadas,
y las areas despigmentadas son 1.00 (100%) despigmentadas, entonces la

despigmentacion total de Cara / Cuello es del 5% del cuerpo. (5 x 1 =5%)
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La despigmentacion total de todo el cuerpo se encuentra al sumar los totales.
En el ejemplo anterior, la despigmentacion total es del 6.5% (1.5% + 5% =
6.5%)

4.4 Evaluacion inmunolégica

4.41 Obtenciéon de muestras

La primera extraccion sanguinea se realizd justo antes del inicio del
tratamiento, y la segunda, a las 16 semanas después del inicio del mismo. Los
controles sanos fueron sometidos a una unica extraccion. Todas las muestras
de sangre total fueron obtenidas por puncién venosa periférica con EDTA como
anticoagulante. Para la obtencion del plasma, se centrifugé parte de la muestra
de sangre a 1600 g durante 10 minutos y se recolectd el sobrenadante. El

plasma se guardo congelado hasta su procesamiento.

4.4.2 Analisis del receptor de la inmunidad innata CD91

CD91 es un receptor de la inmunidad innata que se expresa en la membrana
de los monocitos y que sufre procesos de escision que dan lugar a una forma
soluble que se encuentra en el plasma sanguineo. Para determinar la forma de
membrana (mCD91) utilizamos la técnica de la citometria de flujo, mientras que

para cuantificar la forma soluble (sCD91) lo hicimos por la técnica de ELISA.

44.2.1 Expresion de mCD91 en monocitos mediante citometria de
flujo

La citometria de flujo es una técnica de analisis multiparamétrico que permite
medir caracteristicas fisicas de células vivas. Para ello, el citometro forma un
flujo laminar y las células pasan individualmente delante de un laser. Cuando el
laser incide sobre la célula los detectores miden el grado y la direccion de la luz
desviada determinando asi el tamafio, forma y estructura de la célula (grafico
FS:SS). Si estas células han sido previamente marcadas con una o mas
moléculas fluorescentes, llamadas fluorocromos, el laser las excitara dando
lugar a una fluorescencia que es cuantificable. Para la determinacion de

proteinas de membrana como mCD91 mediante citometria de flujo, podemos
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utilizar anticuerpos que reconocen la proteina de interés y que tienen unido
covalentemente un fluorocromo, en nuestro caso la ficoeritrina (PE).

El protocolo utilizado para la determinacion de mCD91 en monocitos fue:

1. Poner en un tubo de citometria 5 pyL del anticuerpo anti-mCD91-PE (clon
A2MR-a2, eBiosciences) y 5 pL del anticuerpo anti-CD4-PC7 (clon
SFCI12T4D11, Beckman Coulter).

2. Anadir 100uL de sangre.

3. Incubar durante 15 minutos a temperatura ambiente y en oscuridad.

4. Lisar con el aparato TQ-Prep (Beckman Coulter) que realiza una lisis
osmoética de los hematies (acido féormico al 1,2%), estabiliza el pH
(Na2COs 50mM, NaCl 250 mM y Na2S04 200mM) vy fija las células
(paraformaldehido 1%) de manera automatica.

5. Pasar las muestras por el citometro Navios y analizar en el programa

Kaluza, ambos de Beckman Coulter.

Los monocitos fueron seleccionados en funcién de su morfologia (SS) y de
su positividad para CD4. Los niveles de expresion de mCD91 fueron
determinados en base a la intensidad media de fluorescencia (mean
fluorescence intensity, MFI) dentro de la poblacibn de monocitos

seleccionada (Grafico 4.1).
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[Ungated] SS INT / CD4 PC7 [Monocitos] CD91 PE

Monocitos : 4,34% 55

CD4 PC7
Count

10° 10° 100 10°
CD91 PE
Gate %Total X-Med
All 4,34 5,41

[Ungated] S5 INT / CD4 PC7 [Monocitos] CD91 PE

10°

Monocitos : 6,13%

CD4 PC7
Count

20

10° 10° 107 10°
CD91 PE

Gate %Total X-Med
All 6,13 14,48

Grafico 4.1. Imagenes representativas de dos analisis de la expresion de mCD91 en
monocitos por citometria de flujo. En las imagenes de la izquierda se puede observar como
se seleccionan los monocitos en base a su morfologia (SS INT) y a la tincién con CD4
(CD4 PC7), y en las de la derecha el valor de la MFI (X-Med) de mCD91. En el primer caso
este valor es de 5.41 (A) y en el segundo de 14.48 (B).

4.4.2.2 Cuantificacion de sCD91 en plasma mediante ELISA
La técnica de ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) permite la

determinacion de moléculas, como el sCD91, mediante la unién de anticuerpos
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especificos unidos a enzimas que son capaces de generar un producto estable
que puedan ser cuantificado, por ejemplo, cambio de color.

El protocolo utilizado para la determinacion de sCD91 en plasma fue el
aconsejado por la casa comercial suministradora del kit (SEBO10Hu, USCN Life

Science Inc):

—

. Preparar la curva estandar a partir del stock suministrado en el kit.

2. Diluir las muestras de plasma 1 en 5000 en PBS (Tampédn fosfato 10mM,
NaCl 150mM, pH 7,2) mediante dilucion seriada: 10 yL de plasma mas
490 uL de PBS y de aqui coger 10 uL y mezclar con 990 uL de PBS.

3. Andadir 100uL de cada uno de los estandares, 100 yL de PBS para el

blanco y 100 yL de cada una de las muestras diluidas 1 en 5000, a cada

uno de los pocillos de la placa de ELISA.

Sellar e incubar la placa durante 1 hora a 37°C.

Aspirar el contenido de los pozos y afadir 100 uL del reactivo A.

Sellar e incubar la placa durante 1 hora a 37°C.

N o o &

Aspirar el contenido de los pozos y lavar 3 veces con 350 ulL/pozo de

solucién de lavado, esperando 2 minutos entre lavado y lavado.

8. Secar bien la placa por inversiéon en papel y anadir 100 pL del reactivo
B.

9. Sellar e incubar la placa durante 30 minutos a 37°C.

10.Aspirar el contenido de los pozos y lavar 5 veces con 350 uL/pozo de
solucion de lavado, esperando 2 minutos entre lavado y lavado.

11.Secar bien la placa por inversion en papel y afiadir 90 yL de la solucién
de sustrato.

12.Sellar e incubar la placa durante 15 minutos a 37°C. Proteger de la luz.

13.ARadir 50 pL de la solucion de stop y mezclar con cuidado.

14.Leer inmediatamente en el espectrofotometro a 450 nm con filtro de 620

nm.
La concentracion de sCD91 expresada en pg/mL se obtuvo por

intrapolacidon de los valores de absorbancia en la curva de los estandares

obtenida en cada ensayo.
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4.4.3 Andlisis de las células T reguladoras

Las células T reguladoras son un elemento clave en la supresion de la
respuesta inmune adaptativa. Existen diferentes metodologias para la
determinacion de este subtipo celular. En este estudio analizamos las células T
reguladoras en base a la expresién de las moléculas de superficie CD4,
CD45R0O, CD25 y CD127. Para ello, utilizamos la técnica de la citometria de
flujo.

El protocolo utilizado para la determinacion de las células T reguladoras fue:

1. Poner en un tubo de citometria 5 pL del anticuerpo anti-CD4-PC7 (clon
SFCI12T4D11), 5 uL del anticuerpo anti-CD25-PE (clon B1.49.9), 5 uL
del anticuerpo anti-CD127-PC5 (clon R34.34) y 5 uL del anticuerpo anti-
CD45RO-FITC (clone UCHL1) todos ellos de Beckman Coulter.

Anadir 100uL de sangre.

Incubar durante 15 minutos a temperatura ambiente y en oscuridad.

Lisar con el aparato TQ-Prep.

o & 0D

Pasar las muestras por el citbmetro Navios y analizar en el programa

Kaluza.

Tanto las células T reguladoras como las células T reguladoras memoria
fueron seleccionadas en funcion de su morfologia (SS), su positividad para
CD4, su alta expresion de CD25 y su baja expresion de CD127 (CD4+
CD25high CD127low). Las células T reguladoras memoria, son T
reguladoras que expresan el marcador CD45RO. En ambos casos se
evaluo el porcentaje de estas células dentro de la poblacion de linfocitos T
CD4 (Grafico 4.2).
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[Linfocitos T CD4]
[Ungated] SS INT / CD4 PC7 i CD127 PC5 / CD25 PE
107 10° 7
. Linfocitos T CD4 : 12,87% T reguladoras : 12,87%

> 18 s

10" <1075
£ 5

107 10°

\':".A_-_' . ‘ T I
0 200 400 600 800 1000 10° 10°
SSINT CD127 PC5

Gate Number %Gated Gate Number %Gated
All 100.000 100,00 All 12.868 100,00
Linfocitos T CD4 12.868 12,87 T reguladoras  1.656 12,87

[T reguladoras] CD45R0 FITC

6,87%

10- Treg naive : l

§ reg mem : 73,13%
8 4l
0- T
10° 10° 10° 10°
CD45RO FITC
Gate Number %Gated
All 1.656 100,00

Treg mem 1.211 73,13
Treg naive 445 26,87
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[Linfocitos T CD4]
- [Ungated] SS INT / CD4 PC7 i CD127 PC5 / CD25 PE
10° 4 1074
. Linfocitos T CD4 : 20,43% T reguladoras : 4,81%

o z
o P ard

10" 10"
= 2

10°4 i3 10°

0 10 10° 10
SS INT CD127 PC5

Gate Number %Gated Gate Number %Gated
All 100.000 100,00 All 20.428 100,00

Linfocitos T CD4 20.428 20,43

T reguladoras

[T reguladoras] CD45R0 FITC

983 4,81

4

-Treg naive : 48,22%

§ Treg mem : 51,88%
S
10° 10° 10° 10°
CD45R0 FITC

Gate Number %Gated

All 983 100,00

Treg mem 510 51,88

Treg naive 474 48,22

Grafico 4.2. Imagenes representativas de dos andlisis de células T reguladoras por
citometria de flujo. En las imagenes de la izquierda se puede observar cémo se
seleccionan los linfocitos T CD4 en base a su morfologia (SS INT) y a la tincion con CD4
(CD4 PC7), y en las de la derecha cdmo se seleccionan las células T reguladoras en base
a su alta expresion de CD25 (CD25 PE) y su baja expresiéon de CD127 (CD127 PC5). En
las imagenes centradas se ve como se diferencian las poblaciones de células T
reguladoras en memoria (Treg mem) o naive (Treg naive) en funcién de su positividad o
negatividad para CD45R0O (CD45RO FITC).
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4.4.4 Cuantificacion de la quimiocina CXCL10 en plasma

La quimiocina CXCL10 esta implicada en la sefalizacion mediada por el

interferon-y. Su determinacion indica el grado de activacion y el tipo de

respuesta inmune implicada. Para su cuantificacion utilizamos la técnica de
ELISA.

