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I. INTRODUCCION
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1. EL MELANOCITO Y SU CAPACIDAD INMUNOGENICA

1.1. Melanocito

Los melanocitos son células derivadas de la cresta neural que migran hacia epidermis,
localizdndose justo encima de la membrana basal. Su principal funcién es la sintesis de
melanina, responsable del color de la piel y sus anejos. La melanina es producida en el
interior de una organela intracelular especializada llamada melanosoma y finalmente es
transferida, a través de sus prolongaciones dendriticas, a los queratinocitos adyacentes,

con los que conforma una unidad funcional.
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Fig. 1. Melanocito: Sintesis de melanina y transferencia a través
de sus prolongaciones dendriticas
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1.1.1 Sintesis de melanina

Para la sintesis de melanina se requieren algunas proteinas localizadas en los

melanosomas (1):

1.1.1.1. Proteinas que catalizan los pasos bioquimicos en la sintesis de melanina:
- Tirosinasa, codificada por el gen TYR
- Proteina 1 relacionada con la tirosinasa, codificada por el gen TYRP-1

- Proteina 2 relacionada con la tirosinasa, codificada por el gen TYRP-2

1.1.1.2. Proteinas con funcién de retencion de las estructuras melanosomales y/o
transportadora de las proteinas melanogénicas o los pigmentos de melanina:

- Melanoma antigen recognized by T cells: MART-1, también conocida
como Melan-A: forma un complejo con Pmell7, indispensable para su funcion.

- Pmel17, también conocida como gp100: conforma la matirz fibrilar del
melanosoma, permitendo la sintesis y depdsito de la melanina. Frente a esta proteina se
utilizan conocidos marcadores inmunohistoquimicos como el HMB-45 (Human
Melanoma Black-45) para el estudio de tumores melanociticos.

- Rab7

- Rab27

Todas estas proteinas tienen importancia desde el punto de vista fisiopatogénico,
diagnostico y terapéutico en un gran porcentaje de trastornos pigmentarios, como

vitiligo, piebaldismo, nevus melanociticos y melanomas, entre otros (2).

l TYR

l TYR

+
Cysteine

Dopachrome

[ 5--Cysteinyldopa |[ 2-5-Cysteinyldopa | TYR-2 / \]
N

l Benzothiazine intermediates ‘ o \ /I'YR

l . Eumelanin
Pheomelanin umeia

Fig.2. Sintesis de Feomelanina (marrdn-rojiza) y de eumelanina (oscura). 1*: Decarboxilacion
espontanea. 2*: DHIC oxidacion, en humanos meglgda por TYR y en ratones por TRP-1. TYR = ty-
rosinase; TRP-1 = tyrosinase-related protein 1; TRP-2 = tyrosinase-related protein 2; DHICA = 5,6-
dihydroxyindole-2-carboxylic acid; DHI = 5,6-dihydroxyindole.



1.1.2. Regulacion de la sintesis de eumelanina

La sintesis de eumelanina es estimulada por la union de la hormona estimulante de los
melanocitos alfa (aMSH) o melanocortina a su receptor en la membrana de los
melanocitos, receptor 1 de melanocortina (MC1R). aMSH es producida tanto por la
hipoéfisis, como por los queratinocitos, células de Langerhans y los propios melanocitos.
La unién de aMSH a MCI1R eleva los niveles de MC1R mRNA, que a su vez mantiene
e incrementa la capacidad de respuesta del melanocito a la melanocortina (1).

La hormona relacionada con la concentracon de melanina (MCH) tiene una funcién
contraria a la aMSH, inhibiendo la sintesis de melanina a través de su unidén a su

receptor, receptor 1 de la hormona relacionada con la concentracion de melanina

(MCHRI1) (1).

1.2. Nevus melanocitico

Los melanocitos pueden encontrarse agrupados formando neoplasias benignas
conocidas como nevus o nevi melanociticos. Los nevi melanociticos, y por ende los
propios melanocitos, tienen una elevada capacidad de estimular el sistema inmune, lo
que se pone de manifiesto por el desarrollo de multitud de procesos inflamatorios que
suelen acontecer alrededor de ellos. Entre estas dermatosis, la mas representativa es el
halo nevus o nevus de Sutton, pero existen otras muchas como el nevus targetoide, el
nevus de Meyerson (halo-dermatitis), la psoriasis perinévica, o el eritema exudativo
multiforme perinévico; y en todas ellas subyace un fenomeno inmunolédgico asociado,

aunque finalmente no todas conlleven la desaparicion del nevus (3).

Fig. 3. Imagenes del eritema exudativo multiforme perinévico (3).
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Asimismo, se ha descrito la aparicion de forma eruptiva de nevus melanociticos en
pacientes sometidos a tratamientos inmunosupresores, como pueden ser los pacientes
transplantados. La involucion de estos nevus, una vez se ha suspendido el tratamiento
inmunosupresor, también ha sido notificada. Estos hechos ponen de manifiesto el papel

del sistema inmune en la limitacion de la proliferacion de los melanocitos (4).

1.3. Halo nevus

1.3.1. Concepto

Un halo nevus o nevus de Sutton, es un nevus melanocitico rodeado de un area circular
periférica de despigmentacion, que puede terminar con la regresion espontanea y
completa del mismo. La regresion del nevus también puede existir en ausencia de este
anillo (“halo nevus sin halo”). Suelen localizarse en tronco, con predominio en la

espalda, y hasta en la mitad de los casos son multiples (2 o0 mas) (5).

1.3.2. Epidemiologia

Esta presente en mas del 1% de la poblacion, especialmente en nifios y adolescentes,
sin existir diferencias entre géneros. Los pacientes suelen tener antecedentes familiares
de halo nevus o vitiligo. Asi mismo, los pacientes con vitiligo tienen una frecuencia de

8 a 10 veces mayor de halo nevus (5,6).

1.3.3. Etiopatogenia

Aunque su causa no esta bien establecida, parece existir una destruccion de los
melanocitos mediada por linfocitos T CDS8 citotoxicos. S6lo en algunos pacientes se
pueden objetivar clones de linfocitos T especificos, que se pueden detectar en distintos
halo nevi de un mismo paciente, y se han identificado en la zona perilesional a nivel
cutaneo, aunque no en sangre periférica. El antigeno exacto desencadenante de la

reaccion inmune es todavia desconocido (5).

1.3.4. Histopatologia

En fases iniciales, se objetiva un infiltrado en banda de linfocitos, predominantemente

T, en torno a nidos o tecas de melanocitos del nevus. Posteriormente, se objetiva un
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denso infiltrado de linfocitos T con perfil citotdoxico (CD8) entre y dentro de los nidos
de melanocitos. Finalmente, una vez alcanzada la regresion completa, no se objetivan

melanocitos y el infiltrado inflamatorio es escaso (5).

1.3.5. Evolucion y manejo

Se distinguen 4 fases clinicas o evolutivas, que suelen acontecer en un plazo de 2 afos:
1) aparicion del halo despigmentado, 2) el nevus central se torna mas claro o
eritematoso, 3) regresion del nevus central y 4) despimentacion residual, que puede

permanecer estable o repigmentarse espontaneamente.

Es frecuente el desarrollo de leucotriquia (pelos blancos) y su asociacion con vitiligo
segmentario, lo que ha permitido hipotetizar que la respuesta inmune inicial va dirigida
hacia los propios nevocitos y melanocitos del foliculo piloso o regiones interfoliculares
con mayor frecuencia que en el vitiligo cldsico, provocando un dafio colateral de los
melanocitos circundantes que pertenecen al mismo territorio circulatorio, y

favoreciendo asi el desarrollo de vitiligo segmentario (7).

El halo nevus no requiere ningun tratamiento.

1.4. Melanoma

La capacidad de estimular el sistema inmune se pone de manifiesto también en el
melanoma, resultante de la transformacién maligna de los melanocitos. Se trata de una
neoplasia altamente inmunogénica, describiéndose un 11% de regresiones tumorales

espontaneas, frente al 1.8 % del total de canceres (5).

1.4.1. Regresion y despigmentacion vitiligoide

El melanoma es capaz de estimular el sistema inmune para generar una respuesta
humoral y principalmente celular frente a antigenos presentes tanto en los melanocitos
como en las células del melanoma. Este hecho tendria como consecuencia el rechazo
tumoral, provocando una regresion del tumor primario y/o sus metastasis (aunque no
suele ser suficiente para el control de la enfermedad), y secundariamente una
despigmentacion vitiligoide, focal o a distancia, que no presenta diferencias histologicas

ni inmunohistoquimicas con respecto a la ocurrida en el vitiligo propiamente dicho
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(2,8—-10). Esta despigmentacion esta presente en el 2-7% de los pacientes con melanoma
(frente al 1% de vitiligo en la poblacion general), de forma espontdnea o inducida tras
inmunoterapia, y hasta en un 20% de los casos incluso antes del diagnostico del
melanoma. Clinicamente es similar al vitiligo clasico, si bien suele aparecer de forma
mas tardia, y la decoloracion suele ser parcial y de distribucion parcheada o asimétrica.
Fenomenos en halo son frecuentes alrededor de metastasis, cicatrices o nevus
preexistentes (5). De este modo, la aparicion repentina de lesiones hipopigmentadas o
fenomenos en halo en pacientes adultos, debe hacernos prestar mayor atencion en el

examen minucioso y completo de las lesiones melanociticas (8,11).

Regressing Vitiligo-like
Halo nevus Meyerson’s nevus melanoma depigmentation

Phase I Phase 11 Limited regression

R TECES
Wood’s lamp

Phase 111

Fig.4. Imégenes clinicas de halo-nevus, nevus de Meyerson o “halo-dermatitis”, regresion en
melanoma e hipopigmnetacion vitiligoide asociada a melanoma (5).

Existen diferencias entre la regresion ocurrida en el melanoma y en el halo nevus.
Ambas estdn mediadas por una destruccion inmune de los melanocitos tumorales, sin
embargo, esta regresion suele ser completa en el halo nevus, e incompleta en el
melanoma, probablemente debido a una mayor heterogeneidad de las células tumorales,
capaces de eludir el sistema inmune. Asi, el infiltrado inflamatorio en las areas de
regresion del melanoma es parcheado con un ratio CD4+/CD8+ mas elevado que en el
caso de un halo nevus, asi como una mayor prevalencia de células CD68+ y citoquinas

fibrogénicas (12).
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1.4.2. El sistema inmune como diana terapéutica

Muchos de los tratamientos adyuvantes utilizados en el melanoma, tanto cldsicos como
de nueva descripcion, tienen como diana el sistema inmune, y tienen como objetivo el
desarrollo de respuestas antitumorales dirigidas frente a los melanocitos. Esta
interaccion favorece el desarrollo de numerosos efectos adversos de caracter
autoinmune, entre ellos vitiligo, poniendo de manifiesto el papel de la autoinmunidad en
la génesis del mismo. El conocimiento profundo de los mecanismos de accion y efectos
secundarios de estos nuevos tratamientos podria ayudar a comprender la etiopatogenia

del vitiligo propiamente dicho.

1.4.2.1. Interferon (IFN)

Tanto el IFN o como el IFN B son unas de las citoquinas implicadas en la respuesta
inmune innata, especialmente frente a patégenos intracelulares, induciendo la expresion
de moléculas de histocompatibilidad tipo I (MHC-I) e inhibiendo la proliferacion
celular. Su uso en determinadas patologias como la infeccion por el virus de la hepatitis
C, se ha relacionado con el desarrollo de vitiligo en pacientes susceptibles (13).

El interferén alfa se usa igualmente para el tratamiento adyuvante del melanoma
maligno, sin embargo so6lo una minoria de los pacientes podria beneficiarse de esta
terapia. Varios estudios sugieren que el desarrollo de autoanticuerpos o manifestaciones
clinicas de autoinmunidad, entre ellas vitiligo, durante el tratamiento adyuvante se ha
relacionado con un beneficio significativo en la supervivencia (14,15). Hechos similares
se han descrito con el uso de IFNP (9). Por lo tanto, la autoinmunidad provocada por el
tratamiento con IFN parece indicar un mejor pronostico y debe alentar la continuacioén

del mismo.

1.4.2.2. Interleuquina 2 (IL-2)

La IL-2 es una de la principales citoquinas implicadas en la activacion de los linfocitos
T citotoxicos y células NK. Su uso en melanoma se ha relacionado con el desarrollo de
vitiligo en 1/3 de los pacientes que respondieron a la inmuniterapia (16). Igualmente, se

ha objetivado un aumento de IL-2 en el suero de pacientes con vitiligo propiamente
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dicho (17).

1.4.2.3. Bloqueo CTLA-4

El antigeno 4 asociado a linfocitos T citotoxicos (CTLA-4) se encarga de la regulacion
negativa de los LT activados. Su disfuncion estd relacionada con el desarrollo de
vitiligo, especialmente en el contexto de otras enfermedades autoinmunes (18,19). Su
bloqueo mediante un anticuerpo especifico (ipilimumab) en pacientes con melanoma se
ha asociado a un mejor prondstico y supervivencia global, asi como a una frecuencia
elevada de efectos secundarios de naturaleza autoinmune como colitis/diarrea y
despigmentacion vitiligoide, sugirendo que el CTLA-4 es importante en el

mantenimiento de la tolerancia periférica a autoantigenos (20).

1.4.2.4. Bloqueo PD-1

El receptor PD-1 (programmed death 1) es un regulador negativo de los mecanismos de
los linfocitos T efectores que limita la respuesta inmune, también contra las células
tumorales. Su bloqueo mediante anticuerpos especificos (lambrolizumab,
pembrolizumab, nivolumab) se ha utilizado en pacientes con melanoma avanzado,
incluso en aquellos refractarios al tratamiento con ipilimumab u otras terapias dirigidas
frente a BRAF, con altas tasas de regresion tumoral (21). Los efectos secundarios
autoinmunes son similares a los descritos con ipilimumab, incluyendo vitiligo (20).

Un estudio reciente sugiere ademas la participaciéon de PD-1 en el agotamiento de los

linfocitos T reguladores y el desarrollo de vitiligo activo generalizado (22).

1.5. Antigenos relacionados

La hipopigmentacion en asociacion con lesiones melanociticas benignas y malignas es
un hecho comunicado con frecuencia. Los pacientes con melanoma y los pacientes con
vitiligo desarrollan anticuerpos similares frente antigenos melanocitarios y antigenos
especificos de melanoma (1). En el caso de la hipopigmentacion vitiligoide asociada a
melanoma, probablemente se deba a una respuesta inmune dual contra antigenos

presentes tanto en melanocitos como en células tumorales (2).
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Los antigenos mas relevantes asociados a melanoma pueden clasificarse en (1):
1.5.1. Antigenos del cancer/ testiculo

Estan altamente expresados en tejidos normales durante el desarrollo, pero en adultos,
su expresion se limita a los festiculos, la placenta y algunos tipos de cdancer. En este
grupo se encuentran:

1.5.1.1. Familia del antigeno del melanoma: MAGE

1.5.1.2. Familia del antigeno B: BAGE

1.5.1.3. Familia del antigeno G: GAGE

1.5.1.4. New Tork-esofago: NY-ESO-1

1.5.2 Antigenos de diferenciacion

Son antigenos que se expresan tanto en las células tumorales como en sus contrapartidas

normales, y no en otros tipos celulares:

1.5.2.1. Proteinas de membrana del melanosoma:
Tirosinasa
TYRP-1
TYRP-2
Pmel17/gp100
MART-1/Melan-A

1.5.2.2. Gangliosidos:

Se presentan ampliamente en las células de melanoma. Se piensa que su papel es el de
adhesion célula-célula y célula-matriz, y en la fijacion a factores de crecimiento,

apuntando hacia el proceso invasivo del tumor.

GD3, GD2, GM2, GM3 y O-acetil GD3

Tanto los pacientes con vitiligo (V) como los pacientes con melanoma y
despigmentacion vitiligoide (DV) presentan niveles elevados de LTCDS8+ frente a
MART]1 en sangre periférica (23). MART1 y gp100 son consideradas las proteinas mas
inmunogénicas presentes en lo melanocitos, y son hacia las que van frecuentemente

dirigidos los LT autorreactivos que infiltran los tumores de melanoma (23).
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Las células T reguladoras también estan implicadas, regulando la activacién y
expansion de los LT CD8+. Los estudios iniciales que mostraron que un defecto en la
funcion de las células Treg podria contribuir a la despigmentacion progresiva de la piel,
se realizaron en un modelo de melanoma murino en los que el defecto de células T
reguladoras provoco la activacion de células T citotoxicas anti-melanoma, que no solo
destruyeron los tumores de melanoma, sino también generaron vitiligo como un efecto

secundario (24).

Asimismo, en ambos casos (V y DV) se han determinado en suero niveles elevados de
autoanticuerpos frente a los antigenos de diferenciaciéon melanocitaria TYR, TYRP-1,

TYRP-2 y Pmel17(25)

Antigen Main function System of detection

Tyrosinase The key enzyme in the ELISA of mushroom tyrosinase
biosynthesis of melanin
Proteomic approach
Radiobinding assay of
recombinant human tyrosinase
and also ELISA of mushroom

tyrosinase

Immunoprecipitation DOPAstain
and by sandwich ELISA
(negative results)

TRP-2 Plays a pivotal role in the Western blot and ELISA of
biosynthesis of melanin recombinant human TRP2
and in the rapid metabolism
of its toxic intermediates

TRP-1 Plays a role in the Radioimmunoassay of
biosynthesis of melanin recombinant human TRP1
and stabilizes tyrosinase by
forming a multienzyme
complex

Pmell7 Forms the fibrillar matrix of =~ Radioimmunoassay of
the organelle that enables recombinant human Pmell7
the synthesis and
deposition of melanin

MCHR1 MCH/MCHRU1 signaling Radiobinding assays of
pathway might also recombinant human MCHR1

function in the regulation
of melanocytes and hence
melanin production

68,90165 kDa Not known Sodium dodecyl
sulfate-polyacrylamide gel
electrophoresis (SDS-PAGE)
and Western blot

Fig.5. Antigenos de melanoma y de melanocitos que son reconocidos por anticuerpos
de vitiligo, y sus principales funciones (1).
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2. VITILIGO

2.1. Concepto y epidemiologia

El vitiligo es un trastorno adquirido de la pigmentacion cutdnea y mucosa, caracterizado
por la presencia de areas despigmentadas, secundarias a la perdida crénica y progresiva
de los melanocitos epidérmicos. Tiene una prevalencia estimada de 1% de la poblacion
en Estados Unidos y Europa, aunque los rangos van desde menos del 0.1 a mas del 8%
a nivel mundial, no habiendo diferencias segun fototipo o raza (26). A pesar de que las
mujeres suelen solicitar tratamiento con mayor frecuencia, parece afectar por igual a
hombres y mujeres, si bien en ellas de forma mas temprana. En la mitad de los pacientes
debuta antes de los 20 afios, pudiendo aparecer a edades mas tardias o avanzadas. Su
debut repentino en pacientes adultos nos debe hacer sospechar otras enfermedades
asociadas, siendo recomendable un estudio mas minucioso de las lesiones melanociticas

(26).

2.2. Evolucion y repercusion sobre la calidad de vida

El curso de la enfermedad es impredecible y puede mantenerse estacionario, puede
repigmentarse espontdneamente o tras un tratamiento especifico, o bien avanzar
progresivamente abarcando areas extensas de la piel, lo que suele conllevar cierta
estigmatizacion social con consecuencias psicoldgicas y disminucion de la calidad de
vida de los pacientes. En este sentido, la determinacion del impacto sobre la calidad de
vida medido segun la escala DLQI (Dermatolgy Life Quality Index) determina un rango
de puntuacion del 4.82 al 14.72, presentando algunos pardmetros, como relaciones
sociales, ocio o forma de vestir, valores mas elevados que en otras enfermedades con
conocida repercusion sobre la calidad de vida como es la psoriasis (26). Pese a las
diferentes estrategias terapéuticas disponibles en la actualidad, el vitiligo sigue siendo

incurable.

2.3. Diagnostico y clasificacion
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El diagnostico es clinico y la enfermedad suele reconocerse facilmente por la aparicion
de méaculas o manchas hipopigmentadas o acrémicas, es decir blancas, en la piel y las
mucosas. Estas manchas se observan mds frecuentemente en zonas de friccion o que
estan sometidas a traumatismos, areas normalmente mas pigmentadas como las regiones
periorificiales de la cara, anogenitales o areolares, y suelen hacerse mas evidentes en

zonas expuestas al sol como son la cara o dorso de las manos.
Asi, segtin su forma clinica, el vitiligo puede clasificarse como (27):

2.3.1. Vitiligo propiamente dicho o vitiligo no segmentario (VNS):
Caracterizado por una distribucion multifocal y simétrica de las areas hipopigmentadas,
pudiendo presentar una afectacién acrofacial, generalizada (con o sin implicacion
acrofacial), universal (con un 80-90% de superficie corporal afectada) y mucosa, con
mas de una mucosa afectada, habitualmente de distribucion oro-genital.

2.3.2. Vitiligo segmentario (VS):

Caracterizado porque las madaculas o manchas se distribuyen de forma limitada,
unilateral y normalmente respetando la linea media.

2.3.3. Vitiligo mixto:

Presenta afectacion segmentaria y no segmentaria de forma combinada.

2.3.4. Vitiligo indeterminado

En el que aparecen maculas aisladas y reducidas en tamafio en cualquier localizacion,
pudiendo tratarse de una forma cutdnea focal o mucosa pura. Estds formas pueden
evolucionar hacia un vitiligo segmentario o no segmentario, o bien permanecer

inclasificables.

2.4 Etiopatogenia y comorbilidades

Aunque debido a su naturaleza cutanea, la enfermedad se conozca desde hace siglos, la
causa por la que desaparecen los melanocitos no se conoce con exactitud. Se han

formulado diferentes teorias sobre su etipoatogenia, atribuyéndolo principalmente a
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causas genéticas, autotoxicas, neurohumorales y destacando principalmente la que

considera a esta enfermedad de origen autoinmune.

En este sentido, hasta en un 30% de los pacientes puede asociarse a otro tipo de
enfermedades autoinmunes como la diabetes, la anemia perniciosa, la enfermedad de
Addison, la enfermedad inflamatoria intestinal, la psoriasis, el lupus eritematoso y
especialmente las enfermedades tiroideas (26,28).

Asimismo, la mayoria de los tratamientos utilizados, especialmente corticoides,
inhibidores de la calcineurina o y/o fototerapia, tienen un conocido efecto

inmunosupresor (29,30).

Se ha observado que situaciones como el estrés o los traumatismos (fenémeno de
Koebner, véase més adelante) pueden precipitar la aparicion de estas lesiones en

pacientes predispuestos.

Por tanto, parece ser que en pacientes genéticamente susceptibles, factores como la
autoinmunidad, anormalidades neuroldgicas, estrés, infecciones, factores toxicos o

traumatismos podrian tener un rol patogénico (26).

2.4.1. Teoria autoinmune

La teoria autoinmune es la mejor documentada, en base a los numerosos estudios de
asociacion genética y de ligamiento en combinacion con alteraciones del sistema

inmune celular y humoral. Todo ello serd ampliamente desarrollado mas adelante.

2.4.2. Teoria neurohumoral

Una disregulacion del sistema nervioso, local o sistémica, puede ser la causa del dafio
de los melanocitos en el vitiligo. Este hecho quiza sea mas evidente en los casos de
vitiligo segmentario, en donde las areas despigmentadas suelen distribuirse siguiendo
trayectos nerviosos, teniendo en cuenta el origen comun tanto de los melanocitos como

de las células nerviosas en la cresta neural (26).

37



En piel perilesional y lesional se han objetivado niveles elevados de neuropetido-Y y
norepinefrina, asi como una disminucion de la actividad acetilcolinesterasa
parasimpatica y aumento de la actividad tirosina hidroxilasa. Este aumento de
neurotransmisores y catecolaminas puede ocasionar un dafio toxico directo de los
melanocitos, y tambien indirecto, ya sea por vasoconstriccion e hipoxia, o por acimulo
de metabolitos toxicos derivados de su metabolismo (26).

Asimismo, el vitiligo generalizado suele empeorar en situaciones de estrés. Niveles
elevados de acido homovalinico y vanilmandélico en orina de 24 horas han sido

objetivados en pacientes con vitiligo de reciente aparicion o en progresion (31).

2.4.3. Teoria toxica / autotoxica

Esta teoria se basa en que determinadas sustancias, como fenol o quinonas, procedentes
de la exposicion medioambiental o acumuladas durante el proceso de sintesis de la
melanina, pueden dafar los melanocitos en individuos genéticamente predispuestos

(26).

Un pequeiio subconjunto de los individuos puede desarrollar vitiligo ocupacional o de
contacto (VO/VC) tras la exposicion a determinadas sustancias quimicas. Muchas de
estas sustancias se han implicado en la aparicién de una leucodermia quimica. Ambas
condiciones se presentan con lesiones de piel despigmentadas bien definidas que se
desarrollan tras la exposicion al compuesto. Solo en el caso del vitiligo, la
despigmentacion se extiende mas alla de las zonas de contacto, probablemente a través

de un mecanismo inmune.

Los productos quimicos mas conocidos por desencadenar VO/VC son los derivados
fendlicos/catecolicos. En muchos de ellos se ha demostrado su accidn citotoxica directa
para los melanocitos, debida a la induccion de la apoptosis, tras exposicion a dosis altas.
Los derivados fenolicos/catecdlicos son estructuralmente similares a la tirosina, que es
en si misma un fenol y precursor de la melanina. Determinados datos sugieren que la
TYRP-1, facilita la conversion catalitica de estos compuestos, lo que resulta en la
generacion de radicales libres de oxigeno. La incapacidad genética de los melanocitos
de tolerar y/o responder al estrés oxidativo puede ser la base de la etiologia del VO/VC

(32).
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2.4.4. Otras teorias

2.4.4.1. Melanocitorragia

Esta teoria puede explicar en parte el fenomeo de Koebner (FK). Segtn esta teoria, los
melanocitos pueden estar anclados de forma deficiente en la membrana basal, de modo
que un pequeio traumatismo o friccion puede provocar su pérdida (33). Asi, la friccion
repetida de la piel perilesional en pacientes con vitiligo no segmentario puede provocar
la pérdida de los melanocitos en las siguientes 4-24 horas (34). La tenascina, una
molecula de la matriz extracelular que inhible la unidon de los melanocitos a la
fibronectina, parece estar elevada en la piel de pacientes con vitiligo, lo que puede
favorecer su pérdida (35). Esta teoria tambien es apoyada por un estudio reciente que
determina una expresion reducida de Discoidin Domain Receptor I (DDR1), un
receptor tirosin quinasa involucrado en el anclaje de los melanocitos a la membrana
basal epidérmica mediante su union al colageno IV, en piel lesional comparada con piel
sana (36). Asimismo, se ha objetivado una disminucion de la expresion de E-cadherina
en piel afectada de pacientes con vitiligo (37). Esta proteina es uno de los principales
mediadores de adhesion de los melanocitos a los queratinocitos in vitro y también esta
involucrada en la union de las células de Langerhans a los queratinocitos, regulando su
tolerancia. Una disfunciéon en este mecanismo podria inducir el desarrollo de una

enfermedad autoinmune (38).

2.4.4.2. Disminucion de la supervivencia del melanocito:

El Stem Cell Factor (STF) derivado de los queratinocitos es capaz de regular la
supervivencia y crecimiento de los melanocitos mediante su union a los receptores de
membrana tirosin-quinasa c-Kit. La disminucion en el namero de receptores c-Kit (39)
en los melanocitos perilesiones, asi como la disminucion de la expresion del SCF (40)
por parte de los queratinocitos circundantes, podria contribuir a la patogénesis del

vitiligo.
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2.5. Histopatologia

En lesiones establecidas, se caracteriza por una ausencia de melanocitos en la epidermis
con un escaso infiltrado inflamatorio. En lesiones activas, se objetiva una dermatitis de
interfase con vacuolizacion suprabasal y un infiltrado liquenoide mononuclear en la
dermis. Los foliculos con pelos pigmentados presentes en la manchas de vitiligo pueden
contener melanocitos. De hecho, la duracion de la enfermedad estd inversamente

correlacionada con la presencia de melanocitos en los foliculos pilosos (26).

Desde el punto de vista inmunohistoquimico, en el borde de las lesiones activas se
aprecian infiltrados de LTCD8+ autorreactivos, capaces de inducir la apoptosis de los
melanocitos, persistiendo un numero reducido de los mismos con cambios
degenerativos, y prolongaciones dendriticas inusualmente largas (41). Este hecho apoya
nuevamente el caricter autoinmune de la enfermedad, asi como la presencia de
determinadas citoquinas proinflamatorias en piel lesional y marginal, como sera

comentado mas adelante.

2.6. Fenomeno de Koebner

El fendmeno Koebner (FK), también conocido como fendmeno isomorfico, consiste en
la aparicion de lesiones cutaneas propias de una enfermedad en areas especificas de piel
sometidas a un traumatismo o friccion, en pacientes con determinadas enfermedades
cutaneas. Estas lesiones son clinica e histoldgicamente indistiguibles de la enfermedad
original y pueden ser reproducidas experimentalmente (42). Fue descrito por primera
vez en 1877 por Koebner en pacientes afectados de psoriasis, pero es comun en otras
enfermedades dermatologicas, como liquen plano y vitiligo. Aunque se han descrito
fendmenos similares en otras entidades como verrugas viricas, moluscos contagiosos o
dermatitis alérgicas de contacto, y en gran variedad de otros procesos dermatoldgicos
(42), actualmente s6lo se considera en aquellas enfermedades en las que el FK es
reproducible en la mayoria de los pacientes a través de diferentes traumatismos, y no es
explicado por otros fendmenos de autoinoculacion como es el caso de enfermedades
infecciosas o alérgicas. Asi pues, solo la psoriasis, el liquen plano y el vitiligo muestran

un fenémeno de Koebner verdadero.
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2.6.1. Clasificacion

La clasificacion del FK ha sido propuesta recientemente por el Vitiligo European Task

Force (VETF)(42).

2.6.1.1. Tipo 1: segun historia clinica
(, Ha presentado algun area despigmentada después de un traumatismo en el ultimo ario?
Tipo de traumatismo:
- Fisico: laceracion, corte, escarificacion
- Mecanico: friccion
- Quimico o térmico (quemaduras)
- Alérgico: de contacto, vacunas, tatuajes
- Presion crénica
- Dermatosis inflamatoras concomitantes

- Tratamientos: radioterapia, fototerapia

2.6.1.2. Tipo 2: clinicamente
A. Despigmentacion correspondiente con areas de repetida presion o
friccion (codos y rodillas) o areas de friccion cronica relacionadas con
ropa 0 accesorios
B. Despigmentacion claramente inducida por un traumatismo (linear,

puntiforme, dentado)

2.6.1.3. Tipo 3: inducido experimentalmente
I. Presion o friccion repetida
II. Traumatismo superficial (epidérmico)

II1. Traumatismo dermoepidérmico

Segun esta clasificacion, el FK se puede estadificar de la siguiente manera:
- Grado 0: sin evidencia
- Grado I: FK con respuesta tipo 1
- Grado II: FK con respuesta tipo 2A
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- Grado III: FK con respuesta tipo 2B
- Grado IV: FK con respuesta tipo 1 + 2B
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Fig.6. Fénomeno de Kobener tipo 2A (43)

2.6.2. Etiopatogenia

En base a una teoria integradora (42), las hipotesis que pueden explicar la etiopatogenia
del FK son similares a las descritas para la génesis del vitiligo en si mismo,
involucrandose factores autoinmunes, defectos en la adhesion del melanocito
(melanocitorragia), estrés oxidativo o factores de creciemiento y supervivencia del
melanocito. Sin embargo, se deben considerar los distintos factores de koebnerizacion
(incluyendo trauma mecanico, la irradiacion UV, estrés quimico...) como
desencadenantes fundamentales e iniciales de las diferentes vias fisiopatoldgicas.

La liberacion de citoquinas inflamatorias (IFN-y, TNF-a, IL1, IL6 ) después de un
traumatismo de la piel puede ser el desencadenante esencial para reclutar y activar

células T especificas frente a melanocitos en la piel. La respuesta inflamatoria inducida
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después de dicho traumatismo también podria sobreexponer los propios melanocitos
mediante aumento de expresion de moléculas de histocompatibilidad (MHC) y de
adhesion (ICAM-1). De hecho, el aumento de expresion de ICAM-1 se ha detectado en
lesiones de vitiligo mas activas y en lesiones con pérdida de pigmento temprano
después de mini-injertos en comparacion con lesiones estables y repigmentadas,

respectivamente (44).

Se ha demostrado que la inflamacion local es necesaria para romper la tolerancia frente
a las MHC de clase 1. La evidencia experimental sugiere que la tolerancia periférica de
los linfocitos T CD8 + citotdxicos especificos frente a los melanocitos se regula en dos
pasos. En la fase de induccion, la estimulacion y expansion de estas células T in vivo
depende estrictamente de colaboracion de las células T CD4 +. En la fase efectora, la
destruccion autoinmune de melanocitos en la piel depende de la inflamacion local, que
facilita la migracion de las células T en la epidermis y apoya sus funciones efectoras

(45).

Asimismo, un traumatismo fisico o quimico puede incrementar el estrés oxidativo
celular, dando lugar a proteinas altamente inmunogénicas, como substratos de tirosoina,
que actiien como autoantigenos en la génesis del vitiligo (42). Dicho estrés oxidativo se
asociado igualmente a una disminucion de la liberacion de factores de crecimiento
melanocitarios por parte de los queratinocitos, como el Stem cell factor (SCF), que

puede conllevar una apoptosis de los melanocitos (40).
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Fig.7. Fenomeno de Koebner en el vitiligo e integracion de sus multiples mecanismos etiologicos:
eliminacion citotoxica de los melanocitos, aumento del estrés oxidativo, adhesion de los melanocitos
defectuosa, y la deficiencia de factores de crecimiento de melanocitos. En el primer paso, son
liberados factores proinflamatorios comunes y en el segundo paso, multiples mecanismos estan
implicados en la eliminacion especifica de los melanocitos (42).

2.6.3. Significado clinico

La actividad o estabilidad clinica del vitiligo es dificil de determinar y no siempre se
correlaciona con la situacion celular y de expresion de determinadas citoquinas
proinflamatorias (TNFalfa, IL-1, IL-6) o expresion de ICAM-1, que pueden predisponer
al desarrollo de despigmentacion tras un minimo traumatismo (44,46).

Al igual que en la psoriasis, la induccion experimental del FK parece indicar mayor
actividad de la enfermedad, y se han encontrado en estos casos niveles mas elevados de
INFy en suero (47). Esta induccion permite ademds predecir una mejor respuesta al
tratamiento con corticoides o radiacion ultravioleta (42,48). Algunos autores (42,48)
proponen confirmar la presencia o ausencia de FK segin historia clinica mediante su
induccion experimental, y han descrito hasta un 48% de falsos negativos y un 10% de

falsos positivos, respectivamente.

Aunque la induccion experimental de FK se ha correlacionado con un estado activo de
la enfermedad, esto no supone necesariamente una mayor extension de la misma,
aunque el FK estd presente hasta en un 61% de pacientes con vitiligo generalizado, y no

ha podido ser provocado en pacientes con vitiligo segmentario (48).

2.7. Sistemas de medida de extension y actividad

2.7.1. Examen clinico directo y bajo Luz de Wood

Se ha objetivado histologicamente que la reaccidon inflamatoria previa a la eliminacion
de los melanocitos ocurrida en el vitiligo es mas intensa en el borde de las lesiones
activas que en las lesiones estables (49,50). Asi pues, el examen clinico de dicho
margen bajo luz de dia y bajo luz de Wood, puede proporcionar informacion clinica

sobre la actividad de la enfermedad (41).
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Benzekri et al (41) analizaron el margen de las lesiones de vitiligo en 50 pacientes,
clasificandolos en 4 formas clinicas: a) vitiligo inflamatorio, con bordes eritematosos y
sobreelevados, b) vitiligo tricrobmico, con un area de despigmentacion periférica
intermedia entre la lesion acrémica y la piel normal, ¢) vitiligo hipopigmentado con
bordes difusos y d) vitiligo acromico con bordes bien definidos. El tipo d) es el tnico
asociado a estabilidad de la enfermedad mientras que los otros tres se consideran
marcadores de actividad y extension, existiendo una correlacion tanto clinica como

histologica (41).

Fig.8. Formas clinicas de vitiligo segiin Benzekri et al (41).

2.7.2. Vitiligo Area Scoring Index (VASI)

El indice VASI (51) se deriva conceptualmente del indice PASI (Psoariasis Area
Severity Index), ampliamente utilizado en psoriasis, y es un método estandarizado para
medir la extension y porcentaje de repigmentacion en el vitiligo. Segun el VASI, la
superficie corporal se divide en 5 regiones: manos, extremidades superiores (excepto
manos), tronco, extremidades inferiores (excepto pies) y pies. Las regiones axilares e
inguinales estdn incluidas respectivamente en extremidades superiores e inferiores,
mientras que las nalgas estan incluidas en extremidades inferiores. Para cada region del
cuerpo, el VASI se calcula determinando el producto del area afectada medida en hand
units (1 hand unit = 1% de superficie corporal) y la extension de la despigmentacion en
cada region, medido segun un indice fotografico con valores de 0, 10, 25, 50, 75, 90 y

100%.
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Fig.9. Evaluaciones estandarizadas para
estimar el grado de pigmentacion para el
calculo del VASI (51)

- 100%, no hay pigmento
presente.

- 90%, motas de pigmento.

- 75%, el area despigmentada
excede el area pigmentada.