El protocolo utilizado para la cuantificacion de CXCL10 en plasma fue una

optimizacion del aconsejado por la casa comercial suministradora del kit (900-
M39, PeproTech Inc.):

. Diluir el anticuerpo de captura a 0,5 ug/mL en PBS y anadir 100 uL a

cada pozo de la placa de ELISA.

2. Sellar e incubar la placa toda la noche a temperatura ambiente.

3. Aspirar el contenido de los pozos y lavar 4 veces con 300 uL/pozo de

solucion de lavado.
Secar bien la placa por inversion en papel y anadir 300 yL de solucion

de bloqueo.

5. Sellar e incubar la placa durante 1 hora a temperatura ambiente.

Aspirar el contenido de los pozos y lavar 4 veces con 300 uL/pozo de

solucion de lavado.

7. Preparar la curva estandar a partir del stock suministrado en el kit.

9.

Anadir 100uL de cada uno de los estandares, 100 uL de PBS para el
blanco y 100 yL de cada una de las muestras sin diluir, a cada uno de
los pocillos de la placa de ELISA.

Sellar e incubar la placa durante 2 horas a temperatura ambiente.

10.Aspirar el contenido de los pozos y lavar 4 veces con 300 uL/pozo de

solucién de lavado.

11.ARadir 100 pL del reactivo de deteccion.

12.Sellar e incubar la placa durante 2 horas a temperatura ambiente.

13.Aspirar el contenido de los pozos y lavar 4 veces con 300 uL/pozo de

solucién de lavado.

14.Anadir 100 pL de estreptavidina.

15.Sellar e incubar la placa durante 30 minutos a temperatura ambiente.

16.Aspirar el contenido de los pozos y lavar 4 veces con 300 uL/pozo de

solucién de lavado.
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17.Anadir 100 pL del sustrato TMB.

18.Sellar e incubar la placa durante 5 minutos a temperatura ambiente.
Proteger de la luz.

19.Anadir 100 pL de la solucién de stop y mezclar con cuidado.

20.Leer inmediatamente en el espectrofotometro a 405 nm con filtro de 620

nm.

La concentracion de CXCL10 expresada en pg/mL se obtuvo por
intrapolacién de los valores de absorbancia en la curva de los estandares

obtenida en cada ensayo.

4.5 Evaluacioén psicologica

La evaluacion psicolégica antes y después del tratamiento fue realizada
mediante la utilizacion de diferentes instrumentos psicométricos y analizado por
la psicologa del Servicio de dermatologia del hospital, la psicologa Sandra Ros
Abarca.

Los instrumentos psicométricos utilizados fueron la escala de estrés percibido
PSS; el cuestionario HADS -Hospital Anxiety and Depression Scale- ; y el
instrumento de medida de la calidad de vida en pacientes con enfermedades
cutaneas Skindex.

El primer test psicométrico que se utilizé fue la Escala de Estrés Percibido
Version espafiola (2.0) de la Perceived Stress Scale (PSS) (Cohen et al, 1983)
adaptada por el Dr. Eduardo Remor (Remor, 2006).

Esta escala es un instrumento de auto informe que evalua el nivel de estrés
percibido durante el ultimo mes, consta de 14 items con un formato de
respuesta de una escala de cinco puntos (0 = nunca, 1 = casi nunca, 2 =de vez
en cuando, 3 = a menudo, 4 = muy a menudo). La puntuacién total de la PSS
se obtiene invirtiendo las puntuaciones de los items 4, 5,6,7,9,10y 13 (en el
sentido siguiente: 0=4, 1=3, 2=2, 3=1 y 4=0) y sumando entonces los 14 items.
La puntuacion directa obtenida indica que a una mayor puntuacion corresponde
un mayor nivel de estrés percibido po la escala Perceived Stress Scale (PSS)
El segundo test fue el cuestionario Hospital Anxiety and Depression Scale

(HADS) que se ha utilizado ampliamente en muestras de pacientes con
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artrosis, cancer, mujeres con depresion puerperal y pacientes con lesiones
cerebrales traumaticas, entre otros, para medir los niveles de ansiedad y
depresion en estas muestras observandose unas buenas propiedades
psicomeétricas. Asi pues, aunque existen muchos cuestionarios para evaluar la
depresion y la ansiedad, el HADS ya se ha considerado util en la evaluacion de
la fibromialgia. Dado el solapamiento existente en los sintomas médicos y
psicoldgicos de la enfermedad, este cuestionario resulta mas apropiado, puesto
que se centra en la evaluacion de los aspectos cognitivos de la ansiedad y la
depresion, ademas de haber acreditado su sensibilidad al cambio.

Por ultimo se empledé como instrumento para medir la calidad de vida el
Skindex-29, un instrumento americano de calidad de vida orientado a pacientes
con afectacion cutanea y que esta ampliamente validado.

El Skindex-29, fue desarrollado por la Dra. M Chren en inglés en los Estados
Unidos de Norteamérica, en 1996 (Chren et al, 1996). Es un cuestionario auto
administrado, que consta de 29 ‘“items” agrupados en tres dominios:
sintomatico, emocional y funcional. Presenta 29 items y falta el 18, tal cual la
version original en inglés. Se excluyd el item 18, que se refiere al tratamiento,
por considerarlo innecesario para esta evaluacion.

La version espafola fue adaptada transculturalmente por la Dra. Maria Jones-
Caballero y col (Jones et al, 2000), quien proveyo toda la informacién y la
autorizacion para llevar a cabo la investigaciéon con el Skindex-29. Dicho test
version espafola, utiliza la misma estructura formal y de puntuacion que la
version original estadounidense.

Puntuacién: las opciones para responder que se brindaba a los sujetos fueron:
Nunca: 0 puntos, raramente; 1 punto, a veces; 2 puntos, a menudo; 3 puntos;
todo el tiempo, 4 puntos.

Se les solicité a todos los participantes que contesten de acuerdo a sus
sintomas, en las ultimas cuatro semanas.

Para completar la escala se requiri6 de unos 5 a 10 minutos. El estudio se
solicitdo el consentimiento del paciente mediante una firma, aceptando
realizarlo.

En el estudio, se efectud la evaluacion del Skindex-29, mediante pruebas

psicométricas, para conocer la validez y confiabilidad del instrumento de
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calidad de vida en los participantes, con el objetivo de saber si este test seria
de utilidad.

4.6 Analisis estadisticos

Para el analisis estadistico se utilizaron diversas aproximaciones. Las variables
analizadas fueron tanto los datos demograficos de la poblacion a estudio, como
los datos cuantificados de repigmentacion, las determinaciones inmunoldgicas
y los resultados de los test psicolégicos. Para el andlisis de muestras
independientes se utilizd el test t-Student y el de Mann-Whitney. Para el
analisis de muestras dependientes, antes y después del tratamiento, se utilizd
el test Greenhouse-Geisser. En todos los casos, se consider6 como p valor
significativo aquellos menores de 0.05, aunque en los graficos preferimos
diferenciar *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001. Los paquetes estadisticos utilizados
fueron IBM-SPSS (version 24.0) y el GraphPad Prism (versién 5).

72



5 RESULTADOS



Resultados

74



Resultados

5.1 Caracteristicas demograficas de los pacientes

De los 21 pacientes con vitiligo no segmentario incluidos en el estudio, 18
fueron analizados y tres abandonaron por diferentes razones. Las
caracteristicas demogréficas y clinicas de los 18 pacientes finalmente incluidos
en el estudio son mostradas en la tabla 5.1. Siete Acral/Acrofacial, diez
Generalizados, uno localizado. La media de edad es 46 (rango 28-69) afos. En
uno de los pacientes no se observé ninguna repigmentacién, moderada
repigmentacion en once, Buena repigmentacibn en cinco y excelente
repigmentacion (100%) en un paciente. La media de repigmentacion fue de
48.6%.