- 50%, las areas despigmentadas
y pigmentadas son iguales.

75% 50%
- 25%, el area pigmentada excede
el area despigmentada.

- 10%, motas despigmentadas.

El célculo del VASI aplicado al total de la superficie corporal, se realizaria sumando las

contribuciones de cada region (rango 0-100), segtn la siguiente formula:

VASI =Y (il body size) (hand units) x (depigmentation)

VASI score ~=50 Very much worse
VASI score -50~-25 Much worse
VASI score -25~-10 Worse

VASI score -10~0 Minimally worse
VASI score 0~+10 Minimally improved
VASI score +10~25 Improved

VASI score +25~50 Much improved
VASI score +50~ Very much improved

Tabla.1. Gradacion de los rangos de VASI (203)

Dos limitaciones importantes de este método son, en primer lugar, que no contempla la

evaluacion de la cabeza y el cuello, un defecto significativo dada la distribucién
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acrofacial frecuente del vitiligo, y en segundo lugar, el grado de subjetividad a la ahora

de determinar el grado de despigmentacion en cada érea.

2.7.3. Vitiligo European Task Force evaluation system (VETF es)

El VETF ha consensuado un sistema de estadiaje del vitiligo (52) que combina la
extension de la enfermedad, medida segun el porcentaje de superficie corporal afectada
siguiendo la “regla de los 97, asi como el grado de despigmentacion (estadio) y

progresion de la enfermedad.

La “regla de los 9” asume que la region de cabeza-cuello, cada brazo, cada pierna y
cada uno de los cuatro cuadrantes que conforman el tronco, suponen un 9% de
superficie corporal (SC), dejando un 1% para el area genital. Seglin este método, cada

superficie palmar supone un 1% de SC.

Fig.10. Porcentajes de superficie corporal segun la regla de los 9

El estadiaje se determina segun el grado de despigmentacion de la piel o el pelo (de 0-4)
evaluado en la mancha mas grande de cada region, a excepcion de manos y pies que se

evaltian de forma separada y globalmente como un area tnica.
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El grado de progresion se determina evaluando la lesion de mayor tamafio en cada una

de las areas, bajo luz de Wood.

- Recomendaciones generales: Las manos y los pies estan incluidos en brazos y piernas a la
hora de determinar la extension de la enfermedad, pero se evalian por separado y
globalmente para determinar el estadio (grado de despigmentacion) y la progresion.

- Recomendaciones para determinar el estadio:

- Stage 0: pigmentacion normal

- Stage 1: incompleta pigmentacion, incluyendo despigmentacion moteada, tricromica u
homogénea, con o sin aislados pelos blancos.

- Stage 2: Completa despigmentacion, con o sin escasos pelos blancos

- Stage 3: <30% de pelo blancos

- Stage 4: blanqueamiento completo del pelo

- Recomendaciones para determinar la progresion:
- Score 0: limites similares

- Score 1: vitiligo en progresion

- Score -1: vitiligo en regresion

El uso de luz Wood es util para determinar tanto estadio como progresion

Staging® Spreading*

Area % Area

(0-4) (-1 +1)
Head and neck(0-9%)
Trunk (0-36%)
Arms (0-18%)
Legs (0-36%)
Hands and feet

Totals (0=100%) 0-20 (-9 +3)
*largest patch in each area

Tabla.2. Recomendaciones para la puntuacion de la extension, estadio y progresion del vitiligo
(52).

48



2.7.4. Vitiligo Disease Activity (VIDA)

El indice VIDA es una escala de 6 puntos que evalua la estabilidad o progresion del
vitiligo a lo largo del tiempo, y va a depender de la informacion facilitada por el propio
paciente. La actividad de la enfermedad va estar determinada tanto por una expansion
de las lesiones preexistentes como por la aparicion de nuevas lesiones. Un menor indice

VIDA indica una menor actividad del vitiligo (53).

Disease activity VIDA score
Active in past 6 weeks +4
Active in past 3 months +3
Active in past 6 months +2
Active in past 1 year +1
Stable for at least 1 year 0

Stable for at least 1 year and -1
spontaneous repigmentation

Fig.11 . Puntuacién indice VIDA (142).

2.7.5. Vitiligo Potential Repigmentation Index (VPRI)

Este indice se basa en la observacion de que la repigmentacion del vitiligo depende de
la existencia de melanocitos viables en la epidermis y especialmente en los foliculos
pilosos (34,52). Ninguno de los indices expuestos anteriormente proporciona
informacion acerca de las melanocitos remanentes en cada lesion ni permite evaluar la
capacidad potencial de repigmentacion del paciente. E1 VPRI (54) se correlaciona con
una mayor probabilidad de repigmentacion. Para calcularlo se clasifican las lesiones
segin los melanocitos remanentes en epidermis y foliculo piloso, dividiéndolas en 4
grupos.

EL VPRI (54) se calcula como el ratio entre el nimero de lesiones con capacidad de
repigmentacion frente al numero de lesiones probablemente refractarias (A+B)/(C+D).
A mayor VPRI, mejor prondstico, y por tanto una probable mejor respuesta a

tratamientos topicos o fototerapia.
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2.8. Vitiligo segmentario y no segmentario

VITILIGO SEGMENTARIO

VITILIGO NO SEGMENTARIO

Aparicion en la infancia

Rapida aparicion y estabilizacion

Afecta al pelo tempranamente

Suele aparecer mas tardio (< 20 a)
Progresivo, con exacerbaciones

Afecta al pelo en estadios tardios

No se acompafia de otras enfermedades
autoinmunes
Afecta con frecuencia la cara

Historia familiar o personal de
autoinmunidad
Areas de presion, friccion o traumatismo

Buena respuesta tras injertos autdélogos Recaida tras injertos autdlogos

Tabla.3. Diferencias entre vitiligo segmentario y no segmentario (43)
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Las diferencias en la forma de presentacion, evolucion y enfermedades asociadas entre
el VNS y VS, determinaron inicialmente su clasificacion como entidades
completamente separadas. Sin embrago, hoy dia se consideran distintos polos del
mismo espectro de enfermedad, existiendo un solapamiento entra ambas formas clinicas
(55). Las diferentes teorias etiopatogénicas del VS no son excluyentes entre si, y en
ellas subyace una causa autoinmune, segun la cual, posiblemente una reaccion
transitoria autoinflamatoria podria iniciar el dafio en el melanocito, y la predisposicion
genética individual a desarrollar enfermedades autoinmunes, determinaria el grado de
afectacion entre VS y VNS (55-57). Asi pues, el VS actuaria como desencadenante de
una respuesta inmune antimelanocito, permitiendo en algunos casos el desarrollo de un
vitiligo generalizado posterior (55). Los principales factores que se asocian a un mayor
riesgo de progresion del VS a formas mixtas son la presencia de halo nevus, fendmeno
de Koebner y leucotriquia (lo que podria representar una afectacion mas difusa de los
melanocitos dafiados), asi como la localizacion inicial del segmento afectado en el
tronco (56,58). Es importante recordar que en los casos de vitiligo clésico suelen estar
respetados los melanocitos de los foliculos pilosos, a partir de los cuales es posible una
repigmentacion, en contraposicion con los melanocitos epidérmicos. Este hecho sugiere
un posible perfil antigénico distinto entre cada uno de ellos y pone de manifiesto que la
unidad funcional de la melanina folicular se encuentra situada en un lugar inmuno-
privilegiado en la region proximal del bulbo piloso en anagen, a diferencia de la
naturaleza inmunocompetente de la unidad epidérmica. Este hecho es apoyado ademas
por una distinta morfologia de los melanocitos de la unidad folicular, de mayor tamafio

y con prolongaciones dendriticas mas largas (58).

2.9. Vitiligo y halo nevus

Mientras que algunos autores consideran que la presencia de halo nevus podria ser un
factor de riesgo para el desarrollo de vitiligo, incluso podria tratarse de un signo clinico
de vitiligo, otros consideran un mecanismo de produccién inicial diferente. Asi pues,
aunque el suceso final en ambos casos es la destruccion de melanocitos, el
desencadenante inicial puede ser diferente (melanocitos del propio nevus o nevocitos y
melanocitos del foliculo piloso, frente a melanocitos epidérmicos), y s6lo en un
subgrupo de pacientes, la aparicion de halo nevus podria ser un factor iniciador en la

patogénesis del vitiligo, aquellos con mayor susceptibilidad genética para el desarrollo
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de enfermedades autoinmunes, incluyendo el propio vitiligo (7,59-61). Asi, Geel et al
(61), en analogia con la leucodermia asociada a melanoma, describen el concepto de la
leucodermia asociada a halo nevus, que consiste en una despigmentacion limitada y a
distancia del halo nevus, como resultado de un epifendémeno autoinmune frente a los
melanocitos epidérmicos. Diferencian por tanto este fenomeno, de los halo nevus
presentes en pacientes con vitiligo cldsico, en base a su diferente forma de
manifestacion: moderada demarcacion, tamafio limitado con ausencia de progresion, y
distribucioén asimétrica y variable, frecuentemente no acral. El analisis genético puede
ayudar a aclarar posibles diferencias entre ambas entidades clinicas. En este sentido y
con anterioridad, ya habian sido descritas diferencias en la asociacion de determinadas
moléculas HLA en pacientes con vitiligo vulgar comparados con pacientes con halo

nevus y vitiligo (60).

2.10. Vitiligo y melanoma

La revision de la literatura permite suponer la nocion de que el desarrollo de melanoma
en pacientes con vitiligo no es un hecho comin. En la mayoria de los casos con
melanoma y vitiligo, los cambios hipopigmentarios fueron secundarios al diagnostico de
melanoma, frecuentemente en relacion con el desarrollo de metastasis. En algunos
casos, no ha sido posible encontrar el tumor primario, probablemente por regresion
concomitante del mismo, y en otros casos, el paciente no ha sido consciente de la
presencia del melanoma hasta el desarrollo de los cambios pigmentarios que motivaron

la consulta (8).

Resulta interesante sefialar que las caracteristicas de la respuesta inmune inductora y
efectora presente en las lesiones de leucodermia asociada a melanoma, asi como la
destruccion selectiva de los melanocitos ocurrida en el vitiligo, son los puntos en los
que se enfoca la investigacion en melanoma. Los pacientes con melanoma y vitiligo
desarrollan anticuerpos similares frente antigenos melanocitarios y antigenos
especificos de melanoma (1). Seria posible hipotetizar que el suero de pacientes con

vitiligo generalizado o universal podria tener un efecto antimelanoma (1,2).

Asimismo, parece existir una relacion inversa entre la susceptibilidad genética a

desarrollar vitiligo y la susceptibilidad genética a presentar un melanoma, sugiriendo
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que el vitiligo puede constituir un mecanismo de vigilancia inmune frente a este ultimo
(62,63). Este hecho podria explicar en parte la aparicion de vitiligo generalizado en
pacientes con melanoma, de forma espontanea o tras tratamiento (9,63), en un intento
de controlar la enfermedad. Igualmente, determinados haplotipos HLA de clase 1
asociados al desarrollo de vitiligo se han relacionado a su vez con una relativa mejor

respuesta a la inmunoterapia en melanoma (64,65).

La tirosinasa (TYR) es uno de los principales autoantigenos involucrados en el
desarrollo de vitiligo generalizado, y es presentada al sistema inmune en la superficie
del melanocito a través de moléculas de histocompatiblidad de clase I, principalmente
HLA-A*02. La asociacién de TYR con vitiligo esta en relacion con el alelo mayor (R;
Arg) del polimorfismo R402Q del gen de la tirosinasa. En contraposicion, el alelo
menor (Q; Gln) esta asociado a una mayor susceptibilidad de desarrollar un melanoma.
Uno de los principales epitopos presentados por HLA-A*02 en pacientes con vitiligo es
un nanopéptido de tirosinasa modificado. Sin embargo, la variante 402Q esta
hipoglicosilada, hecho que impide esta modificacion de la tirosinasa necesaria para su

presentacion antigénica por HLA-A*02 (62).

El polimorfismo TYR R402Q es frecuente en pacientes caucasicos y curiosamente se ha
asociado con una actividad enzimatica termosensible de la tirosinasa, en otros trastornos

pigmentarios como el albinismo oculocutdneo IB (66).

Finalmente, estudios comparativos retrospectivos han objetivado un riesgo mas bajo de
desarrollar melanoma en pacientes con vitiligo, y estd igualmente disminuido para otros

tipos de cancer de piel no melanoma (67,68).

3. SISTEMA INMUNE Y VITILIGO

En relacion con el proceso autoinmune, se especula que tanto la respuesta inmune
innata como la adaptativa tienen una participacion directa. Varios probables
desencadenantes locales, entre ellos un traumatismo, pueden alertar el sistema inmune
innato, que precede a la respuesta adaptativa especifica frente a los melanocitos (29). La

rama humoral de la respuesta adaptativa se caracterizaria por la presencia de
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anticuerpos contra multiples antigenos expresados en los melanocitos, mientras que la
rama celular se debe a la expansion de linfocitos T CD4+ y CD8+ autorreactivos (69).
Una disfuncion en los linfocitos T reguladores, ya observada en otras enfermedades
autoinmunes, facilitaria el desarrollo de estos clones de linfocitos T y anticuerpos
dirigidos frente a los melanocitos (69,70). La respuesta innata aumenta a su vez el
reclutamiento de linfocitos T CDS8 (citotoxicos) y macrofagos. Posiblemente, la
destruccion inicial de los melanocitos seria consecuencia de la acumulacion de
metabolitos toxicos que ocurriria de forma secundaria a cualquiera de los
desencadenantes previamente descritos, hecho que alertaria al sistema inmune innato, y
conduciria finalmente a una posterior amplificacion autoinmune del dafo sobre éstos

(26,29).

3.1. Hematopoyesis: interleuquinas y factores de crecimiento

En el siguiente esquema se muestran las principales interleuquinas y factores de
crecimiento involucrados en la diferenciacion de las células de estirpe linfoide y
mieloide del sistema inmune, a partir de un progenitor comin o célula stem

hematopoyética.
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Fig.13. Participacién de interleuquinas y factores de crecimiento en la

hematopoyesis

3.2. Inmunidad innata y autoinmunidad

Existe una interrelacion entre la inmunidad innata y adaptativa. Tradicionalmente se ha
considerado que la inmunidad innata produce una defensa antimicrobiana rapida e
incompleta en el huésped hasta que se genera una respuesta inmune adquirida mas lenta
y definitiva. Sin embargo, también tiene un papel adicional para determinar frente a qué
antigenos debe responder el sistema inmune adquirido y la naturaleza de esta respuesta,
pudiendo distinguir entre diferentes clases de bacterias patogenas, virus y hongos. Los
diferentes componentes de la respuesta inmune innata, ademdas de sus funciones de

defensa e inmunorregulacion de las respuestas adaptativas, juegan un papel en el
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desarrollo de procesos autoinmunes. El conocimiento de estas vias e interrelaciones
puede conllevar el desarrollo de nuevos tratamientos para las infecciones y

enfermedades autoinmunes.

La inmunidad innata esta constituida por los primeros mecanismos de respuesta del
organismo frente a agresiones externas, habitualmente microorganismos. Esta formada
por barreras epiteliales (piel y mucosas), células y proteinas efectoras.

Las células que forman parte de la respuesta innata son a) Leucocitos
polimorfonucleares (fundamentalmente neutréfilos), que pueden actuar como fagocitos,
ya que identifican, ingieren y destruyen material extraiio como elementos de desecho o
microorganismos, tanto en sangre periférica como en los tejidos; b) Monocitos-
macrofagos cuya fagocitosis es mas lenta que la de los PMN pero son capaces de
fagocitar la mayoria de los agentes extrafos y presentan otras funciones como
produccion de sustancias antimicrobianas y citocinas y pueden actuar como células
presentadoras de antigenos; c¢) Células NK (Natural Killer), que constituyen un
subgrupo de células que presentan un precursor comun con los linfocitos T (LT), y
activadas por distintos estimulos, destruyen las células infectadas por microorganimos,
mediante distintos mecanismos enzimaticos (perforina-granzima y activacion de la via
de las caspasas); d) Células dendriticas, que actian como presentadoras de antigenos; y
e) Linfocitos intraepiteliales, que son LT que se encuentran en el epitelio de piel y
mucosas, y se considera que han evolucionado para reconocer los antigenos que se
encuentran habitualmente en la luz de las mucosas. La mayoria de ellos son CD8+ y

expresan el receptor de célula T (TCR)ov/P.

Entre las proteinas efectoras que forman parte del sistema inmune innato, se encuentran
péptidos antimicrobianos, factores del complemento y determinadas citoquinas propias
de la respuesta inmune innata (IL-1, IL-12, IL-18, TNF-a, IFNo/B)(71), entre otras.
Estas citoquinas promueven a su vez la expresion de receptores de quimiocinas CCR y
CXCR vy otros receptores de membrana endoteliales, que van a regular la migracion de

los leucocitos desde la sangre a los tejidos inflamados.

Estos mediadores inflamatorios (citoquinas innatas) tienen potencial para activar

respuestas mediadas por células NK, con actividad citotdxica directa, y participan en la
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interrelacion de las células T y B. Esta interrelacion es necesaria para que el LT CD4+
naive evolucione a un fenotipo potencialmente autorreactivo (Thl o Thl7). Una
activacion inapropiada o descontrolada de las células efectoras inmunes innatas puede
ocurrir durante infecciones u otros procesos inflamatorios. Las células del sistema
inmune innato pueden provocar la destruccion directa de las células infectadas y no
infectadas del huésped, hecho que podria generar directamente autoinmunidad, debido a

la destruccion excesiva de células del huésped (71).
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Fig.14. Relacion entre inmunidad innata y autoinmunidad. Citoquinas implicadas (71).

Este papel del sistema inmune innato permite explicar las relaciones entre los factores
desencadenantes ambientales y la exacerbacion del vitiligo. Asi, la respuesta del sistema
inmune innato, a diferencia de la inmunidad adaptativa, es una respuesta rapida y no
especifica de antigeno, que se realiza a través de la activacion de receptores de
reconocimiento de peligro (PRR), incluidos entre ellos los Toll-Like receptors (TLR) en
la superficie celular. Estos receptores pueden ser estimulados por diferentes patrones
moleculares asociados a dafio celular (damage-associated molecular patterns o DAMPs)
y relacionados con estrés celular. Los melanocitos de pacientes con vitiligo son mas
susceptibles al dafio por estrés oxidativo, ya sea derivado del propio proceso de
melanogénesis o bien desencadenantes ambientales, y de esta manera son capaces de
generar y secretar DAMPs mediante exosomas, estimulando asi el sistema inmune

innato (72).
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Bertolotti et al (73) han objetivado ademas la presencia de células dendriticas
plasmacitoides (pDC) infiltrando lesiones de vitiligo en progresion, con una evidente
produccion local de interferon alfa (IFN-a), que conduce a la activacion y reclutamiento
de células T. Las pDC serian por tanto un nuevo factor clave en los mecanismos

patogénicos de vitiligo con potenciales consecuencias terapéuticas.

Finalmente, Yu et al (74), han realizado un estudio de andlisis transcriptomico sobre
muestras de piel con vitiligo comparado con piel normal. En dicho estudio y en las
muestras de pacientes con vitiligo, han objetivado la expresion disminuida o ausente de
17 genes, la mayoria relacionados con la melanogénesis, mientras que la expresion de
otros 13 genes relacionados con defectos del sistema inmune innato y especialmente
relacionados con células NK, estaba aumentada. En este sentido, algunos autores han

descrito aumento de células NK en sangre de pacientes con vitiligo (75,76).

3.3. Inmunidad adaptativa

La inmunidad adaptativa es una respuesta inmunitaria estimulada por el encuentro con
un determinado antigeno, habitualmente infeccioso, que aumenta en magnitud y
capacidad de defensa con cada exposicion sucesiva. Estd construida por células,
(linfocitos B (LB), linfocitos T (LT) y células presentadoras de antigenos) y proteinas
efectoras como inmunoglobulinas, citoquinas y otros componentes citotoxicos (sistema

perforina-granzima).

Se caracteriza por una a) especificidad muy amplia, debido a receptores que reconocen
gran numero de antigenos, microbianos o no; b) clonalidad , cada linfocito y su clon es
capaz de reconocer un solo antigeno; c¢) memoria, la exposicion a un antigeno extrafio
optimiza la capacidad de respuesta, mayor y mas rapida frente a contactos posteriores
con el mismo; d) autolimitacion, debida al proceso llamado homeostasis, provocado por
la eliminacion del antigeno que inicia la respuesta asi como la presencia de mecanismos
reguladores, y e) tolerancia a lo propio, respeta los antigenos propios mediante diversos
mecanismos que controlan los linfocitos T y B autorreactivos en organos linfoides

centrales y tejidos periféricos.
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La inmunidad adaptativa puede dividirse genéricamente en humoral y celular. Para que
se inicie la respuesta inmune adaptativa, el antigeno debe llegar y concentrarse en el
tejido linfoide, en la mayoria de casos en el ganglio linfatico regional, donde se
encuentran los diferentes tipos celulares que participan en esta respuestas (células

presentadoras de antigeno, LB y LT).

Las células presentadoras de antigenos (CPA) son el nexo de union entre la inmunidad
innata y adaptativa. Son capaces de captar los antigenos, procesarlos adecuadamente y
presentarlos a los LT, mediante moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad
(MHC). Existen tres tipos principales de CPA profesionales: células dendriticas,
macrofagos y LB, que actian como CPA de antigenos solubles en la respuesta inmune

humoral, presentandolos posteriormente a los LT cooperadores.

La tarea de presentar los antigenos en la superficie de las células para que sean
reconocidos por los LT corre a cargo de un complejo proteico conocido como HLA
(Human Leucocyte Antigen) codificado por segmentos génicos denominados en
conjunto MHC, que en humanos se encuentra codificado en el cromosoma 6. Existen
dos tipos principales de moléculas HLA o MHC, clase I y clase II, que se heredan de
forma codominante:

- MHC-I (o HLA-I): es un heterodimero formado por dos cadenas proteicas
diferentes, f2- microglobulina y cadena a, en la que reside el polimorfismo de HLA-I,
con tres dominios diferentes. Se unen a fragmentos péptidicos de origen intracelular
(lipofilicos), y los presentan preferentemente a L7CDS8+. Se encuentran presentes en
todas las células nucleadas del organismo. Existen tres tipos principales: HLA-A, HLA-
B y HLA-C.

- MHC-II (o HLA-II): formado por dos cadenas proteicas diferentes, cadena o y
cadena B, con dos dominios cada una. El polimorfismo de HLA-II reside
fundamentalmente en la cadena . Se unen a fragmentos peptidicos de origen
extracelular (hidrofilicos), y los presentan preferentemente a L7CD4+. Se encuentran
presentes de forma constitutiva en todas las células del sistema inmune y se puede
inducir su expresion en otros tipos celulares en determinadas situaciones. Se distinguen

tres tipos principales: HLA-DR, HLA-DQ y HLA-DP.
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La interaccion entre la CPA y el linfocito T es esencial para la activacion del mismo, y
esta interaccion célula-célula se conoce como sinapsis inmunologica. Tanto el MHC-I
como el I se unen a la superficie del Linfocito T gracias a su interaccion con el
complejo CD3-TCR (Receptor de célula T). En la sinapsis inmunoldgica participan
tanto la interaccion MHC-TCR (primera sefial), como otros pares de moléculas de
superficie (segunda sefal), que actian como moléculas coestimulatorias del LT (CD28-
CD80/CD86, CD40L-CD40, CD2-LFA3, LFA1-ICAMs...). La inhibicion de esta
ultima interaccion presenta recientes implicaciones terapéuticas en el vitiligo y otras

enfermedades autoinmunes (77).
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APC

Fig.15. Interaccion CPA-LT: primera y segunda sefal(205).

Una vez que los linfocitos T tienen contacto con el antigeno, pasan de ser linfocitos T
inmaduros o “virgenes” (naive) a células de memoria inmunoldgica. La molécula CDA45,
o antigeno leucocitario comun, es un glucoproteina de membrana presente en todas las
células hematopoyéticas, y por tanto también en los linfocitos T. Sus isoformas mas
conocidas son CD45RA, que se expresa mayoritariamente en los linfocitos T inmaduros

o “virgenes” (naive), y CD45RO, que se expresa en células de memoria. Existen
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distintos tipos de linfocitos T de memoria, como los LT de memoria central, que se
alojan preferentemente en tejidos linfoides secundarios y tienen capacidad para una
respuesta proliferativa muy rapida y potente, o los linfocitos T de memoria efectora, que
se alojan preferentemente en tejidos periféricos, especialmente en piel y mucosas,
recirculando por sangre y linfa, y tienen capacidades efectoras muy rapidas pero menos

potentes (78).

Es posible identificar diferentes subpoblaciones tanto en linfocitos T CD4 como CD8
analizando la expresion de CD45RA, CD45RO y otras moléculas como el receptor de
quimiocinas CCR7, el CD62L, o el CD28. Sin embargo, también se pueden emplear
otras moléculas como el CD27, que se expresa mayoritariamente en cé€lulas linfoides de

memoria, tanto de origen T como de origen B.

Analizando la expresion de CD45RA y CD27 es posible identificar diferentes
subpoblaciones tanto en linfocitos T CD4 como CD8. Asi, se pueden clasificar en LT
naive (CD45RA+ CD27+), LT de memoria central (CD45RA- CD27+), LT de memoria
efectora (CD45RA- CD27-), y LT efectores (CD45RA+ CD27-), en los que se vuelve a
expresar el antigeno CD45RA, mads caracteristico de células naive, que tendrian
capacidades efectoras muy potentes, y aparecen especialmente en la poblacion de

linfocitos CD8 (79,80).
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Fig.16. Tipos de LT: naive, memoria central y
memoria efectora y sus distintos patrones de
migracion (77).
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3.3.1 Inmunidad celular
3.3.1.1. Linfocitos T CD8+ (supresores o citotoxicos)

Los LTCD8+, tras el reconocimiento de péptidos antigénicos presentados por MHC-I,
activan la destruccion de las células induciendo apoptosis mediante dos mecanismos
principalmente: a través del sistema perforina-granzima o bien a través de la interaccion
de Fas ligando con Fas (CD95), ademas de liberar de determinadas citosinas como

[FN-gamma o TNF que pueden dafar directamente la célula diana.

Diferentes trabajos han demostrado que los LTCD8+ tienen un importante papel en la
patogenia del vitiligo, ya que se ha comunicado la presencia de un nimero elevado de
LTCD8+ reactivos frente a MART1 en sangre periférica de los pacientes con vitiligo
(81), mas del 15% de las células T se muestran reactivas frente epitopo 209-217 de la
gpl100. Cabe recordar que MARTI y gpl00 son consideradas las proteinas mas

inmunogénicas presentes en los melanocitos (23).

Ademas, en las biopsias de piel y en sangre de pacientes con vitiligo se han encontrado
LTCD8+ citotoxicos especificos frente a antigenos de los melanocitos, y se ha
demostrado que inducen apoptosis mediante la secrecion de IL-6 e IL-13, y muerte

celular de los melanocitos in vitro (18,82).

Otros autores han encontrado un incremento de LTCD8+CD45RO+ en la piel de los
pacientes con vitiligo que responden mal al tratamiento (83), mientras que en la sangre
esta poblacion puede estar activada aunque numéricamente disminuida (84), y los
LTCD8+CLA+, que tienen afinidad por la piel, también se han comunicado

disminuidos en sangre periférica (85).
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Tabla.4. Antigenos melanocitarios y su reconocimiento por parte de linfocitos T y anticuerpos en
pacientes con vitiligo (1). Noétese la negatividad de anticuepros frente a MART, uno de los principales
antigenos frente al cual se dirigen los LT citotoxicos.

3.3.1.2. Linfocitos CD4+

Los LTCD4+ reconocen péptidos antigénicos presentados por MHC-II, y son
funcionalmente mas heterogéneos que los linfocitos LTCD8+. Existen distintos tipos de
LTCDA4+, como los LTCD4+ cooperadores (“helper”) de tipo Thl y Th2, los LTCD4+
reguladores (Treg), o los Th17, y también otros menos frecuentes como los tipos Th9,
los LT cooperadores foliculares (Tth), o los ThO, correspondiendo estos ultimos a tipos
celulares mas inmaduros, con capacidad de diferenciarse a distintos tipos de células
efectoras. Estos tipos celulares se pueden distinguir gracias a las citocinas que

producen, y en menos medida a la expresion de algunos antigenos.
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Fig.17. Espectro de diferenciacion de los LTCD4+ (206).
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3.3.1.2.1. Linfocitos Thl y Th2

La respuesta inmune innata favorece la liberacion IFN-y por las células NK, que
estimula la secrecion de IL-12 por parte de los macréfagos, y este ambiente favorece la
diferenciacion de LTCD4+ naive a LTCD4+ con caracteristicas Thl. Los LTCD4 Thl
se caracterizan fundamentalmente por secretar IFN-y.

Sin embargo, la respuesta inmune que tiene nula o escasa participacion del sistema
innato (células NK y macrofagos) y que produce directamente activacion linfocitaria,
favorece la presencia de IL-4, que va a promover el desarrollo de LTh2. Estos LTCD4
TH2 secretan principalmente 1L-4, IL-5 e IL-13.

En pacientes con vitiligo se ha objetivado un aumento de IL-2 en suero, lo que podria

sugerir una desviacion de la respuesta hacia Th1 (17).

3.3.1.2.2. Linfocitos Thl7

La presencia de IL-6, TGF-B, IL-21 e IL-23 estimula el desarrollo de LTh17, que se
caracterizan por secretar IL-17 e IL-22.

El estudio inmunohistoquimico de muestras de piel con vitiligo ha demostrado que
ademas de los LTCD8+, se detectan LTh17 En este sentido, el perfil de citoquinas
relacionado con la respuesta Th17 ( IL-17, IL-1B, IL-6 y TNF-a) afecta a la actividad y
funcién de los melanocitos, provocando una disminucion de la produccion de melanina
y una reduccion en el nimero de melanocitos (86).

Se ha comunicado que los LThl17 tienen una importante participacion enfermedades
autoinmunes como la psoriasis(87) o la alopecia areata (88), y también en el vitiligo
(89,90). Asi, se ha comunicado que La IL-22, producida por los LTh17, puede inhibir
la expresion de MIFT (microphtalmia-associated transcription factor) y moléculas
relacionadas con la melanogénesis, dando lugar a lesiones hipopigmentadas en
pacientes con vitiligo (89). Ademas, otros autores (91) han encontrado un aumento de
los niveles de de IL-17 e IL-22, junto a disminucion de los niveles de FoxP3, en
muestras de piel de pacientes con vitiligo, respecto a controles sanos.

En el mismo sentido, Zhou et al (92) han comunicado aumento de LThl7 y de
citoquinas relacionadas (IL-17A, TGF-B1 e IL-21) en el suero de pacientes con vitiligo
no segmentario, y una correlacion entre los niveles de algunas de estas citocinas y la

superficie corporal afectada en estos pacientes. También sugieren que existe correlacion
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positiva entre los niveles de LTh17 y LThl, lo que podria indicar una colaboracién de
dichos tipos celulares en el desarrollo del vitiligo. Estos resultados son concordantes
con los publicados por Khan et al (17), que también sugieren una desviacién de la

respuesta inmune hacia Thl y Th17 en la patogenia del vitiligo.

3.3.1.2.3. Linfocitos T reguladores

Los linfocitos T reguladores (Treg) son una subpoblacion que no tiene funciones
efectoras, sino que ejercen funciones de control de la reaccion inmune y son claves en la
inmunotolerancia. La tolerancia, entendida como la ausencia de respuesta inmune
adaptativa frente a antigenos propios, es una caracteristica fundamental del sistema
inmune en condiciones fisiologicas. Cuando los LTCD4+ tienen contacto con un
antigeno en ausencia de coestimulacién y de respuesta innata se puede producir

tolerancia y los linfocitos no responden frente a ese antigeno.

Existen diferentes mecanismos que impiden la maduracion y activacion de los linfocitos
autorreactivos, que se pueden clasificar en mecanismos de Tolerancia central (en el timo
y la médula 6sea), y de Tolerancia periférica (en los tejidos periféricos). La tolerancia
central tiene como objetivo principal la eliminacion de LT autorreactivos. La tolerancia
periférica tiene como objetivo principal el control de los LT maduros (CD4+ y CD8+)
autorreactivos que hayan escapado del proceso de seleccion negativa del timo. Es aqui
donde los LT reg provocan una sefial inhibidora de la respuesta inmune (93), e
indirectamente también sobre los LB autorreactivos (94).

Los LT reg se caracterizan (18) por la expresion de altos niveles de CD25+ (receptor de
IL-2) junto con el factor de transcripcion FoxP3. Suponen el 5-10% de los LTCD4+ y
su principal mecanismo de accion es mediante interaccion directa por contacto célula-

célula, aportando sefiales inhibidoras a los LT preinmunes.

Se ha comunicado que los pacientes con vitiligo presentan defectos en el nimero y
funcién de los LTreg, lo que favoreceria un aumento de los LTCD4+ autorreactivos y
LTCD8+ citotoxicos con actividad antimelanocito (18,70). Sin embargo, se han
comunicado resultados discordantes y aun no se ha demostrado claramente la posible
interrelacion del LTreg CD4+CD25+FoxP3+ y los LTCD8+ en la patogenia del vitiligo.

Algunos autores no han encontrado alteraciones de los LTreg en sangre y/o piel (95,96)
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mientras que otros han publicado que los LTreg estdn ligeramente aumentados en
pacientes con vitiligo respecto a controles sanos (97-99), aunque cuando se consideran
los pacientes con vitiligo en situaciones de progresion de la enfermedad los LTreg estan
disminuidos respecto a casos con enfermedad estable (99). Otros autores han observado
que numero de LTreg, analizados mediante citometria de flujo (CD4+CD25+FoxP3+)
esta disminuido en sangre y/o piel de pacientes con vitiligo comparado con controles, en
pacientes con vitiligo de aparicion temprana, y en pacientes con lesiones activas
(18,100,101). También se ha observado una llamativa reduccioén del nimero de LTreg
en piel lesional y marginal de pacientes con vitiligo (18), y una reduccion en la funcion
de los LTreg circulantes en pacientes con vitiligo progresivo (18,102). Todos estos
hallazgos pueden indicar que los LTreg tienen una importante participacion en la

patogenia del vitiligo, aunque quedan aun cuestiones por aclarar.
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Fig.18. Participacion del sistema inmune en el desarrollo de vitiligo (18).
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FoxP3 (Forkhead box P3) es un marcador especifico de LTreg que regula a la baja la
activacion de los LT y facilita la expresion de moléculas inmunosupresoras en la
superficie celular como CD25 y CTLA-4 (18). FoxP3 suprime las funciones efectoras
de los LT helper (LT colaboradores o CD4+) inhibiendo 2 factores de transcripcion:
NAFT (nuclear factor of activated T cells) y NF-kf (nuclear factor kappa-light-chain-
enhancer of activated B cells), que son esenciales para la transcripcion de determinados
genes de citoquinas, inhibiendo la produccion de 1L-2, IL-4 y IFN-y por parte de los LT
CD4+ (103). La expresion de FoxP3 se encuentra disminuida en piel lesional y suero de
pacientes con vitiligo, asi como los niveles de FoxP3 mRNA en piel lesional y
perilesional (104). En este sentido, mutaciones en FoxP3 se han relacionado con el
desarrollo de enfermedades autoinmunes y polimorfismos de FoxP3 se han relacionado

también con una mayor predisposicion al desarrollo de vitiligo (105).

CTLA-4 (Citotoxic T lymphocyte antigen-4 o CD152) es una molécula de superficie de
los LTCD4+ y CD8+ activados, involucrada en la regulacion negativa de su funcion y
mantenimiento de la tolerancia a antigenos propios. Alteraciones en esta molécula se
han relacionado con el desarrollo de enfermedades autoinmunes y niveles bajos de
CTLA-4mRNA han sido objetivados en pacientes con vitiligo, correlacionados con

determinadas variaciones alélicas de CTLA-4 (19).

TGF-p es capaz de inducir la expresion de CD25+ y Fox P3 en los LTreg inducibles
(Th3), e inhibe la diferenciacion de LTCD4+ y CD8+ autorreactivos, asi como LB (94).
Niveles bajos de TGF-B se han determinado en piel y suero de pacientes con vitiligo,
con una correlacion inversa con la actividad y superficie corporal afectada (17).
Polimorfismos en TGFBR2 (receptor 2 de TGF-B) se han asociado con una mayor
susceptibilidad para el desarrollo de vitiligo en poblacion coreana (106), aunque se

desconoce su influencia en la expresion de TGF-.

Los LTreg (LTh3) son inducidos mediante la presencia de IL-10. Se han objetivado
niveles bajos de IL-10 en pacientes con vitiligo activo, asi como niveles bajos de IL-10
mRNA(18). Determinados polimorfismos en el gen IL-10 son mas frecuentes en

pacientes con vitiligo, y otros parecen tener un efecto protector (107).
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Aunque todos estos resultados sugieren que los LTreg tienen un importante papel en la
patogenia del vitiligo, no estan atn esclarecidos los mecanismos por los que se

produciria la pérdida de tolerancia en estos pacientes.

3.3.2. Inmunidad humoral

La funcion efectora de la inmunidad humoral esta mediada por anticuerpos producidos
y secretados por células plasmaticas derivadas de LB activados en los érganos linfoides
secundarios. Los LB preinmunes o naive pueden reconocer directamente antigenos
solubles e iniciar la respuesta inmune humoral, o activarse a través de los LTCD4+ (69),

mediante una respuesta Th2, mediada principalmente por las IL-4, IL-5, IL-6 e IL-13.

En las reacciones por citotoxicidad dependiente de anticuerpos las células son
finalmente destruidas mediante fagocitosis o activacion del complemento, y se ha
demostrado que el suero de pacientes con vitiligo es capaz de dafar los melanocitos in
vitro mediante activacion del complemento y citotoxicidad dependiente de anticuerpos
(108). El suero de los pacientes con vitiligo puede tener anticuerpos frente a antigenos
especificos de los melanocitos presentes en su superficie o en su citoplasma, y también
frente a otros antigenos no especificos de los melanocitos, comunes en otros tipos
celulares (26) (109). Los melanocitos son mas sensibles al dafio toxico o inmune que
los queratinocitos o fibroblastos circundantes (26), de modo que un minimo dafio
derivado de anticuerpos inespecificos, puede ser letal para los melanocitos y no para

otros tipos celulares.

Un porcentaje elevado de pacientes con vitiligo presenta anticuerpos frente antigenos
de diferenciacion de los melanocitos (TYR, TYRP-1, TYRP-2 y pmell 17) asi como
melanin-concentrating hormone receptor 1 (MCHR1) (1) (25), y parece existir una
correlacion entre los niveles de anticuerpos y la actividad de la enfermedad (110). Sin
embargo, no se han podido determinar anticuerpos frente a MARTI1, uno de los
principales antigenos de diferenciacion melanocitaria, frente al cual suelen reaccionar

los LT CD8+ autorreactivos (111).
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3.4. Principales marcadores inmunofenotipicos

En el siguiente esquema se muestran los principales marcadores inmunofenotipicos de

cada una de las cé¢lulas de estirpe mieloide o linfoide que componen el sistema inmune.
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4. ESTUDIOS GENOMICOS

Uno de los primeros esfuerzos por entender la biologia de la enfermedad fue considerar
su posible base genética, apoyada por su relacién con otras enfermedades de origen
autoimune, y con su presencia también en muchos casos en familiares de primer grado.
Asi, se ha observado que la enfermedad se transmite con frecuencia como ‘“rasgo
dominante”, si bien no sigue un patrén de herencia Mendeliana asociado a un solo
locus, sino mas bien se trata de una herencia poligénica y multifactorial, con
penetrancia incompleta, involucrando multiples genes y otros factores ambientales
desconocidos, como se pone de manifiesto por una limitada concordancia, del 23%, en

gemelos monocigotos (65).

4.1. Estudios de asociacion de genes candidatos

Los estudios de asociacion de genes candidatos se basan en el estudio de una seleccion
de genes que intervienen en la patogenia de la enfermedad. Consisten en la comparacion
de frecuencias alélicas y genotipicas entre grupos de controles y pacientes sin relacion
de parentesco, que permitirian detectar polimorfismos que confieran un riesgo
moderado a la enfermedad. Sin embargo, los resultados de este tipo de estudios pueden
estar condicionados por la posible estratificacion de las poblaciones, que podria resultar
en diferencias en las frecuencias alélicas entre casos y controles que no se debieran a la

enfermedad (112).

Los primeros estudios en vitiligo generalizado pretendian demostrar la implicacion de
genes especificos, generalmente relacionados con moléculas HLA y ABO, aunque los
resultados mostraron discordancias (113), a excepcion de HLA y PTPN22 (lymphoid-
specific protein tyrosine phosphatase nonreceptor type 22) (105) y quiza CTL4
(cytotoxic T-lymphocyte antigen 4) (113), cada uno de los cuales codifica una proteina
reguladora del sistema inmune. En muchos casos, las falta de concordancia en los
resultados se debia a diferencias étnicas entre casos y controles que no habian sido bien

estratificadas (65,114).
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4.2. Estudios del genoma completo

Mas recientemente, los avances a gran escala de la genomica han hecho que se
desarrollen nuevas estrategias para abordar el estudio de las enfermedades complejas, y
es posible analizar miles de polimorfismos para identificar variantes que se asocien a la
susceptibilidad de padecer una determinada enfermedad compleja o alguno de sus

sintomas, como los estudios de SNPs o la secuenciacion masiva (112).

4.2.1. Estudios de ligamiento (Genome-Wide Linkage Studies)

Ligamiento puede definirse como la tendencia de los alelos de loci que estan cercanos
entre si a heredarse juntos, como un bloque. Los estudios de ligamiento permiten
analizar familias con individuos enfermos, intentando identificar marcadores genéticos
que sean mas frecuentes en los individuos afectados, aunque son técnicas que también
tienen limitaciones, como su baja reproductibilidad o su restringida capacidad para
poner de manifiesto loci que confieran un riesgo exclusivo en la patologia objeto de

estudio (112).

El primer estudio de ligamiento en vitiligo generalizado se determind en una Unica
familia caucdsica, que presentaba una aparente herencia dominante con penetrancia
incompleta. En este estudio se detectd un ligamiento en el cromosoma 1p31.3-p32.2,
cuya secuenciacion posterior identifico una variante reguladora de la transcripcion de
FOXD3, que codifica la proteina FOXD3 (Forkhead box D3), clave en la regulacion de
la diferenciacion y desarrollo del melanoblasto (115). Estudios posteriores en multiples
familias caucésicas han identificado nuevas sefiales de ligamiento en los cromosomas 7,
8,9, 11, 13, 17, 19 y 22 (65). Se han descrito alteraciones en el cromosoma 17p13,
coincidiendo con SLEV1, una sefial de ligamiento para lupus eritematoso sistémico en
familias con al menos un pariente con vitiligo generalizado u otra enfermedad
autoinmune (116), y con el gen NALP1 (NLRP1), que codifica una proteina reguladora
del sistema inmune innato, que se cree que funciona como un centinela para la infeccion
bacteriana en la piel (65,113), y se ha asociado con vitiligo y otras enfermedades

autoinmunes (117).

Estudios similares en poblacion china determinaron sefiales de ligamiento en los
cromosomas 1, 4, 6, 14 y 22, diferentes de las sefiales de pacientes caucasicos, lo que

sugeriria que diferentes genes podrian estar involucrados en diferentes poblaciones (65).
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Estudiando el cromosoma 22, se identifico el gen XBP1, que codifica la proteina factor
X-box binding protein 1, capaz de activar la expresion de genes HLA de clase II, regular
la diferenciacion de células plasmadticas y mediar en respuestas inflamatorias (65), y que

se ha descrito asociada a vitiligo generalizado (105) y enfermedad de Crohn (118).

4.2.2. Estudios de asociacion (Genome-Wide Association Studies)

Los estudios de asociacion del genoma completo (GWAS) son los mas adecuados para
detectar alelos de susceptibilidad de enfermedades relativamente comunes con efectos
moderados, y actualmente son considerados como gold-standard en la identificacion de
genes de susceptibilidad de rasgos complejos. Sin embargo, también tienen
limitaciones. Es muy importante seleccionar muy bien la poblacién, y realizar los
estudios en muestras de gran tamafo, a pesar de lo cual los resultados en ocasiones son
poco reproducibles. Aunque el desarrollo de estas herramientas ha supuesto una
revolucion en el estudio de las enfermedades complejas, los resultados obtenidos hasta
ahora no han sido tan relevantes como se esperaba, y en la mayoria de los casos se

encuentran asociaciones que ya se conocian (112).

En este sentido, se han publicado recientemente dos estudios de secuenciacion
genodmica masiva realizados en dos cohortes de pacientes con vitiligo generalizado de
diferente origen: caucasicos (119) y orientales (120), donde se ha demostrado la
existencia de al menos 16 mutaciones que podrian estar asociadas a una mayor
susceptibilidad de desarrollar vitiligo. Cabe destacar que 15 de esas 16 mutaciones se
encuentran en genes relacionados con la regulacion del sistema inmune o

autoinmunidad.

En ambos estudios se ha detectado asociacion con el complejo mayor de
histocompatibilidad (MHC) en el cromosoma 6p21.3. En pacientes caucasicos, las
sefales de asociacion fueron tanto para moléculas de clase I como de clase II. En el
caso de las moléculas de clase I, la mayor asociacion fue en la vecindad de HLA-A, con
una fuerte vinculacion con HLA-A*02. En las de clase II, la sefial se localizaba entre
HLA-DRB1 y HLA-DQAI1, con una moderada vinculacion a HLA-DRB1*4. Ambos

resultados concordantes con estudios previos (121,122).

También en ambos estudios se ha detectado asociacion con multitud de genes no

relacionados con MHC, la mayoria de ellos que codifican proteinas inmunoreguladoras.
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En los pacientes caucésicos (119) se han determinado 10 nuevos loci: TYR (tyrosinase),
PTPN22 (lymphoid-specific protein tyrosine phosphatase nonreceptor type 22), RERE
(arginine-glutamic acid dipeptide (RE) repeats protein; atrophin-like protein 1), FOXP1
(forkhead box P1), LPP (LIM domain-containing preferred translocation partner in
lipoma), IL2ZRA (IL-2 receptor alpha chain), GZMB (granzyme B), UBASH3A
(ubiquitin-associated and SH3 domain-containing A), C1QTNFé6 (Clq and tumor
necrosis factor-related protein 6), y CCR6 (C-C chemokine receptor type 6); y se han
confirmado otros tres previamente descritos: XBP1 (factor X-box binding protein 1),
FOXP3 (forkhead box P3), TSLP (thymic stromal lymphoprotein), y CTLA4
(cytotoxic T-lymphocyte antigen 4) (105).

Otros estudios en poblacidon caucasica y poblacion india han confirmado la implicacion
algunos de estos genes, y descrito otros nuevos, que estdn asociados a una mayor
susceptibilidad de desarrollar vitiligo (Tabla 5) (108,109). Recientemente se ha descrito
la asociacion de vitiligo con determinados polimorfismos en el gen CDHI1, que codifica
la proteina E-cadherina, que estd involucrada en la adhesion de los queratinocitos (37),
aunque estos polimorfismos también pueden asociarse a otras enfermedades o

comorbilidades autoinmunes (37).

Segtn estos resultados, el vitiligo generalizado se considera un trastorno poligénico y
multifactorial, que implica numerosos genes, que en su mayoria codifican proteinas que
regulan el reconocimiento o destruccion de los melanocitos por parte del sistema
inmune. Algunos de estos genes determinarian una mayor susceptibilidad general para
el desarrollo de enfermedades autoinmunes, mientras que otros determinarian una
autoinmunidad especifica frente a los melanocitos (113). Sin embargo, los loci
identificados representan solo el 10% del riesgo genético para desarrollar un vitiligo
generalizado, lo que pone de manifiesto que otros loci adicionales estan probablemente

por descubrir (63).
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Fig.20. Genes de susceptibilidad en vitiligo generalizado y su relacion con otras enfermedades
autoinmunes. Los circulos indican loci asociados con la susceptibilidad a una determinada enfermedad
autoinmune: amarillo, alelos de riesgo compartido; naranja, alelos de riesgo opuestos a la misma SNP;

blanco, asociacion secundaria. SLE, lupus eritematoso sistémico (63).

4.3. Principales loci relacionados con vitiligo generalizado
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Confirmed and suggestive vitiligo susceptibility loci identified by genome-wide association or linkage studies

Chromosome Candidate gene Populations  Protein Function
1p13.2 PTPN22 C LYP protein tyrosine phosphatase Regulates T-cell signaling
1p31.3 FOXD3 7 C Forkhead box D3 Transcnptlona}l regula}to_r of neural crest;
melanoblast differentiation
1p36.23 RERE C Atrophin-1-like protein isoform b Lymphoid transcriptional co-repressor;
apoptotic regulator
2q24.2 IFIH] Interferon-induced RNA helicase Regulates innate antiviral immune responses
2q33.2 7 C Cytotoxic T-lymphocyte-associated-4 Inhibits T cells via interaction with CD80
CTLA4
and CD86
3pl3 FOXPI C Forkhead box P1 Transcriptional regulator of B-cell, T-cell,
monocyte development
3ql13.33 CDS0 C B-cell activation antigen B7-1 T-cell priming by B cells, T cells, dendritic
cells; interacts with CTLA-4
3q28 LPP AC LIM domain containing preferred Transcriptional co-activator?
translocation
4pl6.1 CLNK C Mast cell immunoreceptor signal Positive regulator of immunoreceptor
transducer signaling
5q22.1 s C Thymic stromal lymphopoietin protein ~ Cytokine regulator of skin dendritic
TSLP .
(Langerhans) cell maturation
6p22.1 HLA-A C Leucocyte antigen A occhain Presents peptide antigens
6p22.1 HLA-B-C A Leukocyte antigen B or C ¢¢chain Presents peptide antigens
6p21.32 HLA-DRBI-DQAI CJl Major histocompatibility complex Presents peptide antigens
class IT region
6ql5 BACH? C BTB and CNC homology 1, basic B-cell transcriptional repressor
leucine zipper
6q27 CCR6 AC Chemokine (C-C motif) receptor 6 Regulates differentiation and function of B
cells, T cells, dendritic cells
6q27 g C SPARC-related modular calcium- Regulate cellextracellular matrix i
SMocC2 S ; .
binding protein nteractions
8q24.22 TG/SLA C Thyroglobulin, Src-like adaptor Regulates antigen receptor signaling in T
isoform ¢ cells, B cells, dendritic cells
10p15.1 ILZ2RA AC Interleukin 2 receptor ctchain Regulates interleukin 2-mediated activation
of T-cells, regulatory T-cells
10q22.1 Gene desert A
109253 CASP7 A Caspase 7 Apoptotic executioner protein
11p13 CD44 C CD44 antigen T-cell regulator
11q14.3 TYR C Tyrosinase Melanin biosynthetic enzyme
11q21 Gene desert C None TYR regulation?
11923.3 Gene desert A
12q13.2 IKZF4 AC Tkaros zinc finger protein, subfamily T-cell transcriptional regulator
1A, 4
12q24.12 SH2B3 C LNK adaptor B-cell, T-cell developmental regulator
14q12 GZMB Granzyme B Mediates CTL-induced target cell apoptosis,
helper T-cell apoptosis
15q12-13.1 OCA2 Oculocutaneous albinism II Melanosomal membrane transporter/pump
16q24.3 MCIR C Melanocortin-1 receptor Regulates melanogenesis
17p13.2 NLRPI NLR family, pyrin domain containing Regulates IL-1 Binnate immune response

1

via NLRP1 inflammasome
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Chromosome Candidate gene Populations  Protein Function
19p13.3 TICAMI 77 C Toll-like receptor adaptor molecule 1 Mediates innate antiviral immune responses
21q22.3 UBASH3A C Ubiquitin associated and SH3 domain Regulates T-cell signaling, apoptosis
containing
22ql12.1 XBP 1§ AC X-box binding protein 1 Transcriptional regulator of MHC class II
expression, plasma cells
22q12.3 CIQTNF6 AC C1q and tumor necrosis factor related Innate immune response to light-induced
protein 6 apoptosis?
22ql13.2 TOB2 C Transducer of ERBB2, 2 Inhibitor of cell cycle progression; involved
in T-cell tolerance
Xpl1.23 FOXP3 s C Forkhead box P3 Transcriptional regulator of regulatory T-

cell function and development

7LF()und only in a single family with autosomal dominant vitilig0.66’67

¥

thus be secondary, driven by primary association with these other diseases.

§

CTLA4is only associated with vitiligo in patients with other concomitant autoimmune diseases.74_76 Association of CTLA4 with vitiligo may

“XBPI, FOXP3 and TSLPare the only vitiligo candidate genes that achieve suggestive association in analysis of genome-wide association study

data in Caucasians.” XBPJ was identified as a positional candidate based on linkage in Chinese.

J

SMOC2is located very close to CCR6 and may represent the same association signal.

a

T/CAM1 achieves highly suggestive association in analysis of GWAS data in Caucasians.101

Tabla.5. Principales loci asociados a una mayor susceptibilidad de desarrollar de vitiligo, identificados mediante
estudios de asociacion y ligamiento sobre el genoma completo (207).

5. ESTUDIOS TRANSCRIPTOMICOS

Aunque tradicionalmente se ha empleado la reaccion en cadena de la polimerasa en

tiempo real (RT-PCR) para estudio de la expresion génica, en la actualidad el método

mas utilizado para el analisis del transcriptoma son los microarrays de DNA, que

permiten el estudio de los perfiles de expresion un miles de genes de forma simultanea.

Los microarrays de DNA constan de miles de conjuntos ordenados de moléculas de

DNA de secuencia conocida depositados en un soporte solido de 2cm’ y cada muestra

se localiza de forma inequivoca en un punto del microarray. Permiten asi la medida

simultdnea de expresion de miles de genes (sondas o secuencias conocidas) en un solo

acto de hibridacion con una muestra problema de DNA o RNA marcada, cuya

abundancia serd determinada por hibridaciéon. La medida del nivel de mRNA permite

determinar qué genes se estan expresando en cada célula.
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Fig.21. Metodologia de estudio con microarrays de DNA

En pacientes con vitiligo, Yu et al (74) analizaron los cambios transcriptomicos
presentes en piel lesional y no lesional, comparandolos con voluntarios sanos, usando

microarrays de DNA y validando posteriormente mediante qRT-PCR.

Normal Skin Non-Lesional Skin Lesional Skin

DEFB103A
KLRC1
KLRC2
KLRC4

KLRK1
LPAL2

Fig. 22. Analisis transcriptomico de biopsias de vitiligo y piel normal. Se representan los niveles de
expresion relativos a los 30 genes alterados significativamente en la piel con vitiligo de muestras
individuales en relacién con sus niveles de referencia, correspondientes con los promedios de expresion
de las 16 biopsias de piel normal. En rojo, los genes con regulacion aumentada en esa muestra especifica
en comparacion con la piel normal de voluntarios sanos. En verde, los genes con regulacion baja en esa
muestra en comparacion con la piel normal de voluntarios sanos. En amarillo, los genes con ningun
cambio significativo entre la muestra y la piel normal de voluntarios sanos.

78



Estos autores identificaron expresion disminuida o ausente de 17 genes (la mayoria de
ellos relaccionados con los melanocitos) en la piel lesional respecto piel normal.
También identificaron otros 13 genes que se sobreexpresaban en la piel lesional, y que
eran genes que se relacionaban con el sistema inmune innato, especialmente con las
células NK. Curiosamente, esos marcadores también estaba sobreexpresaban en la piel
no lesional de pacientes con vitiligo, por lo que estos autores san sugerido que el
tratamiento seria mas eficaz realizado sobre toda la superficie corporal y no solo sobre

piel lesional.

Gene Chrom 'Microarray ?qRT-PCR Function
osome LS/NS NLS/NS LS/NLS LS/NS NLS/NS LS/NLS
TYRP1 9 0.06 * 0.97 0.06 * 0.02 * 134 0.01 * Melanogenesis
TYR 1 0.08 * 1.09 0.07 * 0.02 * 1.25 0.02 * Melanogenesis
MLANA 9 0.13 * 1.08 0.12 * 0.04 * 1.44 * 0.02 * Melanogenesis
TRPM1 15 011 * 0.89 012 * 0.07 * 1.82 * 0.04 * Melanogenesis and signal transduction
DCT 13 0.13 * 0.90 0.14 * 0.01 * 0.51 % 0.02 * Melanogenesis
PMEL 12 0.21 * 1.02 0.21 * 022 * 2.16 * 0.10 * Melanogenesis
CA14 1 0.21 * 0.89 024 * 033 * 1.98 * 017 * Physiological processes
SFTPC 8 035 * 1.21 0.29 * 0.14 * 253 * 0.06 * Surfactant
sOxX10 22 0.31* 0.80 039 * 0.02 * 0.20 * 0.08 * Stem cell development
OCA2 15 0.58 * 1.44 0.40 * 0.46 * 1.06 043 * Melanogenesis
PCSK2 20 0.36 * 0.89 0.40 * 0.18 * 1.05 017 * Hormone synthesis
PLP1 X 0.50 * 1.14 0.44 * 023 * 0.57 * 041 * Myelin sheath protein
GMPR 6 0.40 * 0.84 048 * 0.25 * 0.69 * 037 * Nucleoside reductase
BCAN 1 037 * 0.78 047 * 0.15 * 0.87 0.17 * Cell motility
LZTS1 8 031 * 0.63 * 0.49 * 0.10 * 0.44 * 0.23 * Tumor suppressor
GPR143 X 0.10 * 0.51 * 0.20 * 0.09 * 0.76 * 0.12 * Melanogenesis and signal transduction
C190rf28 19 0.22 * 0.44 * 0.50 * 021 * 0.87 025 * Unknown
"Ratios (LS/NS, NLS/NS, LS/NLS) are calculated based on the mean expression levels in 17 vitiligo skin and the mean expression levels in 16 normal skin. * p<0.05 after
Bonferroni correction (Whitney U tests).
2Ratios (LS/NS, NLS/NS, LS/NLS) are calculated based on the mean expression levels in 23 vitiligo skin and the mean expression levels in 16 normal skin. * p<0.05
(Whitney U tests).
doi:10.1371/journal.pone.0051040.t003

Tabla.6. Genes con expresion disminuida en piel de pacientes con vitiligo.
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Gene Chrom 'Microarray *qRT-PCR Function
osome LS/NS NLS/NS LS/NLS LS/NS NLS/NS LS/NLS
KLRC1 12 6.27 * 1.71 3.67 * 739 % 471 * 1.57 * Natural killer cell receptor
KLRC2 12 5.88 * 1.44 4.08 * 8.55 * 9.26 * 0.92 Natural killer cell activating receptor
NKG2D (KLRK1) 12 248 * 2.02 * 1.23 6.07 * 5.98 * 1.01 Natural killer cell activating receptor
KLRG1 12 246 * 2.05 * 1.20 3.92 * 2.86 * 137 Natural killer cell receptor
KLRC4 12 391 * 227 % 1.72 791 * 537 * 147 * Natural killer cell receptor
LPAL2 6 6.37 * 3.28 * 1.94 * 7.65* 5.14 * 1.49 * Pseudogene
CANP 1 3.56 * 1.92 * 1.85* 1.62 * 1.69 * 0.96 Oxidative stress
DEFB103A 8 227 * 1.38 1.64 11.62 * 9.27 * 1.25 Innate immunity
CLEC2B 12 318 * 2.01 * 1.58 9.81 * 1113 * 0.88 Ligand for natural killer cell receptor
SP8 7 6.48 * 415 * 1.56 5.53 * 8.15 * 0.68 * Transcription factor
POSTN 13 5.70 * 3.68 * 1.55 423 * 276 * 1.53 * Tissue injury and repair
RGS20 8 3.10 * 2.02 * 1.53 1031 * 6.11* 1.69 * Signal transduction
EREG 4 7.46 * 537 * 1.39 7.09 * 6.74 * 1.05 Epidermal growth factor
"Ratios (LS/NS, NLS/NS, LS/NLS) are calculated based on the mean expression levels in 17 vitiligo skin and the mean expression levels in 16 normal skin. * p<<0.05 after
Bonferroni correction (Whitney U tests).
2Ratios (LS/NS, NLS/NS, LS/NLS) are calculated based on the mean expression levels in 23 vitiligo skin and the mean expression levels in 16 normal skin. * p<0.05
(Whitney U tests).
doi:10.1371/journal.pone.0051040.t004

Tabla.7. Genes sobreexpresados en piel de pacientes con vitiligo

6. TRATAMIENTO DEL VITiLIGO

La mayoria de los tratamientos, cldsicos o emergentes, ponen de manifiesto el caracter
autoinmune de la enfermedad, siendo el mecanismo de accion en la mayoria de ellos de

caracter inmunomodulador o inmunosupresor.

6.1. Tratamientos clasicos

Los tratamientos clasicos incluyen tratamientos topicos como corticoides, derivados de
la vitamina D3, e inhibidores de la calcineurina, asociados o no a fototerapia,
generalmente UVB de banda estrecha. Esta tltima se puede combinar igualmente con
fotosensibilizantes topicos como Khellina, o bien con tratamientos orales como
fenilalanina (aminoacido esencial en la melanogénesis), polipodium leucotomus y otros
antioxidantes, asi como corticoides orales. Otras alternativas son el uso de laser excimer
de 308nm y transplante autdlogo de melanocitos, siempre y cuando la enfermedad sea

estable, dado el riesgo de koebnerizacion.

El siguiente esquema muestra una aproximacion al tratamiento del vitiligo (30,114).
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Recommended: topical steroids alone (IA) and in combination with

First line therapy: treatment
i topical vitamin D 3 analogs (IB)

naive vitiligo

Alternative: topical calcineurin inhibitors(ll1A), systemic steroids (IIB),
topical L-phenylalanine {IIB), topical antioxidants and mitochondrial
stimulating cream (IB), natural sunlight with PO khellin (1IA)

Rapidly progressive Recalcitrant lesions on
vitiligo? Consider short extremities? Consider
course of systemic tacrolimus nightly under
steroids. (IIB) occlusion (lI1A)

Second line therapy: vitiligo Recommended: NBUVB with topical calcineurin inhibitors (1B}
recalcitrant to first line
therapy

Alternative: adjunct NBUVB therapy with PO antioxidants (IB),
systemic steroids (II1B), or PO polypodium leucotomos (IB). Adjunct
UVA therapy with psoralen (Il1A), systemic steroids (lIB), topical
Vitamin D3 analogs (IB), PO khellin (II1B), PO L-phenylalanine (lIB), or
topical L-phenylalanine (11B).

Third line therapy: vitiligo Recommended: 308nm laser with topical steroids (IB)
unsuccessfully treated with
total body phototherapy

Alternative: adjunct 308nm laser with topical calcineurin inhibitors

(1A)
Fourth line therapy: vitiligo Recommended: Blister graft (111}, split thickness skin graft (ll1), punch
recalcitrant to first, second, graft (lll} , autologous melanocyte suspension transplant (IB)
and third line therapy
Special population, segmental Special population, generalized Camouflage and psychotherapy
vitiligo: Treatment as above, vitiligo: Treatment as above, should be offered to patients
consider helium neon laser as consider depigmentation agents at all stages of treatment
third line therapy (l1B) for recalcitrant disease

Level |IA: recommendation based on evidence from at least one meta-analysis of randomized controlled trials
Level IB: recommendation based on evidence from at least one randomized controlled trial

Level IIA: recommendation based on evidence from at least one controlled study without randomization

Level IIB: recommendation based on evidence from at least one other type of experimental study

Level Ill: recommendation based on evidence from nonexperimental descriptive studies, such as comparative
studies, correlation studies, and case-control studies

Level IV: recommendation based on evidence from expert committee reports or opinions or clinical experience
of respected authorities, or both

Fig.23. Algoritmo terapéutico en vitiligo (30).

81



6.2. Nuevas perspectivas

6.2.1. LT reguladores como diana terapéutica

La induccion de LT reguladores podria tener un papel importante en el tratamiento del
vitiligo y otras enfermedades autoinmunes. Asi, estos linfocitos podrian ser estimulados
mediante la administracion de probioticos y polisacaridos acidos de Panax Ginseng, que
pueden promover la expresion de FoxP3 (18,123). La modulacion de los LTreg también
podria estimularse mediante el uso de péptidos derivados de autoantigenos, capaces de
suprimir LTCD4+ autorreactivos y la produccién de autoanticuerpos, generando

tolerancia, de forma similar al uso de vacunas en enfermedades alérgicas (124).

El balance de LTreg/LTH17 y LTreg/LThl también puede ser controlado mediante la
modulacion de los factores de transcripcion STATS, STAT3 y STATI, que regulan la
diferenciacion de LTreg, LThl7 y LThl respectivamente, como veremos a

continuacion.

6.2.2 Estatinas e inhibicion de STAT

Los inhibidores de la HMG-coA (3-hydroxy-3metithylgutaryl coenzyme A reductasa) o
estatinas reducen la aterogenésis y factores de riesgo cardiovascular. Sin embargo,

tienen ademads multiples funciones inmunomoduladoras (77):

- Regulan a la baja la expresion de moléculas de adhesion, entre ellas ICAM-1,
MAC-1 (CDI11b/CD18) y LFA-1 (CD11a/CD18), interfiriendo asi la union de ICAM-1
y LFA-1, crucial para la activacion de los linfocitos por parte de las células
presentadoras de antigenos, y su migracion hacia los lugares de inflamacion.

- Inhiben la expresion inducible de MHC-II en numerosos tipos celulares,
siendo la atorvastatina la mas potente.

- Reducen la expresion de receptores de citoquinas (CCRS5 y CXCR3) en LThl,
inhibiendo la activacion y migracion de los mismos en los lugares de inflamacion.

- Lovastatina bloquea la induccién de la enzima 6xido nitrico sintetasa y la
expresion de numerosas citoquinas proinflamatorias como TNF-o interferon-y, IL-8,

IL-1B e IL-6 en macrofagos, e induce la expresion de citoquinas Th2, modificando el
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ratio CD4/CD8. Simvastatina también posee estos efectos, aumentando la produccion
de citoquinas reguladoras como IL-10 y TGF-B, y disminuyendo TNF- a, IL-6 e IL-
2(125). Asimismo, posee efectos antioxidantes e inhible la peroxidacion lipidica
contribuyendo a la estabilidad de la placa de ateroma.

- Inhiben la proliferacion de células mononucleares del sistema inmune, siendo
la simvastatina (la menos hidrofilica), la mas potente y con efectos dosis dependientes.

- Inhiben la activacion de células NK in vitro.

Por todo ello, su uso puede ser efectivo para el tratamiento de multiples enfermedades
dermatologicas de caracter inmunologico, como vitiligo, alopecia areata, liquen plano,
lupus eritematoso, psoriasis, penfigoide ampolloso, esclerosis sistémica, micosis
fungoide, enfermedad de Bechet, eritema multiforme y necrolisis epidérmica toxica

(77).

Asi, la combinacion de simvastatina/ezetimiba (40/10mg al dia) ha sido utilizada con
€xito en pacientes con alopecia areata total y universal (126). Ezetimiba posee
igualmente efectos inmunomoduladores propios y posiblemente sinérgicos con la

simvastatina (127).

Se desconocen cudles son los mecanismos exactos que expliquen estos efectos
antiinflamatorios. El mejor conocido es la inhibicion de HMG-CoA reductasa durante la
biosintesis de colesterol enddgeno. Adicionalmente, pueden actuar sobre el sistema
inmune mediante dos vias, bloquendo la funcién de LFA-1, ya comentada, o bien a
través de sefiales de trascripcion (STAT) mediadas o no por fosfatidilinositol 3, un
segundo mensajero involucrado en multiples funciones de las células T (77,128). Estos
efectos inmunomoduladores también quedan patentes sobre células tumorales. La
simvastatina es capaz de inducir la apotosis en células cancerosas. La via JAK/STAT
parece tener un papel importante en la proliferacion y apoptosis en muchos tejidos, de
manera que una disregulacidon en esta via parece estar implicada en la tumorigénesis.
Asi, la simvastatina se ha asociado a la disminucion en la proliferacion, migracion e
invasion tumoral, mediante la inhibicion de la fosforilacién del factor transcripcional
STATS (129) y STAT3 (130), que regulan la diferenciacion de LTreg y LThl7

respectivamente. La simvastatina es capaz de inhibir la presentacion antigénica por
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parte de la CPA, suprimiendo la expresion de MHC-I y moléculas coestimuladoras
como CD80 y CD40, asi como disminucion de sus prolongaciones dendriticas, mediante
la inhibicion de STAT1 y STAT3, factores reguladores de la diferenciacion hacia LThl
y LTh17 respectivamente. Consecuentemente, inhibird por tanto la proliferacion de
LThl y LTh17 asi como la secrecion de citoquinas relacionadas con cada respuesta

(131).

Desde el punto de vista terapéutico en el vitiligo, el uso de simvastatina en modelos
animales en ratones despigmentados, previene y revierte las lesiones de vitiligo estable.
(128) Este hecho parece estar en relacion con la inhibicion de INF-y, mediada a su vez
por la inhibicion de STAT1 (128). Para ser efectivo en humanos, se requeririan altas
dosis que alcanzaran niveles en la piel. La simvastatina es la mas lipofilica y por ello
puede acumularse en otros tejidos ademas del higado, incluyendo la piel (132). Esto
hace que pueda ser mas efectiva en el tratamiento del vitiligo, pero también explica la
mayor incidencia de efectos secundarios como miopatia y rabdomidlisis,
contraindicandose su uso a partir de 80mg/dia (133). Noel et al (134) objetivaron de
manera incidental la regresion del vitiligo en un paciente tratado con 80mg/dia de
simvastatina por motivos cardiovasculares, apoyando su uso como inmunomodulador.

No existen datos actualmente que determinen la eficacia de su uso topico.

6.2.3. Conversion de fibroblastos en melanocitos funcionales

Recientemente se ha objetivado la transformacion directa de fibroblastos de raton y
humanos, en melanocitos funcionales, sin necesidad de partir de una célula stem,
mediante la combinacién de tres factores de transcripcion: SOX10/MITF/PAX3. Estos
tres factores son suficientes para reprogramar los fibroblatos en melanocitos inducidos,
que posean las mismas caracteristicas fenotipicas y funcionales que un melanocito
normal, integrandose en la union dermoepidérmica, y produciendo y transfiriendo
melanina a los queratinocitos circundantes, en modelos de piel sintética en 3D.
Igualmente, son capaces de generar epidermis y foliculos pigmentados en modelos
humanos in vivo. Los autores demostraron un aumento del porcentaje de células

TYRPI1+ tras ser estimuladas con la combinaciéon SOX10/MITF/PAX3 (135).
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Tanto SOX10, como MITF y PAX3, son factores relacionados con la migracion y
desarrollo de los melanocitos desde la cresta neural. SOX10 tiene un papel dominante
en la diferenciacion de las células derivadas de la cresta neural y se han descrito
anticuerpos frente a SOX 10 en pacientes con vitiligo (109). Igualmente MITF es clave
en la diferenciacion de dichas células hacia melanocitos (136), y su expresion se ve
disminuida por la presencia de IL-6 e IL-22, propias de una respuesta Th17, y regulada
de forma indirecta con la activaciéon de STAT3, en pacientes con vitiligo (89). PAX3 es
un factor de transcripcidon perteneciente a la familia de los paired box y se ha
determinado su presencia en oido, ojo, y huesos de la cara, entre otras localizaciones

(137).

Curiosamente, el sindrome de Waanderburg (SW) se ha asociado a mutaciones en
SOX10 (SW4), MITF (SW2) y PAX3 (SWI1 y 3), que pueden explicar sus
caracteristicas fenotipicas. Estd caracterizado por manchas acromicas en piel,
piebaldismo (mechon de pelo blanco), canicie prematura, isohipocromia de iris y
sordera neurosensorial, debido a la ausencia de melanocitos en piel, foliculos pilosos,
coroides y oido interno, respectivamente, asi como dismorfia facial por distopia

cantorum (138).

6.2.4. Terapias biologicas

Finalmente, el desarrollo de terapias biologicas sistémicas dirigidas especificamente
frente a determinadas citoquinas, como ocurre en el tratamiento de la psoriasis, podrian

ser utilizadas con éxito en pacientes con vitiligo.

En este sentido, es comprensible una especial relevancia para los nuevos farmacos
dirigidos frente a la IL17, todavia en desarrollo, asi como inhibidores de la IL-12/1L-23,
utilizados con éxito en psoriasis y no existiendo datos actualmente al respecto en el caso

de vitiligo.
Resultados preliminares parecian indicar una alteracion en la progresion del vitiligo en

pacientes tratados con inhibidores de TNF-a (30). Sin embargo, a pesar de la relacion

directa entre los niveles de TNF-a y vitiligo (139), los resultados son contradictorios,
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describiéndose una falta de eficacia (140) o incluso empeoramiento (141) de las
lesiones, asi como el desarrollo de novo de vitiligo y halo nevus en pacientes tratados
con estos agentes por presentar psoriasis (142). Este hecho parece estar en relaciéon con
el descenso en la produccién y activacion de los linfocitos T reguladores, que
normalmente son estimulados por TNF-a (143). Recientemente, otros autores describen,
sin embargo, una estabilizacion de las lesiones de vitiligo, e incluso repigmentacion

inicial de las mismas, en pacientes tratados con estos agentes (144).

7. CITOMETRIA DE FLUJO

7.1 Fundamentos basicos de la CMF

La citometria de flujo es una técnica de andlisis celular altamente precisa capaz de
identificar, y caracterizar células (y otras particulas) que se encuentran suspendidas en
un fluido. Los citometros de flujo emplean uno o varios haces de luz laser, con
longitudes de onda bien definidas, que inciden sobre las células cuando pasan de forma
alineada y de una en una por delante de la luz del laser, de tal forma que es posible
medir, de forma individualizada para cada célula o particula, sus caracteristicas de
dispersion de luz, que permiten evaluar su tamafio (midiendo la dispersion frontal de la
luz del laser) y su complejidad interna (midiendo la dispersion lateral de la luz del
laser). Ademas, las células se pueden marcar con anticuerpos monoclonales que llevan
unidas moléculas fluorescentes, que se excitan con la luz del laser del citdmetro y
emiten en una longitud de onda diferente, lo que permite recoger esta informacion de
forma separada. Asi, es posible evaluar la presencia de determinados antigenos frente a
los que van dirigidos los anticuerpos monoclonales con los que se han marcado las
células. La citometria de flujo permite recoger informacion estadisticamente robusta de
mediciones realizadas sobre un gran numero de cé¢lulas, y es posible tanto identificar
distintas poblaciones que coexisten en la muestra analizada, como cuantificarlas en
nimeros absolutos o relativos, ademds de caracterizarlas en base a expresion o ausencia

de expresion de los antigenos estudiados.
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Algunos citometros de flujo disponen de sistemas que actlian también como separadores
o "sorters", con la finalidad de purificar poblaciones celulares de determinadas
caracteristicas, lo que permite realizar otros estudios (genéticos, moleculares..) en

poblaciones con elevadisimo grado de pureza.