- Tiempo de VASI pre- VASI post- -
Paciente In|C|aIZi/0Edad/s evolucién Tipo de vitiligo tratamient tratamiento Me{gizrﬁzgﬁodel
(ahos) 0 (%) (%)

1 JAMZ/30afios/M | 15 Acral/Acrofacial 14.1 4,8 65%

2 JMS/55afi0s/M | 20 Generalizado 16.8 9,2 45%

3 ALF/28afios/F | 15 Generalizado 22.4 6,8 70%

4 MMW/54afios/F | 3 Generalizado 30.0 13,6 55%

5 SBM/52afios /IM | <1 (6m) Localizado 1.1 0 100%

6 OMD/32afios/M | <1 (3m) Acral/Acrofacial 2.7 1,6 40%

7 SIB/48afios/M | 5 Acral/Acrofacial 3.4 0,8 75%

8 CMR/47arios/F | 20 Generalizado 24.4 13,6 45%

9 RRM/69arios/F | 10 Generalizado 236 14 40%

10 MMS/50 afios/F | 19 Acral/Acrofacial 4.9 3,4 30%

11 MMR/48afios/F | <1 (8m) Generalizado 26,8 28,4 0%

12 FFS/33yafios/M | 10 Generalizado 22,5 14,4 35%

13 JLA/40afios/M | 21 Acral/Acrofacial 2.6 1,7 35%

14 MCH/46afios/F | 1 Generalizado 21,2 10,4 50%

15 CFS/46arios/F | 25 Generalizado 38,8 23,2 40%

16 JGH/59arios/M | 5 Acral/Acrofacial 4.1 1,2 70%

17 LVT/30afios/F | 2 Acral/Acrofacial 4.8 2,6 45%

18 MCA/55afios/F | 20 Generalizado 21,0 13,5 35%

_ ~ n=10,7 .
n=45.6 afios afios de 7 AcraI/Acr(_)faaaI n=14.07 n=9,06 n=48.6%
X 8 masculino/10 s 10 Generalizado, . L.
) aparicion . repigmentacion
femenino ) 1 Localizado
maculas

Tabla 5.1 Caracteristicas demograficas y clinicas y respuesta al tratamiento

La media de tiempo de duracion de enfermedad fue de 10,7 afos, aunque los
pacientes fueron imprecisos al indicar el tiempo exacto de inicio de la patologia.
Se intentd correlacionar el tiempo de evolucion de la enfermedad en afios con

la mejoria luego del tratamiento y el valor del coeficiente de correlacion de
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Pearson (no significativo, R2=0.045) indicé que no hay relacion entre las dos
variables.

Algunas de las manifestaciones clinicas y respuesta al tratamiento se pueden

observar en las figuras 5.1 a la figura 5.10.

Figura 5.1 Evaluaciéon con lampara de wood paciente JMS/55 afios VASI 16,8

Figura 5.2 Paciente SIB/48 aiios VASI 3,4. Respuesta al tratamiento luego de 8 semanas y
al finalizar tratamiento luego de 16 semanas VASI 0.8
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Figura 5.3. Paciente ALF/28 afos VASI 22,4. Respuesta al tratamiento al finalizar
tratamiento luego de 16 semanas VASI 6.8

Figura 5.4 Paciente CFS/46 ainos VASI 38,8. Respuesta al tratamiento al finalizar
tratamiento luego de 16 semanas VASI 23,2

77



Resultados

Figura 5.5. Paciente ALF/28 afios VASI 22,4. Respuesta al tratamiento al finalizar
tratamiento luego de 16 semanas VASI 6.8

g M
Figura 5.6. Paciente MMW/54afos VASI 30. Respuesta al tratamiento al finalizar
tratamiento luego de 16 semanas VASI 13.6
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x|
Figura 5.7. Paciente FFS/33anos VASI 22,5. Respuesta al tratamiento al finalizar
tratamiento luego de 16 semanas VASI 14,4

Figura 5.8. Paciente MCH/46ainos Vitiligo Generalizado VASI 21,2. Evaluacién con
lampara de wood
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Figura 5.9. Paciente SBM/52 afios VASI 1,1 Respuesta al tratamiento luego de 16
semanas VASI 0. Pigmentacion del 100%
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Figura 5.10 Paciente MCH/46ainos VASI 21,2. Respuesta al tratamiento al finalizar
tratamiento luego de 16 semanas VASI 10,4

»

Figura 5.11 PacienteJAMZ/30afios Vitiligo Acral/Acrofacial VASI 14.1
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Figura 5.12. Paciente LVT/30afios Vitiligo Acral/Acrofacial VASI 4.8 Respuesta al
tratamiento luego de 16 semanas VASI 2,6 Repigmentacion de 45%

Figura 5.13 Paciente OMD32anos vitiligo Acral/Acrofacial VASI 2.7
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5.2 Receptor de la inmunidad innata CD91

El analisis de CD91 en la membrana (mCD91) de los monocitos de sangre
periférica mostrd que los pacientes con vitiligo expresaban mayores niveles de
mCD91 en términos de MFI que los individuos control (p<0.01, Graf 3A). Este
parametro se mantuvo incrementado en los pacientes con vitiligo después del
tratamiento (POST) con respecto a los controles (p<0.01), no habiendo
diferencias significativas entre antes (PRE) y después del tratamiento (POST)
(p=0.54, Graf. 3A). Tampoco hubo diferencias cuando teniamos en cuenta el
grado de repigmentacion (variable mejora), tanto si lo tomabamos como una
variable continua como una discontinua, separando los pacientes en aquellos
que presentaban una repigmentacion superior al 50% (>50%) de aquellos que
presentaban igual o menor de un 50% de repigmentacion (<50%) (Graf 3C).

El analisis de CD91 soluble (sCD91) en plasma mostré que los pacientes con
vitiligo presentaban niveles mas bajos de sCD91 que los individuos control
(p<0.05) (Graf. 3B). Esta disminucién era aun mas significativa en los pacientes
después del tratamiento respecto a los controles (p<0.01, Graf 3B). Sin
embargo, no existian diferencias significativas entre antes y después del
tratamiento (p=0.65, Graf 3B). Pero cuando teniamos en cuenta la variable
mejora, parecia que habia una mayor disminucion con el tratamiento en
aquellos pacientes que habian mostrado una mayor repigmentacion (>50%),

aunque tampoco era estadisticamente significativa (p=0.39, Graf 3D).
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Grafico 3. Representacién gréfica de los valores de mCD91 en MFI y de sCD91 en pg/mL en
los individuos control (verde) y los pacientes con vitiligo antes (PRE, en rojo) y después del
tratamiento (POST, en azul). Los pacientes con vitiligo se separaron en dos grupos en funcion
del grado de repigmentacion: >50% y <50%. ns: no significativo, *p<0.05, **p<0.01. GraphPad
Prism software.

5.3 Células T reguladoras

El analisis de las células T reguladoras (Treg CD4+ CD25high CD127low) y de
las células T reguladoras memoria (memory Treg: CD4+ CD25high CD127low
CD45RO0nhigh) en sangre periférica no mostré diferencias entre los pacientes
con vitiligo y los individuos control. Tampoco se detectaron cambios al
comparar estos niveles entre antes y después del tratamiento en el conjunto de
los pacientes con vitiligo. Sin embargo, si teniamos en cuenta la variable
mejora, tanto las células T reguladoras como las células T reguladoras
memoria mostraban niveles inferiores en los pacientes que habian tenido una
mayor repigmentacion comparandolo con los que habian tenido una menor
repigmentacion (p<0.05, Graf. 4A; p>0.05, Graf. 4B).
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A % Trey B % memory Treg

Estimated Marginal Means
Estimated Marginal Means

re_post
e pré_post

Grafico 4. Representacion grafica de las tendencias de las células T reguladoras (Treg CD4+
CD25high CD127low) y de células T reguladoras memoria (memory Treg: CD4+ CD25high
CD127low CD45ROhigh) en los pacientes con vitiligo que habian repigmentado mas del 50%
antes y después del tratamiento (en verde) y de los que habian repigmentado un 50% o menos
(en azul). IBM-SPSS software.

5.4 Quimiocina CXCL10

El analisis de CXCL10 en plasma mostrdé que los pacientes con vitiligo tenian
mas cantidad de esta quimiocina que los individuos control (p<0.001, grafico
5A). Este incremento se daba también después del tratamiento (p<0.001), no
existiendo diferencias significativas entre antes y después del tratamiento en el
conjunto de los pacientes con vitiligo (p=0.45, grafico 5A). Sin embargo, cuando
teniamos en cuenta la variable mejora, los pacientes con una mayor
repigmentacion (>50%) presentaban niveles significativamente menores de
CXCL10 respecto a los valores al inicio del tratamiento (p<0.01, grafico 5B).
Aun asi, estos valores posterior al tratamiento no se asemejaban a los de los
individuos control, siendo mas elevados, aunque con un menor grado de
significacidn respecto a los pre-tratamiento vs controles (p<0.05, Graf. 5B). Los
pacientes con menor repigmentacion no veian disminuida la cantidad de

CXCL10 respecto a los valores iniciales antes del tratamiento (p=0.2, Graf. 5C).
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Grafico 5. Representacion grafica de los valores de CXCL10 en pg/mL en los individuos control
(verde) y los pacientes con vitiligo antes (PRE, en rojo) y después del tratamiento (POST, en
azul). Los pacientes con vitiligo se separaron en dos grupos en funcion del grado de
repigmentacion: >50% y <50%. ns: no significativo, *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001. GraphPad
Prism software.

5.5 Test psicolégicos

Doce de los dieciocho pacientes completaron la escala de estrés percibido
PSS; el cuestionario HADS -Hospital Anxiety and Depression Scale- y el
instrumento de medida de la calidad de vida en pacientes con enfermedades
cutaneas Skindex-29, antes y después de 16 semanas de tratamiento.

Los resultados de los test psicoldgicos antes del tratamientos mostraron que
diez de doce pacientes obtuvieron puntuaciones patolégicas en el HADS en la
visita 1. Siete de doce pacientes evidenciaron sintomatologia ansiosa; nueve
de doce tienen sintomatologia ansiosa leve.

Dos de doce pacientes, tuvieron sintomatologia depresiva. Cuatro de doce
sintomas de depresion leve. Once de doce pacientes con altos niveles de
estrés percibido (no definitivo).

Seis de doce pacientes evidenciaron en el Skindex alta afectacion en la calidad
de vida. Dos de doce pacientes tenian alguna alteracién en escala sintomatica

previo al tratamiento, dato curioso en una enfermedad raramente con
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sintomatologia (se han descrito casos de escozor o picor en lesiones en
aumento) y ambas pacientes tenian vitiligo generalizado con VASI por encima
de 20% (21,2 y 38,8 respectivamente); diez de doce pacientes alteracion en la
escala emocional. Ocho de doce pacientes alteracion en la escala funcional.
Luego de 16 semanas de tratamiento combinado solo uno de los doce
pacientes tenia puntuacion patolégica en HADS total, solo un paciente
evidencio signos de ansiedad y se trataba especificamente de la paciente que
tenia mayor area de compromiso de vitiligo segun escala VASI (paciente 15
VASI 38.8) y con una mejora de sélo 40% después del tratamiento.