La citometria de flujo ha experimentado un gran desarrollo en los ultimos afos, gracias
fundamentalmente a los avances ocurridos en distintas areas, incluida la tecnologia
laser, la produccién de anticuerpos monoclonales, la quimica de los fluorocromos, la
mecanica de fluidos, la oOptica, la electronica y la informatica(145). Ello ha permitido
que en la actualidad la mayoria de los laboratorios clinicos empleen citometros de 8
colores, que permiten analizar simultineamente hasta 10 pardmetros (tamafio,
complejidad interna y presencia o ausencia de 8 antigenos marcados con anticuerpos
monoclonales fluorescentes) en cada una de las células o particulas que se analizan.
Ademas, estos citometros son muy rapidos en la adquisicion de muestras (hasta 15.000
particulas por segundo), lo que permite analizar un elevadisimo nimero de células o

particulas en un periodo de tiempo muy corto.
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Fig. 24. Fundamento de la citometria de flujo de fluorescencia. Las células u otras particulas en suspension circulan alineadas y de
una en una por delante de un haz luminoso. La informacion producida deriva de la dispersion de la luz, que se correlaciona con el
tamafio y granularidad, asi como de la emision de luz por los fluorocromos ( naturales o unidos a ella artifiacialmente) presentes en
la célula o particula al ser excitados por el rayo luminoso. Las sefales luminosas detectadas se transforman en impulsos eléctricos
que se amplifican y se convierten en sefiales digitales que son procesadas por un sistema informatico. El grafico de la izquierda
muestra el funcionamiento de un citometro de 3 colores y el de la derecha, la imagen resultante en el caso de uno de 6 colores.

7.2. Aplicaciones clinicas de la CMF

La citometria de flujo, gracias a su capacidad para analizar células o particulas de forma
multiparamétrica, rapida, sensible y especifica, es ampliamente utilizada en ciencias
como la inmunologia, hematologia, oncologia, anatomia patoldgica y biologia celular.
Mediante esta técnica es posible analizar marcadores de membrana e intracelulares, lo
que permite identificar y caracterizar las células en base a su inmunofenotipo, su
capacidad funcional, su patron de secrecion de citocinas o su contenido en acidos

nucleicos, entre otros.
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En la actualidad, la citometria de flujo es una herramienta bdsica y una de las
tecnologias mas potentes que se usa rutinariamente tanto en el &mbito de la inmunologia

como en el diagndstico y clasificacion de las hemopatias.

A continuacion listan las aplicaciones clinicas mas frecuentemente usadas en la
actualidad (145,146):
- Estudio de subpoblaciones linfocitarias:
Monitorizacién de linfocitos T CD4+ en pacientes VIH positivos
Inmunodeficiencias
Reconstitucién inmune tras trasplante
- Diagnostico y clasificacion de enfermedades hematoldgicas:
Leucemias agudas y crénicas
Linfomas y mielomas
- Deteccion de enfermedad minima residual
- Hemoglobinuria paroxistica nocturna
- Cuantificacion de precursores hematopoyéticos CD34+
- Detecci6n y cuantificacion de leucocitos residuales en hemoderivados
- Anélisis de células raras:
Mastocitosis
Deteccion de células tumorales circulantes
Deteccion de células fetales en sangre materna
Deteccion de células activadas o antigeno-especificas circulantes
- Diagnostico de enfermedades congénitas plaquetarias:
Tromboastenia de Glanzmann
Sindrome de Bernard-Soulier
- Otros estudios:
Mecanismos de resistencia a drogas
Ploidia de DNA e indice de proliferacion en tumores s6lidos
Estudios de apoptosis
Estudios de funcién y activacion de plaquetas
Cinética celular
Citoquinas intracelulares

Estudios de histocompatibilidad
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7.3. CMF Yy caracterizacion del sistema inmune

El uso de la citometria de flujo ha revelado la presencia de cientos de tipos de células
fenotipicamente distintas en sangre periférica , y la capacidad de esta técnica para
discriminar tipos de células es crucial para la comprension de la inmunidad celular y la

patogénesis de distintas enfermedades.

En inmunologia, la mayoria de los estudios se centran en el andlisis de las poblaciones
linfocitarias, que pueden identificarse gracias a la expresion de distintos marcadores
(CD3 en linfocitos T, con las subpoblaciones CD4 y CD8 de LT cooperadores y
supresores, CD19 en linfocitos B, o CD56 en ausencia de CD3 en células NK). Dentro
de estas poblaciones mayoritarias es posible identificar distintas subpoblaciones. Asi,
por ejemplo, se pueden distinguir poblaciones de células T en base a si han tenido o no
contacto con el antigeno (naive, memoria y efectores), y se han propuesto diversos
marcadores (como CD45RA, CD45RO o CD27) para identificarlos. También es posible
identificar LTreguladores gracias entre otros a la expresion de CD25, FoxP3 o CD127
(147-150). Otros marcadores se pueden emplear para identificar activaciéon (como
CD25, HLADR, CD38), inhibicion (como PD1) o citotoxicidad (como CD16 y CD56).
Dentro del compartimento de células B se pueden identificar distintos estadios
madurativos gracias al estudio de marcadores como CD10, CD20, CD27 o CD38
(147,148).

Otros tipos celulares han sido menos estudiados en el ambito de la inmunologia, aunque
se dispone de marcadores para identificar numerosas poblaciones, tal como se muestra

en la Figura 20.

7.4. Estudios inmunofenotipicos mediante CMF en vitiligo

Los estudios en sangre periférica de subpoblaciones celulares implicadas en la respuesta
inmune podria contribuir a profundizar en el conocimiento de los mecanismos que
participan en los fendmenos de autoinmunidad, como del vitiligo. Sin embargo, hasta la
fecha existen muy pocos trabajos que hayan estudiado en profundidad las distintas

poblaciones celulares en sangre periférica en este contexto. Los datos reportados hasta
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ahora se resumen en el apartado 3 de la Introduccion (Sistema inmune y vitiligo), se
refieren en su gran mayoria a pacientes con vitiligo no segmentario (22,70,99,151,152).
En el caso de en pacientes con vitiligo no segmentario existe atin menos informacion, y
no existen publicaciones relevantes en los que se realice un andalisis comparativo en
pacientes con halo nevus y/u otras formas de vitiligo. Ademas, es importante sefialar
que no se ha publicado hasta la fecha ningin trabajo en el que se analice la sangre
periférica de estos pacientes mediante andlisis multiparamétrico por citometria de flujo
de alta sensibilidad (8 colores), ni en el que se estudien de forma tan exhaustiva todas
las poblaciones celulares de sangre periférica que se han analizado en el presente

trabajo.
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II. HIPOTESIS Y OBJETIVOS
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1. JUSTIFICACION

La trascendencia socio-econdmica del vitiligo asociada a su alta prevalencia (1% de la
poblacion mundial), y a su etiopatogenia ain desconocida pero probablemente
multifactorial, justifican el presente estudio. El hecho de un probable origen autoinmune
unido a determinadas caracteristicas genéticas, hace que las nuevas herramientas
inmunofenotipicas, gendémicas y transcriptomicas resulten muy atractivas para el

estudio de la enfermedad.

En nuestro conocimiento no existe ninguna publicacion en la que se haya aplicado esta
novedosa tecnologia (citometria de flujo de 8 colores) en el estudio de las poblaciones
celulares de sangre periférica que participan en la respuesta inmune en pacientes con
vitiligo. Ademas, los estudios genéticos son aun escasos y la gran mayoria no se han

realizado sobre subpoblaciones celulares purificadas.

Asimismo, un mayor conocimiento sobre la patogenia de esta enfermedad, abre un area

de oportunidad para la investigacion en el campo de la inmunooncologia en melanoma.

2. HIPOTESIS

Nuestra hipodtesis se basa en la posibilidad de que la caracterizacion de las poblaciones
celulares implicadas en la respuesta inmune que estan presentes en la sangre periférica
de los pacientes con vitiligo en sus distintas variantes clinicas (vitiligo no segmentario,
halo nevus y vitiligo no segmentario asociado a halo nevus), permita profundizar en el
conocimiento de su patogenia y potencialmente contribuir en el disefio de nuevas
estrategias terapéuticas, que podrian tener un alto impacto socio-econdémico y

emocional en los pacientes con esta enfermedad.

Para ello, en el presente estudio, hemos aplicado los recientes avances tecnoldgicos
desarrollados para el analisis inmunofenotipico mediante citometria de flujo en el
campo de la Hematologia (utilizados en diagnoéstico diferencial y monitorizacion de
enfermedad minima residual de leucemias y linfomas) al campo de la Inmunologia,

estudiando en detalle la frecuencia y el perfil fenotipico de las poblaciones celulares
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mas relevantes del sistema inmune (células T, B, dendriticas, NK, y mieloides).
Ademas, en base a las caracteristicas antigénicas, se ha realizado una separacion celular
mediante citometria de flujo (“sorting”) de las subpoblaciones celulares potencialmente
involucradas en la patogénesis del vitiligo y/o halo nevus, que estan congeladas en el
Biobanco del Hospital Universitario de Salamanca. En el futuro, y cuando se disponga
de los fondos necesarios, se realizaran estudios gendémicos y de perfil de expresion de

RNAm sobre estas poblaciones.

3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo principal

El presente estudio tiene como objetivo principal la caracterizacion detallada a nivel
inmunofenotipico (mediante citometria de flujo de alta densidad) de distintas
poblaciones celulares implicadas en la respuesta inmune en la sangre periférica de
pacientes con vitiligo y/o halo nevus, con la finalidad de identificar posibles
mecanismos asociados a la patogénesis de la enfermedad, asi como potenciales dianas

terapéuticas.

3.2. Objetivos especificos

Nos planteamos alcanzar los siguientes objetivos especificos:

1. Caracterizar, mediante citometria de flujo de alta densidad, las poblaciones celulares
implicadas en el sistema inmune (células B, T, NK, dendriticas y mieloides) presentes
en la sangre en pacientes con vitiligo y/o halo nevus y comparar su perfil de expresion

inmunofenotipico con el de individuos normales.

2.- Aislar, mediante citometria de flujo multidimensional (”sorting”), las poblaciones
celulares mayoritarias del sistema inmune (células B, T, NK, dendriticas, y mieloides),
para su congelacion por separado, de cara a realizar estudios moleculares cuando se
disponga de los fondos necesarios, que potencialmente puedan identificar vias de

sefalizacion o genes con potencial interés terapéutico en el contexto del vitiligo.
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Ademas, congelar suero de los pacientes y de los controles, para realizar estudios de

citocinas cuando se disponga de los fondos necesarios.

3. Analizar si existen diferencias en los patrones inmunofenotipicos de la sangre
periférica en relacion con las distintas variantes clinicas de la enfermedad (vitiligo no

segmentario, halo nevus asociado o no a otras formas de vitiligo)

4. Analizar la relacion de la caracterizacion inmunofenotipica en sangre periférica con
el grado de despigmentacion (grado segun Vitiligo European Task Force: VETF) y
extension de la enfermedad (superficie corporal afectada segun VETF) , asi como con
su capacidad de progresion (progresion segun VETF) o repigmentacion (segin Vitiligo

Potential Repigmenation Index: VPRI), en pacientes con vitiligo no segmentario.
5. Analizar posibles diferencias clinicas e inmunofenotipicas en sangre periférica entre
las formas de halo nevus asociado a vitiligo segmentario y halo nevus asociado o no a

otras formas de vitiligo.

6. Analizar posibles diferencias inmunofenotipicas en sangre periférica segun la

presencia o no de la comorbilidad asociada en pacientes con VNS.
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III. MATERIAL Y METODOS
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1. Diseno

Disefio observacional, descriptivo y transversal, realizado en muestras de sangre
periférica de pacientes con vitiligo y/o halo nevus, en el que se incluye un grupo control

de sujetos sanos.

2. Pacientes y Muestras

2.1. Seleccion de casos y controles

Se han incluido de forma prospectiva 43 pacientes con vitiligo, halo nevus o ambos,
diagnosticados de acuerdo con los criterios clinicos en el Servicio de Dermatologia del
Hospital Universitario de Salamanca, durante los afios 2013 y 2014. En todos los casos,
y antes de la toma de muestra, se obtuvo un consentimiento informado por escrito
especifico para el presente estudio, que habia sido previamente aprobado por el Comité

de Etica de la Investigacion Clinica del Hospital Universitario de Salamanca.

Los criterios de inclusion fueron: edad superior a 16 afios, diagnostico clinico de vitiligo

no segmentario, vitiligo mixto y/o halo nevus.

Se emplearon ademads los siguientes criterios de exclusion: presencia aislada de vitiligo
segmentario como Unica manifestacion, presencia de vitiligo focal o indeterminado (no
clasificable) como tunica manifestacion, y antecedentes de melanoma. La presencia
aislada de vitiligo segmentario o indeterminado se considera igualmente un criterio de

exclusion.

Como control, se emplearon muestras de sangre periférica de 10 voluntarios sanos, que
otorgaron su consentimiento informado y cumplian los siguientes criterios: edad
superior a 16 afios, ausencia de signos y antecedentes personales y familiares de vitiligo
y/o halo nevus, y ausencia de antecedentes personales y familiares de enfermedades

autoinmunes.

101



Con el objetivo de ajustar en lo posible las edades de los controles a las edades de los
pacientes incluidos en el estudio, la seleccion de los controles se realizo tras la inclusion
de los pacientes. Dada la distribucion por décadas de edad de los pacientes (Tabla), se

seleccionaron 4 controles de menos de 40 afos y 6 de mas de 40 afios.

Décadas Porcentaje
10-20 5,1
21-30 17,9
31-40 28,2
41-50 17,9
51-60 12,8
61-70 2,6
71-80 7,7
81-90 7,7

Tabla. 8 . Distribucion por décadas de
la edad de los pacientes reclutados.

2.2. Variables clinicas

La historia clinica fue realizada usando un cuaderno de recogida de datos estandarizado,

seguido de un examen clinico completo y evaluacion de fotografias clinicas seriadas.

Cuaderno de recogida de datos clinicos (CRD clinico)

El CRD clinico (Fig.25.) incluia datos relativos a los antecedentes personales y

familiares, caracteristicas y evolucion de la enfermedad, comorbilidades, examen fisico

completo, y fotografias seriadas.
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Para la valoracion de las formas clinicas se realizé un examen clinico completo de toda
la superficie corporal bajo luz natural y bajo luz de Wood adicional, especialmente en
aquellos pacientes con fototipos claros, comprobando la localizacion de las lesiones y

criterios de actividad o regresion.

Fig. 28. Utilidad de la luz de Wood en la valoracién de lesiones de vitiligo.

De acuerdo con las ultimas recomendaciones, los pacientes fueron inicialmente

clasificados en los siguientes grupos:

1. Vitiligo no segmentario (VNS)

2. Vitiligo mixto (vitiligo no segmentario + vitiligo segmentario: VNS+VS)
3. VNS asociado a halo nevus (VNS + HN)

4. Halo nevus (HN)

5. Halo nevus asociado a vitiligo segmentario (HN+VS)

6. Halo nevus asociado a vitiligo indeterminado (HN + Vi)

Conforme con su posible etiopatogenia, los pacientes se reclasificaron en los tres grupos

que se detallan a continuacion:

I. Vitiligo no segmentario, asociado o no a vitiligo segmentario y/o halo nevus,
que incluye las formas clinicas 1, 2 y 3.
II. Halo nevus, asociado o no a otras formas diferentes de vitiligo, que incluye

las formas clinicas 4, 5, y 6.
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III. Vitiligo no segmentario y halo nevus, constituido por la forma clinica 3.

En todos los pacientes, se utilizaron fotografias para evaluar la distribucion de las

lesiones, estimar la magnitud y actividad de las mismas asi como clasificar el subtipo de

vitiligo y comprobar la localizacion de los halo nevus, en su caso.

Las variables clinicas incluidas en el CRD se especifican a continuacion:

6.

A o

Edad

Edad de inicio del vitiligo y/o halo nevus

Meses de evolucion

Sexo

Forma clinica. Se consideraron 6 categorias, de acuerdo con las ultimas
recomendaciones de clasificacion [Vitiligo no segmentario (VNS), Vitiligo
mixto (VNS+VS), VNS asociado a halo nevus (VNS + HN), Halo nevus
(HN), Halo nevus asociado a vitiligo segmentario (HN+VS), y Halo nevus
asociado a vitiligo indeterminado (HN + Vi)]. Posteriormente se agruparon
en dos grupos de analisis [VNS con/sin VS y HN —formas clinicas 1,2,3-;
HN con/sin otras formas diferentes de vitiligo —formas clinicas 4,5, y 6-], y
por resultar de especial interés, se considerd por separado el subgrupo de

pacientes con VNS y HN [—forma clinica 3-].

Fig. 29. Vitiligo segmentario

Tipo de vitiligo no segmentario. De acuerdo con las ultimas

recomendaciones, los pacientes con VNS fueron clasificados en 4 tipos se-
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gun su expresividad clinica: “acrofacial”, “generalizado”, “universal” y

“mucoso”.

Fig. 30. Vitiligo acrofacial

Fig. 31. Vitiligo generalizado
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Fig. 32. Vitiligo universal

Fig. 33. Vitiligo mucoso y periorificial/periareolar

7. Presencia de halo nevus. Se consideraron las siguientes posibilidades:
a. Numero: “Uno” o “mas de uno”.
29 ¢

b. Localizacion: “tronco”, “extremidades” o “cabeza y cuello”.

c. Presencia o no de leucotriquia.
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Fig. 35. HN regresados

Fig. 36. HN en repigmentacion
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Fig. 37. Leucotriquia asociada a HN

8. Antecedentes personales: comorbilidades

a. Rasgos de atopia (presencia o no de rinitis, conjuntivitis,
rinoconjuntivitis, asma, dermatitis o alergia de contacto.)

b. Enfermedades dermatologicas presumiblemente  autoinmunes
(presencia o no ausencia de alopecia areata, urticaria, psoriasis, lupus
u “otra”).

c. Enfermedades autoinmunes sistémicas (presencia o ausencia de
alteraciones tiroideas, Diabetes Mellitus tipo I u “otra™).

9. Antecedentes familiares de vitiligo y/o halo nevus. Se consideraron 4
categorias: “no tener antecedentes familiares”, “antecedentes familiares de
primer grado”, “antecedentes familiares de segundo grado” y “antecedentes
familiares lejanos”.

10. Antecedentes familiares de otras enfermedades autoinmunes cutdneas. Se
consideraron 4 categorias: “no tener antecedentes familiares”, “antecedentes
familiares de primer grado”, “antecedentes familiares de segundo grado” y
“antecedentes familiares lejanos™.

11. Antecedentes familiares de enfermedades autoinmunes sistémicas. Se
consideraron 4 categorias: “no tener antecedentes familiares”, “antecedentes
familiares de primer grado”, “antecedentes familiares de segundo grado” y
“antecedentes familiares lejanos™.

12. Factor desencadenante. Se considerd la presencia o ausencia de “factores
quimicos”, “estrés” u “otro”. Por resultar de especial relevancia, se considerd
de forma individualizada el Fenomeno de Koebner, clasificado en 4 grupos
segun su tipo clinico:

0 = ausencia

1 =tipol
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2 =tipo 2A
3 =tipo 2B
4=Tipo 1 +2B

Fig. 38. Fenémeno de Koebner 1

Fig. 39. Fenémeno de Koebner 2A
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Fig. 40. Fenomeno de Koebner 2B, inducido por depilacion con pinzas

13. Superficie corporal afectada. Estimada en porcentaje y estratificada en
grados de severidad: leve (1-25%), moderado (26-50%), extenso (51-75%) y
grave (76-100%).
14. Actividad. Se consideraron 2 indices de actividad:
VIDA: valorado por el propio paciente, con puntuaciones de -1 a 4
VETF: valorado por el clinico, considerando 2 aspectos:
Grado: de 0 a 20

Progresion: de -5 a 5

Fig. 41. Vitiligo en progresion con despigmentacion parcial
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Fig. 42. Vitiligo estable con despigmentacion total

Fig. 43. Vitiligo en repigmentacion

14. Capacidad de repigmentacion. Medido segin el indice VPRI (Cociente
lesiones con capacidad de repigmentacion / lesiones con incapacidad de
repigmentacion), recodificado en tres categorias:

0. Escasa capacidad de repigmentacion VPRI <1

1. VPRI=1

2. Altas probabilidades de repigmentacion VPRI >1
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Fig. 44. Leucotriquia y ausencia de vello: escaso potencial de repigmentacion

15. Calidad de vida. Medido segin indice DLQI, con puntuaciones de 0 a 30,

considerandose grave afectacion de la calidad de vida por encima de 10.

3. Metodologia de estudio

3.1 Estudios inmunofenotipicos de sangre periférica por citometria de flujo

multiparamétrica:

Los estudios inmunofenotipicos se llevaron a cabo en muestras de sangre periférica
durante las primeras 24 horas tras su extraccion. Se emplearon técnicas de
inmunofluorescencia directa de alta resolucion (8-colores) y alta sensibilidad (més de 1
millon de células analizadas), mediante marcajes octuples (PacB / PacO / FITC / PE /
PerCP-Cy5.5 / PECy7 / APC / APCH7), con las siguientes combinaciones de

anticuerpos monoclonales:
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. CLA /CD27/CD45RA /CD127/CD8/CD25/ CD4 / CD3

. CLA/CD27/DR/PD1/CD8/TCRgd/CD4/CD3

. CD20/CD45 / sIgM /sIgG / CD19 / CD10/ CD27 / CD38

. CD20/CD45 / sIgM /sIgA / CD19 / CD10/ CD27 / CD38

. HLA-DR /CD45/CD16/CD33/CD3/CD56/CDI123 /CD14

El panel de anticuerpos monoclonales permite la identificacion de células T (CD3),
colaboradoras (CD4) y citotoxicas (CDS8), ademds de otros compartimentos minoritarios
como células T reguladoras CD4 y CD8 (CD25++ / CD127+dim), y con potencial de
circulacion por piel (CLA+: Cutaneous Lymphocyte associated antigen), células T
gamma-delta (TCRgd+). Ademas, permite estudiar en detalle la maduracion periférica
de células T CD4 y CDS con la identificacion de los compartimentos naive (CD45RA+
/ CD27+), memoria central (CD45RA-/ CD27+), memoria efectora (CD45RA-/ CD27-
), y efector (CD45RA+ / CD27-). También permite evaluar la expresion en células T
de marcadores de activacion (CD25 o HLA-DR), inhibicion (PD1: (Programmed cell
death 1)), o asociados a citotoxicidad (CD16+ y/o CD56+).

El panel permite ademads estudiar en detalle las células B (CD19) en sangre periférica,
identificando los compartimentos de células B inmaduras (CD10+ / CD38+), naive
(sigM+ / CD27-), de memoria (CD27+), y plasmablastos (CD27++ /CD38++),y la
distribucion de células B de memoria y plasmablastos para las inmuglobulinas 1gM,

IgG, e IgA.

También es posible cuantificar las células dendriticas plasmocitoides (CD123+ HLA-
DR+), y mieloides (HLA-DR+ / CD33+ / CD14-), las células natural-killer (CD56/ /
CD3-), con sus subpoblaciones (CD56++ y CD56+) y células natural killer activadas
(HLA-DR+), basofilos (CD123+ / HLA-DR-), monocitos (CD33++ / HLA-DR+), con
sus tres poblaciones: “clasicos” (CD14++CD16-), “intermedios” (CD14++ CDI16+) y
“no clasicos” (CD14-/dim CD16+), y granulocitos (CD16+/ CD14-/ SSChi).

La adquisicion se realiz6 en un citometro FACS Canto II [BD Biosciences (BDB), San
José, CA], adquiriendo en todas las muestras al menos 1 millén de células mediante el
software BD FACSDiva 6.0 (BDB). El andlisis de los datos se realizo6 mediante el

programa informatico Infinicyt (Cytognos, Espafia).
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Fig. 45. Citometro FACSCanto II BD Biosciencies

Se recogid informacion sobre el porcentaje de cada poblacion sobre la celularidad
global de sangre periférica, y el porcentaje porcentaje parcial de subpoblaciones dentro
de un determinado grupo celular. Posteriormente se calcularon los numeros absolutos de
cada poblacion analizada mediante doble plataforma empleando para ello los datos de
numero de leucocitos del hemograma, que se realizé en un contador automatico Sysmex

Roche XE-2100.

Las poblaciones analizadas se especifican a continuacion:

% Parcial % Total
(sobre (sobre leucocitos
subpoblacones) totales)
COMBINACION

CLA /CD27/CD45RA /CD127/CD8/CD25/CD4/ CD3
(Caracterizacion de LT y su maduracion periférica)

LINFOCITOS T CD3+ (sobre total de células)

LINFOCITOS T CD4 (sobre LT CD3+)

CD3+ CD4+ (sobre LT CD4)

REG CD4: CD25++ CD127+

(sobre REG LT CD4)

REG CD4 CLA+

REG CD4 CLA-
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CD4 CD127+ CD25-

(sobre CD4 CD127+ CD25-)

CD4 CD127+ CD25- CLA+

CD4 CD127+ CD25- CLA-

CD4 CD127-

CD3+ CD4+ (sobre LT CD4)

CD4 NAIVE: CD45RA+ CD27+

CD4 MC: CD4A5RA- CD27+

CD4 ME: CD45RA- CD27-

CD4 ETD: CD45RA+ CD27-

LINFOCITOS T CD8 (sobre LT)

CD3+ CD8+ (sobre LT CD8)

REG CDS8: CD25++ CD127+dim

CD8 CD127+ CD25-

CD8 CD127+ CD25- CLA+

CD8 CD127+ CD25- CLA+

CD8 CD127-

CD8 CD127- CLA+

CD8 CD127- CLA+

CD3+ CD8+ (sobre LT CD8)

CD8 NAIVE: CD45RA+ CD27+

CD8 MC: CD45RA- CD27+

CD8 ME: CD45RA- CD27-

CD8 ETD: CD45RA+ CD27-

CD3+ CD4+ / CD8+ (sobre LT CD3+)

CD3+ CD4- / CD8- (sobre LT CD3+)

COMBINACION
CLA /CD27/DR/PD1/CD8/TCRgd/CD4/CD3
(Marcadores de activacion e inhibicion de LT y LTgd)

LINFOCITOS T CD3+ (sobre total de células)

CD3+ TCR gd+ (sobre LT CD3+)

LINFOCITOS T CD4 (sobre LT CD3+)

CD3+ CD4+ CLA+ (sobre LT CD4+)

CD3+ CD4+ CLA+ DR+

CD3+ CD4+ CLA+ DR-

CD3+ CD4+ CLA+ PD1+

CD3+ CD4+ CLA- (sobre LT CD4+)

CD3+ CD4+ CLA- DR+

CD3+ CD4+ CLA- DR-

CD3+ CD4+ CLA- PD1+
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LINFOCITOS T CDS8 (sobre LT CD3+)

CD3+ CD8+ CLA+ (sobre LT CD8+)

CD3+ CD8+ CLA+ DR+

CD3+ CD8+ CLA+ DR-

CD3+ CD8+ CLA+ PD1+

CD3+ CD8+ CLA- (sobre LT CD8+)

CD3+ CD8+ CLA- DR+

CD3+ CD8+ CLA- DR-

CD3+ CD8+ CLA- PD1+

COMBINACIONES

CD20/CD45 / sIigM / sIgG / CD19 / CD10 / CD27 / CD38
CD20/CDA45 /sIgM / sIgA / CD19 / CD10/ CD27 / CD38

(Caracterizacion de LB)

LINFOCITOS B (sobre total de células)

sobre Linfocitos B:

INMADUROS CD10+ CD38+

NAIVE CD27- slgM+

MEMORIA CD27+

Sobre LB de memoria:

slgM

slgG

slgA

PLASMOCITOS CD27++ CD38++

Sobre plasmocitos:

slgM

slgG

slgA

COMBINACION

HLA-DR /CD45/CD16 /CD33 /CD3 /CD56 /CD123 /CD14
(Caracterizacion del resto de poblaciones mieloides, células dendriticas y NK)

Sobre células totales:

GRANULO (SSC, 33+ DR- 16+ 14-)

BASOFILOS (CD123+ DR-)

Eosinofilos (SSC y AF)

Linfocitos T CD3+

Sobre Linfocitos T CD3+:

CD3+ CD16+

CD3+ CD16-

NK (CD56+ CD3-)

Sobre células NK:

NK precurs (CD56++ CD16-)

NK mad (CD56+ CD16+)
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(sobre células NK) NK HLADR+

CD PLM (CD123++ DR++)

CD MIEL (DR+/ CD33+/CD14-)

MONOCITOS (HLA-DR+ CD33++)

(sobre monocitos)

CLASICOS (CD14++ CD16-)

INTERMEDIOS (CD14++ CD16+)

NO CLASICOS (CD14-/+ CD16++)

Tabla.9. Plantilla de recogida de datos analiticos

SSC-A Exp-5SC Low
SSC-H Exp-SSC Low
SSC-A Exp-SSC Low

SSC-A Exp-SSC Low
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Figura 46: Plots representativos de algunas de las poblaciones analizadas en sangre periférica. Paneles A,
B, C, Dy E: Celularidad total, con LTCD3 en amarillo (paneles A y B) y LT TCR GD en rojo (paneles A,
By E). LT CD4+ en amarillo y LTCD8+ en azul (paneles C y D). Panel F: Poblaciones segin grado de
maduracién periférica sobre LT CD4+ (naive: amarillas; memoria central: verde claro; memoria efectora:
verde oscuro; y efectoras: marrén). Panel G: LT reguladores (verde). Panel H: Expresion de CLA en los
LTCD4 representados en el panel G.
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Figura Y: Plots representativos de algunas de las poblaciones analizadas en sangre periférica. Paneles A,
B, C, D y E: Compartimento B de sangre periférica: LB inmaduros (rojo), LB naive (azul); LB de
memoria (rosa claro y oscuro) y Linfoplasmablastos (morado). Panel E: Células NK (naranja y ocre) y LT
CD3 y T-NK (verde claro y oscuro). Panel F: Células NK inmaduras (ocre) y maduras (naranja). Paneles
G y H: Monocitos clasicos (azul claro), intermedios (azul medio) y no clasicos (azul oscuro).

3.2. Aislamiento de poblaciones celulares y almacenamiento de sueros

Una vez realizado el estudio inmunofenotipico, la muestra restante se procesd para
separar diferentes subpoblaciones mediante un separador celular. Se aislaron las
poblaciones de Linfocitos CD4, Linfocitos CDS8, Linfocitos T gd, Linfocitos T
reguladores, y neutrofilos. Para la realizacion del “sorting”, las muestras se separaron
inicialmente por gradiente de densidad (Ficoll), obteniéndose por separado células
mononucleares y neutrofilos. La capa mononuclear se marcé inmediatamente con
técnicas de inmunofluorescencia mediante marcajes cuadruples (TCR-GD-FITC / CD4-
PE / CD8-PerCP-Cy5.5 / CD3-APC), y las muestras se adquirieron en un citometro
separador celular FACSAria III (Becton Dickinson Biosciences), empleando para el
programa informatico FACSDiva. Antes de la separacion, se adquirieron 3000 células
para definir las ventanas (“gates™) y la estrategia de adquisicion. Se confirmo la pureza
de cada poblacion mediante la adquisicion posterior de una pequefia muestra de cada
poblaciéon separada. Las distintas poblaciones celulares se congelaron en RTL plus y
estan almacenadas para realizar estudios genomicos cuando se disponga de los fondos

necesarios.
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Los sueros de los pacientes y de los controles se almacenaron congelados a -80°C, para
realizar estudios posteriores de cuantificacion de citocinas, cuando se disponga de los

fondos necesarios.

4. Estudio estadistico:

El andlisis descriptivo de la poblacion estudiada se llevo a cabo utilizando el programa
estadistico Statiscal Package for the Social Sciences (SPSS) version 20.0 (IBM,
Chicago, Illinois, EEUU). En todos los casos se ha comprobado la normalidad de las
variables con el test de Kolmogorov-Smirnov. Las variables cuantitativas fueron
expresadas con medidas de tendencia central como la media y la mediana y rango
intercuartil , segun las caracteristicas de la variable (al ser una muestra pequefia y la
mayoria de las variables con una distribucidon asimétrica) y medidas de dispersion
como la desviacion estdndar. Por su parte, las variables cualitativas fueron expresadas

como numero y porcentaje en los diferentes grupos.

Para analizar la asociacion entre las variables cualitativas se utilizo el Test Chi cuadrado
y test exacto de Fischer. La comparacion de medias entre dos grupos se estudié con la
prueba t de Student o U de Mann Whitney y en el caso de que el numero de grupos
fuera mayor, se aplic6 un analisis de la varianza (ANOVA) con la prueba post hoc Least
significant difference (LSD) o test de Kruskal-Wallis. Para analizar la relacion entre dos

variables cuantitativas se utiliz6 la Correlacion de Spearman.

En todos los casos, para los contrastes de hipdtesis se fijo un riesgo alfa de 0,05 como

limite de significacion estadistica.
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IV. RESULTADOS
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1. DESCRIPCION DE LA SERIE

1.1 Variables demograficas (edad y sexo)

La media de edad de los pacientes en el momento del diagndstico fue de 44 afos = 18
DE (intervalo: 16-84 afios), no existiendo diferencias estadisticamente significativas
con el grupo control. Tampoco existen diferencias estadisticamente significativas en la
distribucién por sexos entre ambos grupos, aunque en la muestra de pacientes hay una

mayor proporcion de hombres que en el grupo control.

TABLA 10. Edad y sexo de la muestra global

Vitiligo Control p-valor
n=43 n=10
Edad* 44+18 40+17
43 40 0.56
(29-55) (27-46)
Sexo
Hombre | 24 (56%) 4(40%) 0.48
Mujer 19 (44%) 6 (60%)

* Valores expresados en MediatDesviacion estandar, Mediana, y
Rango intercuartil

1.2. Variables clinicas

1.2.1. Formas clinicas

De acuerdo con las tultimas recomendaciones internacionales, se clasificaron los
pacientes en 6 grupos (Tabla 11) y, a efectos estadisticos, se fusionaron en dos grupos

de andlisis, de acuerdo con su posible diferente etiopatogenia.
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TABLA 11. Formas clinicas de los pacientes con Vitiligo y/o halo nevus

Vitiligo y/o Halo Nevus

n=43
N (%)
Forma clinica
VNS 24 (57)
Vitiligo Mixto (VNS+VS) 1(2)
VNS-+HN 5(12)
HN 9(21)
VS+HN 2(4)
Vitiligo indeterminado+HN 24
Formas clinicas dicotomicas
Vitiligo No Segmentario 30 (69,8)
Otros vitiligos y Halo nevus 13 (30,2)

VNS: Vitiligo No Segmentario. VS: Vitiligo Segmentario. HN: Halo Nevus.

Respecto a la edad (Tabla 12), en el momento de la realizacion del presente estudio, los
pacientes con vitiligo no segmentario tenian una edad significativamente inferior que
los pacientes con halo nevus y otros vitiligos (media + DE de 49+19 y 32+9 afios,
respectivamente; p=0.01). Como cabia esperar, también la edad de inicio fue
significativamente mayor en los pacientes con vitiligo no segmentario que en los casos
de halo nevus asociados o no a otras formas de vitiligo (media+DE de 32421 vs 17+11
afos, respectivamente; p=0.02). Aunque la distribucion por sexos era diferente en
ambos grupos (Tabla 12), con predominio del sexo masculino en los caso de vitiligo no
segmentario y de sexo femenino en el grupo de halo nevus y/u otros vitiligos, las
diferencias no alcanzaban la significacion estadistica, posiblemente debido el tamafio de

la serie. Cabe senalar, que el tiempo de seguimiento hasta el presente estudio (variable:

“Meses de evolucidon™) era similar en ambos grupos.
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TABLA 12. Datos demograficos y tiempo de evolucion de las formas clinicas

Vitiligo No Otros
Segmentario Vitiligos y HN | p-valor
n=30 n=13
Edad* 49+19 32+9
47 30 0.001
(35-61) (25-40)
Edad de 32421 17+11
inicio* 30 19 0.02
(15-45) (7-24)
Meses de 205+218 136+127
evolucion* 132 48 0.61
(8-378) (24-276)
Sexo
Hombre 19 (63%) 5 (38%) 0.18
Mujer 11 (37%) 8 (62%)

* Valores expresados en Media + Desviacion estandar, Mediana, y Rango
intercuartil

1.2.2. Tipos clinicos de vitiligo no segmentario y afectacion mucosa

La mayoria de los pacientes con vitiligo no segmentario presentan una distribucioén
acrofacial y afectacion mucosa, preferentemente orogenital (Tabla 13).

TABLA 13. Caracteristicas de los pacientes con Vitiligo no segmentario (n=30)

N (%)
Vitiligo no segmentario
Acrofacial 16 (53)
Generalizado 12 (40)
Universal 2(7)

Afectacion mucosa (VNS)
No 14 (47)
Genital-perianal 4 (13)
Orogenital-perianal 12 (40)
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1.2.3. Fototipo y desencadenantes segun formas clinicas

La mayoria de los pacientes con VNS pertenecian al fototipo III (60%) de Fitzpatrick,
mientras que en el caso de los pacientes con HN y/u otras formas de vitiligo era mas
frecuente el fototipo II (62%), aunque las diferencias no alcanzaron la significacion

estadistica. (Tabla 14).

No se objetivo ningun desencadenante en la mayoria de los pacientes, a excepcion del
estrés en 2 pacientes con VNS (Tabla 14). Respecto al fenomeno de Koebner, todos los
pacientes con VNS presentaban algin grado de afectacion, siendo lo mas frecuente
(83%) del tipo 2A, propio de la localizacion de las lesiones en areas de presion/friccion
o relacionado con ropa u accesorios (ver fig. . en pag. ). Ninguno de los pacientes con
HN presentaba fenomeno de Koebner, y so6lo se detectd en dos pacientes con vitiligo
indeterminado asociado, y que correspondian en ambos casos con aéras
hipopigmentadas focales sobre espinas vertebrales lumbares, sometidas a presion (Tabla

14).

TABLA 14. Caracteristicas de las formas clinicas

Vitiligo No Segmentario | Otros Vitiligos y HN | p-valor
n=30 n=13
Fototipo 0,18
II 10 (33%) 8 (62%)
111 18 (60%) 5(38%)
1\% 2 (7%) 0()
Desencadenante 1
No 28 (93%) 13 (100%)
Estrés 2 (7%) 0()
Fenomeno de Koebner <0,01
No 0(-) 11 (85%)
I 0(-) 1 (8%)
I1(2A) 25 (83%) 1 (8%)
I11(2B) 4 (13%) 0()
IV(1+2B) 1 (3%) 0()
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1.2.4. Grados de afectacion segun formas clinicas

Los grados de afectacion se analizaron en el grupo de VNS (n=30) y en el grupo de
“otros vitiligos” (n=4), dado que no eran aplicables a los casos con HN aislados. En la
Tabla 15 se muestran los grados de afectacion, de acuerdo con diferentes escalas, en
ambos grupos de pacientes. Acorde con lo esperado, las variables referidas a la

superficie corporal afectada eran mayores en el grupo de VNS (Tabla 15).
Respecto a la estabilidad de la enfermedad, también segun lo esperado, la mayoria de

los pacientes presentaban estabilidad clinica, evaluada segin VETF (Tabla 15),

juntamente con una elevada capacidad de repigmentacion medida segun el indice VPRI.

TABLA 15. Grados de afectacion segin grupos clinicos

Vitiligo No Segmentario Otros vitiligos
n=30 (n=4)
Superficie corporal 15+23 2+1
afectada (%)* 5 2
(2-26) (1-3)
Superficie corporal
afectada por grados
Leve 1-25% 22 (73%) 4 (100%)
Moderado 26-50% 6 (20%) 0()
Grave 76-100% 2 (7%) 0(-)
Grado de 6+4 1,5+1
despigmentacion 5 1
segun VETF* (3,0-0,25) (1,00-0,50)
Progresion
segin VETF
0
1 20 (66%) 4 (100%)
2 5 (7%) 0(-)
5(7%) 0(-)
Vitiligo Potential
Repigmentation Index
Menor de 1 8 (27%) 1 (25%)
Igual a 1 3 (10%) 1 (25%)
Mayor de 1 19 (63%) 2 (50%)

* Valores expresados en Media+Desviacion estandar, Mediana, y Rango intercuartil
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Sin embargo, el indice VIDA, que estima la actividad de la enfermedad de forma
subjetiva, muestra que la mayoria (66%) de los pacientes con VNS refieren algun
grado de actividad, al contrario que en el grupo de HN, en el que la mayoria (77%)

refiere estabilidad (Tabla 16).

Respecto a la calidad de vida medida segiin el indice DLQI, la mayoria de pacientes
(70% de VNS y 100% de HN y/u otras formas de vitiligo) mostraban puntuaciones
minimas (nula o minima afectacion de la calidad de vida), variando de un minimo de 0 a

un maximo de 9 en los pacientes con VNS (Tabla 16).

TABLA 16. indices VIDA y DLQI segiin grupos clinicos

Vitiligo No Otros vitiligosy HN | p-
Segmentario (n=13) valor
(n=30)
Vitiligo Disease Activity 0.010
Repigment. espontdanea 4 (14%) 0(-)
Estable por 1 ano 6 (20%) 10 (77%)
Activo en el ultimo ario 6 (20%) 3 (23%)
Activo por 6 meses 7 (23%) 0(-)
Activo por 3 meses 4 (14%) 0(-)
Activo por 6 semanas 2 (7%) 0(-)
Dermatology Life Quality 0.027
Index
0 13 (50%) 12 (92%)
1 8 (3%) 1 (8%)
3 1 (4%)
4 2 (8%)
6 1 (4%)
9 1 (4%)

1.2.5. Caracterizacion de Halo Nevus

El grado de afectacion en halo nevus se evalu6 de acuerdo con el nimero de halo
nevus encontrados, su localizacion y la presencia o no de leucotriquia, que supone un
dafio mas difuso de los melanocitos. Se detectd presencia de HN en un total de 18
pacientes, sin datos de vitiligo (n=9), asociado a vitiligo no segmentario (n=5), o a otras
formas de vitiligo (n=4). La mayoria de los pacientes presentaban 3 o mas lesiones, con
localizacion preferente en el tronco y solo 2 de ellos mostraban leucotriquia, ambos del

grupo de halo nevus asociado o no a otras formas de vitiligo no segmentario.
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TABLA 17. Caracterizacion de los halo nevus

Vitiligo y/o Halo Nevus
n=18
n (%)
Numero (HN)
1 4 (22)
2 3 (16,7)
3 5(28)
4 3(16,7)
>=5 3(16,7)
Localizacion (HN)
Tronco 14 (78)
Cabeza-cuello y tronco 3 (16)
Tronco y extremidades 1(6)
Leucotriquia (HN)
No 16 (89)
Si 2 (11)

1.2.6. Antecedentes personales y familiares

No se encontraron diferencias en los antecedentes personales entre los grupos de VNS y
HN, asociados o no a otros tipos de vitiligo (Tabla 18), ni en lo que se refiere a atopia u
otras enfermedades cutaneas, ni en lo que se refiere a enfermedades sistémicas de

origen inmune (Tablal8).

Respecto a los antecedentes familiares, la mitad (53%) de los pacientes con VNS tenian
antecedentes familiares de enfermedades autoinmunes cutaneas, que ocurrian con
menos frecuencia (23%) en los pacientes con HN asociados o no a otras formas de
vitiligo, aunque las diferencias no alcanzaron la significacion estadistica. Los
antecedentes mas frecuentes fueron vitiligo (47%, de los cuales 12% (n=4) eran
familiares de primer grado), vitiligo y psoriasis (3%) y vitiligo y halo nevus (3%). En
cuanto a los antecedentes familiares de enfermedades sistémicas autoinmunes, ambos
grupos de pacientes tenian antecedentes aproximadamente en un tercio de los casos,

aunque tampoco se encontraron diferencias significativas entre ambos grupos (Tabla

18).
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TABLA 18. Antecedentes personales y familiares

Vitiligo No Otros Vitiligos y p-
Segmentario HN valor
n=30 n=13
n(%) n(%)
Atopia 0.98
No 23 (77%) 10 (77%)
Si 7 (23%) 3 (23%)
Tipos
Ninguno 23 (77%) 10 (77%)
Rinitis 4 (14%) 2 (15%)
Conjuntivitis 1 (3%) 0
Rinoconjuntivitis 1 (3%) 0
Asma 1 (3%) 0
Contacto 0 1 (8%)
Otras enf. cutaneas 0.81
No 27 (90%) 12 (92%)
Si 3 (10%) 1 (8%)
Tipos de enf. cutaneas
Ninguna 27 (90%) 12 (92%)
Alopecia areata 0 1(85)
Urticaria 1(3,3%) 0
Urticaria y psoriasis 1(3,3%) 0
Otra 1 (3,3%) 0
Enf. sistémicas 0.69
No 23 (77%) 11 (85%)
Si 7 (23%) 2 (15%)
Tipos de enf. sistéemicas 0.30
Ninguna 23 (77%) 11 (85%)
Hipotiroidismo 6 (20%) 1 (8%)
Diabetes Mellitus 1 1 (3%) 0 (0%)
Otra 0 (0%) 1 (8%)
AF cutaneos 0.09
No 14 (47%) 10 (77%)
Si 16 (53%) 3 (23%)
Tipos de AF cutaneos
Ninguno 14 (47%) 10 (77%)
Vitiligo 14(47%) 1 (7,7%)
Halo nevus 0 1 (7,7%)
Psoriasis 0 1 (7,7%)
Vitiligo y Halo nevus 1 (3%) 0
Vitiligo y psoriasis 1 (3%) 0
AF enfermedades 0.72
sistémicas 10 (77%)
No 21 (70%) 3 (23%)
Si 9 (30%)
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Tipos de AF de enf- 0.34
Sistémicas
No AF 21 (70%) 10 (77%)
Hipotiroidismo 8 (27%) 2 (15%)
Diabetes Mellitus 1 0 (0%) 1 (8%)
Lupus Eritematoso Sistémico 1 (3%) 0 (0%)

AF: Antecedentes familiares. HN: Halo Nevus

1.2.7. Tratamiento

Como cabia esperar, los pacientes con VNS demandaron tratamiento con mas
frecuencia que los pacientes con HN, conforme con la superficie corporal afectada en
cada caso, y con una consecuente mayor repercusion sobre la calidad de vida.

Asi, una vez incluidos en el estudio y realizada la extraccion de sangre, recibieron
tratamiento el 45% de los pacientes con VNS y ninguno de los pacientes con HN y /u
otras formas de vitiligo.

El tratamiento siempre fue topico, con Tacrolimus en todos los casos excepto en uno,
en que fue necesario tratamiento con UVB de banda estrecha, con escasa repercusion

sobre los indices de severidad.

TABLA 19. Tratamientos segin grupos clinicos

Vitiligo No Otros Vitiligos y p-valor
Segmentario HN
n=30 n=13
No tratamiento 15 (52%) 13 (100%) 0.009
Tacrélimus topico 13 (45%) 0
UVB 1 (3%) 0

1.3. Variables analiticas de autoinmunidad

Se realizo estudio tiroideo y de autoinmunidad (Tabla 20) a todos los pacientes en el
momento de entrar en el estudio, sin que se encontraran diferencias estadisticamente

significativas entre ambos grupos.
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TABLA 20. Datos analiticos segiin grupos clinicos (I)

Vitiligo No Segmentario Otros Vitiligos y HN p-
n=30 n=13 valor
aTG* 44+71 30+£26
21 21
(16 -43) (18-29) 0,95
aPOT* 35+61 17£12
13 16
(8-35) (8-23) 0,96
TSH* 2,3+1,6 1,8+0,7
1,7 1,5
(1,4-3,0) (1,4-2,5) 0,69
T4* 1,1+0,04 1,4+0,7
1,1 1,2
(1,1-1,3) (0,9-1,3) 0,83
ANA
Negativo 25 (96%) 9 (82%) 0,20
Positivo 1 (4%) 2 (18%)

* Valores expresados en MediatDesviacion estdndar, Mediana, y Rango intercuartil

aTG: anti-Tiroglobulina (0 -115 Ul/ml). aPOT: anti-peroxidasa tiroidea (0 - 34 Ul//ml). TSH:
Hormona estimulante del tiroides (0,27 - 4,2uU/ml). T4: Tiroxina 4 (0,88 -1,7 ng/dl). ANA:
Anticuerpos anti nucleares.

Empleando como referencia los valores normales de las variables de autoinmunidad
estudiadas (Tabla 21), como cabia esperar, los pacientes con VNS presentaban con mas
frecuencia valores anormales, presentando elevacion de los titulos de anti-peroxidasa
tiroidea (n=6), de los niveles de anticuerpos anti-tiroglobulina (n=1) y de las cifras de
TSH (n=2), en rango subclinico, y no coincidentes con las alteraciones en los titulos de
anticuerpos. En el grupo de HN y otros vitiligos, s6lo 1 caso presentaba elevacion de los
titulos de anti-peroxidasa tiroidea, con el resto de las determinaciones dentro de la

normalidad.
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TABLA 21. Datos analiticos segin grupos clinicos (IT)

Vitiligo No Otros Vitiligos p-
Segmentario y HN valor
n=30 n=13
aTG 0,44
Normal (<115) 95% 100%
Elevado (>115) 5% 0%
aPOT 0,26
Normal (<34) 76% 92%
Elevado (>34) 24%, 8%
TSH 0,36
Normal (0,27-4,2) 93% 100%
Elevado (>4,2) 7% 0%
T4 1
Normal (0,4-1,9) 100% 100%
Elevado (>1,9) 0% 0%

aTG: anti-Tiroglobulina (0 -115 Ul/ml). aPOT: anti-peroxidasa tiroidea (0 - 34 UI//ml). TSH: Hormona
estimulante del tiroides (0,27 - 4,2uU/ml). T4: Tiroxina 4 (0,88 -1,7 ng/dl).

2. RESULTADOS POR OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO 1:

Caracterizar, mediante citometria de flujo de alta densidad, las poblaciones
celulares implicadas en el sistema inmune (células B, T, NK, dendriticas y
mieloides) presentes en la sangre en pacientes con vitiligo y/o halo nevus y
comparar su perfil de expresion inmunofenotipico con el de individuos

normales.

2.1.1. Casos totales frente a controles

En primer lugar, se compararon los resultados del total de pacientes con vitiligo y/o halo
nevus (n=43) con el grupo control de sujetos sanos (n=10), que mostro algunas

diferencias en las poblaciones analizadas en sangre periférica (Tabla 22).
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El recuento total de leucocitos en sangre periférica era significativamente menor en el
grupo problema que en control (media +DE de 5,90+1,53x10°/L vs 7,44+1,25x10°/L;
p= 0,004), fundamentalmente debido a un menor numero absoluto de linfocitos T CD3+

(p=0,02) y de granulocitos (p=0,01).

Respecto a las poblaciones mayoritarias de linfocitos T, el grupo problema mostraba un
descenso de numeros absolutos de LTCD3 respecto al control (1178,6£506,0 vs
1503,24383,4 cels/ul; p=0,02), a expensas tanto de LTCD4 (668,1+348,4 vs 838,9+
177,9 cels/ul; p=0,015) como de LTCDS8 (424,8+195,3 vs 569,7+ 218,3 cels/uL;
p=0,048).

Cuando se analizan las subpoblaciones de LTCD4 y CD8 de acuerdo a su maduracion
periférica (LT naive, LT de memoria central, LT de memoria efectora y LT efectores),
solo se aprecian diferencias en el compartimento de LT naive, que estan disminuidos en
numeros absolutos en el grupo problema tanto en los LT cooperadores CD4+ (238,05+
208,77 vs 315,17£76,77 cels/uL; p=0,07), como en los LT supresores CDS8+
(106,36£88,25 vs 155,64+56.22 cels/ul; p=0,044), en los que las diferencias alcanzan
significacion estadistica. No se observaron cambios en el resto de las subpoblaciones
analizadas (memoria central, memoria efectora o efector), ni cuando se consideraron en
nimeros absolutos en sangre periférica, ni cuando se consideraron en niimeros relativos
respecto a la celularidad global de la sangre periférica (% total) ni respecto a cada una

de las subpoblaciones mayoritarias de LTCD4+ o LTCD8+ (% parcial).

Como se ha comentado previamente, los LT reguladores parecen tener un importante
papel en la patogenia del vitiligo. En nuestra serie, hemos encontrado que los pacientes
con vitiligo y/o halo nevus tienen un menor nimero absoluto de LTCD4reg (CD25++
CD127+dim) que el grupo control (45,77+26,66 vs 55,83+13,10 cels/uL; p=0,053). No
encontramos diferencias respecto a la poblacion de LTCD8+CD25++ CD127+dim, que

aunque es mucho menos conocida, también se le han atribuido funciones reguladoras.

Respecto a las poblaciones de LT no reguladores que se pueden definir en base a la

expresion de CD127 (receptor de IL7), encontramos que los pacientes tenian menos
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numeros absolutos que los controles sanos tanto de LTCD4+ CD127+ (601,81+£326,59
vs 764,47+174,17 cels/uL; p=0,018) como de LT CD8+CD127+ (280,14+145,89 vs
373,80+£130,22 cels/ul; p=0,020). Esto no se asociaba con diferencias ni en nimeros
absolutos ni en relativos de las poblaciones de LTCD4 ni CD8 CD127-, poblaciones

celulares que se han relacionado con situaciones de activacion linfocitaria.

Existen otras subpoblaciones de linfocitos T que estdn mucho menos representadas en la
sangre periférica, como los LT RCT gamma-delta, o los LT que coexpresan CD4 y
CD8, y en nuestra serie no encontramos ninguna diferencia entre el grupo de pacientes y
el grupo control, ni en nimeros absolutos ni relativos. Otra poblacion minoritaria de LT,
de funciones menos conocidas, que expresa CD3 en ausencia de CD4, CD8 o RCT
gamma-delta, estaba significativamente disminuida en el grupo de pacientes respecto a
los controles, tanto en nimeros relativos como absolutos (5,28+4,59 vs 12,51+£9,98

cels/uL; p=0,008).

En cuanto a los linfocitos T que expresan el antigeno CLA (Cutaneous Lymphocyte
associated antigen), relacionado con la migracion a piel de los LT, tnicamente
encontramos un aumento en numeros relativos tanto de los LTCD4CLA+ (porcentaje
sobre el total de LTCD4+ de 20,20£8,54% vs 12,28+2,34%; p=0,003) como de los
LTCD8CLA+ (porcentaje sobre el total de LTCD8+ de 9,76+5,81% vs 5,97+2,94%;
p=0,043), sin que se detectaran diferencias en nimeros absolutos. Aunque se detectaron
algunas diferencias que alcanzaban la significacion estadisticas en niimeros relativos en
los linfocitos T con afinidad por la piel (CLA+) que tenian otros marcadores que los
identificaban como LTreg (CD4+CD25++CD127+dim) , que expresaban marcadores de
activacion (HLA-DR+) o de inhibicion (PD1+: Programmed cell death 1), estas
diferencias no se mantenian cuando se consideraban niumeros absolutos, y en cualquier
caso los porcentajes, aunque con diferencia estadistica, eran bastante similares y estaban
representados en frecuencias muy bajas, por lo que estos resultados deben interpretarse

con cautela.
Tanto el grupo de pacientes con vitiligo y/o halo nevus como el grupo de controles

sanos tenian niveles similares de LB en sangre periférica. Con respecto al estudio de las

diferentes subpoblaciones que se pueden identificar dentro del compartimento de
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células B de la sangre periférica, inicamente encontramos diferencias cercanas a la
significacion estadistica en el caso de los LB de memoria (CD27+), que estaban
disminuidos en el grupo de problema (35,46+20,35 vs 58,34+36,67 cels/uL; p=0,078),
probablemente en relacion con la existencia de un menor numero de LB de memoria
que expresan IgG (6,63+5,61 vs 15,32+12,96 cels/uL; p=0,018). No encontramos
diferencias en otras poblaciones B analizadas, como LB inmaduros (CD10+CD38+),
LB naive (CD27-slgM+), LB de memoria que expresan sIgM o slIgA, o
linfoplasmocitos. Se encontraron diferencias que alcanzaban la significacion estadistica
en los linfoplasmocitos que expresan slgM, aunque solo cuando se analizaban en
numeros relativos, y también en este caso su representacion era extremadamente baja,

por lo que pensamos que estos resultados carecen de significado real.

No encontramos diferencias significativas entre el grupo problema y en control en el
total de células NK, ni en las dos subpoblaciones que se pueden detectar en base a la
intensidad de expresion de CD56 (CD56++ y CD56+), que tienen diferentes funciones y
se pueden considerar como dos estadios madurativos diferentes. Sin embargo, cuando
analizamos la expresion del antigeno de activacion HLA-DR en las células NK,
encontramos que el grupo problema tenian niveles significativamente mas altos que los
controles tanto en niimeros relativos como absolutos (8,43+11,66 vs 1,56+0,73 cels/uL;

p<0.001).

Con respecto al estudio de otras poblaciones presentes en sangre periférica en baja
frecuencia, encontramos un descenso al limite de la significacion estadistica de los
LTCD3CD56+, también conocidos como células T-NK, en los casos problema vs
controles, (111,16+134,32 vs 310,71+£561,82 cels/u; p=0.080). También las células
dendriticas plasmocitoides estaban disminuidas significativamente en los pacientes

(6,78+4,10 vs 13,10+6,23 cels/uL; p=0,003).

La poblacion monocitaria estaba disminuida en los pacientes de la serie (307,34
+146,13 vs 400,46+124,57; p=0,043), y el andlisis pormenorizado del compartimento
monocitoide de la sangre periférica reveld que esta disminucidn se producia a expensas

de los monocitos clasicos (219,42+101,87 vs 309,37+94,82 cels/uL; p=0,018), sin que
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se detectasen diferencias en otros tipos de monocitos habitualmente menos

representados, como los monocitos intermedios o los no-clasicos.

Como comentamos al principio del presente apartado, también los pacientes mostraban

valores inferiores de granulocitos respecto a los controles (3942,7£1314,4 vs

5040,4£1057,1 cels/ul; p=0,010), sin que se hayan detectado diferencias en las

poblaciones de basoéfilos ni eosinéfilos.

Los datos completos del analisis de poblaciones se especifican en la Tabla 22.

Tabla 22. Caracterizacion inmunofenotipica de casos totales frente a controles

CASOS TOTALES CONTROLES
(n=43) (n=10)
Media +/- DE Media +/- DE p-valor
Min - Max Min - Max
Mediana Mediana
Leucocitos totales en 5,90 +/- 1,53 7,44 +/- 1,25 0,004* absoluto
hemograma 3,42 -9,92 5,27 - 9,45
5,58 7,64
Poblaciones mayoritarias de LT y marcadores de maduracion periférica
LTCD3 sobre total células 1178,6 +/- 506,0 1503,2 +/- 383,4 0,022* absoluto
406,7 - 2499.,6 952,0-2133,8
1055,5 1401,5
20,67 +/- 8,88 20,53 +/- 5,27 0,73 % total
7,00 - 51,21 11,90 - 28,99
20,26 20,02
LTCD4 sobre total LTCD3 668,1 +/- 348,4 838,3 +/-177,9 0,015* absoluto
235,2-1728,0 564,9 - 1169,1
549,1 815,1
11,72 +/- 6,10 11,32 +/- 1,75 0,68 % total
3,07 - 32,98 8,75 -14,24
10,34 10,96
56,09 +/- 10,89 56,90 +/- 8,66 0,89 % parcial
33,23 -71,90 43,70 - 73,45
57,52 57,68
LTCD4naive 238,05 +/- 208,77 315,17 +/- 76,77 0,07 absoluto
CD45 RA+CD27+ 0,60 - 830,86 197,63 - 444,16
216,96 342,45
4,13 +/- 4,08 4,32 +/-1,22 0,31 % total
0,01 -16,47 2,65 -6,94
3,33 4,13
35,49 +/- 22,10 38,88 +/- 11,51 1,00 % parcial
0,05 - 69,27 20,53 - 56,70
35,38 39,43
LTCD4 memoria central 383,78 +/- 364,91 416,98 +/- 178,14 0,19 absoluto
CD45RA-CD27+ 37,86 - 1660,20 239,79 - 739,72
302,56 349,92
6,14 +/- 5,59 5,53 +/- 1,86 0,58 % total
0,52 -27,67 3,78 - 9,01
4,45 4,82
47,85 +/- 22,83 48,11 +/- 10,19 0,95 % parcial
10,42 - 96,10 36,74 - 66,91
45,14 44,83
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LTCD4 memoria efectora 93,04 +/- 76,27 101,43 +/- 53,72 0,39 absoluto
CD45RA-CD27- 16,26 - 330,81 31,01 - 208,24
66,00 94,83
1,48 +/- 1,26 1,41 +/- 0,84 0,76 % total
0,30 - 6,23 0,48 - 3,16
1,10 1,24
14,21 +/- 11,60 12,36 +/- 6,80 0,91 % parcial
2,31 -55,50 4,36 - 24,58
13,18 10,55
LTCD4 efector 12,32 +/- 23,17 5,12 +/- 6,12 0,95 absoluto
CD45RA+CD27- 0,00 - 98,35 0,64 - 18,93
2,94 2,56
0,19 +/- 0,34 0,07 +/- 0,08 0,78 % total
0,00 - 1,44 0,01 -0,26
0,04 0,04
2,46 +/- 4,99 0,65 +/- 0,78 0,86 % parcial
0,02 - 19,51 0,05-2,43
0,43 0,29
LTCDS sobre total LTCD3 4248 +/-195,3 569,7 +/-218,3 0,048* absoluto
135,4 - 870,1 195,2-914,0
388.8 564.,4
7,41 +/- 3,40 7,93 +/- 3,58 0,65 % total
2,91-16,83 2,44 - 13,87
6,60 7,34
36,59 +/- 9,68 37,09 - 9,64 0,59 % parcial
23,39 - 63,71 20,55 - 53,94
35,11 37,32
LTCDS naive 106,36 +/- 88,25 155,64 +/- 56,22 0,044 absoluto
CD45RA+CD27+ 0,00 - 359,99 89,57 - 264,32
95,01 153,87
1,88 +/- 1,81 2,20 +/- 1,03 0,19 % total
0,00 - 7,86 1,06 - 4,13
1,35 1,74
23,69 +/- 18,33 31,98 +/- 16,72 0,20 % parcial
0,05 - 67,34 11,73 - 57,12
23,22 29,20
LTCD8 memoria central 166,68 +/- 129,63 181,76 +/- 86,54 0,45 absoluto
CD45RA-CD27+ 23,73 - 598,20 80,80 - 359,60
147,05 152,58
2,73 +/- 2,06 2,50 +/- 1,25 0,91 % total
0,42 -9,97 1,01 -4,77
2,32 2,21
36,01 +/- 20,88 32,94 +/- 10,80 0,97 % parcial
8,69 - 97,55 18,62 - 54,38
33,91 31,36
LTCDS8 memoria efectora 112,56 +/- 87,51 93,44 +/- 119,37 0,34 absoluto
CD45RA-CD27- 6,23 - 297,44 4,80-411,88
91,88 59,91
1,76 +/- 1,38 1,29 +/- 1,80 0,12 % total
0,13-534 0,06 - 6,25
1,52 0,86
23,30 +/- 16,91 13,88 +/- 13,22 0,12 % parcial
1,94 - 73,26 2,59-45,02
25,39 8,28
LTCDS efector 96,10 +/- 125,62 139,06 +/- 112,66 0,12 absoluto
CD45RA+CD27- 0,00 -411,17 8,40 - 371,32
31,74 129,07
1,58 +/- 2,10 1,94 +/- 1,60 0,29 % total
0,00 -7,46 0,12-4,49
0,35 1,56
17,86 +/- 18,85 21,21 +/- 13,55 0,34 % parcial
0,02 - 51,69 2,77 - 45,57
9,16 21,69
Cociente CD4/CD8 1,69 +/- 0,67 1,71 +/- 0,79 0,81
0,52 -3,07 0,81 -3,59
1,61 1,58
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Subpoblaciones LTCD4
LTCD4reg 45,77 +/- 26,66 55,83 +/- 13,10 0,053%* absoluto
CD25++CD127+ 10,44 - 112,80 43,20 - 81,28
34,00 52,08
0,81 +/- 0,49 0,76 +/- 0,17 0,59 % total
0,13-2,32 0,52 - 0,99
0,77 0,81
7,04 +/- 3,32 6,71 +/- 0,86 0,73 % parcial
3,02 -25,49 4,98 - 8,04
6,59 6,89
LTCD4 601,81 +/- 326,59 764,47 +/- 174,17 0,018* absoluto
CD25-CD127+ 211,04 - 1599,60 473,77 - 1080,44
486,47 751,25
10,56 +/- 5,71 10,30 +/- 1,73 0,68 % total
2,84 - 30,18 7,89 - 13,16
9,71 9,99
89,39 +/- 5,75 90,86 +/- 2,67 0,60 % parcial
61,09 - 94,61 83,82 -93,12
91,15 91,91
LTCD4 20,47 +/- 18,09 17,98 +/- 15,88 0,55 absoluto
CD25-CD127- 3,79 - 94,25 0,66 - 45,85
15,56 12,58
0,35 +/- 0,29 0,25 +/- 0,26 0,14 % total
0,07 - 1,38 0,01 -0,87
0,25 0,17
3,57 +/- 3,59 2,43 +/- 2,50 0,20 % parcial
0,85-17,13 0,07 - 8,14
2,10 1,64
Subpoblaciones LTCDS8
LTCDS8reg 0,41 +/- 0,62 0,57 +/- 0,82 0,50 absoluto
CD25++CD127+dim 0,00 - 3,23 0,00 - 2,64
0,00 0,32
0,01 +/- 0,01 0,01 +/- 0,02 0,87 % total
0,00 - 0,08 0,00 - 0,05
0,00 0,01
0,12 +/- 0,17 0,15 +/-0,19 0,90 % parcial
0,00 - 0,78 0,02 - 0,61
0,06 0,07
LTCDS 280,14 +/- 145,39 373,80 +/- 130,22 0,020% absoluto
CD25-CD127+ 37,85 -722,35 177,60 - 596,40
267,08 368,28
4,95 +/- 2,64 5,15+/-1,93 0,55 % total
0,83 - 13,78 2,22 -9,05
4,78 4,87
66,52 +/- 18,54 69,54 +/- 17,26 0,67 % parcial
27,98 - 99,41 42,97 - 90,73
65,13 69,56
LTCDS 144,25 +/- 119,13 195,30 +/- 146,61 0,30 absoluto
CDI127- 1,80 - 567,58 16,80 - 424,25
119,62 175,12
2,45 +/- 2,03 2,77 +/- 2,35 0,78 % total
0,04 - 10,19 0,21 -7,50
2,13 2,11
33,36 +/- 18,55 30,32 +/- 17,29 0,68 % parcial
0,44 -71,92 8,66 - 56,68
34,68 30,42
Otras poblaciones T minoritarias
LTCD3CD4+CD8+ 80,43 +/- 55,76 82,70 + /- 79,52 0,66 absoluto
15,05 - 249,56 23,72 - 281,60
66,77 47,09
1,45 +/- 1,08 1,13 +/- 1,01 0,28 % total
0,24 - 5,94 0,35-3,43
1,10 0,58
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6,86 +/- 4,03 5,21 +/- 3,75 0,17 % parcial
2,22 - 19,50 1,83 - 13,20
5,44 3,96
LTCD3CD4-CD8- 5,28 +/-4,59 12,51 +/- 9,98 0,008* absoluto
0,56 - 23,03 3,30 - 30,42
3,83 6,95
0,09 +/- 0,09 0,16 +/- 0,11 0,039* % total
0,01 -0,57 0,05-0,36
0,07 0,12
0,46 +/- 0,37 0,80 +/- 0,58 0,019* % parcial
0,06 - 1,86 0,17-1,93
0,36 0,54
LTCD3 TCR gd 59,82 +/- 45,59 76,31 +/- 56,34 0,35 absoluto
4,65 - 233,21 20,03 - 178,98
47,85 56,74
1,07 +/- 0,82 1,05 +/- 0,79 0,96 % total
0,08 - 3,52 0,31-2,53
0,77 0,78
5,53 +/-3,81 4,94 +/- 2,76 0,75 % parcial
0,63 - 18,78 1,59 - 8,91
4,40 4,42
Expresion CLA y marcadores de activacion e inhibicion
LTCD4CLA+ 119,73 +/- 66,29 103,13 +/- 38,35 0,55 absoluto
23,71 - 347,68 64,00 - 189,65
115,91 93,52
2,09 +/- 1,11 1,39 +/- 0,45 0,027* % total
0,52 -5,26 0,80 - 2,31
1,89 1,30
20,20 +/- 8,54 12,28 +/- 2,34 0,003* % parcial
6,86 - 40,86 8,97 - 16,00
19,19 12,41
LTCD4reg 20,25 +/- 10,89 20,68 +/- 4,85 0,47 absoluto
CD25++CDI127+CLA+ 4,02 - 53,33 13,52 - 27,29
19,75 20,48
0,36 +/- 0,18 0,29 +/- 0,08 0,29 % total
0,05 -0,75 0,16-0,38
0,34 0,32
46,25 +/- 13,02 37,04 +/- 4,94 0,042* % parcial
23,79 - 74,77 29,21 - 43,55
43,43 36,09
LTCD4 95,20 +/- 50,84 82,58 +/- 35,78 0,43 absoluto
CD25-CD127+CLA+ 17,37 - 203,51 42,88 - 166,66
96,12 79,84
1,68 +/- 0,96 1,11 -0,41 0,042* % total
0,27 - 4,79 0,67 -2,03
1,53 1,02
16,74 +/- 7,90 10,66 +/- 2,93 0,012* % parcial
4,64 - 40,86 5,92 - 15,46
14,64 10,43
LTCD4CLA+DR+ 16,64 +/- 11,42 16,29 +/- 1,52 0,67 absoluto
5,15-70,39 4,23 - 24,81
13,80 14,66
0,29 +/- 0,16 0,23 +/- 0,11 0,41 % total
0,07 - 0,99 0,05-0,37
0,25 0,24
15,29 +/- 7,31 16,44 +/- 7,31 0,36 % parcial
4,08 - 42,34 6,05 - 31,07
14,35 17,31
LTCD4CLA+DR- 103,10 +/- 58,96 86,85 +/- 34,99 0,52 absoluto
13,68 - 277,29 51,84 - 165,02
98,33 81,78
1,80 +/- 1,02 1,16 +/- 0,39 0,021* % total
0,30 - 4,81 0,65 - 2,01
1,57 1,12
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84,71 +/- 7,31 83,56 +/- 7,31 0,36 % parcial
57,66 - 95,92 68,93 -93,95
85,65 82,69
LTCD4CLA+PDI+ 0,64 +/- 0,80 0,39 +/- 0,68 0,17 absoluto
0,00 - 3,97 0,00 - 1,64
0,46 0,00
0,011 +/- 0,011 0,005 +/- 0,008 0,075%* % total
0,00 - 0,04 0,00 - 0,02
0,010 0,000
0,61 +/-0,72 0,49 +/- 0,78 0,10 % parcial
0,05 - 3,59 0,03 -2,55
0,36 0,12
LTCD4CLA- 504,34 +/- 294,68 723,29 +/- 158,97 0,002* absoluto
157,16 - 1532,40 476,94 - 994,23
414,22 702,37
8,85 +/- 5,25 9,79 +/- 1,79 0,084%* % total
2,02 - 28,15 6,92 -12,22
7,56 9,60
79,80 +/- 8,54 87,72 +/- 2,34 0,003* % parcial
59,14 - 93,14 84,00 - 91,03
80,81 87,60
LTCD4reg 25,52 +/- 18,27 35,15 +/-9,23 0,012* absoluto
CD25++CD127+CLA- 6,42 - 78,00 25,82 -54,19
18,48 32,21
0,46 +/- 0,35 0,48 +/- 0,10 0,15 % total
0,08 - 1,60 0,34 - 0,66
0,33 0,48
53,75 +/- 13,02 62,96 +/- 4,94 0,04 % parcial
25,23 -76,21 56,45 - 70,79
56,57 63,91
LTCD4 506,61 +/- 300,23 681,89 +/- 149,23 0,006* absoluto
CD25-CD127+CLA- 183,23 - 1408,20 422,65 -913,77
395,16 679,25
8,88 +/- 5,28 9,20 +/- 1,50 0,20 % total
2,57-27,92 7,13-11,13
7,85 8,96
83,26 +/- 7,90 89,35 +/- 2,93 0,012* % parcial
59,14 - 95,36 84,54 - 94,08
85,36 89,58
LTCD4CLA-DR+ 15,54 +/- 9,96 15,32 +/- 6,85 0,82 absoluto
3,00 - 48,30 7,56 - 27,02
12,43 13,42
0,27 +/- 0,16 0,22 +/- 0,11 0,39 % total
0,05 -0,70 0,08 - 0,41
0,20 0,18
3,72 +/- 2,46 2,15 +/- 0,83 0,072%* % parcial
0,19 -9,98 1,13-3,35
2,98 2,12
LTCD4CLA-DR- 488,80 +/- 293,77 707,97 +/- 156,49 0,002* absoluto
149,38 - 1529,40 463,23 - 981,10
403,99 685,58
8,58 +/- 5,25 9,58 +/- 1,72 0,072%%* % total
1,92 - 27,90 6,84 - 11,95
7,15 9,46
96,28 +/- 2,46 97,85 +/- 0,83 0,072%* % parcial
90,02 - 99,81 96,65 - 98,87
97,02 97,88
LTCD4CLA-PD1+ 1,08 +/- 1,87 0,39 +/- 0,77 0,055%* absoluto
0,00 - 11,38 0,00 -2,40
0,58 0,00
0,02 +/- 0,03 0,01 +/- 0,01 0,018* % total
0,00 -0,16 0,00 - 0,03
0,01 0,00
0,28 +/- 0,40 0,07 +/- 0,10 0,005* % parcial
0,01 -2,00 0,00 - 0,34
0,15 0,04
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LTCDS8CLA+ 36,82 +/- 31,32 31,58 +/-22,33 0,60 absoluto
5,47 -142,75 10,14 - 75,36
25,12 20,43
0,62 +/- 0,45 0,46 +/- 0,39 0,15 % total
0,12 -2,09 0,12-1,43
0,46 0,30
9,76 +/- 5,81 5,97 +/- 2,94 0,043* % parcial
1,58 - 26,56 2,14 -11,12
8,57 5,35
LTCDS 31,76 +/- 26,88 28,63 +/- 20,16 0,53 absoluto
CD25-CD127+CLA+ 5,02 - 159,98 11,83 -72,20
25,99 19,56
0,54 +/- 0,37 0,42 +/- 0,37 0,12 % total
0,07 - 1,98 0,14 -1,37
0,45 0,29
11,80 +/- 5,75 8,17 +/- 6,29 0,045* % parcial
2,60 - 23,86 3,08 - 24,09
12,20 6,12
LTCDS 7,54 +/- 11,60 3,67 +/- 3,06 0,28 absoluto
CDI127-CLA+ 0,54 - 66,93 1,60 - 11,58
3,70 2,75
0,13 +/- 0,19 0,05 +/- 0,04 0,086%* % total
0,01 -0,98 0,02-0,14
0,06 0,04
7,47 +/- 14,95 3,27 +/- 3,11 0,027* % parcial
0,68 - 100,00 0,80 -9,38
4,40 2,37
LTCD8CLA+DR+ 5,9 +/-7,53 4,32 +/- 2,61 0,96 absoluto
1,56 - 42,35 0,85-10,75
4,04 3,92
0,10 +/- 0,11 0,06 +/- 0,03 0,28 % total
0,02 - 0,62 0,01-0,13
0,07 0,05
16,23 +/- 7,94 16,53 +/- 6,88 0,59 % parcial
2,53 -42,89 3,65 -26,82
14,14 18,25
LTCD8CLA+DR- 31,48 +/- 25,41 27,26 +/- 21,39 0,44 absoluto
3,19-116,35 9,30 - 72,73
21,84 16,69
0,54 +/- 0,37 0,40 +/- 0,38 0,11 % total
0,07 - 1,47 0,11-1,38
0,43 0,25
83,77 +/- 7,94 83,47 +/- 6,88 0,59 % parcial
57,11 - 97,47 73,1 -96,35
85,87 81,75
LTCD8CLA+PDI+ 0,28 +/- 0,61 0,28 +/- 0,37 0,76 absoluto
0,00 - 3,56 0,00 - 0,82
0,00 0,00
0,00 +/- 0,01 0,00 +/- 0,01 0,93 % total
0,00 - 0,05 0,00 - 0,01
0,00 0,00
0,84 +/- 0,89 1,22 +/- 1,49 0,70 % parcial
0,05 -4,00 0,03 -4,73
0,56 0,75
LTCDS8CLA- 349,03 +/- 159,76 508,87 +/- 227,53 0,023* absoluto
104,88 - 698,48 168,80 - 935,12
319,24 466,36
6,09 +/- 2,88 7,10 +/- 3,64 0,38 % total
1,83 - 14,72 2,11 -14,19
5,64 6,36
90,24 +/- 5,81 94,04 +/- 2,94 0,043* % parcial
73,44 - 98,42 88,88 - 97,86
91,43 94,65
LTCDS 248,38 +/- 131,75 345,17 +/- 128,47 0,02 absoluto
CD25-CD127+CLA- 32,83 -609,14 161,60 - 575,97
232,27 343,36
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4,41 +/- 2,49 4,73 +/- 1,87 0,49 % total
0,72 - 13,30 2,02 -8,74
4,02 431
88,20 +/- 5,75 91,83 +/- 6,29 0,045* % parcial
76,14 - 97,40 75,91 - 96,92
87,80 93,88
LTCDS8 139,97 +/- 110,74 191,63 +/- 144,55 0,30 absoluto
CDI127-CLA- 11,40 - 529,15 15,20 - 412,67
117,34 172,82
2,38 +/- 1,89 2,72 +/-2,32 0,86 % total
0,19-9,50 0,19-7,44
2,05 2,07
94,73 +/- 3,90 96,74 +/- 3,11 0,033* % parcial
82,53 -99,32 90,62 - 99,20
95,72 97,64
LTCD8CLA-DR+ 35,65 +/- 30,39 40,69 +/- 39,06 0,62 absoluto
0,60 - 120,39 11,83 - 146,30
24,09 31,30
0,58 +/- 0,42 0,59 +/- 0,62 0,77 % total
0,01 -1,54 0,14 -2,22
0,46 0,39
10,31 +/- 7,62 7,59 +/- 3,64 0,48 % parcial
0,14 - 31,29 2,49 -15,65
7,52 6,66
LTCD8CLA-DR- 313,38 +/- 146,36 468,17 +/- 198,08 0,016* absoluto
72,05 - 654,48 150,40 - 788,82
313,13 445,16
5,51 +/-2,78 6,51 +/- 3,13 0,29 % total
1,58 - 14,29 1,88 -11,97
5,27 5,96
89,69 +/- 7,62 92,41 +/- 3,64 0,48 % parcial
68,71 - 99,86 84,35-97,51
92,48 93,35
LTCDS8CLA-PDI+ 0,95 +/- 2,40 0,14 +/- 0,31 0,048* absoluto
0,00 - 12,29 0,00 - 0,80
0,40 0,00
0,02 +/- 0,03 0,00 +/- 0,00 0,033* % total
0,00 -0,18 0,00 - 0,01
0,01 0,00
0,29 +/- 0,54 0,10 +/- 0,17 0,016* % parcial
0,01 - 3,00 0,01 -0,54
0,13 0,04
Poblaciones linfoides B
LB, sobre total células 128,97 +/- 69,58 165,27 +/- 89,28 0,17 absoluto
30,86 - 385,80 55,34 - 344,86
109,91 128,08
2,26 +/- 1,17 2,18 +/- 1,04 0,93 % total
0,59 - 6,43 1,05-4,17
2,11 1,80
LB inmaduros 2,80 +/- 2,63 2,92 +/-1,72 0,56 absoluto
CDI10+CD38+ 0,00 - 15,35 0,82 -5,79
2,23 2,62
0,05 +/- 0,04 0,04 +/- 0,02 0,67 % total
0,00 - 0,19 0,01 -0,07
0,04 0,03
2,11 +/-1,35 1,77 +/- 0,57 0,65 % parcial
0,07 - 5,21 0,58 -2,61
1,99 1,77
LB naive 88,33 +/- 57,61 101,44 +/- 66,63 0,73 absoluto
CD27-sIgM+ 21,44 - 297,00 33,20 - 237,35
69,49 79,78
1,54 +/- 0,97 1,36 +/- 0,86 0,37 % total
0,41 -495 0,53 -2,87
1,26 1,03
0,16 % parcial