Todos los pacientes superaron la depresion al finalizar las 16 semanas de
tratamiento y sélo tres de los doce presentaban estrés percibido. Sélo uno de
los pacientes tenia alteracion en la calidad de vida.

Con respecto al Skindex ninguno present6 alteracién en el area sintomatica,
dos en el area emocional y tres de doce en el area funcional.

El resumen de estos resultados pueden observarse en la tabla 6.

Antes de inicio del tratamiento Luego (_ie 16 semanas de Significacién (p)
tratamiento combinado

10/12 pacientes obtienen | 1/12 puntuaciones patolégicas 0.0006
puntuaciones patolégicas en el | en HADS total
HADS total visita 1
7112 pacientes sintomatologia | 1/12 ansiedad 0.0272
ansiosa clinicamente significativa
(9/12 sintomatologia ansiosa leve) 0.0028
2/12  pacientes sintomatologia | 0/12 depresion 0.4783
depresiva clinicamente significativa
(4/12 sint depresién leve) 0.0932
11/12 pacientes con altos niveles | 3/12 estrés percibido 0.0028
de estrés percibido ( no definitivo)
6/12 pacientes skindex con alta | calidad de vida: 1/12 0.0686
afectacion en la calidad de vida
Skindex escala sintomatica 2/12 | skindex area sintomatica: 0/12 0.4783
pacientes
Skindex escala emocional: 10/12 | skindex area emocional: 2/12 0.0033
pacientes
Skindex escala funcional : 8/12 | skindex area funcional : 3/12 0.0995
pacientes

Tabla 6. Resultados de los test psicologicos

El estudio estadistico de las variables mostré que la mayoria disminuian de
manera significativa (p<0,05) a excepcion de aquellas en las que se partia de

un numero bajo de afectados en la primera visita (pacientes con sintomatologia
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depresiva clinicamente significativa, incluso depresion leve; y en el skindex
sintomatico) y aquellos en los que la disminucién fue menor (skindex
emocional y funcional). Un mayor numero de pacientes podria acabar de

significar estas diferencias.
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En esta tesis doctoral evaluamos una cohorte de pacientes con vitiligo no
segmentario que sometimos a un tratamiento efectivo combinado vy
observamos algunos factores inmunolégicos como el receptor CD91, las
células T reguladoras y el CXCL10 antes y después de 16 semanas de
tratamiento. También realizamos test psicolégicos de estrés, ansiedad,
depresion y calidad de vida.

Por primera vez se estudia el CD91 en esta enfermedad. Ya habia sido descrito
la correlacion positiva de este receptor en diferentes patologias como hemofilia
A, cancer y riesgo de trombosis venosa y arterial (Franchini, 2013).

Tomando en cuenta que no habia sido estudiado en vitiligo, pero sabiendo que
su coestimulacion puede ser activada por diferentes HSP incluyendo la HSP-70
(Speeckaert, van Geel 2017), uno de los objetivos principales de este estudio,
fue precisamente determinar los niveles del receptor de la inmunidad innata
CD91, tanto su forma de membrana expresada en monocitos como su forma
soluble presente en el plasma de individuos con vitiligo antes y después de un

tratamiento efectivo.

CD91/LRP1

En las ultimas tres décadas se ha explorado y caracterizado los diversos roles
de las HSPs en el sistema inmune. Paralelo a la evolucion de la respuesta
innata, el organismo detecta el dafo celular aberrante por la utilizacion de
receptores pre-existentes como CD91 para identificar la presencia de
abundantes moléculas intracelulares HSP. CD91 es el receptor de la respuesta
innata clave para la endocitosis mediada por proteinas de choque y funciona
como receptor de sefalizaciéon. Tiene un papel clave en el proceso de
inmunovigilancia de los tumores.

En nuestro estudio, cuantificamos el receptor de inmunidad innata CD91 en la
membrana (mCD91) de los monocitos de sangre periférica evidenciando que
los pacientes con vitiligo expresaban mayores niveles que los individuos
controles y este parametro se mantuvo incrementado después del tratamiento a
pesar que los pacientes tuvieran una repigmentacion mayor al 50%; sin
embargo en el analisis del CD91 soluble en plasma (sCD91) se evidencio
niveles mas bajos comparado con los individuos controles y esta disminucion

era aun mayor después del tratamiento. EI aumento en mCD91 se puede
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explicar por el hecho que al haber activada una respuesta inmune, las UPR
activan la produccién de HSP70i y estas sefiales funcionan como DAMPs para
activar las células dendriticas exponiendo el receptor de membrana CD91 para
reclutar los linfocitos T CD8+.

Posiblemente, la mayor expresion de CD91 en membrana venga determinada
genéticamente y condicione una mayor capacidad de reconocimiento y de
presentacion antigénica. De hecho, en infeccion por VIH se ha visto que los
pacientes resistentes al virus tienen una mayor expresion de CD91 y que
probablemente esto condicione una mayor presentacion de antigenos viricos
que condiciona una mejor respuesta a la infeccion (Kebba, et al 2005). En el
caso de vitiligo podria ocurrir algo similar, en la que en un contexto de mayor
presentacion de antigenos del melanocito tendriamos mayor susceptibilidad al

vitiligo.

Células T reguladoras Tregs

Las células Tregs tienen un rol protector importante en trastornos autoinmunes
regulando la respuesta inflamatoria (Lin et al, 2014). En nuestro estudio, al
analizar las células T reguladoras (Treg CD4+ CD25high CD127low) y las
células T reguladoras memoria (memory Treg: CD4+ CD25high CD127low
CD45RO0nhigh) en sangre periférica no se evidenciaron diferencias entre los
pacientes con vitiligo y los controles. Tampoco se detectaron cambios al
comparar estos niveles antes y después del tratamiento de los pacientes con
vitiligo. Sin embargo, si teniamos en cuenta la variable mejora, tanto las células
T reguladoras como las células T reguladoras memoria mostraban niveles
inferiores en los pacientes que habian tenido una mayor repigmentacion
comparandolo con los que habian tenido una menor repigmentacion. Este
resultado puede parecer contrario a lo que quizas podriamos esperar, que
seria que en pacientes que estén repigmentando tengan los niveles de células
Tregs altos. Por otro lado, esto podria explicarse porque quizas en estos
pacientes lo que ocurre es que hay mayor actividad de enfermedad y a pesar
de tener niveles periféricos de Tregs bajos, tienen mas posibilidad de
pigmentar cuando se utiliza un tratamiento efectivo. Otra posibilidad es que las
células Tregs estén bajos en sangre periférica porque se han ido a la piel y alli

estén elevados.
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En los estudios publicados en la literatura cientifica, hay resultados
contrastantes (Macaluso et al, 2013). En un estudio en un grupo de pacientes
en Egipto (Hegab et al; 2015), se encontr6 que habia una disminucién en el
numero de células Tregs en sangre periférica durante la fase inflamatoria del
vitiligo.

Por otro lado, en un estudio realizado en Roma, Italia en 2013 (Richetta et al;
2013) se evidencio que el porcentaje de CD4+ CD25bright FOXP3+ T periférico
se redujo en once de dieciséis pacientes con vitiligo estudiados en
comparacion con controles sanos, lo que sugiere que esta desregulacion
puede estar implicada en la patogénesis del vitiligo. También respalda la
hipétesis de que una disminucidén en la biologia de las células T reguladoras
que ocurre en un microambiente inflamatorio puede jugar un papel clave en la
pérdida de control de las células T autorreactivas. La reduccién de Tregs en
este estudio de Richetta se asocié con una mayor puntuacion VASI, es decir,
con una enfermedad mas extensa y la proporcion de dichas células se redujo
ligeramente en pacientes con vitiligo progresivo en comparacion con aquellos
con enfermedad estable. Por el contrario, cinco pacientes no mostraron
cambios o tuvieron aumento en el numero de células Tregs, lo que se
correlaciona con una puntuacién VASI alta. Este hallazgo, de acuerdo con los
datos de la literatura, podria explicarse a través de la hipotesis de la disfuncion
Treg en lugar de un defecto en su numero o puede indicar un desafio del
sistema inmune que compensa una respuesta efectora a autoantigenos,
respectivamente.

El estudio de Dwivedi en 2013 (Dwivedi et al, 2013) también mostré que habia
una correlacion inversa en los pacientes con vitiligo, es decir, que a medida
que el vitiligo aumentaba, los pacientes tenian una disminucién de células
Tregs.

Sin embargo, en otro informe, los Tregs no se relacionaron con la actividad de
la enfermedad o la extensién del vitiligo y fueron incluso mas altos en
comparacién con los controles (Mahmoud et al 2002). Estos hallazgos hacen
suponer que las células Tregs pueden no ser biomarcadores fiables o no estan
suficientemente alterados en sangre periférica para ser un evidente
biomarcador de vitiigo o debe precisarse o correlacionarse mas con la

actividad clinica de la enfermedad.
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Quimiocina CXCL10

En el estudio del equipo de John Harris en Massachusetts, USA (Rashighi et al,
2014) se describié por primera vez el rol critico del CXCL10 tanto en la
progresion como en el mantenimiento de la despigmentacion en un modelo
murino de vitiligo. Mas recientemente, un estudio demostré que CXCL10 en el
suero de pacientes con vitiligo no solo era mas alto en comparacion con
controles sanos, sino que su nivel se asocié con la actividad de la enfermedad
y disminuy¢ significativamente después del tratamiento exitoso con inhibidores
JAK, sugiriendo que el CXCL10 puede usarse como biomarcador para
monitorear actividad de la enfermedad y respuesta al tratamiento (Speeckaert
et al; 2017).

En nuestro estudio, pudimos reproducir los hallazgos de Wang y colaboradores
(Wang et al; 2016) en los que se evidencia que la quimiocina CXCL10 sérica
esta en niveles muy altos en los pacientes con vitiligo. En ésta investigacion
ademas pudimos comprobar que al hacer un tratamiento efectivo, diferente a
los tratamientos diana como los inhibidores JAK, pero usando la asociacion de
antioxidantes orales, fototerapia UVB-NB con kellina tépica y el tacrolimus
tépico, logramos disminuir los niveles de CXCL10 significativamente, aunque
se continuaban manteniendo por encima de los controles; constituyendo un util
biomarcador de enfermedad y de respuesta al tratamiento.