67,32 +/- 12,30

59,75 +/- 16,25
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33,36 - 87,68 41,99 - 84,87
67,01 56,66
LB memoria 35,46 +/- 20,35 58,34 +/- 36,67 0,078%** absoluto
CD27+ 9,41 - 89,90 14,72 - 119,15
33,14 55,03
0,63 +/- 0,36 0,75 +/- 0,41 0,41 % total
0,14 -1,40 0,23 -1,41
0,58 0,71
28,40 +/- 12,40 36,48 +/- 15,55 0,099** | % parcial
7,35 - 60,18 11,98 - 54,39
28,38 40,93
LB memoria sigM 20,28 +/- 13,58 28,89 +/- 16,78 0,13 absoluto
3,19-59,49 7,68 - 54,58
16,18 25,11
0,36 +/- 0,24 0,38 +/- 0,20 0,61 % total
0,07 - 1,02 0,12 - 0,66
0,34 0,32
56,83 +/- 13,69 54,08 +/- 16,77 0,55 % parcial
26,91 - 89,21 32,72 - 80,45
55,96 53,26
LB memoria sigG 6,63 +/- 5,61 15,32 +/-12,96 0,018* absoluto
0,00 - 30,00 3,20 - 43,94
5,95 10,94
0,12 +/-0,10 0,19 +/- 0,15 0,049* % total
0,00 - 0,50 0,05-0,52
0,11 0,15
19,11 +/- 9,06 24,69 +/- 7,96 0,11 % parcial
0,49 - 37,00 15,76 - 36,51
19,48 22,60
LB memoria sigA 6,16 +/- 4,09 8,90 +/- 6,88 0,31 absoluto
0,00 - 16,80 2,91 -20,28
5,54 5,47
0,11 +/-0,07 0,11 +/-0,08 0,91 % total
0,00 - 0,28 0,04 - 0,24
0,10 0,08
18,41 +/- 8,44 17,45 +/- 3,49 0,83 % parcial
0,39 - 42,49 11,94 - 23,46
17,53 17,12
Plasmocitos 3,07 +/- 3,60 2,58 +/- 3,26 0,86 absoluto
CD27++CD38++ 0,00 - 16,16 0,00-11,34
1,76 2,06
0,05 +/- 0,05 0,03 +/- 0,03 0,30 % total
0,00 - 0,20 0,00 -0,12
0,03 0,03
2,54 +/- 2,38 2,00 +/- 3,08 0,17 % parcial
0,10-11,52 0,36 - 10,57
1,56 0,98
Plasmocitos sIgM 0,61 +/-0,78 0,23 +/- 0,37 0,18 absoluto
0,00 -2,99 0,00 - 0,85
0,45 0,00
0,01 +/- 0,01 0,00 +/- 0,00 0,068** % total
0,00 - 0,05 0,00 - 0,01
0,01 0,00
20,88 +/- 12,17 12,43 +/- 6,12 0,039* | % parcial
0,00 - 57,67 3,54 -19,89
18,97 15,06
Plasmocitos sigG 0,03 +/- 0,12 0,00 +/- 0,00 0,49 absoluto
0,00 - 0,71 0,00 - 0,00
0,00 0,00
0,00 +/- 0,00 0,00 +/- 0,00 0,49 % total
0,00 - 0,01 0,00 - 0,00
0,00 0,00
4,30 +/- 5,19 3,09 +/- 1,76 0,87 % parcial
0,00 - 29,79 0,72 - 6,20
2,91 2,88
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Plasmocitos sigA 1,57 +/- 1,86 1,27 +/- 0,88 0,70 absoluto
0,00 - 8,08 0,00 - 2,84
0,96 1,06
0,03 +/- 0,03 0,02 +/- 0,01 0,53 % total
0,00 -0,10 0,00 - 0,03
0,02 0,02
48,32 +/- 15,62 53,73 +/- 11,48 0,36 % parcial
0,00 - 79,27 34,65 - 72,00
48,52 53,96
Células NK
NKCD56+CD3- 205,53 +/- 125,65 192,83 +/- 95,23 0,95 absoluto
32,06 - 499,29 80,00 - 438,48
186,00 166,29
3,48 +/- 1,91 2,57 +/- 0,95 0,36 % total
0,58 - 8,61 1,00 - 4,64
3,10 2,43
NK precursoras 9,85 +/- 6,52 8,37 +/- 3,12 0,71 absoluto
0,80 - 26,66 3,16-12,29
9,12 8,18
0,17 +/- 0,11 0,11 +/- 0,04 0,15 % total
0,01 -0,40 0,06 - 0,18
0,15 0,11
6,23 +/- 4,95 5,20 +/- 3,62 0,83 % parcial
0,31 -21,38 1,81 - 14,36
5,37 3,86
NK maduras 191,28 +/- 127,51 184,46 +/- 94,33 0,93 absoluto
14,14 - 486,83 68,80 - 426,20
168,47 155,54
3,25+/-1,95 2,46 +/- 0,95 0,49 % total
0,32 -8,50 0,86 -4,51
2,77 2,31
91,73 +/- 13,22 94,80 +/- 3,62 0,66 % parcial
13,97 - 99,52 85,64 - 98,19
94,49 96,15
NK activadas 8,43 +/- 11,66 1,56 +/- 0,73 <0,001* absoluto
0,56 - 60,51 0,53 -2,58
5,46 1,50
0,13 +/-0,14 0,02 +/- 0,01 <0,001* % total
0,01 - 0,61 0,01 - 0,04
0,09 0,02
4,08 +/- 4,08 0,95 +/- 0,39 <0,001* | % parcial
0,37 - 17,40 0,41 '1,59
2,39 0,99
Otras poblaciones celulares
LTCD3CD56+ 111,16 +/- 134,32 310,71 +/- 561,82 0,080%* absoluto
9,71 - 840,19 15,20 - 1897,03
73,94 185,39
2,14 +/- 3,36 3,99 +/- 6,58 0,23 % total
0,19 -21,88 0,19 -22.45
1,35 2,25
11,10 +/- 14,38 18,05 +/- 27,48 0,28 % parcial
1,58 - 92,46 1,66 - 95,10
6,97 9,43
LTCD3CD56- 968,45 +/- 452,93 1120,80 +/- 499,70 0,14 absoluto
68,35 -2275,80 98,02 - 1981,07
882,80 1080,55
16,77 +/- 7,91 15,38 +/- 6,38 0,96 % total
1,78 - 43,83 1,16 - 24,13
15,14 16,29
88,90 +/- 14,38 81,95 +/- 27,48 0,28 % parcial
7,54 - 98,42 4,90 - 98,34
93,03 90,58
CD plasmocitoides 6,78 +/- 4,10 13,10 +/- 6,23 0.003* absoluto
1,64 - 19,20 3,84 -23.81
5,45 12,08
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0,12 +/- 0,07 0,18 +/- 0,08 0,027* % total
0,03 -0,32 0,06 - 0,29
0,10 0,16
CD mieloides 11,18 +/- 4,74 14,63 +/- 7,44 0,17 absoluto
2,74 - 25,00 4,48 - 28,95
11,04 14,23
0,20 +/- 0,08 0,20 +/- 0,09 0,96 % total
0,06 - 0,39 0,07 - 0,35
0,19 0,19
Monocitos 307,34 +/- 146,13 400,46 +/- 124,57 0,043* absoluto
DR+CD33+ 107,57 - 789,42 211,84 - 645,06
264,19 383,46
5,17 +/-1,71 5,40 +/- 1,42 0,56 % total
2,32-9,77 3,31 -7,80
5,07 5,25
Monocitos cldsicos 219,42 +/- 101,87 309,47 +/- 94,82 0,018* absoluto
54,40 - 496,92 153,60 - 521,84
187,18 283,20
3,65 +/-1,27 4,16 +/- 1,06 0,23 % total
1,29 - 6,65 2,40 - 6,31
3,64 4,03
70,72 +/- 10,02 77,81 +/- 9,10 0,042* | % parcial
45,23 -95,21 62,37 - 88,55
71,67 80,59
Monocitos intermedios 60,91 +/- 46,77 62,43 +/- 46,19 0,82 absoluto
12,03 - 244,02 7,28 - 161,74
48,79 44,08
1,00 +/- 0,60 0,86 +/- 0,61 0,45 % total
0,23 -3,02 0,10-1,97
0,81 0,72
19,02 +/- 7,35 15,14 +/- 8,93 0,15 % parcial
4,68 -37,15 2,35 -28,62
18,92 12,77
Monocitos no clasicos 30,51 +/- 22,92 28,55 +/- 13,31 0,84 absoluto
0,46 - 110,21 6,40 - 50,90
26,18 30,71
0,52 +/- 0,35 0,38 +/- 0,15 0,29 % total
0,01 -1,77 0,08 - 0,62
0,47 0,40
10,10 +/- 6,13 7,05 +/-2,45 0,17 % parcial
0,11 -27,00 1,91 -9,13
8,85 8,09
Granulocitos 3942,7 +/-314,4 5040,4 +/- 1057,1 0,010* absoluto
1778,9 - 7523,3 3504,0 - 70894
35454 49173
66,18 +/- 9,80 67,72 +/- 7,17 0,65 % total
38,84 - 85,51 58,18 - 80,37
65,61 67,95
Basofilos 40,26 +/- 18,98 41,11 +/- 16,66 0,86 absoluto
10,63 - 80,35 23,66 - 68,64
37,45 39,50
0,71 +/- 0,37 0,55 +/- 0,19 0,22 % total
0,19-2,03 0,28 - 0,83
0,65 0,55
Eosinofilos 192,48 +/- 187,18 152,83 +/- 84,50 0,89 absoluto
1,70 - 943,40 66,25 - 325,33
132,60 123,33
3,21 +/-2,72 2,02 +/- 0,98 0,15 % total
0,03 - 12,76 0,91 - 3,85
2,34 1,63

p<0.05*, p<0.1**.  DE: Desviacion estandar. Min — Max: intervalo minimo — maximo. Valores absolutos

de leucocitos totales en hemograma medidos en num. cels. x 10°/L y resto en cels/ulL.
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2.1.2. Vitiligo no segmentario (asociado o no a halo nevus) frente a

controles

Cuando se compard grupo de pacientes con vitiligo no segmentario, asociado o no a
nevus, (n=30) con el grupo control (n=10), los resultados (Tabla 23) fueron totalmente

superponibles a cuando se consideraba el grupo total de pacientes (apartado 2.1.1).

Asi, el total de leucocitos en sangre periférica era significativamente menor en el grupo
problema (media de 6,02+1,56 vs 7,44+1,25 x109/L; p=0.008), condicionado por un
menor niumero absoluto de linfocitos T CD3+ (p=0,01) y de granulocitos (p=0,02).

El grupo problema mostraba un descenso de ntimeros absolutos de LTCD3 respecto al
control (1140,1£389,1 vs 1503,2+£383,4 cels/uL; p=0,01), a expensas tanto de LTCD4
(623,44239,7 vs 838,3£177,9 cels/ul; p=0,005) como de LTCDS8 (426,8+201,3 vs
569,74 218,4 cels/ulL; p=0,053). Analizando su distribucion de acuerdo a su
maduracion periférica, nuevamente sélo se aprecian diferencias en las poblaciones
naive, que estan descendidas, tanto en los LTCD4 naive (196,24+145,13 cels/ulL vs
315,17£76,77 cels/uL; p=0,031) como en los LTCDS8 naive (84,46+62,25 vs
155,64456,22 cels/ul; p=0,008). Sin embargo, y aunque al limite de la significacién
estadistica, llama la atencion que los LTCD8 de memoria efectora estin aumentados
respecto a los controles (138,75+88,48 vs 93,44+£119,37 cels/uL; p=0.081), diferencias
que no se habian objetivado cuando en el grupo de pacientes se incluian también los

halo nevus (apartado 2.1.1).

Nuevamente se observaba un descenso en el nimero absoluto de LTCD4reg
(43,54422,16 vs 55,83+13,10 cels/ul; p=0,027), y en los LT que expresan receptor de
IL7 (CD127), tanto en el compartimento CD4 (LTCD4CD25-CD127+ 557,044229,10
vs 764,47+174,17 cels/uL; p=0,007) como CD8 (LTCD8CD25-CD127+ 257,62+106,22
vs 373,80+£130,22 cels/uL; p=0,008). También los LTCD3CD4-CD8- estaban
descendidos (5,27 £5,19 vs 12,51+£9,98 cels/uL; p=0,004).

Respecto a la expresion de otros marcadores en las distintas poblaciones de linfocitos T,

como CLA (asociado a la piel), HLA-DR (marcador de activacién), o PD1 (marcador
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implicado en inhibicidn), y al igual que en el andlisis del grupo total, aunque
encontramos algunas diferencias que alcanzaban las significacion estadistica en
nimeros relativos (Tabla 23) estas diferencias no se mantenian cuando se consideraban
numeros absolutos, y estaban representados en frecuencias muy bajas, por lo que estos

resultados deben interpretarse con cautela.

Dentro de las poblaciones B y NK encontramos una situaciéon similar. El grupo
problema presentaba un descenso en los LB de memoria (34,08+21,69 vs 58,34+36,67
cels/uL; p=0,049), a expensas de la poblacion B que expresa IgG de superficie
(5,73+4,49 vs 15,32+12,96 cels/uL; p=0,008), y también estaban aumentadas las células
NK activadas (DR+) (10,47+13,33 vs 1,56+0,73 cels/uL; p<0.001).

Con respecto a los LTCD3CD56+ (células T-NK), aunque habia diferencias
(125,71£157,24 vs 310,71£561,82 cels/ul) estaban mas lejos de la significacion
estadistica (p=0,15) que cuando se consideraban todos los pacientes, probablemente
condicionado por el menor niimero de casos problema en este analisis.

También encontramos resultados similares en otras poblaciones, con un descenso de
células dendriticas plasmocitoides (6,41£3,74 vs 13,10+£6,23 cels/uL; p=0,002), y de
monocitos totales (308,00+134,71 vs 400,46+124,57 cels/uL; p=0.061) y monocitos
clasicos (220,83+92,64 vs 309,47+94,82 cels/uL; p=0,022).

Los datos completos del analisis de poblaciones de este apartado se especifican en la

Tabla 23.

Tabla 23. Caracterizacion inmunofenotipica de VNS frente a controles

VNS CONTROLES
(n=30) (n=10)
Media +/- DE Media +/- DE p-valor
Min - Max Min - Max
Mediana Mediana
Leucocitos totales en 6,02 +/- 1,56 7,44 +/- 1,25 0,008* absoluto
hemograma 3,84-9,92 5,27 -9,45
5,61 7,64
Poblaciones mayoritarias de LT y marcadores de maduracion periférica
LTCD3 sobre total células 1140,1 +/- 389,1 1503,2 +/- 383,4 0,014* absoluto
406,8 - 2359,5 952,0-2133,9
1082,5 1401,5
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19,54 +/- 6,59 20,53 +/- 5,27 0,60 % total
7,30 - 34,65 11,90 - 28,99
20,10 20,02
LTCD4 sobre total 623,4 +/-239,7 838,3 +/-177,9 0,005* absoluto
LTCD3 254,5-14279 565,0 - 1169,1
562,2 815,1
10,65 +/- 3,82 11,32 +/- 1,75 0,45 % total
4,12 -22,85 8,75-14,24
10,26 10,96
55,50 +/- 11,14 56,90 +/- 8,66 0,88 % parcial
33,23-71,90 43,70 - 73,45
56,20 57,68
LTCD4naive 196,24 +/- 145,13 315,17 +/- 76,77 0,031* absoluto
CD45 RA+CD27+ 0,60 - 428,71 197,63 +/- 444,16
203,38 342,45
3,31 +/-2,61 4,32 +/-1,22 0,16 % total
0,01 - 8,24 2,65 -6,94
3,27 4,13
32,47 +/- 22,26 38,88 +/- 11,51 0,58 % parcial
0,07 - 62,95 20,53 - 56,70
33,24 39,43
LTCD4 memoria central 322,64 +/- 252,69 416,98 +/- 178,14 0,16 absoluto
CD45RA-CD27+ 37,86 - 1206,58 239,79 - 739,72
302,56 349,92
4,99 +/-2,97 5,53 +/- 1,86 0,44 % total
0,52 - 13,03 3,78 - 9,01
429 4,82
47,33 +/- 23,15 48,11 +/- 10,19 0,96 % parcial
10,42 - 90,42 36,74 - 66,91
45,14 44,83
LTCD4 memoria efectora 112,28 +/- 83,09 101,43 +/- 53,72 0,96 absoluto
CD45RA-CD27- 17,37 - 330,81 31,01 -208,24
101,77 94,83
1,78 +/- 1,39 1,41 +/- 0,84 0,61 % total
0,34 - 6,23 0,48 -3,16
1,70 1,24
17,14 +/- 12,38 12,36 +/- 6,80 0,40 % parcial
4,36 - 55,50 4,36 - 24,58
17,78 10,55
LTCD4 efector 15,91 +/- 26,83 5,12 +/- 6,12 0,78 absoluto
CD45RA+CD27- 0,00 - 98,35 0,64 - 18,93
4,45 2,56
0,24 +/- 0,39 0,07 +/- 0,08 0,65 % total
0,00 - 1,44 0,01 -0,26
0,05 0,04
3,06 +/- 5,75 0,65 +/- 0,78 0,68 % parcial
0,02 - 19,51 0,05-2,43
0,55 0,29
LTCDS sobre total 426,8 +/-201,3 569,7 +/- 218,3 0,053* absoluto
LTCD3 135,4 - 870,1 195,2-914,0
417,7 564.,4
7,29 +/- 3,46 7,93 +/- 3,58 0,62 % total
2,91-16,83 2,44 - 13,87
6,39 7,34
36,79 +/- 9,98 37,09 +/- 9,64 0,66 % parcial
23,39 - 63,71 20,55 - 53,94
35,52 37,32
LTCD8 naive 84,46 +/- 62,55 155,64 +/- 56,22 0,008* absoluto
CD45RA+CD27+ 0,00 - 241,96 89,57 - 264,32
90,23 153,87
1,48 +/- 1,27 2,20 +/- 1,03 0,074%* % total
0,00 - 4,68 1,06 - 4,13
1,34 1,74
20,06 +/- 17,03 31,98 +/- 16,72 0,066%* | % parcial
0,09 - 67,34 11,73 - 57,12
15,42 29,20
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LTCDS8 memoria central 134,12 +/- 66,79 181,76 +/- 86,54 0,27 absoluto
CD45RA-CD27+ 23,73 - 278,01 80,80 - 359,60
141,17 152,58
2,21 +/- 1,15 2,50 +/- 1,25 0,57 % total
0,42 - 4,58 1,01 -4,77
2,32 2,21
32,57 +/- 17,85 32,94 +/- 10,80 0,71 % parcial
8,69 - 63,46 18,62 - 54,38
31,67 31,36
LTCD8 memoria efectora 138,75 +/- 88,48 93,44 +/- 119,37 0,081%* absoluto
CD45RA-CD27- 13,80 -297,44 4,80-411,88
125,14 59,91
2,16 +/- 1,38 1,29 +/- 1,80 0,015% % total
0,27 - 5,34 0,06 - 6,25
1,76 0,86
28,44 +/- 16,50 13,88 +/- 13,22 0,012* | % parcial
5,49 - 73,26 2,59 - 45,02
31,37 8,28
LTCD8 efector 119,31 +/- 140,45 139,06 +/- 112,66 0,29 absoluto
CD45RA+CD27- 0,00 -411,17 8,40 - 371,32
44,79 129,07
1,95 +/-2,34 1,94 +/- 1,60 0,55 % total
0,00 - 7,46 0,12 -4,49
0,76 1,56
20,16 +/- 19,17 21,21 +/- 13,55 0,68 % parcial
0,03 -51,69 2,77 - 45,57
16,04 21,69
Cociente CD4/CD8 1,67 +/- 0,68 1,71 +/- 0,79 0,94
0,52 - 3,07 0,81 - 3,59
1,59 1,58
Subpoblaciones LTCD4
LTCD4reg 43,54 +/- 22,16 55,83 +/- 13,10 0,027* absoluto
CD25++CD127+ 13,22 - 102,71 43,20 - 81,28
35,43 52,08
0,75 +/- 0,41 0,76 +/- 0,17 0,46 % total
0,29 - 2,01 0,52 -0,99
0,72 0,81
7,24 +/- 3,89 6,71 +/- 0,86 0,77 % parcial
3,02 -25,49 4,98 - 8,04
6,58 6,89
LTCD4 557,04 +/- 229,10 764,47 +/- 174,17 0,007* absoluto
CD25-CD127+ 228,91 - 1321,40 473,77 - 1080,44
491,50 751,25
9,51 +/- 3,64 10,30 +/- 1,73 0,44 % total
3,59 -20,68 7,89 - 13,16
9,67 9,99
88,71 +/- 6,59 90,86 +/- 2,67 0,47 % parcial
61,09 - 94,61 83,82 -93,12
90,52 91,91
LTCD4 22,78 +/- 20,26 17,98 +/- 15,88 0,35 absoluto
CD25-CD127- 4,99 -9425 0,66 - 45,85
15,71 12,58
0,39 +/- 0,33 0,25 +/- 0,26 0,10 % total
0,10 - 1,38 0,01 -0,87
0,25 0,17
4,06 +/- 3,93 2,43 +/- 2,50 0,11 % parcial
0,98 -17,13 0,07 - 8,14
2,25 1,64
Subpoblaciones LTCDS8
LTCDS8reg 0,52 +/- 0,69 0,57 +/- 0,82 0,88 absoluto
CD25++CD127+dim 0,00 - 3,23 0,00 - 2,64
0,48 0,32
0,01 +/- 0,02 0,01 +/- 0,02 0,67 % total
0,00 - 0,08 0,00 - 0,05
0,01 0,01
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0,15 +/-0,19 0,15 +7-0,19 0,86 % parcial
0,00 - 0,78 0,02 - 0,61
0,10 0,07
LTCD8 257,62 +/- 106,22 373,80 +/- 130,22 0,008* absoluto
CD25-CDI127+ 37,85-518,03 177,60 -596,40
264,65 368,28
4,48 +/- 2,06 5,154/- 1,93 0,33 % total
0,83 - 10,02 2,22 -9,05
441 4,87
63,15 +/- 17,36 69,54 +/- 17,26 0,35 | % parcial
27,98 - 99,41 42,97 - 90,73
63,15 69,56
LTCD8 168,69 +/- 131,29 195,30 +/- 146,61 0,60 absoluto
CD127- 1,80 - 567,58 16,80 - 424,25
127,96 175,12
2,80 +/- 2,26 2,77 +/- 2,35 0,98 % total
0,04 - 10,19 0,21-17,50
2,22 2,11
36,70 +/- 17,38 30,32 +/- 17,29 0,37 | % parcial
0,44 -171,92 8,66 - 56,68
36,72 30,42
Otras poblaciones T minoritarias
LTCD3CD4+CD8+ 84,63 +/- 61,81 82,70 +/- 79,52 0,65 absoluto
15,05 - 249,56 23,72 - 281,60
67,93 47,09
1,51 +/- 1,23 1,13 +/- 1,01 0,33 % total
0,24 - 5,94 0,35-3,43
1,06 0,58
7,24 +/- 4,51 5,21 +/- 3,75 0,16 | % parcial
2,22 -19,50 1,83 - 13,20
5,25 3,96
LTCD3CD4-CD8- 5,27 +/- 5,19 12,51 +/- 9,98 0,004+ absoluto
0,56 - 23,03 3,30 - 30,42
3,37 6,95
0,09 +/- 0,11 0,16 +/- 0,11 0,024* % total
0,01 -0,57 0,05-0,36
0,06 0,12
0,47 +/- 0,42 0,80 +/- 0,58 0,022* | % parcial
0,06 - 1,86 0,17-1,93
0,35 0,54
LTCD3 TCR gd 61,50 +/- 52,01 76,31 +/- 56,34 0,29 absoluto
4,65 - 233,21 20,03 - 178,98
42,51 56,74
1,07 +/- 0,89 1,05 +/- 0,79 0,89 % total
0,08 - 3,52 0,31-2,53
0,76 0,78
5,69 +/- 4,12 4,94 +/- 2,76 0,71 % parcial
0,63 - 18,78 1,59 - 8,91
4,12 4,42
Expresion CLA y marcadores de activacion e inhibicion
LTCD4CLA+ 120,48 +/- 62,72 103,13 +/- 38,35 0,33 absoluto
23,71 - 347,68 64,00 - 189,65
122,88 93,52
2,03 +/-0,93 1,39 +/- 0,45 0,018* % total
0,52 - 4,89 0,80 -2,31
1,90 1,30
21,41 +/- 8,56 12,28 +/- 2,34 0,001* | % parcial
8,50 - 40,86 8,97 - 16,00
20,66 12,41
LTCD4regCLA+ 20,76 +/- 10,54 20,68 +/- 4,85 0,55 absoluto
4,56 - 53,33 13,52 -27,29
19,76 20,48
0,35 +/- 0,17 0,29 +/- 0,08 0,27 % total
0,10-0,75 0,16 - 0,38
0,35 0,32
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48,66 +/- 11,64 37,04 +/- 4,94 0,006* | % parcial
32,42 -70,97 29,21 -43,55
47,91 36,09
LTCD4 98,44 +/- 46,71 82,58 +/- 35,78 0,22 absoluto
CD25-CDI127+CLA+ 17,37 - 203,51 42,88 - 166,66
99,97 79,84
1,68 +/- 0,81 1,11 +/- 0,41 0,019* % total
0,34 - 3,36 0,67 -2,03
1,58 1,02
18,07 +/- 7,61 10,66 +/- 2,93 0,002* | % parcial
7,07 - 40,86 5,92 -15,46
16,27 10,43
LTCD4CLA+DR+ 17,82 +/- 11,98 16,29 +/- 7,52 0,98 absoluto
5,17-70,39 4,23 -24.81
15,04 14,66
0,30 +/- 0,17 0,23 +/- 0,11 0,32 % total
0,10 - 0,99 0,05-0,37
0,27 0,24
16,38 +/- 8,13 16,44 +/- 7,31 0,60 % parcial
5,57 -4234 6,05-31,07
15,19 17,31
LTCD4CLA+DR- 102,66 +/- 54,26 86,85 +/- 34,99 0,35 absoluto
13,68 - 277,29 51,84 - 165,02
102,49 81,78
1,73 +/- 0,83 1,16 +/- 0,39 0,013* % total
0,30-3,90 0,65 - 2,01
1,60 1,12
83,62 +/- 8,13 83,56 +/- 7,31 0,60 % parcial
57,66 - 94,43 68,93 -93,95
84,81 82,69
LTCD4CLA+PDI+ 0,721 +/- 0,885 0,388 +/- 0,680 0,12 absoluto
0,00 - 3,97 0,00 - 1,64
0,501 0,000
0,012+/- 0,011 0,005 +/- 0,009 0,054%* % total
0,00 - 0,04 0,00 - 0,02
0,010 0,000
0,654 +/- 0,745 0,494 +/- 0,783 0,091** | % parcial
0,05 -3,59 0,03 -2,55
0,370 0,115
LTCD4CLA- 448,01 +/- 178,75 723,29 +/- 158,97 <0,001* absoluto
157,16 - 898,29 476,94 - 994,23
416,32 702,37
7,67 +/-2,91 9,79 +/- 1,79 0,027* % total
2,02 -15,44 6,92 -12,22
7,55 9,60
78,59 +/- 8,56 87,72 +/- 2,34 0,001* | % parcial
59,14 -91,50 84,00 - 91,03
79,34 87,60
LTCD4regCLA- 22,78 +/- 14,10 35,15 +/-9,23 0,003* absoluto
8,48 - 64,90 25,82 -54,19
17,96 32,21
0,40 +/- 0,28 0,48 +/- 0,10 0,083 % total
0,12-1,27 0,34 - 0,66
0,32 0,48
51,34 +/- 11,64 62,96 +/- 4,94 0,006* | % parcial
29,03 - 67,58 56,45 - 70,79
52,10 63,91
LTCD4 458,60 +/- 206,02 681,89 +/- 149,23 0,002* absoluto
CD25-CD127+CLA- 207,48 - 1155,65 422,65 -913,77
402,86 679,25
7,83 +/- 3,25 9,20 +/- 1,50 0,086* % total
3,03 +/- 17,54 7,13-11,13
7,72 8,96
81,93 +/- 7,61 89,35 +/- 2,93 0,002* | % parcial
59,14 -92,93 84,54 - 94,08
83,73 89,58
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LTCD4CLA-DR+ 17,41 +/- 10,70 15,32 +/- 6,85 0,64 absoluto
3,07 - 48,30 7,56 - 27,02
14,72 13,42
0,30 +/- 0,18 0,22 +/- 0,11 0,23 % total
0,06 - 0,70 0,08 - 0,41
0,24 0,18
4,18 +/- 2,56 2,15 +/- 0,83 0,027* | % parcial
1,05 -9,98 1,13-3,35
3,45 2,12
LTCD4CLA-DR- 430,59 +/- 174,63 707,97 +/- 156,49 <0,001* absoluto
149,38 - 868,59 463,23 - 981,10
404,13 685,58
7,37 +/- 2,85 9,58 +/- 1,72 0,023* % total
1,92 - 14,74 6,84 - 11,95
7,12 9,46
95,82 +/- 2,56 97,85 +/- 0,83 0,027* | % parcial
90,02 - 98,95 96,65 - 98,87
96,56 97,88
LTCD4CLA-PDI1+ 1,233 +/-2,167 0,387 +/- 0,771 0,050* absoluto
0,00 - 11,38 0,00 - 2,40
0,581 0,000
0,020 +/- 0,032 0,005 +/- 0,010 0,016* % total
0,00-0,16 0,00 - 0,03
0,010 0,000
0,325 +/- 0,455 0,073 +/- 0,102 0,003* | % parcial
0,02 -2,00 0,00 - 0,34
0,160 0,040
LTCDS8CLA+ 37,82 +/- 28,85 31,58 +/- 22,33 0,35 absoluto
5,47 - 142,75 10,14 - 75,36
27,62 20,43
0,64 +/- 0,43 0,46 +/- 0,39 0,12 % total
0,12 -2,09 0,12-1,43
0,56 0,30
10,45 +/- 5,92 5,97 +/- 2,94 0,016*% | % parcial
1,58 - 26,56 2,14 -11,12
9,57 5,35
LTCDS8 30,45 +/- 17,45 28,63 +/- 20,16 0,40 absoluto
CD25-CD127+CLA+ 5,02 - 80,59 11,83 - 72,20
28,32 19,56
0,52 +/- 0,28 0,42 +/- 0,37 0,14 % total
0,11-1,18 0,14 -1,37
0,48 0,29
12,57 +/- 5,59 8,17 +/- 6,29 0,023* | % parcial
2,60 - 23,86 3,08 - 24,09
12,76 6,12
LTCDS8 8,80 +/- 13,38 3,67 +/- 3,06 0,10 absoluto
CDI127-CLA+ 0,95 - 66,93 1,60 - 11,58
4,55 2,75
0,14 +/- 0,21 0,05 +/- 0,04 0,026* % total
0,02 -0,98 0,02-0,14
0,08 0,04
8,36 +/- 17,74 3,27 +/- 3,11 0,029* | % parcial
0,68 - 100,00 0,80 -9,38
4,46 2,37
LTCD8CLA+DR+ 6,60 +/- 8,18 4,32 +/- 2,61 0,51 absoluto
1,56 - 42,35 0,85 -10,75
4,19 3,92
0,11 +/-0,12 0,06 + /- 0,03 0,12 % total
0,02 - 0,62 0,01-0,13
0,07 0,05
17,24 +/- 8,26 16,53 +/- 6,88 0,86 | % parcial
4,45 - 42,89 3,65 -26,82
16,12 18,25
LTCD8CLA+DR- 31,22 +/- 21,80 27,26 +/- 21,39 0,35 absoluto
3,19 - 100,40 9,30 - 72,73
22,49 16,69
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0,53 +/- 0,34 0,40 +/- 0,38 0,14 % total
0,07 - 1,47 0,11-1,38
0,47 0,25
82,76 +/- 8,26 83,47 +/- 6,88 0,86 % parcial
57,11 -95,55 73,18 - 96,35
83,89 81,75
LTCDS8CLA+PDI+ 0,33 +/- 0,70 0,28 +/- 0,37 0,94 absoluto
0,00 - 3,56 0,00 - 0,32
0,00 0,00
0,01 +/- 0,01 0,00 +/- 0,01 0,80 % total
0,00 - 0,05 0,00 - 0,01
0,00 0,00
0,80 +/- 0,93 1,22 +/- 1,49 0,60 % parcial
0,05 - 4,00 0,03 -4,73
0,48 0,75
LTCDSCLA- 340,64 +/- 162,21 508,87 +/- 227,53 0,021* absoluto
104,88 - 698,48 168,80 - 935,12
317,70 466,36
5,82 +/-2,80 7,10 +/- 3,64 0,31 % total
1,83 -13,35 2,11-14,19
5,64 6,36
89,55 +/- 5,92 94,04 +/- 2,94 0,016* | % parcial
73,44 - 98,42 88,88 - 97,86
90,43 94,65
LTCDS8 227,18 +/- 101,11 345,17 +/- 128,47 0,008* absoluto
CD25-CD127+CLA- 32,83 -491,67 161,60 -575,97
226,23 343,36
3,96 +/- 1,96 4,73 +/- 1,87 0,24 % total
0,72 -9,51 2,02 -8,74
3,94 431
87,43 +/- 5,59 91,83 +/- 6,29 0,023* | % parcial
76,14 - 97,40 75,91 -96,92
87,24 93,88
LTCDS8 165,41 +/- 120,79 191,63 +/- 144,55 0,59 absoluto
CD127-CLA- 13,75 - 529,15 15,20 - 412,67
119,22 172,82
2,75 +/- 2,09 2,72 +/-2,32 0,85 % total
0,29 - 9,50 0,19 - 7,44
2,11 2,07
94,80 +/- 3,97 96,74 +/- 3,11 0,037* | % parcial
82,53 -99,32 90,62 - 99,20
95,60 97,64
LTCDS8CLA-DR+ 39,54 +/- 27,00 40,69 +/- 39,06 0,76 absoluto
4,74 - 93,91 11,83 - 146,30
32,88 31,30
0,64 +/- 0,39 0,59 +/- 0,62 0,31 % total
0,10 -1,54 0,14 -2,22
0,59 0,39
11,83 +/- 7,48 7,59 +/- 3,64 0,13 % parcial
2,22 -31,29 2,49 - 15,65
9,66 6,66
LTCD8CLA-DR- 301,10 +/- 146,51 468,17 +/- 198,08 0,015% absoluto
72,05 - 646,77 150,40 - 788,82
263,71 445,16
5,18 +/-2,62 6,51 +/- 3,13 0,21 % total
1,58 - 12,51 1,88 -11,97
4,80 5,96
88,17 +/- 7,48 92,41 +/- 3,64 0,13 % parcial
68,71 -97,78 84,35-97,51
90,34 93,35
LTCD8CLA-PDI+ 1,179 +/- 2,817 0,145 +/- 0,307 0,038* absoluto
0,00 - 12,29 0,00 - 0,80
0,404 0,000
0,018 +/- 0,041 0,002 +/- 0,004 0,028* % total
0,00 -0,18 0,00 - 0,01
0,010 0,000
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0,346 +/- 0,626 0,103 +/- 0,171 0,016* | % parcial
0,01 - 3,00 0,01 -0,54
0,150 0,035
Poblaciones linfoides B
LB, sobre total células 123,82 +/- 52,24 165,27 +/- 89,28 0,16 absoluto
30,86 - 274,66 55,34 - 344,86
111,64 128,08
2,17 +/- 1,05 2,18 +/- 1,04 0,90 % total
0,59 -5,56 1,05 -4,17
1,75 1,80
LB inmaduros 2,58 +/- 1,97 2,92 +/-1,72 0,51 absoluto
CDI10+CD38+ 0,00 - 6,58 0,82 -5,79
1,73 2,62
0,05 +/- 0,04 0,04 +/- 0,02 0,84 % total
0,00-0,13 0,01 -0,07
0,04 0,03
2,07 +/- 1,42 1,77 +/- 0,57 0,98 % parcial
0,07 - 5,21 0,58 - 2,61
1,66 1,77
LB naive 84,48 +/- 43,43 101,44 + /- 66,63 0,80 absoluto
CD27-sIgM+ 21,44 - 241,07 33,20 - 237,35
69,90 79,78
1,48 +/- 0,88 1,36 +/- 0,86 0,43 % total
0,41 - 4,88 0,53 -2,87
1,23 1,03
67,91 +/- 12,79 59,75 +/- 16,25 0,14 % parcial
33,36 - 87,68 41,99 - 84,87
68,12 56,66
LB memoria 34,08 +/- 21,69 58,34 +/- 36,67 0,049* absoluto
CD27+ 9,41 - 89,90 14,72 - 119,15
27,81 55,03
0,59 +/- 0,38 0,75 +/- 0,41 0,28 % total
0,18 -1,36 0,23 - 1,41
0,48 0,71
27,68 +/- 13,01 36,48 +/- 15,55 0,098** | % parcial
7,35-60,18 11,98 - 54,39
27,75 40,93
LB memoria sigM 20,67 +/- 15,02 28,89 +/- 16,78 0,17 absoluto
3,19 -59,49 7,68 - 54,58
15,90 25,11
0,36 +/- 0,27 0,38 +/- 0,20 0,55 % total
0,07 - 1,02 0,12 - 0,66
0,32 0,32
58,77 +/- 13,75 54,08 +/- 16,77 0,38 % parcial
26,91 - 89,21 32,72 - 80,45
59,06 53,26
LB memoria sigG 5,73 +/- 4,49 15,32 +/- 12,96 0,008* absoluto
0,60 - 22,75 3,20 - 43,94
5,27 10,94
0,10 +/- 0,08 0,19 +/- 0,15 0,021* % total
0,01 -0,32 0,05-0,52
0,09 0,15
17,59 +/- 8,74 24,69 +/- 7,96 0,044* | % parcial
4,02 -34,43 15,76 - 36,51
18,39 22,60
LB memoria sigA 6,01 +/-4,27 8,90 +/- 6,88 0,22 absoluto
0,00 - 15,74 2,91 -20,28
5,47 5,47
0,10 +/- 0,07 0,11 +/- 0,08 0,67 % total
0,00 - 0,27 0,04 - 0,24
0,09 0,08
18,34 +/- 8,14 17,45 +/- 3,49 0,73 % parcial
0,39 - 38,66 11,94 - 23,46
17,39 17,12
Plasmocitos 2,65 +/- 2,75 2,58 +/- 3,26 1,00 absoluto
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CD27++CD38++ 0,00 - 11,96 0,00-11,34
1,56 2,06
0,04 +/- 0,04 0,03 +/- 0,03 0,43 % total
0,00 - 0,20 0,00 -0,12
0,03 0,03
2,40 +/- 2,05 2,00 +/- 3,08 0,22 % parcial
0,10 - 6,64 0,36 - 10,57
1,38 0,98
Plasmocitos sigM 0,68 +/- 0,86 0,23 +/- 0,37 0,14 absoluto
0,00 - 2,99 0,00 - 0,85
0,48 0,00
0,01 +/- 0,01 0,00 +/- 0,00 0,060%* % total
0,00 - 0,05 0,00 - 0,01
0,01 0,00
22,78 +/- 13,26 12,43 +/- 6,12 0,012* | % parcial
0,00 - 57,67 3,54 -19,89
20,49 15,06
Plasmocitos slgG 0,04 +/- 0,15 0,00 +/- 0,00 0,41 absoluto
0,00 - 0,71 0,00 - 0,00
0,00 0,00
0,00 +/- 0,00 0,00 +/- 0,00 0,41 % total
0,00 - 0,01 0,00 - 0,00
0,00 0,00
5,09 +/- 5,97 3,09 +/- 1,76 0,53 % parcial
0,00 - 29,79 0,72 - 6,20
3,42 2,88
Plasmocitos slgA 1,34 +/- 1,36 1,27 +/- 0,88 0,56 absoluto
0,00 - 5,98 0,00 - 2,84
0,92 1,06
0,02 +/- 0,02 0,02 +/- 0,01 0,71 % total
0,00 -0,10 0,00 - 0,03
0,01 0,02
47,85 +/- 17,08 53,73 +/- 11,48 0,46 % parcial
0,00 - 74,68 34,65 - 72,00
50,34 53,96
Células NK
NKCD56+CD3- 22222 +/- 136,88 192,83 +/- 95,23 0,73 absoluto
45,12 - 499,29 80,00 - 438,48
206,86 166,29
3,67 +/- 1,99 2,57 +/- 0,95 0,25 % total
0,58 - 8,61 1,00 - 4,64
3,75 2,43
NK precursoras 9,61 +/- 6,01 8,37 +/- 3,12 0,77 absoluto
1,37 - 23,46 3,16-12,29
8,72 8,18
0,17 +/- 0,11 0,11 +/- 0,04 0,24 % total
0,02 - 0,39 0,06 - 0,18
0,14 0,11
5,61 +/- 4,64 5,20 +/- 3,62 0,82 % parcial
0,48 - 21,38 1,81 - 14,36
4,26 3,86
NK maduras 210,04 +/- 139,05 184,46 +/- 94,33 0,73 absoluto
14,14 - 486,83 68,80 - 426,20
199,28 155,54
3,44 +/- 2,04 2,46 +/- 0,95 0,32 % total
0,32 - 8,50 0,86 -4,51
3,55 2,31
91,71 +/- 15,37 94,80 +/- 3,62 0,95 % parcial
13,97 - 99,52 85,64 - 98,19
95,61 96,15
NK activadas 10,47 +/- 13,33 1,56 +/- 0,73 <0,001* absoluto
0,78 - 60,51 0,53 -2,58
7,07 1,50
0,16 +/- 0,16 0,02 +/- 0,01 <0,001* % total
0,01 - 0,61 0,01 - 0,04
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0,11 0,02
4,61 +/-4,57 0,95 +/- 0,39 <0,001* | % parcial
0,45 -17,40 0,41 -1,59
2,76 0,99
Otras poblaciones celulares
LTCD3CD56+ 125,71 +/- 157,24 310,71 +/- 561,82 0,15 absoluto
9,71 - 840,19 15,20 - 1897,03
73,78 185,39
2,40 +/- 3,96 3,99 +/- 6,58 0,30 % total
0,19-21,88 0,19 -22,45
1,36 2,25
12,45 +/- 16,63 18,05 +/- 27,48 0,45 % parcial
1,58 -92,46 1,66 - 95,10
7,90 9,43
LTCD3CD56- 907,42 +/- 356,71 1120,80 +/- 499,70 0,098%* absoluto
68,35-1721,43 98,02 - 1981,07
879,85 1080,55
15,31 +/- 5,84 15,38 +/- 6,38 0,76 % total
1,78 - 29,61 1,16 -24,13
15,02 16,29
87,55 +/- 16,63 81,95 +/- 27,48 0,45 % parcial
7,54 - 98,42 4,90 - 98,34
92,10 90,58
CD plasmocitoides 6,41 +/- 3,74 13,10 +/- 6,23 0,002* absoluto
2,13-16,54 3,84 - 23,81
5,14 12,08
0,11 +/- 0,06 0,18 +/- 0,08 0,017* % total
0,03 -0,32 0,06 - 0,29
0,10 0,16
CD mieloides 11,24 +/- 4,82 14,63 +/- 7,44 0,18 absoluto
2,74 - 25,00 4,48 - 28,95
10,28 14,23
0,19 +/- 0,08 0,20 +/- 0,09 0,80 % total
0,06 - 0,39 0,07 - 0,35
0,19 0,19
MonocitosDR+CD33+ 308,00 +/- 134,71 400,46 +/- 124,57 0,061%* absoluto
118,90 - 556,92 211,84 - 645,06
264,32 383,46
5,09 +/- 1,51 5,40 +/- 1,42 0,51 % total
2,32-8,19 3,31 -7,80
5,05 5,25
Monocitos cldsicos 220,83 +/- 92,64 309,47 +/- 94,82 0,022* absoluto
75,71 - 393,82 153,60 - 521,84
193,95 283,20
3,56 +/- 0,99 4,16 +/- 1,06 0,16 % total
1,34 - 5,65 2,40 - 6,31
3,55 4,03
70,91 +/- 7,73 77,81 +/-9,10 0,037* | % parcial
56,68 - 84,10 62,37 - 88,55
71,50 80,59
Monocitos intermedios 59,35 +/- 41,87 62,43 +/- 46,19 0,83 absoluto
12,03 - 206,75 7,28 -161,74
46,23 44,08
0,96 +/- 0,55 0,86 +/- 0,61 0,50 % total
0,23 -2,84 0,10-1,97
0,81 0,72
18,32 +/- 6,63 15,14 +/- 8,93 0,22 % parcial
7,23 -37,15 2,35 -28,62
18,00 12,77
Monocitos no clasicos 33,03 +/- 24,24 28,55 +/- 13,31 0,98 absoluto
5,75 -110,21 6,40 - 50,90
26,61 30,71
0,56 +/- 0,38 0,38 +/- 0,15 0,18 % total
0,11-1,77 0,08 - 0,62
0,48 0,40