Cuando tuvimos en cuenta la variable mejora en los pacientes con una mayor
repigmentacion (>50%), observamos que presentaban niveles
significativamente menores de CXCL10 respecto a los valores al inicio del
tratamiento. Aun asi, estos valores posterior al tratamiento no se asemejaban a
los de los individuos control, siendo mas elevados, aunque con un menor grado
de significacién respecto a los pre-tratamiento vs controles. Probablemente
esto sea debido a que sdélo los medimos a las 16 semanas de tratamiento. Una
evaluacion a mas largo plazo quizas hubiera constatado la normalizacién de los
valores. Los pacientes con menor repigmentacién no veian disminuida la
cantidad de CXCL10 respecto a los valores iniciales antes del tratamiento.

Es decir, que sin lugar a dudas la quimiocina CXCL10 es un muy interesante
biomarcador de enfermedad poco invasivo al obtenerse la muestra de suero de
sangre periférica y funciona también para monitorizar respuesta inmune al

tratamiento.

94



Discusion

En un estudio (Ferrari et al, 2017) se realizé un comparativo de niveles séricos
de CXCL10 en pacientes con vitiligo no segmentario (VNS) con pacientes con
vitiligo no segmentario y que ademas tenian tiroiditis autoinmune y con un
grupo control y se demostré que los pacientes que tenian VNS asociado a
tiroiditis autoinmune tenian los niveles de CXCL10 aun mas elevado, pero
demostrando también que aun funciona como un biomarcador especifico
comparandolo con controles. Seria interesante ampliar nuestro estudio a
grupos de pacientes con vitiligo asociados a patologias autoinmune como la
tiroiditis para corroborar esta investigacion.

Quizas podriamos decir que el CXCL10 ya estaba suficientemente descrito
como biomarcador de vitiligo, pero en nuestra investigacion en particular nos
sirvi6 ademas de para corroborar las investigaciones anteriores, para tener un
biomarcador conocido que nos indicara que los pacientes estaban
adecuadamente seleccionados y respondiendo al tratamiento y también para
describir el comportamiento de esta citoquina en tratamientos combinados
tradicionalmente utilizados y quizds de mas bajo coste que los nuevos

medicamentos diana.

Tests psicoldgicos

El vitiligo deteriora significativamente la calidad de vida de las personas que lo
padecen y su entorno familiar. Es un trastorno devastador psicolégicamente. El
hecho de que por lo general ocurre en areas expuestas como la cara y las
manos tiene un gran impacto en la percepcion de si mismo (Linthorst et al,
2009). En muchas sociedades, el vitiligo es mal entendido y se cree que es una
variante de lepra o de alguna enfermedad de transmision sexual (Borimnejad
et al, 2006). En estas sociedades particularmente las mujeres con vitiligo tienen
dificultades para conseguir pareja asi como disminuyen sus oportunidades
profesionales (Dolatshahi et al, 2008). Muchos pacientes se preocupan acerca
del empeoramiento de su enfermedad y refieren que ésta ha afectado su vida
social, sienten verguenza y depresion.

La evaluacion de calidad de vida (QOL) debe ser realizada durante la primera
consulta, ya que puede haber una diferencia entre la percepcion de gravedad
entre el paciente y el médico, asi como, se debe continuar monitoreando la

calidad de vida durante el tratamiento para evaluar la satisfaccién del paciente
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(Parsad et al, 2006). Las puntuaciones en el indice de Dermatologia de Calidad
de Vida (DLQI) van de 4,82 a peor comparativamente a otras dermatosis
estigmatizantes como la psoriasis en subescalas como sentimientos, habitos al
vestir, sociales y de ocio. Los estudios sugieren que el vitiligo imparte una
carga comparable mental y emocional al del eczema severo de las manos o a
la psoriasis y las mujeres tienden a sufrir mas que los hombres. Los pacientes
con vitiligo también presentan frecuentemente dificultades para tener
experiencias sexuales asi como una variedad de problemas psicolégicos, tales
como trastorno de adaptacion, trastornos del suefio, depresion, y ansiedad
(Linthorst et al, 2008).

En nuestro estudio, los tests psicolégicos de los doce pacientes que
completaron la escala de estrés percibido, el cuestionario HADS -Hospital
Anxiety and Depression Scale- y el instrumento de medida de la calidad de vida
en pacientes con enfermedades cutaneas Skindex, antes y después de 16
semanas de tratamiento, mostraron que diez de los doce pacientes con vitiligo
que completaron el test tenian puntuaciones patolégicas en el HADS
clinicamente significativa antes del tratamiento y luego de realizar 16 semanas
del régimen terapéutico, solo uno de ellos se mantenia con puntuaciones
patologicas. Ademas, nueve, de los 12 pacientes tenian sintomatologia ansiosa
y luego del tratamiento solo una paciente tenia ansiedad patologica y se
trataba de la paciente con mayor extension de vitiligo de los sujetos estudiados
segun la escala de medicién VASI.

Dos pacientes tenian depresion clinicamente significativa y dos con
sintomatologia depresiva leve y luego de 16 semanas ninguno tenia depresion.
Este dato es muy interesante tomando en cuenta que algunos de estos
pacientes con depresidn no mejoraron o mejoraron poco. Lo que sugiere es
que el sdlo hecho de hacer tratamiento, incluso en caso de pacientes en los
que la perspectiva de mejora es muy baja, como pacientes con vitiligo estable
acral y de muchos anos de evolucion, igual es importante tratarlos para
mejorarlos psicolégicamente.

Once de los 12 pacientes tenia alto nivel de estrés percibido y luego del
tratamiento solo tres de ellos se mantenian con altos niveles de estrés
percibido. Seis de los doce pacientes tenian afectada su calidad de vida y

luego del tratamiento soélo uno tenia afectada su calidad de vida.
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Si tomamos algunos casos en particular, podemos decir que pacientes como
JAM, con vitiligo acrofacial VASI 4.7 y que mejoré un 65% pasé de tener estrés
patologico a no tener estrés. Tenia sintomatologia depresiva y luego del
tratamiento no tenia sintoma de depresion. Presentaba ansiedad patoldgica y
mejoro después del tratamiento. En el caso mas leve del estudio, SB de 52
afios con vitiligo localizado. VASI 1.1. Tuvo mejoria de 100% después de
tratamiento. Tenia alteracion de estrés percibido que se resolvié después del
tratamiento. No tenia ninguna otra alteracion.

Los dermatdlogos tenemos que tomar conciencia de la importancia de tratar
todos los pacientes que acudan a la consulta. No se puede asumir que la
enfermedad es discreta o leve sin puntualizar y medir cuanto los esta
afectando psicolégicamente y mas aun ahora, tomando en consideracion este

estudio.

Resultado terapéutico

En nuestro estudio, la media de repigmentacion fue de 48.6%, de los 18
pacientes que completaron las 16 semanas de tratamiento, sélo uno (1) de los
pacientes no tuvo ninguna respuesta al tratamiento, los otros todos tuvieron
una respuesta moderada (11), buena (5) o excelente (1).

El dermatélogo tiene que ser consciente que la enfermedad no debe ser
considerada cosmética y que existen tratamientos seguros y efectivos para el
vitiligo. A diferencia de otras patologias autoinmunes, los tratamientos actuales
son capaces de revertir la enfermedad suprimiendo el sistema inmunoldgico y
estimulando el crecimiento del reservorio natural de las células madre
melanocitarias. Estas células madres pueden sobrevivir al ataque autoinmune
por su localizacion en el foliculo piloso que tiene un privilegio inmunoldgico
similar al de otros 6rganos como los ojos y el cerebro. Como resultado al
tratamiento adecuado, se puede observar éxito terapéutico con repigmentacion
inicial de patrén perifolicular. Ciertas areas anatdmicas con escasos foliculos
son dificiles de tratar como los nudillos y la punta de los dedos, los pies,
prominencias 0seas, labios y genitales. Ademas, en areas donde el pelo esta
despigmentado hay peor prondstico (Taieb et al; 2009). Es importante tener

esta informacion en consideracién para manejar las expectativas del paciente.
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De acuerdo a los resultados obtenidos, las conclusiones de esta tesis son las

siguientes:

1)

El receptor de membrana CD91 esta mas elevado en los pacientes con
vitiligo que en individuos sin la enfermedad y el analisis de CD91 soluble
(sCD91) es mas bajo, por lo que se podria utilizar para diagndstico. No
hay diferencias de los valores luego del tratamiento.

El analisis de las células T reguladoras y de las células T reguladoras
memoria en sangre periférica no mostro diferencias entre los pacientes
con vitiligo y los individuos control. Sin embargo, si mostré una
disminucién luego del tratamiento teniendo en cuenta la variable mejora.
El analisis de CXCL10 en plasma mostré que los pacientes con vitiligo
tenian mas cantidad de esta quimiocina que los individuos control y los
pacientes con una repigmentacion mayor al 50% presentaban niveles
significativamente menores de CXCL10 respecto a los valores al inicio
del tratamiento lo que indica, que el CXCL10 es un biomarcador efectivo
para diagnostico y seguimiento del tratamiento.

El vitiligo produce estrés, ansiedad, depresion y afecta la calidad de vida
de los pacientes que lo padecen y el realizar tratamiento, aunque en
ocasiones no sea efectivo para repigmentar las lesiones, demostramos

que puede revertir la afeccion psicologica.
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1. Hay una oportunidad de continuar o extender la investigacion. Seria muy
interesante aumentar la poblacion estudiada, para obtener significancia en
algunos valores en los que se observaba una tendencia. También el extender
en el tiempo el estudio hasta completar, por ejemplo, un afo, quizas podria

llegar a normalizar los niveles de CXCL10.

2. Se podrian evaluar otras variables o grupos especificos de pacientes que no
fueron incluidos, como en el caso de asociacion con patologias autoinmune

como tiroiditis autoinmune.

3. Apertura de nuevas vias de trabajo. Se podria realizar este estudio con otros
grupos de pacientes, con el uso de nuevos agentes terapéuticos diana como el
tofacitinib y ruxolitinib en forma oral y topica y observar como se modifican los
biomarcadores. Especialmente CD91, que no ha sido estudiado con estas

nuevas alternativas de tratamiento.

4, Continuar investigando posibles biomarcadores con un protocolo similar a
este, midiendo por ejemplo HSP70, para continuar indagando en nuevos
marcadores inmunoldgico que permita un seguimiento poco invasivo de la

respuesta al tratamiento.

5. A partir de los resultados de las pruebas psicologicas de esta tesis,
podriamos afirmar, que es necesaria una mayor sensibilizacion del
dermatodlogo hacia el paciente con vitiligo y su posible afectacion psicolégica.
Entendiendo que en todos los casos, es necesario tratar al paciente, aun en
individuos que de antemano se sabe que responden poco al tratamiento,
debido a que, aunque no haya respuesta dermatolégica favorable, podra tener

una mejoria en su calidad de vida.
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Anexo 1. Hoja de informacion al participante

HOSPITAL DE LA
SANTA CREU I
@SANT PAU ' sant

NIVERSITAT A DE BARCELON

HOJA DE INFORMACION AL POSIBLE PARTICIPANTE

Titulo del estudio: RESPUESTA A TRATAMIENTO DE RECEPTOR DE INMUNIDAD INNATA LRP1
(CD91) Y TREGS EN CELULAS MONONUCLEARES DE SANGRE PERIFERICA EN PACIENTES CON
VITILIGO NO SEGMENTAR

Cdodigo del estudio: [IBSP-VIT-2015-69

Promotor: Institut de Recerca Hospital de la Santa Creu i Sant Pau - [IB Sant Pau

Investigador Principal: Dr. Jaime Piquero. Servicio de Dermatologia. Tel: 935537007

Centro: Hospital de la Santa Creu i Sant Pau

INTRODUCCION

Nos dirigimos a usted para informarle sobre un estudio de investigacidn en el que se le invita a
participar. El estudio ha sido aprobado por el Comité Etico de Investigacién Clinica
correspondiente.

Nuestra intencién es tan solo que usted reciba la informacion correcta y suficiente para que pueda
evaluar y juzgar si quiere o no participar en este estudio. Para ello lea esta hoja informativa con
atenciéon y nosotros le aclararemos las dudas que le puedan surgir después de la explicacién.
Ademas, puede consultar con las personas que considere oportuno.

PARTICIPACION VOLUNTARIA

Debe saber que su participacion en este estudio es voluntaria y que puede decidir no participar o
cambiar su decisién y retirar el consentimiento en cualquier momento, sin que por ello se altere la
relacion con su médico ni se produzca perjuicio alguno en su tratamiento.

DESCRIPCION GENERAL DEL ESTUDIO

Este estudio tiene como propdsito evaluar algunas diferencias del sistema inmunolégico
que existen entre pacientes con vitiligo y pacientes sin la enfermedad.

Estas diferencias seran evaluadas mediante la extraccion de 20ml (2 tubos) de sangre
periférica que serd analizada antes del tratamiento y 20ml (2 tubos) después del
tratamiento que de forma habitual reciben los pacientes del Hospital de la Santa Creu i
Sant Pau. Es decir, los pacientes al aceptar participar del estudio los someteremos a
extraccion de dos tubos de sangre periférica y luego de 12 a 16 semanas de tratamiento a
criterio del dermato6logo responsable les realizaremos nuevamente la extracciéon de dos
tubos de 10ml cada uno.

Por tanto, ni el tratamiento, ni las visitas de seguimiento se modificardn por su
participacidn, sino que serd los mismos tanto si participa o no en este estudio.

En el caso de los controles seran sometidos a extracciéon de 20ml de sangre periférica en
participacidn tnica.

En los pacientes con vitiligo se les indicara ademas completar test para medir depresidn,
percepcion de enfermedad, stress (PSS-10, Skindex, HADS, Likert) antes y luego de 12 a 16
semanas de intervencion terapéutica.

En este estudio se incluirdn a 20 pacientes con vitiligo no segmentario activo y a 10
controles sin la enfermedad. La duracién de la participacion en este estudio sera de 12 a
16 semanas para los pacientes con vitiligo y de una participacién tnica (extraccién de 20
ml de sangre venosa periférica) para los controles.

BENEFICIOS Y RIESGOS DERIVADOS DE SU PARTICIPACION EN EL ESTUDIO
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El propdsito de este estudio es inicamente observar los cambios en la sangre y no probar
nuevos tratamientos o medicamentos. El tratamiento y las visitas de seguimiento de los
pacientes serdn las mismas tanto si participa o no en el estudio.

Por dicho motivo, no se esperan beneficios ni riesgos adicionales por la participacién en
este estudio. No obstante los resultados del mismo, podrian ser de utilidad para ampliar el
conocimiento de algunos aspectos inmunolégicos del vitiligo.

CONFIDENCIALIDAD

El tratamiento, la comunicacién y la cesién de los datos de caracter personal de todos los
sujetos participantes se ajustard a lo dispuesto en la Ley Organica 15/1999, de 13 de
diciembre de proteccién de datos de caracter personal. De acuerdo a lo que establece la
legislacion mencionada, usted puede ejercer los derechos de acceso, modificacion,
oposicion y cancelacion de datos, para lo cual debera dirigirse a su médico del estudio.

Los datos recogidos para el estudio estaran identificados mediante un cédigo y solo su
médico del estudio/colaboradores podran relacionar dichos datos con usted y con su
historia clinica.

El acceso a su informacién personal quedard restringido al médico del
estudio/colaboradores, autoridades sanitarias, al Comité Etico de Investigacién Clinica y
personal autorizado por el promotor, cuando lo precisen para comprobar los datos del
estudio, pero siempre manteniendo la confidencialidad de los mismos de acuerdo a la
legislacion vigente.

COMPENSACION ECONOMICA

El tratamiento no sera proporcionado por los investigadores. El paciente que acepte
participar del estudio debera costear su tratamiento, tal como lo realizaria si no
participara en el estudio.

Debido a que se trata de tratamiento convencional y habitual y no experimental, los
investigadores no costearan el tratamiento o gastos consecuencia de alguna complicacién
que pueda surgir de este.

No se dara ninguna compensacién econémica por la participacidn en este estudio.

OTRA INFORMACION RELEVANTE

Cualquier nueva informaciéon que pueda afectar a su disposicion para participar en el
estudio, que se descubra durante su participacién, le serda comunicada por su médico lo
antes posible.

Si usted decide retirar el consentimiento para participar en este estudio, ningun dato
nuevo serd aiadido a la base de datos y, puede exigir la destruccién de todas las muestras
identificables previamente retenidas para evitar la realizacién de nuevos andlisis.

Una vez finalizado el estudio, las muestras recogidas seran destruidas.

También debe saber que puede ser excluido del estudio si el promotor o los investigadores
del estudio lo consideran oportuno. En cualquier caso, usted recibira una explicacién
adecuada del motivo que ha ocasionado su retirada del estudio

Al firmar la hoja de consentimiento adjunta, se compromete a cumplir con los
procedimientos del estudio que se le han expuesto.

Si tiene alguna duda o desea mayor informacidn, puede contactar con el Investigador
Principal del estudio.

Muchas gracias por su colaboracion.”
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Anexo 2. Consentimiento informado

CONSENTIMIENTO INFORMADO

Titulo del estudio: RESPUESTA A TRATAMIENTO DE RECEPTOR DE INMUNIDAD INNATA LRP1
(CD91) Y TREGS EN CELULAS MONONUCLEARES DE SANGRE PERIFERICA EN PACIENTES CON
VITILIGO NO SEGMENTAR

Y0 (NOMDbBre ¥ aPellidOs ). eereereesseeereieeseiseessessssssesssssssesssssssesssssssssssssssssseas

He leido la hoja de informacién que se me ha entregado.

He podido hacer preguntas sobre el estudio.

He recibido suficiente informacion sobre el estudio.

He hablado con:

(nombre y apellidos del investigador)

Comprendo que mi participacién es voluntaria.

Comprendo que puedo retirarme del estudio:

12 Cuando quiera

22 Sin tener que dar explicaciones.

32 Sin que esto repercuta en mis cuidados médicos.

- Presto libremente mi conformidad para participar en el estudio y doy mi consentimiento
para el acceso y utilizaciéon de mis datos en las condiciones detalladas en la hoja de
informacidn.

Firma del paciente Firma del investigador
Fecha: Fecha:

De conformidad con lo dispuesto en el art. 5.1 LO 15/1999, de 13 de diciembre, la Fundaci6 de Gesti6 Sanitaria
de I'Hospital de la Santa Creu i Sant Pau en cotitularidad con el Institut de Recerca pone en su conocimiento
que dispone de un fichero con datos de caracter personal denominado “Investigacio6 i Recerca”.

La finalidad de su creacién es la realizacién de estudios de investigacién y ensayos clinicos. Los destinatarios
de la informacién son todos los profesionales intervinientes en los estudios de investigacién y ensayos clinicos
del hospital.

En cualquier caso, puede ejercer los derechos de acceso, rectificacion, cancelacién y oposicion mediante
comunicacion escrita, adjuntando una fotocopia del DNI del participante, a la direccién del responsable del
fichero: c/Sant Antoni Maria Claret, 167. 08025 Barcelona, indicando como referencia “ensayo clinico”.

Este documento se firmara por duplicado quedandose una copia el investigador y otra el
paciente
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Anexo 3. Instrumentos psicolégicos

HADS

Los médicos conocen la importancia de los factores emocionales en la mayorfa de enfermedades. Si el médico sabe cudl es el estado
emocional del paciente puede prestarle entonces mejor ayuda.