159




10,57 +/- 5,59 7,05 +/-2,45 0,068** | % parcial
3,55-25,56 1,91 -9,13
9,43 8,09
Granulocitos 4073,9 +/- 1275,3 5040,4 +/- 1057,1 0,023* absoluto
2224,5 -7523.3 3504,0 - 7089,4
3700,5 49173
67,14 +/- 8,03 67,72 +/- 7,17 0,71 % total
55,10 - 85,51 58,18 - 80,37
66,48 67,95
Basofilos 41,67 +/- 18,55 41,11 +/- 16,66 0,98 absoluto
13,5 - 80,35 23,66 - 68,64
40,65 39,50
0,71 +/- 0,32 0,55 +/- 0,19 0,20 % total
0,24 - 1,55 0,28 - 0,83
0,66 0,55
Eosinofilos 212,89 +/- 214,30 152,83 +/- 84,50 0,76 absoluto
1,70 - 943,40 66,25 - 325,33
134,73 123,33
3,41 +/- 3,03 2,02 +/- 0,98 0,14 % total
0,03 -12,76 0,91 - 3,85
2,35 1,63

p<0.05*, p<0.1**. DE: Desviacion estdndar. Min — Max: intervalo minimo — maximo. Valores
absolutos de leucocitos totales en hemograma medidos en num. cels. x 10°/L y resto en cels/uL.

2.1.3. Halo nevus (asociado o no a otras formas de vitiligo) frente a

controles

Cuando se seleccionaban los pacientes con halo nevus (asociado o no a otras formas de
vitiligo) (n=13) y se comparaban con los controles (n=10), los resultados fueron
bastante similares, aunque la mayoria de las variables perdieron su significacion

estadistica, probablemente condicionado por la disminucion del tamafio muestral.

Se objetivo que los pacientes con halo nevus también tenian un menor numero de
leucocitos que los controles (5,62+1,50 vs 7,44+1,25 x10°/L; p= 0,008), y aunque no
llegaban a la significacion estadistica, estos pacientes también tenian un menor niimero
de LTCD3, LTCD4 y LTCDS, y LTCD4 naive, y LTreg (LTCD4+CD25+CD127+dim).
Curiosamente, los LTCDS8 naive presentaban valores muy similares en ambos grupos
(158,37£120,30 vs 155,64+56,22), por lo que aunque el tamafio muestral hubiese sido
mayor, las diferencias no hubiesen alcanzado la significacion estadistica. Otra
diferencia respecto a los pacientes con vitiligo no segmentario, es que en este grupo de

pacientes se detectdé un descenso estadisticamente significativo de los LTCD4 de
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memoria efectora (47,34+21,46 vs 101,43+£53,72 cels/u; p=0,021), resultados que no

habian sido detectados en los analisis previos.

Tampoco se encontraron diferencias resefiables en poblaciones de linfocitos T que
expresaban CLA (asociado a la piel), HLA-DR (marcador de activacién), o PDI

(marcador implicado en inhibicidn), ni en poblaciones de linfocitos B.

Nuevamente, también en este grupo se detectaban niveles similares de células NK
totales, pero el nimero de NK activadas (HLA-DR+) era significativamente mas alto

(3,60+2,99 vs 1,56+0,73 cels/uL; p=0,035).

También en este caso se detectaba un descenso de LTCD3CD56+ (77,56+40,57 vs
310,71£561,82 cels/uL; p=0,055), un descenso de las células dendriticas plasmocitoides
(7,63+4,89 vs 13,10+6,23 cels/uL; p=0,047), y un descenso en las cifras de monocitos
(305,81£175,73 vs 400,46+124,57 cels/ulL; p=0,072), a expensas de una disminucion
de los monocitos clasicos (216,61+122,35 vs 309,474+94,82 cels/ulL; p=0,063) en el
grupo de HN frente al grupo control.

Los datos completos del analisis de poblaciones de este apartado se especifican en la

Tabla 24.

Tabla 24. Caracterizacion inmunofenotipica de HN frente a controles

HN CONTROLES
(n=13) (n=10)
Media +/- DE Media +/- DE p-valor
Min - Max Min - Max
Mediana Mediana
Leucocitos totales en 5,62 +/- 1,50 7,44 +/- 1,25 0,008* absoluto
hemograma 3,42 - 8,08 5,27 -9,45
5,58 7,64
Poblaciones mayoritarias de LT y marcadores de maduracion periférica
LTCD3 sobre total células 1267,3 +/-719,7 1503,2 +/- 383,4 0,17 absoluto
562,1 - 2499,6 952,0-2133,8
927,8 1401,5
23,28 +/- 12,65 20,53 +/- 5,27 0,90 % total
7,00 - 51,21 11,90 - 28,99
21,30 20,02
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LTCD4 sobre total LTCD3 771,2 +/-519,0 838,3 +/-177,9 0,29 absoluto
235,2-1728,0 565,0 - 1169,1
489,5 815,1
14,20 +/- 9,25 11,32 +/- 1,75 0,71 % total
3,07 -32,98 8,75 -14,24
14,02 10,96
57,47 +/- 10,60 56,90 +/- 8,66 0,50 % parcial
35,09 - 69,10 43,70 - 73,45
60,21 57,68
LTCD4naive 337,34 +/- 302,83 315,17 +/- 76,77 0,53 absoluto
CD45 RA+CD27+ 0,60 - 830,86 197,63 - 444,16
229,25 342,45
6,08 +/- 6,18 4,32 +/-1,22 0,93 % total
0,01 - 16,47 2,65 -6,94
448 4,13
42,64 +/- 21,40 38,88 +/- 11,51 0,29 % parcial
0,05 - 69,27 20,53 - 56,70
49,00 39,43
LTCD4 memoria central 528,99 +/- 544,20 416,98 +/- 178,14 0,53 absoluto
CD45RA-CD27+ 47,38 - 1660,20 239,79 - 739,72
276,49 349,92
8,89 +/- 9,00 5,53 +/- 1,86 0,93 % total
0,59 - 27,67 3,78 - 9,01
5,27 4,82
49,09 +/- 23,56 48,11 +/- 10,19 0,93 % parcial
19,24 - 96,10 36,74 - 66,91
44,75 44,83
LTCD4 memoria efectora 47,34 +/- 21,46 101,43 +/- 53,72 0,021* absoluto
CD45RA-CD27- 16,26 - 81,61 31,01 - 208,24
43,66 94,83
0,77 +/- 0,36 1,41 +/- 0,84 0,075%* % total
0,30 - 1,36 0,48 - 3,16
0,70 1,24
7,24 +/- 5,23 12,36 +/- 6,80 0,051** | % parcial
2,31-16,97 4,36 - 24,58
4,98 10,55
LTCD4 efector 3,80 +/- 5,00 5,12 +/- 6,12 0,48 absoluto
CD45RA+CD27- 0,46 - 15,26 0,64 - 18,93
2,03 2,56
0,05 +/- 0,06 0,07 +/- 0,08 0,86 % total
0,01 -0,19 0,01 -0,26
0,03 0,04
1,03 +/- 2,04 0,65 +/- 0,78 0,72 % parcial
0,02 - 6,03 0,05-2,43
0,27 0,29
LTCDS sobre total LTCD3 420,1 +/- 188,3 569,7 +/- 218,3 0,12 absoluto
211,4-784,6 195,2-914,0
346,9 564.,4
7,68 +/- 3,36 7,93 +/- 3,58 0,80 % total
3,57 - 16,60 2,44 - 13,87
6,80 7,34
36,11 +/-9,33 37,09 +/- 9,64 0,54 % parcial
24,53 - 53,68 20,55 - 53,94
33,82 37,32
LTCDS naive 158,37 +/- 120,30 155,64 +/- 56,22 0,93 absoluto
CD45RA+CD27+ 0,60 - 359,99 89,57 - 264,32
150,78 153,87
2,84 +/-2,55 2,20 +/- 1,03 0,93 % total
0,01 -7,86 1,06 - 4,13
2,47 1,74
32,33 +/- 19,52 31,98 +/- 16,72 0,82 % parcial
0,05 -57,75 11,73 - 57,12
30,48 29,20
LTCD8 memoria central 244,02 +/- 203,05 181,76 +/- 86,54 0,86 absoluto
CD45RA-CD27+ 43,36 - 598,20 80,80 - 359,60
183,36 152,58
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3,98 +/- 3,14 2,50 +/- 1,25 0,42 % total
0,54 -9,97 1,01 -4,77
2,96 2,21
44,19 +/- 26,30 32,94 +/- 10,80 0,42 % parcial
15,18 -97,55 18,62 - 54,38
38,59 31,36
LTCD8 memoria efectora 50,34 +/- 45,02 93,44 +/- 119,37 0,37 absoluto
CD45RA-CD27- 6,23 - 124,58 4,80-411,88
39,54 59,91
0,82 +/- 0,87 1,29 +/- 1,80 0,53 % total
0,13-2,72 0,06 - 6,25
0,55 0,86
11,08 +/- 10,97 13,88 +/- 13,22 0,42 % parcial
1,94 - 27,73 2,59 -45,02
5,78 8,28
LTCDS efector 40,96 +/- 54,32 139,06 +/- 112,66 0,05 absoluto
CD45RA+CD27- 0,00 - 144,66 8,40 - 371,32
15,60 129,07
0,70 +/- 1,03 1,94 +/- 1,60 0,11 % total
0,00 - 3,02 0,12 -4,49
0,30 1,56
12,40 +/- 18,05 21,21 +/- 13,55 0,09 % parcial
0,02 - 44,34 2,77 - 45,57
3,36 21,69
Cociente CD4/CD8 1,75 +/- 0,67 1,71 +/- 0,79 0,62
0,65 -2,82 0,81 -3,59
1,78 1,58
Subpoblaciones LTCD4
LTCD4reg 50,94 +/- 35,48 55,83 +/- 13,10 0,39 absoluto
CD25++CD127+ 10,44 - 112,80 43,20 - 81,28
31,44 52,08
0,95 +/- 0,65 0,76 +/- 0,17 0,98 % total
0,13-2,32 0,52 -0,99
0,83 0,81
6,59 +/- 1,27 6,71 +/- 0,86 0,71 % parcial
4,29 - 8,65 4,98 - 8,04
6,59 6,89
LTCD4 705,12 +/- 479,47 764,47 +/- 174,17 0,29 absoluto
CD25-CD127+ 211,04 - 1599,60 473,77 - 1080,44
453,61 751,25
12,99 +/- 8,54 10,30 +/- 1,73 0,66 % total
2,84 -30,18 7,89 - 13,16
12,96 9,99
90,98 +/- 2,64 90,86 +/- 2,67 1,00 % parcial
82,66 - 92,67 83,82 -93,12
91,72 91,91
LTCD4 15,13 +/- 10,44 17,98 +/- 15,88 0,80 absoluto
CD25-CD127- 3,79 - 35,28 0,66 - 45,85
12,45 12,58
0,26 +/- 0,15 0,25 +/- 0,26 0,46 % total
0,07 - 0,48 0,01 -0,87
0,26 0,17
2,43 +/-2.44 2,43 +/- 2,50 0,76 % parcial
0,85-10,18 0,07 - 8,14
1,75 1,64
Subpoblaciones LTCDS8
LTCDS8reg 0,14 +/- 0,28 0,57 +/- 0,82 0,094%* absoluto
CD25++CD127+dim 0,00 - 0,81 0,00 - 2,64
0,00 0,32
0,00 +/- 0,00 0,01 +/- 0,02 0,16 % total
0,00 - 0,01 0,00 - 0,05
0,00 0,01
0,05 +/- 0,03 0,15+/- 0,19 0,49 % parcial
0,02-0,14 0,02 - 0,61
0,05 0,07
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LTCD8 332,10 +/- 207,46 373,80 +/- 130,22 0,29 absoluto
CD25-CD127+ 103,97 - 722,35 177,60 - 596,40
267,08 368,28
6,03 +/- 3,50 5,15+/-1,93 0,76 % total
1,46 - 13,78 2,22 -9,05
5,51 4,87
74,29 +/- 19,52 69,54 +/- 17,26 0,50 | % parcial
40,91 - 97,90 42,97 - 90,73
80,37 69,56
LTCD8 87,86 +/- 55,43 195,30 +/- 146,61 0,072%* absoluto
CD127- 12,60 - 186,69 16,80 - 424,25
64,06 175,12
1,65 +/- 1,03 2,77 +/- 2,35 0,40 % total
0,21-3,14 0,21 -17,50
1,40 2,11
25,66 +7- 19,54 30,32 +/- 17,29 0,50 | % parcial
2,06 - 59,07 8,66 - 56,68
19,57 30,42
Otras poblaciones T minoritarias
LTCD3CD4+CD8+ 70,73 +/- 38,74 82,70 +/- 79,52 0,76 absoluto
23,52 - 151,20 23,72 - 281,60
65,84 47,09
1,30 +/- 0,65 1,13 +/- 1,01 0,32 % total
0,34 -2,52 0,35-3,43
1,37 0,58
5,98 +/- 2,51 521 +/-3,75 0,34 | % parcial
2,86 - 11,71 1,83 - 13,20
5,49 3,96
LTCD3CD4-CD8- 5,30 +/- 2,96 12,51 +/- 9,98 0,10 absoluto
1,03 - 11,31 3,30 - 30,42
4,88 6,95
0,10 +/- 0,05 0,16 +/- 0,11 0,25 % total
0,02 - 0,16 0,05 -0,36
0,09 0,12
0,45 +/- 0,25 0,80 +/- 0,58 0,06 | % parcial
0,15-0,99 0,17-1,93
0,41 0,54
LTCD3 TCR gd 55,96 +/- 26,73 76,31 +/- 56,34 0,66 absoluto
14,56 - 94,84 20,03 - 178,98
51,45 56,74
1,07 +/- 0,63 1,05 +/- 0,79 0,69 % total
0,26 - 2,49 0,31-2,53
1,07 0,78
5,17 +/- 3,08 4,94 +/- 2,76 0,90 % parcial
2,27-11,67 1,59 - 8,91
4,40 4,42
Expresion CLA y marcadores de activacion e inhibicion
LTCD4CLA+ 118,01 +/- 76,61 103,13 +/- 38,35 0,76 absoluto
41,44 - 275,40 64,00 - 189,65
77,56 93,52
2,22 +/- 1,47 1,39 +/- 0,45 0,17 % total
0,59 -5,26 0,80 - 2,31
1,60 1,30
17,39 +/- 8,12 12,28 +/- 2,34 0,13 | % parcial
6,86 - 37,39 8,97 - 16,00
16,38 12,41
LTCD4regCLA+ 19,08 +/- 12,01 20,68 +/- 4,85 0,42 absoluto
4,02 - 42,82 13,52 - 27,29
16,00 20,48
0,36 +/- 0,21 0,29 +/- 0,08 0,46 % total
0,05-0,72 0,16 - 0,38
0,33 0,32
40,69 +/- 14,76 37,04 +/- 4,94 0,90 % parcial
23,79 - 74,77 29,21 - 43,55
39,84 36,09

164




LTCD4 87,72 +/- 60,72 82,58 +/- 35,78 0,80 absoluto
CD25-CDI127+CLA+ 21,68 - 191,40 42,88 - 166,66
61,25 79,84
1,68 +/- 1,28 1,11 +/- 0,41 0,37 % total
0,27 -4,79 0,67 -2,03
1,31 1,02
13,68 +/- 8,02 10,66 +/- 2,93 0,42 % parcial
4,64 - 36,97 5,92 - 15,46
12,01 10,43
LTCD4CLA+DR+ 13,92 +/- 9,88 16,29 +/- 7,52 0,26 absoluto
5,15-42,82 4,23 -24,81
11,16 14,66
0,26 +/- 0,15 0,23 +/- 0,11 0,80 % total
0,07 - 0,53 0,05-0,37
0,25 0,24
12,78 +/- 4,15 16,44 +/- 7,31 0,15 % parcial
4,08 - 18,93 6,05 -31,07
13,83 17,31
LTCD4CLA+DR- 104,10 +/- 71,09 86,85 +/- 34,99 0,90 absoluto
35,84 - 264,00 51,84 - 165,02
66,40 81,78
1,96 +/- 1,38 1,16 +/- 0,39 0,17 % total
0,52 - 4,81 0,65 -2,01
1,35 1,12
87,22 +/- 4,15 83,56 +/- 7,31 0,15 % parcial
81,07 - 95,92 68,93 -93,95
86,17 82,69
LTCD4CLA+PDI+ 0,43 +/- 0,53 0,39 +/- 0,68 0,49 absoluto
0,00 - 1,64 0,00 - 1,64
0,37 0,00
0,01 +/- 0,01 0,01 +/- 0,01 0,31 % total
0,00 - 0,04 0,00 - 0,02
0,01 0,00
0,49 +/- 0,66 0,49 +/- 0,78 0,29 % parcial
0,09 -2,49 0,03 -2,55
0,27 0,12
LTCD4CLA- 634,33 +/- 447,74 723,29 +/- 158,97 0,22 absoluto
201,55 - 1532,40 476,94 - 994,23
403,52 702,37
11,58 +/- 8,02 9,79 +/- 1,79 0,76 % total
2,51-28,15 6,92 - 12,22
8,81 9,60
82,61 +/- 8,12 87,72 +/- 2,34 0,13 % parcial
62,61 -93,14 84,00 - 91,03
83,62 87,60
LTCD4regCLA- 31,86 +/- 25,01 35,15 +/-9,23 0,32 absoluto
6,42 - 78,00 25,82 -54,19
18,48 32,21
0,59 +/- 0,48 0,48 +/- 0,10 0,64 % total
0,08 - 1,60 0,34 - 0,66
0,34 0,48
59,31 +/- 14,76 62,96 +/- 4,94 0,90 % parcial
25,23 -76,21 56,45 - 70,79
60,16 63,91
LTCD4 617,40 +/- 440,28 681,89 +/- 149,23 0,22 absoluto
CD25-CD127+CLA- 183,23 - 1408,20 422,65 -913,77
376,02 679,25
11,31 +/- 7,94 9,20 +/- 1,50 0,95 % total
2,57 -27,92 7,13-11,13
8,17 8,96
86,32 +/- 8,02 89,35 +/- 2,93 0,42 % parcial
63,03 - 95,36 84,54 - 94,08
87,99 89,58
LTCD4CLA-DR+ 11,22 +/- 6,46 15,32 +/- 6,85 0,12 absoluto
3,00 - 29,90 7,56 - 27,02
10,64 13,42
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0,20 +/- 0,08 0,22 +/- 0,11 0,98 % total
0,05-0,37 0,08 - 0,41
0,19 0,18
2,66 +/-1,91 2,15 +/- 0,83 0,62 % parcial
0,19-17,10 1,13-3,35
2,81 2,12
LTCD4CLA-DR- 623,11+/- 447,61 707,97 +/- 156,49 0,24 absoluto
187,10 - 1529,40 463,23 - 981,10
389,55 685,58
11,38 +/- 8,03 9,58 +/- 1,72 0,71 % total
2,33-27,90 6,84 - 11,95
8,55 9,46
97,34 +/- 1,91 97,85 +/- 0,83 0,62 % parcial
92,90 - 99,81 96,65 - 98,87
97,19 97,88
LTCD4CLA-PDI1+ 0,73 +/- 0,74 0,39 +/- 0,77 0,17 absoluto
0,00 - 2,40 0,00 -2,40
0,59 0,00
0,01 +/- 0,02 0,01 +/- 0,01 0,081%* % total
0,00 - 0,04 0,00 - 0,03
0,01 0,00
0,16 +/- 0,17 0,07 +/- 0,10 0,098** | % parcial
0,01 - 0,60 0,00 - 0,34
0,11 0,04
LTCDS8CLA+ 34,52 +/- 37,59 31,58 +/- 22,33 0,66 absoluto
9,56 - 138,17 10,14 - 75,36
17,92 20,43
0,59 +/- 0,49 0,46 +/- 0,39 0,39 % total
0,13 -1,71 0,12-1,43
0,42 0,30
8,19 +/- 5,46 5,97 +/- 2,94 0,46 % parcial
2,25-19,64 2,14 -11,12
6,49 5,35
LTCDS 34,77 +/- 42,18 28,63 +/- 20,16 0,98 absoluto
CD25-CDI127+CLA+ 5,15-159,98 11,83 + 72,20
19,71 19,56
0,59 +/- 0,53 0,42 +/- 0,37 0,19 % total
0,07 - 1,98 0,14 -1,37
0,40 0,29
10,01 +/- 5,93 8,17 +/- 6,29 0,35 % parcial
3,07 - 22,18 3,08 - 24,09
7,63 6,12
LTCDS8 4,63 +/- 5,00 3,67 +/- 3,06 0,80 absoluto
CDI127-CLA+ 0,54 - 16,29 1,60 - 11,58
2,79 2,75
0,10 +/- 0,13 0,05 +/- 0,04 0,78 % total
0,01 -0,40 0,02-0,14
0,05 0,04
5,42 +/- 3,89 3,27 +/-3,11 0,094** | % parcial
1,41 -12,70 0,80 -9,38
4,17 2,37
LTCDS8CLA+DR+ 4,46 +/- 5,63 4,32 +/- 2,61 0,21 absoluto
1,63 -21,82 0,85-10,75
2,40 3,92
0,08 +/- 0,07 0,06 +/- 0,03 0,81 % total
0,03 -0,27 0,01-0,13
0,05 0,05
13,70 +/- 6,73 16,53 +/- 6,88 0,24 % parcial
2,53 -28,43 3,65 -26,82
13,13 18,25
LTCDS8CLA+DR- 32,13 +/- 33,95 27,26 +/- 21,39 0,84 absoluto
10,44 - 116,35 9,30 - 72,73
17,39 16,69
0,55 +/- 0,45 0,40 +/- 0,38 0,16 % total
0,13-1,45 0,11-1,38
0,37 0,25
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86,31 +/- 6,73 83,47 +/- 6,88 0,24 % parcial
71,57 -97,47 73,18 - 96,35
86,87 81,75
LTCD8CLA+PDI+ 0,17 +/- 0,24 0,28 +/- 0,37 0,47 absoluto
0,00 - 0,60 0,00 - 0,32
0,00 0,00
0,00 +/- 0,00 0,00 +/- 0,01 0,75 % total
0,00 - 0,01 0,00 - 0,01
0,00 0,00
0,91 +/- 0,80 1,22 +/- 1,49 1,00 % parcial
0,19-2,93 0,03 -4,73
0,70 0,75
LTCDSCLA- 368,40 +/- 158,61 508,87 +/- 227,53 0,11 absoluto
134,75 - 674,18 168,80 - 935,12
347,42 466,36
6,71 +/- 3,10 7,10 +/- 3,64 0,71 % total
3,51-14,72 2,11-14,19
5,85 6,36
91,81 +/- 5,46 94,04 +/- 2,94 0,46 % parcial
80,36 - 97,75 88,88 - 97,86
93,51 94,65
LTCDS8 297,32 +/- 179,81 345,17 +/- 128,47 0,24 absoluto
CD25-CD127+CLA- 90,29 - 609,14 161,60 - 575,97
236,40 343,36
5,44 +/- 3,27 4,73 +/- 1,87 0,66 % total
1,25-13,30 2,02 - 8,74
5,19 4,31
89,99 +/- 5,93 91,83 +/- 6,29 0,35 % parcial
77,82 -96,93 75,91 -96,92
92,37 93,88
LTCDS 83,22 +/- 52,93 191,63 +/- 144,55 0,082%* absoluto
CD127-CLA- 11,40 - 183,02 15,20 - 412,67
60,37 172,82
1,55 +/- 0,95 2,72 +/-2,32 0,40 % total
0,19-2,76 0,19 - 7,44
1,38 2,07
94,58 +/- 3,89 96,74 +/- 3,11 0,094** | % parcial
87,30 - 98,59 90,62 - 99,20
95,83 97,64
LTCDS8CLA-DR+ 26,69 +/- 36,68 40,69 +/- 39,06 0,047* absoluto
0,60 - 120,39 11,83 - 146,30
15,33 31,30
0,42 +/- 0,46 0,59 +/- 0,62 0,23 % total
0,01 -1,49 0,14 -2,22
0,32 0,39
6,78 +/- 6,99 7,59 +/- 3,64 0,26 % parcial
0,14 - 21,54 2,49 - 15,65
5,93 6,66
LTCDS8CLA-DR- 341,71 +/- 147,84 468,17 +/- 198,08 0,082%* absoluto
123,46 - 654,48 150,40 - 788,82
324,63 445,16
6,29 +/- 3,10 6,51 +/-3,13 0,66 % total
3,27 -14,29 1,88 -11,97
5,42 5,96
93,22 +/- 6,99 92,41 + /- 3,64 0,26 % parcial
78,46 - 99,86 84,35-97,51
94,07 93,35
LTCD8CLA-PDI+ 0,41 +/- 0,55 0,14 +/- 0,31 0,18 absoluto
0,00 - 1,80 0,00 - 0,80
0,20 0,00
0,01 +/- 0,01 0,00 +/- 0,00 0,12 % total
0,00 - 0,03 0,00 - 0,01
0,01 0,00
0,15+/-0,13 0,10 +/- 0,17 0,079** | % parcial
0,03 - 0,45 0,01 -0,54
0,09 0,04
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Poblaciones linfoides B