Este cuestionario ha sido confeccionado para ayudar a que su médico sepa c6mo se siente usted afectiva y emocionalmente. No es
preciso que preste atencion a los nimeros que aparecen a la izquierda. Lea cada pregunta y subraye la respuesta que usted considere
que coincide con su propio estado emocional en la iltima semana.

No es necesario que piense mucho tiempo cada respuesta; en este cuestionario las respuestas esponténeas tienen més valor que las
que se piensan mucho.

A.1. Me siento tenso/a o nervioso/a:
3. Casi todo el dia
2. Gran parte del dia
1. De vez en cuando
0. Nunca

D.1. Sigo disfrutando de las cosas como siempre:
0. Ciertamente, igual que antes
1. No tanto como antes
2. Solamente un poco
3. Ya no disfruto con nada

A.2. Siento una especie de temor como si algo malo fuera a suceder:
3. Si, y muy intenso
2. Si, pero no muy intenso
1. Si, pero no me preocupa
0. No siento nada de eso

D.2. Soy capaz de reirme y ver el lado gracioso de las cosas:
0. Igual que siempre
1. Actualmente, algo menos
2. Actualmente, mucho menos
3. Actualmente, en absoluto

A.3. Tengo la cabeza llena de preocupaciones:
3. Casi todo el dfa
2. Gran parte del dia
1. De vez en cuando
0. Nunca

D.3. Me siento alegre:

~— 3. Nunca

2. Muy pocas veces

1. En algunas ocasiones
0. Gran parte del dfa

A.4. Soy capaz de permanecer sentado/a tranquilo/a y relajado/a:
0. Siempre
1. A menudo
2. Raras veces
3. Nunca

D.4. Me siento lento/a y torpe:
3. Gran parte del dia
2. A menudo
1. A veces
0. Nunca

A.5. Experimento una desagradable sensacién de «nervios y hormigueos» en el estémago:
0. Nunca
1. Sélo en algunas ocasiones
2. Amenudo
3. Muy a menudo

HADS2
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Las preguntas en esta escala hacen referencia a sus sentimientos v pensamientos durante €l dltimo mes. En
cada caso, por favor indique con una “X" como usted se ha sentido o ha pensado en cada situacion.
Nunca Casi De vez A My a

nunca en menudo  menudo
cuando
I. En el dltimo mes, jcon qué frecuencia ha estado 0 1 2 3 4
afectado por algo que ha ocurrido inesperadamente?
2. En el altimo mes, Joon qué frecuencia se ha sentido 0 1 2 3 4
incapaz de controlar las cosas importantes en su vida?
3. En el dltimo mes, ;con qué frecuencia se ha sentido 0 1 2 3 4
nervioso o estresado?
4. En el altimo mes, jcon gué frecuencia ha manejado 0 1 2 3 4
con éxito los pequefios problemas irritantes de la
wida?
3. En el dltimo mes, jcon gué frecuencia ha sentido 0 1 2 3 4
que ha afrontado efectivamente los cambios
importantes que han estado ocurriendo en su vida?
6. En el dltimo mes, jcon qué frecuencia ha estado 0 1 2 3 4
seguro sobre su capacidad para manejar sus problemas
personales?
7. En el Gldmo mes, jcon gué frecuencia ha sentido 0 | 2 3 4
que las cosas le van bien?
8. En el Glimo mes, jcon gué frecuencia ha sentido 0 1 2 3 4
gque no podia afrontar todas las cosas que tenia gue
hacer?
% En el altimo mes, joon qué frecuencia ha podido 0 1 2 3 4
controlar las dificultades de su vida?
10, En el ultimo mes, jcon gue frecuencia se ha 0 1 2 3 4
sentido que tenia todo bajo control?
11. En el dltimo mes, jcon qué frecuencia ha estado 0 1 2 3 4
enfadado porque las cosas gque le han ocurrido
estaban fuera de su control?
12. En el dltimo mes, jcon gué frecuencia ha pensado 0 1 2 3 4
sobre las cosas que le quedan por hacer?
13. En el dltimo mes, jcon qué frecuencia ha podido 0 1 2 3 4
controlar 1a forma de pasar el tiempo?
14. En el aliimo mes, jcon qué frecuencia ha sentido 0 1 2 3 4
que las dificultades se acumulan tanto que no puede
superarlas?
SKINDEX
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D.5.

He perdido el interés por mi aspecto personal:
3. Completamente

2. No me cuido como deberia hacerlo

1. Es posible que no me cuide como debiera
0. Me cuido como siempre lo he hecho

A6,

Me siento inquicto/a como si no pudiera parar de moverme:
3. Realmente mucho

2. Bastante

1. No mucho

0. En absoluto

D.6.

Espero las cosas con ilusién:

0. Como siempre

1. Algo menos que antes

2. Mucho menos que antes

3. En absoluto \

A7.

Experimento de repente sensaciones de gran angustia o temor:
3. Muy a menudo

2. Con cierta frecuencia

1. Raramente

0. Nunca

D.7.

Soy capaz de disfrutar con un buen libro o con un buen programa de radio o television:

0. A menudo
1. Algunas veces
2. Pocas veces
3. Casi nunca
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Anexo 4.

DISENO DEL ESTUDIO

Estudio de tipo observacional, prospectivo, unicéntrico, con grupo control.

El estudio evalu6 en 40 individuos adultos de ambos sexos, 20 controles sanos
y 20 pacientes con vitiligo no segmentario y activo (en crecimiento en los
ultimos 6 meses a juicio del paciente). Ninguno de los pacientes estaba en uso
de antiinflamatorios o corticoesteroides.

Se realiz6 la determinaciéon en sangre periférica del receptor LRP1/CD91
mediante fluorescencia directa para ver la cantidad expresada en la superficie
de los monocitos y en plasma para cuantificar la forma soluble mediante
técnica de ELISA.

Se realiz6 ademas la determinacion de CD4, CD25, CD45R0O y CD127 (células
T reguladoras) en sangre periférica antes y 16 semanas después de
intervencion terapéutica a criterio del responsable clinico.

Los pacientes con vitiligo se les entregd para completar los test para medir
depresion y percepcion de enfermedad, stress PSS-10, Skindex, HADS vy
escala de Likert de 1 a 7 (de mucho peor a mucho mejor)

Titulo del estudio: RESPUESTA A TRATAMIENTO DE RECEPTOR DE
INMUNIDAD INNATA LRP1 (CD91) Y TREGS EN CELULAS
MONONUCLEARES DE SANGRE PERIFERICA EN PACIENTES CON
VITILIGO NO SEGMENTAR

Promotor del estudio: Institut de Recerca de I'Hospital de la Santa Creu i Sant
Pau — IIB Sant Pau

Centro participante: Hospital de la Santa Creu i Sant Pau

Investigador principal: Jaime Piquero Casals

Investigadores colaboradores: Dr Agustin Alomar Muntanola, Dr Eduardo
Rozas, Dra Sandra Ros del servicio de Dermatologia del HSCSP. Dra Laura
Martinez Martinez del servicio de Inmunologia del HSCSP.

Investigador coordinador: Dr Luis Puig Sanz, Director del servicio de
Dermatologia del HSCSP.

Comité ético de investigacion clinica: C.E.I.C. del HSCSP

Caodiqgo del estudio: IIBSP-VIT-2015-69

Enfermedad a estudio: Vitiligo no segmentario en actividad

Duracion Prevista del estudio
La duracion estimada del periodo de inclusion fue de 6 meses. El ultimo
paciente finalizé el estudio al cabo de 16 semanas tras la inclusion.

Primer paciente incluido: 28 de Septiembre 2015
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Inclusién del ultimo paciente: 28 de Marzo 2016

Finalizacion del ultimo paciente en el estudio: 28 de Agosto 2016
Finalizacion del estudio: Septiembre 2016
Duracion total del estudio: 1 afio

Consideraciones Eticas

El estudio se llevd a cabo siguiendo rigurosamente las recomendaciones éticas
internacionales para investigacion en humanos.

El investigador explico al paciente la naturaleza del estudio, sus propésitos,
procedimientos, duracion estimada, los potenciales riesgos y beneficios
relacionados con la participacion en el estudio, asi como cualquier
inconveniente que éste le pudiera suponer. Cada uno de los participantes fue
advertido de que su participacion en el estudio era voluntaria y de que podia
abandonar el estudio en cualquier momento, sin que esto afectase a su
tratamiento posterior, ni a su relacion con los profesionales que le tratan.

Para ello se disefid una hoja de informacion /consentimiento para el paciente.
El estudio no modificaba el tratamiento de los pacientes, ya que recibieron el
tratamiento indicado habitual hasta ahora para el control y reduccion de la
enfermedad. Ademas se trata de un tratamiento inocuo y todos fueron
sometidos a estudios en sangre periférica para evaluacién de su status
inmunoldgico.

En el estudio se permitieron las monitorizaciones, auditorias, revisiones del
CEIC e inspecciones reguladoras relacionadas con el estudio, facilitando el
acceso directo a los documentos/datos originales.

Reclutamiento de Pacientes

Se establecié una forma de derivacién temprana para el reclutamiento de estos
pacientes. Se planteé una forma de derivacion, en los cuales, los pacientes de
consulta externa del Servicio de Dermatologia del Hospital de la Santa Creu i
Sant Pau adultos, hombres o mujeres, con vitiligo no segmentario activo se
invitaron a participar. Ademas, se invitd a médicos de atencion primaria que se
encuentran en la provincia de Barcelona para referir pacientes que presenten
lesiones acromicas en piel sugestivas de vitiligo.

Procedimientos del estudio

Posterior a la autorizacion por el Comité Etico de Investigacion Clinica del
Hospital de la Santa Creu i Sant Pau, Barcelona, se realiz6 el reclutamiento de
los pacientes que cumplieron con los criterios de inclusion de este estudio.

Se obtuvo un consentimiento informado por parte del paciente tras la
explicacion del estudio y de los riesgos y beneficios de participar.

De manera basal, se realiz6 un examen fisico basico y de las lesiones
dermatoldgicas. Evaluacién al ojo desnudo y con lampara de Wood, historia
clinica y documentacion fotografica.

Se realizaba extraccion de sangre venosa periférica para determinacion del
estado de activacion del receptor CD91 (LRP1) y células Tregs en células
mononucleares en 10 controles adultos sin enfermedad aparente o uso de
antiinflamatorios y 20 pacientes adultos con vitiligo no segmentario activo, en
situacion basal y nuevamente se realizara extraccion en los pacientes con
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vitiligo a las 12-16 semanas de intervencion terapéutica a criterio del
responsable clinico.

Los pacientes con vitiligo se les indicaba para completar test para medir
depresion, percepcion de enfermedad, stress (PSS-10, Skindex, HADS, Likert)
antes y luego de 12 a 16 semanas.

En cada una de las visitas, se evaluaba a cada paciente siguiendo la practica
habitual.

Una vez finalizado el estudio, los pacientes siguieron el tratamiento y controles
habituales.

Analisis estadistico

Se trata un estudio piloto en el que se tomd en consideracion el numero de
muestras por kit de reactivos LRP1, CXCL10, CD4, CD25, CD45, CD127 para
decidir el numero de participantes.

Acontecimientos Adversos

El investigador debia notificar al promotor todos los casos de sospechas de
reacciones de reacciones adversas graves (SRAG) que ocurrieron tanto con
el/los medicamentos en estudio, como con los comparadores, identificando el
nombre comercial cuando era posible, sino lo era indicando el principio activo.
El promotor, a su vez, debia notificarlo al Sistema Espafol de
Farmacovigilancia.

En el caso de que surgiera una SRAG con un medicamento que no formara
parte del estudio era el investigador quien lo notificaba mediante el envio de
tarjeta amarilla, al centro autonémico de farmacovigilancia.

Se define como reaccion adversa grave aquella que:

* Provoque la muerte,

* Amenace la vida del paciente,

« Provoque su hospitalizacio , o la prolongue,

» Ocasione incapacidad laboral o escolar,

* Induzca defectos congénitos, o

» Sea importante bajo criterio médico

Aspectos Eticos

Consideraciones Generales

El estudio se llevo a cabo siguiendo rigurosamente las recomendaciones éticas
internacionales para investigacion y ensayos clinicos en humanos. El
investigador era responsable de garantizar que el ensayo clinico se realizara
de acuerdo con las normas recogidas en la Declaracion de Helsinki y siguiendo
las recomendaciones del Ministerio de Sanidad espafol en materia de estudios
observacionales.

El estudio se desarrollé de acuerdo con el protocolo y con los Procedimientos
Normalizados de Trabajo (PNTs) que aseguraban el cumplimiento de las
normas de Buena Practica Clinica (BPC), tal como se describe en las Normas
Tripartitas Armonizadas de la ICH para Buena Practica Clinica 1996.

Se le inform6 al CEIC de cualquier enmienda posterior al protocolo y se solocitd
su opinién en el caso de que fuera necesario una nueva evaluacion de los
aspectos éticos del ensayo.
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Hoja de informacién al paciente y consentimiento

Se obtuvo el consentimiento informado de cada uno de los pacientes. El
paciente no participd en ningun procedimiento especifico del estudio antes de
firmar su consentimiento.

Antes del comienzo del estudio y antes de la obtencién del consentimiento
informado, el investigador o la persona designada por el mismo, explicé al
sujeto participante los objetivos, métodos y riesgos potenciales del estudio y
cualquier molestia que éste pudiera ocasionarle.

La explicacion acerca de la naturaleza, alcance y posibles consecuencias del
estudio se realizaron en un lenguaje entendible.

Se le dio tiempo suficiente para meditar su participacion en el estudio, y tener
la oportunidad de formular preguntas. Después de esta explicacion, y antes de
entrar en el estudio, el consentimiento queddé adecuadamente registrado
mediante la firma del sujeto. Como Anexo se presenta el Modelo de Hoja de
Informacién al Paciente y de Formulario de Consentimiento.

Evaluacion _de los beneficios y riesqos previsibles para los sujetos del
estudio y otros posibles pacientes

Los beneficios fueron los propios del tratamiento indicado por el responsable
clinico, ademas de la evaluacion seroldgica de la respuesta inmune.

El riesgo es el propio de cualquier paciente que se someta a tratamiento en
vitiligo.

Es decir, dado que se trata de un estudio observacional en el que no se
modifica el tratamiento indicado en la patologia los posibles riesgos y
beneficios para el paciente fueron los mismos que si no participara en el
estudio.

Tratamiento de muestras biolégicas

En lo referente al tratamiento de muestras biologicas, fue de aplicacion lo
dispuesto en la Ley de Investigacion Biomédica 14/2007, de 3 de julio,
especificamente en los capitulos Il y IV del titulo V, asi como lo dispuesto en
el Real Decreto 1716/2011, de 18 de noviembre, especificamente en el capitulo
| del titulo II, por el que se establece el tratamiento de muestras bioldgicas de
origen humano con fines de investigacion biomédica.

Una vez finalizado el estudio, las muestras biolégicas fueron destruidas.

Confidencialidad de los datos

Para preservar la confidencialidad de los datos personales de los sujetos,
unicamente el investigador principal, sus colaboradores y el personal técnico
que participaron en el estudio tuvieron acceso a la identidad de los mismos.
Por el mismo motivo, los datos completos de filiacién y el consentimiento por
escrito se guardaron en el archivo del investigador del centro.

En lo referente a la confidencialidad de los datos del estudio se sigue lo
establecido en la Ley Organica 15/1999 de 13 de diciembre, de “Proteccién de
Datos de Caracter Personal”. De acuerdo con la Ley 15/1999 de Proteccio de
Datos de Caracter personal, los datos personales que se requieren de los
pacientes fueron los necesarios para cubrir los objetivos de este estudio. En
ninguno de los informes del estudio aparecié su nombre y su identidad no sera
revelada a persona alguna salvo para cumplir con los fines del estudio, y en el
caso de urgencia médica o requerimiento legal. Cualquier informacién de
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caracter personal que pueda ser identificable sera conservada y procesada por
medios informaticos en condiciones de seguridad por los investigadores del
estudio. El acceso a dicha informacién sera restringido y se realizara siempre
bajo condiciones de confidencialidad. Los resultados del estudio podran ser
comunicados a las autoridades sanitarias y, eventualmente, a la comunidad
cientifica, sin que la identidad de los sujetos participantes conste en ningun
caso.

De acuerdo con la ley vigente, el sujeto participante en el estudio tiene derecho
al acceso de sus datos personales y, si esta justificado, tiene derecho a solicitar
su rectificacion o cancelacion.

La informacién referente a la identidad de los pacientes sera considerada
confidencial a todos los efectos. La identidad de los pacientes no podra ser
desvelada ni divulgada. Los datos de los pacientes recogidos en el Cuaderno
de Recogida de Datos durante el estudio, deberan documentarse de manera
anénima y disociada, vinculandose a un cdodigo (numero de paciente), de
manera que unicamente el investigador podra asociar tales datos a una
persona identificada o identificable.

La base de datos que genere el estudio no contendra identificacion alguna del
paciente, mas que un codigo numérico por el que no sera posible desvelar su
identidad. La informacién recogida en el estudio, siempre se tratara como datos
agrupados y nunca como datos individuales o personales, manteniendo de esta
forma el anonimato y la confidencialidad.

Consideraciones Practicas

Responsabilidad de los Participantes en el estudio

Investigadores

El investigador principal se responsabilizaba de llevar a cabo el estudio de
acuerdo con las normativas correspondientes. El investigador principal y sus
colaboradores se comprometieron a practicar a todos los sujetos incluidos en el
ensayo, todas y cada una de las exploraciones y pruebas complementarias que
se especifican en el protocolo.

Responsabilidades del personal auxiliar

El personal auxiliar que colabor6 en el estudio cumplié las normas generales
establecidas para la realizacion del ensayo y sigui6 en todo momento las
instrucciones del investigador.

Condiciones de Archivo de los Datos y Correcciones

Los datos obtenidos se transcribieron en el Cuaderno de Recogida de Datos
(CRD) y estos datos se consideraron la informacion valida para la evaluacién
posterior de los resultados del estudio. Los Cuadernos se cumplimentaron
correctamente y en caso de que deban corregirse datos ya transcritos estos se
tacharan anotandose al lado el valor correcto. Las correcciones han estado
siempre fechadas y validadas por la firma del investigador principal.

Los documentos correspondientes a este estudio se archivaran hasta cinco
afos tras la finalizacion del ensayo clinico. En cualquier caso, siempre se
mantendra una lista de identificacion de los participantes. El promotor, el Institut
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de Recerca, mantendra un archivo principal del estudio durante un periodo de
cinco anos.

Correcciones al Protocolo del Estudio Clinico

Cualquier cambio realizado en el protocolo del estudio adoptd siempre la forma
de enmienda o addendum por escrito. Para su formalizacién, se requirid la
aprobacion de todas las personas responsables del estudio que también
firmaron el protocolo. Y si hubiesen sido modificaciones relevantes, era
necesaria la aprobacion expresa del Comité Etico y de las autoridades
sanitarias.

Condiciones de Publicacion

Los resultados obtenidos como consecuencia de la investigacion clinica fueron
revisados y discutidos por el equipo investigador y el promotor para su posterior
publicacion.

Los datos obtenidos no se dieron a conocer a terceras partes hasta llegar a un
acuerdo con el promotor para su divulgacion, bien sea en forma de
conferencia, comunicacion a congreso, o publicacion. Como excepcion, los
investigadores podran incluir el titulo del ensayo en sus respectivos Curriculum
Vitae, siempre que no incluyera ningun dato del promotor.

Elaboracién del Informe Final

Tras obtener las conclusiones del estudio, se elaboré un informe final en
colaboracion con el promotor. Dicho informe incluyd el analisis estadistico y
una valoracion médica de los resultados. Este informe se basé en los objetivos
sefalados en el protocolo del estudio.

Financiacién
Este estudio fue financiado con fondos propios del investigador principal.
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