LB, sobre total células 140,85 +/- 100,66 165,27 +/- 89,28 0,32 absoluto
52,33 - 385,80 55,34 - 344,86
104,37 128,08
2,47 +/- 1,43 2,18 +/- 1,04 0,62 % total
0,82 -6,43 1,05-4,17
2,27 1,80
LB inmaduros 3,31 +/- 3,81 2,92 +/-1,72 0,78 absoluto
CDI10+CD38+ 0,00 - 15,35 0,82 -5,79
2,40 2,62
0,05 +/- 0,05 0,04 +/- 0,02 0,45 % total
0,00 - 0,19 0,01 -0,07
0,04 0,03
2,21 +/-1,22 1,77 +/- 0,57 0,24 % parcial
0,14 - 4,60 0,58 -2,61
2,13 1,77
LB naive 97,21 +/- 83,28 101,44 +/- 66,63 0,66 absoluto
CD27-sIgM+ 42,15 - 297,00 33,20 - 237,35
55,86 79,78
1,68 +/- 1,19 1,36 +/- 0,86 0,39 % total
0,66 - 4,95 0,53 -2,87
1,36 1,03
65,96 +/- 11,44 59,75 +/- 16,25 0,35 % parcial
48,72 - 81,71 41,99 - 84,87
65,03 56,66
LB memoria 38,91 +/- 16,89 58,34 +/- 36,67 0,39 absoluto
CD27+ 11,24 - 84,00 14,72 - 119,15
37,83 55,03
0,71 +/- 0,32 0,75 +/- 0,41 0,95 % total
0,14 - 1,40 0,23 -1,41
0,68 0,71
30,21 +/- 11,04 36,48 +/- 15,55 0,24 % parcial
11,36 - 48,57 11,98 - 54,39
30,05 40,93
LB memoria sigM 19,38 +/- 9,97 28,89 +/- 16,78 0,15 absoluto
3,76 - 40,32 7,68 - 54,58
18,32 25,11
0,35 +/-0,17 0,38 +/- 0,20 0,83 % total
0,09 -0,72 0,12 - 0,66
0,36 0,32
52,35 +/- 12,96 54,08 +/- 16,77 0,90 % parcial
37,62 - 82,22 32,72 - 80,45
47,43 53,26
LB memoria sigG 8,71 +/- 7,42 15,32 +/- 12,96 0,24 absoluto
0,00 - 30,00 3,20 - 43,94
8,62 10,94
0,16 +/- 0,13 0,19 +/- 0,15 0,42 % total
0,00 - 0,50 0,05-0,52
0,13 0,15
22,63 +/-9,13 24,69 +/- 7,96 0,76 % parcial
0,49 - 37,00 15,76 - 36,51
21,84 22,60
LB memoria sigA 6,49 +/- 3,77 8,90 +/- 6,88 0,71 absoluto
2,80 - 16,80 2,91 -20,28
5,54 5,47
0,12 +/- 0,07 0,11 +/- 0,08 0,60 % total
0,04 - 0,28 0,04 - 0,24
0,12 0,08
18,57 +/- 9,44 17,45 +/- 3,49 0,93 % parcial
5,48 - 42,49 11,94 - 23,46
18,36 17,12
Plasmocitos 4,07 +/- 5,09 2,58 +/- 3,26 0,62 absoluto
CD27++CD38++ 0,00 - 16,16 0,00-11,34
2,28 2,06
0,06 +/- 0,06 0,03 +/- 0,03 0,21 % total
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0,00 - 0,20 0,00 -0,12
0,04 0,03
2,85 +/-3,10 2,00 +/- 3,08 0,20 % parcial
0,50 - 11,52 0,36 - 10,57
1,97 0,98
Plasmocitos sigM 0,44 +/- 0,55 0,23 +/- 0,37 0,45 absoluto
0,00 - 1,62 0,00 - 0,85
0,40 0,00
0,01 +/- 0,01 0,00 +/- 0,00 0,19 % total
0,00 - 0,02 0,00 - 0,01
0,01 0,00
16,47 +/- 7,95 12,43 +/- 6,12 0,50 % parcial
8,56 - 34,92 3,54 -19,89
14,63 15,06
Plasmocitos slgG 0,00 +/- 0,00 0,00 +/- 0,00 1,00 absoluto
0,00 - 0,00 0,00 - 0,00
0,00 0,00
0,00 +/- 0,00 0,00 +/- 0,00 1,00 % total
0,00 - 0,00 0,00 - 0,00
0,00 0,00
2,48 +/- 1,76 3,09 +/- 1,76 0,44 % parcial
0,10 - 6,19 0,72 - 6,20
1,74 2,88
Plasmocitos slgA 2,10 +/- 2,69 1,27 +/- 0,88 0,93 absoluto
0,00 - 8,08 0,00 - 2,84
1,08 1,06
0,03 +/- 0,03 0,02 +/- 0,01 0,32 % total
0,00 - 0,10 0,00 - 0,03
0,02 0,02
49,40 +/- 12,12 53,73 +/- 11,48 0,29 % parcial
27,50 - 79,27 34,65 - 72,00
47,97 53,96
Células NK
NKCD56+CD3- 166,99 +/- 87,61 192,83 +/- 95,23 0,62 absoluto
32,06 - 336,00 80,00 - 438,48
162,94 166,29
3,04 +/- 1,69 2,57 +/- 0,95 0,80 % total
0,70 - 6,43 1,00 - 4,64
2,92 2,43
NK precursoras 10,40 +/- 7,77 8,37 +/- 3,12 0,66 absoluto
0,80 - 26,66 3,16-12,29
10,08 8,18
0,19 +/- 0,12 0,11 +/-0,04 0,11 % total
0,01 -0,40 0,06 - 0,18
0,18 0,11
7,60 +/- 5,54 5,20 +/- 3,62 0,32 % parcial
0,31-18,28 1,81 -4,36
5,92 3,86
NK maduras 144,41 +/- 79,19 184,46 +/- 94,33 0,32 absoluto
27,94 - 325,92 68,80 - 426,20
146,63 155,54
2,78 +/- 1,72 2,46 +/- 0,95 0,90 % total
0,61 - 6,08 0,86 - 4,51
2,44 2,31
91,79 +/- 5,31 94,80 +/- 3,62 0,17 % parcial
81,72 - 98,76 85,64 - 98,19
93,34 96,15
NK activadas 3,60 +/- 2,99 1,56 +/- 0,73 0,035* absoluto
0,56 - 10,50 0,53 -2,58
2,71 1,50
0,06 +/- 0,04 0,02 +/- 0,01 0,05* % total
0,01 -0,14 0,01- 0,04
0,05 0,02
2,84 +/-2,29 0,95 +/- 0,39 0,009* | % parcial
0,37 - 7,44 0,41 -1,59
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2,02

0,99

Otras poblaciones celulares

LTCD3CD56+ 77,56 +/- 40,57 310,71 +/- 561,82 0,055%* absoluto
21,20 - 160,33 15,20 - 1897,03
76,64 185,39
1,52 +/- 1,05 3,99 +/- 6,58 0,22 % total
0,51-3,92 0,19 - 22,45
1,12 2,25
8,00 +/ 6,31 18,05 +/- 27,48 0,14 % parcial
2,54 -23,95 1,66 - 95,10
4,82 9,43
LTCD3CD56- 1109,29 +/- 616,20 1120,80 +/- 499,70 0,46 absoluto
497,95 - 2275,80 98,02 - 1981,07
882,80 1080,55
20,15 +/- 10,90 15,38 +/- 6,38 0,46 % total
7,07 - 43,83 1,16 - 24,13
17,84 16,29
92,00 +/- 6,31 81,95 +/- 27,48 0,14 % parcial
76,05 - 97,46 4,90 - 98,34
95,18 90,58
CD plasmocitoides 7,63 +/- 4,89 13,10 +/- 6,23 0,047* absoluto
1,64 - 19,20 3,84 -23,81
8,03 12,08
0,13 +/- 0,08 0,18 +/- 0,08 0,19 % total
0,04 -0,32 0,06 - 0,29
0,10 0,16
CD mieloides 11,03 +/-4,74 14,63 +/- 7,44 0,26 absoluto
3,27 - 18,48 4,48 - 28,95
12,50 14,23
0,21 +/- 0,10 0,20 +/- 0,09 0,73 % total
0,06 - 0,37 0,07 - 0,35
0,19 0,19
Monocitos 305,81 +/- 175,73 400,46 +/- 124,57 0,072%* absoluto
DR+CD33+ 107,57 - 789,42 211,84 - 645,06
259,20 383,46
5,35 +/-2,15 5,40 +/- 1,42 0,78 % total
2,63-9,77 3,31-7,80
5,07 5,25
Monocitos clasicos 216,61 +/- 122,35 309,47 +/- 94,82 0,063%* absoluto
54,40 - 496,92 153,60 - 521,84
157,80 283,20
3,84 +/- 1,74 4,16 +/- 1,06 0,62 % total
1,29 - 6,65 2,40 - 6,31
3,79 4,03
70,34 +/- 13,90 77,81 +/-9,10 0,15 % parcial
45,23 -95,21 62,37 - 88,55
73,28 80,59
Monocitos intermedios 64,52 +/- 58,29 62,43 +/- 46,19 0,85 absoluto
15,11 - 244,02 7,28 - 161,74
58,92 44,08
1,09 +/- 0,72 0,86 +/- 0,61 0,46 % total
0,29 - 3,02 0,10-1,97
0,81 0,72
20,65 +/- 8,88 15,14 +/- 8,93 0,12 % parcial
4,68 - 30,96 2,35-28,62
21,18 12,77
Monocitos no cldsicos 24,69 +/- 19,10 28,55 +/- 13,31 0,54 absoluto
0,46 - 61,83 6,40 - 50,90
20,04 30,71
0,42 +/- 0,28 0,38 +/- 0,15 0,80 % total
0,01 -0,83 0,08 - 0,62
0,43 0,40
9,02 +/- 7,37 7,05 +/-2,45 0,93 % parcial
0,11-27,00 1,91 -9,13
6,29 8,09
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Granulocitos 3640,1 +/- 1405,0 5040,4 +/- 1057,1 0,013* absoluto
1778,9 - 6709,1 3504,0 - 70894
3107,3 49173
63,99 +/- 13,15 67,72 +/- 7,17 0,62 % total
38,84 - 83,55 58,18 - 80,37
64,87 67,95
Basofilos 37,02 +/- 20,32 41,11 +/- 16,66 0,58 absoluto
10,63 - 78,38 23,66 - 68,64
36,18 39,50
0,71 +/- 0,48 0,55 +/- 0,19 0,46 % total
0,19-2,03 0,28 - 0,83
0,59 0,55
Eosinofilos 145,37 +/- 90,50 152,83 +/- 84,50 0,80 absoluto
10,30 - 310,27 66,25 - 325,33
132,60 123,33
2,77 +/- 1,85 2,02 +/- 0,98 0,29 % total
0,19 - 6,89 0,91 - 3,85
2,34 1,63

p<0.05*, p<0.1**. DE: Desviacion estandar. Min — Max: intervalo minimo — maximo. Valores absolutos
de leucocitos totales en hemograma medidos en num. cels. x 10°/L y resto en cels/ulL.

2.2 OBJETIVO 2:

Aislar, mediante citometria de flujo multidimensional (’sorting”), las
poblaciones celulares mayoritarias del sistema inmune (células B, T, NK,
dendriticas, y mieloides), para su congelacion por separado, de cara a realizar
estudios moleculares cuando se disponga de los fondos necesarios, que
potencialmente puedan identificar vias de seiializacion o genes con potencial
interés terapéutico en el contexto del vitiligo. Ademds, congelar suero de los
pacientes y de los controles, para realizar estudios de citocinas cuando se

disponga de los fondos necesarios.

Una vez realizado el estudio inmunofenotipico, la muestra restante se procesd para
separar diferentes subpoblaciones mediante un separador celular FACSAria I1I (Becton
Dickinson Biosciences). Se ha obtenido un adecuado niimero de células de las distintas
subpoblaciones (linfocitos CD4, Linfocitos CDS8, Linfocitos T , Linfocitos T
reguladores, neutrofilos), que se congelaron en RTL plus y estdn almacenadas para
realizar estudios genomicos y transcriptomicos cuando se disponga de los fondos
necesarios. Debido a problemas técnicos, en 1 caso no fue posible realizar la separacion

de las distintas poblaciones.
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Los sueros de los pacientes (n=40) se almacenaron congelados a -80°C, para realizar
estudios posteriores de cuantificacion de citocinas, cuando se disponga de los fondos

necesarios.

Los datos concretos sobre las poblaciones separadas y el nimero de células obtenidas
para cada una de ellas en los 39 casos en las que se realiz6 con éxito la separacion se

muestran en la siguiente tabla:

Células
separadas Células
N° Paciente Células Células Células separadas Linfocitos T separadas
(codigo) separadas CD4 separadas CD8 Linfocitos T g-d reguladores Neutréfilos
109643 1400000 500000 18000 27000 500000
111005 500000 500000 130000 40000 500000
111004 500000 400000 70000 90000 500000
109667 700000 755000 54000 18000 500000
109198 500000 400000 230000 15000 500000
110925 500000 500000 400000 58000 500000
110989 500000 500000 29000 237000 1000000
109456 1500000 450000 12000 20000 500000
110924 500000 500000 140000 150000 500000
109787 500000 500000 100000 15000 500000
109809 280000 170000 80000 1000 225000
110772 500000 500000 28000 8000 500000
110771 500000 300000 28000 50000 500000
111140 500000 500000 75000 100000 1000000
110848 1200000 400000 35000 90000 500000
110849 500000 500000 100000 130000 500000
110879 500000 500000 9000 53000 500000
111940 500000 500000 120000 90000 1000000
111946 500000 500000 160000 146000 1000000
111941 183000 116000 22000 26000 1000000
111939 500000 500000 270000 80000 1000000
111996 500000 500000 280000 160000 1000000
111889 450000 740000 45000 1000 500000
111475 500000 500000 140000 84000 1000000
111414 500000 500000 100000 53000 1000000
111340 500000 500000 270000 170000 1000000
111263 500000 500000 323000 150000 1000000
111210 500000 500000 55000 70000 1000000
111209 500000 500000 150000 43000 1000000
112051 500000 500000 80000 100000 1000000
112083 500000 500000 50000 70000 1000000
112120 500000 500000 80000 120000 1000000
112215 500000 500000 70000 110000 1000000
112253 2000000 1500000 111000 141000 1000000
112367 1400000 1000000 220000 109000 1000000
112368 900000 700000 40000 39000 1000000
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112397 1000000 500000 130000 50000 1000000
112429 1000000 1000000 230000 104000 1000000
112503 1000000 1000000 140000 139000 1000000

TABLA 25. Codigo de paciente, poblaciones celulares separadas y nimero de células obtenidas para cada
una de ellas.

2.3 OBJETIVO 3:

Analizar si existen diferencias en los patrones inmunofenotipicos de la sangre
periférica en relacion con las distintas variantes clinicas de la enfermedad

(vitiligo no segmentario, halo nevus asociado o no a otras formas de vitiligo)

Como cabia esperar, y dadas las similitudes que encontramos cuando comparamos los
controles sanos con el grupo de pacientes con VNS (n=30) y con el grupo de HN
asociados 0 no con otras formas de vitiligo (n=13), no se detectaban grandes diferencias

cuando se compararon entre si estas dos formas de enfermedad (Tabla 26).

No encontramos diferencias respecto al analisis de las poblaciones mayoritarias de LT.
Al analizando su distribucion de acuerdo a su maduracion periférica , y al contrario de
cuando se comparaban ambos grupos de pacientes frente a controles, en que se
observaba que los pacientes tenian menos LT naive, tanto dentro del compartimento
CD4 como CD8, los pacientes con VNS mostraban mayores valores de LT de memoria
efectora que el grupo de HN y/u otras formas de vitiligo, tanto dentro del
compartimento de LTCD4+ (112,28+83,09 vs 47,34+21,46 cels/uL; p=0,071) como de
LTCD8+ (138,75+88,48 vs 40,96+54,32 cels/uL; p=0,009).

No se encontraron diferencias entre ambos grupos en los LTreg
(LTCD4+CD25+CD127+dim), y respecto a los LT no reguladores que expresan
receptor de IL7 (CD127), no se encontraron diferencias tanto en el compartimento de
LTCD4+, aunque en el compartimento de LTCDS8+, los LTCD8CDI127- estaban
aumentados en el grupo de VNS respecto al HN (168,69+131,29 vs 87,86+55,4 cels/uL;
p=0,042).
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Respecto a otras poblaciones muy minoritarias o a la expresion de otros marcadores
como CLA (asociado a la piel), HLA-DR (marcador de activacién), o PD1 (marcador
implicado en inhibicion), y al igual que en el andlisis en el que se empleaba como
comparador el grupo control, aunque encontramos algunas diferencias que alcanzaban
las significacion estadistica en numeros relativos (Tabla 26), se trataba de diferencias en
poblaciones que estaban representadas en muy baja frecuencias, sin que se detectasen
diferencias en numeros absolutos, por lo que consideramos que estos resultados no

deben ser considerados valorables.

No se encontraron diferencias relevantes en el estudio de las poblaciones linfoides B, ni
de las poblaciones NK mayoritarias. En el caso de las poblaciones NK que expresan el
antigeno HLA-DR (activadas), que ya se habian detectado mas elevadas que los
controles en ambos grupos de pacientes, encontramos que el incremento era
significativamente mayor en el grupo de VNS que en los pacientes con HN y/u otras

formas de vitiligo (10,47+13,33 vs 3,60£2,99 cels/uL; p=0,028).

Tampoco se hallaron diferencias significativas en el resto de poblaciones celulares

analizadas en sangre periférica.

Los datos completos del analisis de poblaciones de este apartado se especifican en la

Tabla 26.

Tabla 26. Caracterizacion inmunofenotipica de VNS frente a HN y/u otras formas de vitiligo

VNS HN
(n=30) (n=13)
Media +/- DE Media +/- DE p-valor
Min - Max Min - Max
Mediana Mediana
Leucocitos totales en 6,02 +/- 1,56 5,62 +/- 1,50 0,62 absoluto
hemograma 3,84-9,92 3,42 - 8,08
5,61 5,58
Poblaciones mayoritarias de LT y marcadores de maduracion periférica
LTCD3 sobre total 1140,1 +/- 389,1 1267,3 +/-719,7 0,63 absoluto
células 406,8 - 2359,5 562,1 - 2499,6
1082,5 927,8
19,54 +/- 6,59 23,28 +/- 12,65 0,53 % total
7,30 - 34,65 7,00 - 51,21

174



20,10 21,30
LTCD4 sobre total 623,4 +/-239,7 771,2 +/- 519,0 0,90 absoluto
LTCD3 254,5-1427.9 235,2-1728,0
562,2 489,5
10,65 +/- 3,82 14,20 +/- 9,25 0,37 % total
4,12 -22,85 3,07 -32,98
10,26 14,02
55,50 +/- 11,14 57,47 +/- 10,60 0,49 % parcial
33,23-71,90 35,09 - 69,10
56,20 60,21
LTCD4naive 196,24 +/- 145,13 337,34 +/- 302,83 0,43 absoluto
CD45 RA+CD27+ 0,60 - 428,71 0,60 - 830,86
203,38 229,25
3,31 +/-2,61 6,08 +/- 6,18 0,35 % total
0,01 - 8,24 0,01 - 16,47
3,27 448
32,47 +/- 22,26 42,64 +/- 21,40 0,31 % parcial
0,07 - 62,95 0,05 - 69,27
33,24 49,00
LTCD4 memoria central 322,64 +/- 252,69 528,99 +/- 544,20 0,71 absoluto
CD45RA-CD27+ 37,86 - 1206,58 47,38 - 1660,20
302,56 276,49
4,99 +/- 2,97 8,89 +/- 9,00 0,49 % total
0,52 -13,03 0,59 - 27,67
4,29 5,27
47,33 +/- 23,15 49,09 +/- 23,56 1,00 % parcial
10,42 -90,42 19,24 - 96,10
45,14 44,75
LTCD4 memoria 112,28 +/- 83,09 47,34 +/- 21,46 0,071%* absoluto
efectora 17,37 - 330,81 16,26 - 81,61
CD45RA-CD27- 101,77 43,66
1,78 +/- 1,39 0,77 +/- 0,36 0,031* % total
0,34 - 6,23 0,30 - 1,36
1,70 0,70
17,14 +/- 12,38 7,24 +/- 5,23 0,065** | % parcial
4,36 - 55,50 2,31-16,97
17,78 4,98
LTCD4 efector 15,91 +/- 26,83 3,80 +/- 5,00 0,59 absoluto
CD45RA+CD27- 0,00 - 98,35 0,46 - 15,26
4,45 2,03
0,24 +/- 0,39 0,05 +/- 0,06 0,58 % total
0,00 - 1,44 0,01 -0,19
0,05 0,03
3,06 +/- 5,75 1,03 +/- 2,04 0,43 % parcial
0,02 - 19,51 0,02 - 6,03
0,55 0,27
LTCDS sobre total 426,84 +/- 201,30 420,09 +/- 188,34 0,81 absoluto
LTCD3 135,43 - 870,11 211,36 - 784,57
417,73 346,92
7,29 +/- 3,46 7,68 +/- 3,36 0,64 % total
2,91 -16,83 3,57 - 16,60
6,39 6,80
36,79 +/- 9,98 36,11 +/-9,33 0,77 % parcial
23,39 - 63,71 24,53 - 53,68
35,52 33,82
LTCD8 naive 84,46 +/- 62,55 158,37 +/- 120,30 0,17 absoluto
CD45RA+CD27+ 0,00 - 241,96 0,60 - 359,99
90,23 150,78
1,48 +/- 1,27 2,84 +/-2,55 0,18 % total
0,00 - 4,68 0,01 -7,86
1,34 2,47
20,06 +/- 17,03 32,33 +/- 19,52 0,15 % parcial
0,09 - 67,34 0,05 -57,75
15,42 30,48
LTCDS8 memoria central 134,12 +/- 66,79 0,22 absoluto
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CD45RA-CD27+ 23,73 - 278,01 43,36 - 598,20
141,17 183,36
2,21 +/- 1,15 3,98 +/- 3,14 0,31 % total
0,42 - 4,58 0,54 -9,97
2,32 2,96
32,57 +/- 17,85 44,19 +/- 26,30 0,24 % parcial
8,69 - 63,46 15,18 -97,55
31,67 38,59
LTCD8 memoria 138,75 +/- 88,48 50,34 +/- 45,02 0,009* absoluto
efectora 13,80 - 297,44 6,23 - 124,58
CD45RA-CD27- 125,14 39,54
2,16 +/- 1,38 0,82 +/- 0,87 0,006* % total
0,27 -5,34 0,13-2,72
1,76 0,55
28,44 +/- 16,50 11,08 +/- 10,97 0,004* | % parcial
5,49 - 73,26 1,94 - 27,73
31,37 5,78
LTCDS efector 119,31 +/- 140,45 40,96 +/- 54,32 0,33 absoluto
CD45RA+CD27- 0,00 -411,17 0,00 - 144,66
44,79 15,60
1,95 +/- 2,34 0,70 +/- 1,03 0,43 % total
0,00 - 7,46 0,00 - 3,02
0,76 0,30
20,16 +/- 19,17 12,40 +/- 18,05 0,43 % parcial
0,03 - 51,69 0,02 - 44,34
16,04 3,36
Cociente CD4/CD8 1,67 +/- 0,68 1,75 +/- 0,67 0,61
0,52 -3,07 0,65 -2,82
1,59 1,78
Subpoblaciones LTCD4
LTCD4reg 43,54 +/- 22,16 50,94 +/- 35,48 1,00 absoluto
CD25++CD127+ 13,22 -102,71 10,44 - 112,80
35,43 31,44
0,75 +/- 0,41 0,95 +/- 0,65 0,46 % total
0,29 - 2,01 0,13-2,32
0,72 0,83
7,24 +/- 3,89 6,59 +/- 1,27 0,99 % parcial
3,02 -2549 4,29 - 8,65
6,58 6,59
LTCD4 557,04 +/- 229,10 705,12 +/- 479,47 0,94 absoluto
CD25-CD127+ 228,91 - 1321,40 211,04 - 1599,60
491,50 453,61
9,51 +/- 3,64 12,99 +/- 8,54 0,29 % total
3,59 - 20,68 2,84 -30,18
9,67 12,96
88,71 +/- 6,59 90,98 +/- 2,64 0,33 % parcial
61,09 - 94,61 82,66 - 92,67
90,52 91,72
LTCD4 22,78 +/- 20,26 15,13 +/- 10,44 0,18 absoluto
CD25-CD127- 4,99 -94,25 3,79 - 35,28
15,71 12,45
0,39 +/- 0,33 0,26 +/- 0,15 0,35 % total
0,10 - 1,38 0,07 - 0,48
0,25 0,26
4,06 +/- 3,93 2,43 +/- 2,44 0,06 % parcial
0,98 -17,13 0,85-10,18
2,25 1,75
Subpoblaciones LTCD8
LTCDS8reg 0,52 +/- 0,69 0,14 +/- 0,28 0,039* absoluto
CD25++CD127+dim 0,00 - 3,23 0,00 - 0,81
0,48 0,00
0,01 +/- 0,02 0,00 +/- 0,00 0,031* % total
0,00 - 0,08 0,00 - 0,01
0,01 0,00




0,15 +/- 0,19 0,05 +/- 0,03 0,065** | % parcial
0,00 - 0,78 0,02 - 0,14
0,10 0,05
LTCD8 257,62 +/- 106,22 332,10 +/- 207,46 0,56 absoluto
CD25-CD127+ 37,85-518,03 103,97 - 722,35
264,65 267,08
4,48 +/- 2,06 6,03 +/- 3,50 0,17 % total
0,83 - 10,02 1,46 - 13,78
4,41 5,51
63,15 +/- 17,36 74,29 +/- 19,52 0,10 % parcial
27,98 - 99,41 40,91 - 97,90
63,15 80,37
LTCD8 168,69 +/- 131,29 87,86 +/- 55,43 0,042* absoluto
CD25-CD127- 1,80 - 567,58 12,60 - 186,69
127,96 64,06
2,80 +/- 2,26 1,65 +/- 1,03 0,17 % total
0,04 - 10,19 0,21-3,14
2,22 1,40
36,70 +/- 17,38 25,66 +7- 19,54 0,11 % parcial
0,44 -71,92 2,06 - 59,07
36,72 19,57
Otras poblaciones T minoritarias
LTCD3CD4+CD8+ 84,63 +/- 61,81 70,73 +/- 38,74 0,65 absoluto
15,05 - 249,56 23,52 - 151,20
67,93 65,84
1,51 +/- 1,23 1,30 +/- 0,65 0,87 % total
0,24 - 5,94 0,34 -2,52
1,06 1,37
7,24 +/- 4,51 5,98 +/- 2,51 0,83 % parcial
2,22 - 19,50 2,86 - 11,71
5,25 5,49
LTCD3CD4-CD8- 5,27 +/- 5,19 5,30 +/- 2,96 0,36 absoluto
0,56 - 23,03 1,03 - 11,31
3,37 4,88
0,09 +/- 0,11 0,10 +/- 0,05 0,17 % total
0,01 -0,57 0,02 - 0,16
0,06 0,09
0,47 +/- 0,42 0,45 +/- 0,25 0,56 % parcial
0,06 - 1,86 0,15-0,99
0,35 0,41
LTCD3 TCR gd 61,50 +/- 52,01 55,96 +/- 26,73 0,65 absoluto
4,65 - 233,21 14,56 - 94,84
42,51 51,45
1,07 +/- 0,89 1,07 +/- 0,63 0,55 % total
0,08 - 3,52 0,26 - 2,49
0,76 1,07
5,69 +/- 4,12 5,17 +/- 3,08 0,94 % parcial
0,63 - 18,78 2,27-11,67
4,12 4,40
Expresion CLA y marcadores de activacion e inhibicion
LTCD4CLA+ 120,48 +/- 62,72 118,01 +/- 76,61 0,69 absoluto
23,71 - 347,68 41,44 - 275,40
122,88 77,56
2,03 +/- 0,93 2,22 +/- 1,47 0,91 % total
0,52 - 4,89 0,59 -5,26
1,90 1,60
21,41 +/- 8,56 17,39 +/- 8,12 0,13 % parcial
8,50 - 40,86 6,86 - 37,39
20,66 16,38
LTCD4regCLA+ 20,76 +/- 10,54 19,08 +/- 12,01 0,60 absoluto
4,56 - 53,33 4,02 - 42,82
19,76 16,00
0,35 +/- 0,17 0,36 +/- 0,21 1,00 % total
0,10-0,75 0,05-0,72
0,35 0,33




48,66 +/- 11,64 40,69 +/- 14,76 0,042* | % parcial
32,42-70,97 23,79 - 74,77
47,91 39,84
LTCD4 98,44 +/- 46,71 87,72 +/- 60,72 0,40 absoluto
CD25-CDI127+CLA+ 17,37 - 203,51 21,68 - 191,40
99,97 61,25
1,68 +/- 0,81 1,68 +/- 1,28 0,55 % total
0,34 -3,36 0,27 -4,79
1,58 1,31
18,07 +/- 7,61 13,68 +/- 8,02 0,033* | % parcial
7,07 - 40,86 4,64 - 36,97
16,27 12,01
LTCD4CLA+DR+ 17,82 +/- 11,98 13,92 +/- 9,88 0,13 absoluto
5,17-70,39 5,15-42.82
15,04 11,16
0,30 +/- 0,17 0,26 +/- 0,15 0,44 % total
0,10 - 0,99 0,07 -0,53
0,27 0,25
16,38 +/- 8,13 12,78 +/- 4,15 0,21 % parcial
5,57 -42,34 4,08 - 18,93
15,19 13,83
LTCD4CLA+DR- 102,66 +/- 54,26 104,10 +/- 71,09 0,73 absoluto
13,68 - 277,29 35,84 - 264,00
102,49 66,40
1,73 +/- 0,83 1,96 +/- 1,38 0,97 % total
0,30 -3,90 0,52 - 4,81
1,60 1,35
83,62 +/- 8,13 87,22 +/- 4,15 0,21 % parcial
57,66 - 94,43 81,07 - 95,92
84,81 86,17
LTCD4CLA+PDI+ 0,72 +/- 0,89 0,43 +/- 0,53 0,29 absoluto
0,00 - 3,97 0,00 - 1,64
0,50 0,37
0,01+/- 0,01 0,01 +/- 0,01 0,40 % total
0,00 - 0,04 0,00 - 0,04
0,01 0,01
0,65 +/- 0,74 0,49 +/- 0,66 0,21 % parcial
0,05 - 3,59 0,09 -2,49
0,37 0,27
LTCD4CLA- 448,01 +/- 178,75 634,33 +/- 447,74 0,63 absoluto
157,16 - 898,29 201,55 - 1532,40
416,32 403,52
7,67 +/-2,91 11,58 +/- 8,02 0,19 % total
2,02 -15,44 2,51-28,15
7,55 8,81
78,59 +/- 8,56 82,61 +/- 8,12 0,13 % parcial
59,14 - 91,50 62,61 -93,14
79,34 83,62
LTCD4regCLA- 22,78 +/- 14,10 31,86 +/- 25,01 0,60 absoluto
8,48 - 64,90 6,42 - 78,00
17,96 18,48
0,40 +/- 0,28 0,59 +/- 0,48 0,30 % total
0,12-1,27 0,08 - 1,60
0,32 0,34
51,34 +/- 11,64 59,31 +/- 14,76 0,042* | % parcial
29,03 - 67,58 25,23 -76,21
52,10 60,16
LTCD4 458,60 +/- 206,02 617,40 +/- 440,28 0,85 absoluto
CD25-CD127+CLA- 207,48 - 1155,65 183,23 - 1408,20
402,86 376,02
7,83 +/- 3,25 11,31 +/- 7,94 0,32 % total
3,03 +/- 17,54 2,57 -27,92
7,72 8,17
81,93 +/- 7,61 86,32 +/- 8,02 0,033* | % parcial
59,14 - 92,93 63,03 - 95,36
83,73 87,99
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LTCD4CLA-DR+ 17,41 +/- 10,70 11,22 +/- 6,46 0,050* absoluto
3,07 - 48,30 3,00 - 29,90
14,72 10,64
0,30 +/- 0,18 0,20 +/- 0,08 0,15 % total
0,06 - 0,70 0,05-0,37
0,24 0,19
4,18 +/- 2,56 2,66 +/-1,91 0,060** | % parcial
1,05-9,98 0,19-7,10
3,45 2,81
LTCD4CLA-DR- 430,59 +/- 174,63 623,11+/- 447,61 0,60 absoluto
149,38 - 868,59 187,10 - 1529,40
404,13 389,55
7,37 +/- 2,85 11,38 +/- 8,03 0,17 % total
1,92 - 14,74 2,33-27,90
7,12 8,55
95,82 +/- 2,56 97,34 +/- 1,91 0,060** | % parcial
90,02 - 98,95 92,90 - 99,81
96,56 97,19
LTCD4CLA-PD1+ 1,23 +/-2,17 0,73 +/- 0,74 0,80 absoluto
0,00 -11,38 0,00 - 2,40
0,58 0,59
0,02 +/- 0,03 0,01 +/- 0,02 0,70 % total
0,00 -0,16 0,00 - 0,04
0,01 0,01
0,32 +/- 0,46 0,16 +/- 0,17 0,20 % parcial
0,02 -2,00 0,01 - 0,60
0,16 0,11
LTCDS8CLA+ 37,82 +/- 28,85 34,52 +/- 37,59 0,10 absoluto
5,47 -142,75 9,56 - 138,17
27,62 17,92
0,64 +/- 0,43 0,59 +/- 0,49 0,47 % total
0,12-2,09 0,13 -1,71
0,56 0,42
10,45 +/- 5,92 8,19 +/- 5,46 0,21 % parcial
1,58 - 26,56 2,25-19,64
9,57 6,49
LTCDS8 30,45 +/- 17,45 34,77 +/- 42,18 0,20 absoluto
CD25-CDI127+CLA+ 5,02 - 80,59 5,15-159,98
28,32 19,71
0,52 +/- 0,28 0,59 +/- 0,53 0,62 % total
0,11-1,18 0,07 - 1,98
0,48 0,40
12,57 +/- 5,59 10,01 +/- 5,93 0,19 % parcial
2,60 - 23,86 3,07 - 22,18
12,76 7,63
LTCDS8 8,80 +/- 13,38 4,63 +/- 5,00 0,13 absoluto
CDI127-CLA+ 0,95 - 66,93 0,54 - 16,29
4,55 2,79
0,14 +/- 0,21 0,10 +/- 0,13 0,18 % total
0,02 - 0,98 0,01 -0,40
0,08 0,05
8,36 +/- 17,74 5,42 +/- 3,89 0,92 % parcial
0,68 - 100,00 1,41 -12,70
4,46 4,17
LTCD8CLA+DR+ 6,60 +/- 8,18 4,46 +/- 5,63 0,055%* absoluto
1,56 - 42,35 1,63 -21,82
4,19 2,40
0,11 +/- 0,12 0,08 +/- 0,07 0,13 % total
0,02 - 0,62 0,03 -0,27
0,07 0,05
17,24 +/- 8,26 13,70 +/- 6,73 0,27 % parcial
4,45 - 42,89 2,53 -28,43
16,12 13,13
LTCD8CLA+DR- 31,22 +/- 21,80 32,13 +/- 33,95 0,24 absoluto
3,19-100,40 10,44 - 116,35
22,49 17,39
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0,53 +/- 0,34 0,55 +/- 0,45 0,76 % total
0,07 - 1,47 0,13-1,45
0,47 0,37
82,76 +/- 8,26 86,31 +/- 6,73 0,27 % parcial
57,11 - 95,55 71,57 -97,47
83,89 86,87
LTCDS8CLA+PDI+ 0,33 +/- 0,70 0,17 +/- 0,24 0,48 absoluto
0,00 - 3,56 0,00 - 0,60
0,00 0,00
0,01 +/- 0,01 0,00 +/- 0,00 0,51 % total
0,00 - 0,05 0,00 - 0,01
0,00 0,00
0,80 +/- 0,93 0,91 +/- 0,80 0,45 % parcial
0,05 - 4,00 0,19-2,93
0,48 0,70
LTCDSCLA- 340,64 +/- 162,21 368,40 +/- 158,61 0,53 absoluto
104,88 - 698,48 134,75 - 674,18
317,70 347,42
5,82 +/-2,80 6,71 +/- 3,10 0,37 % total
1,83 - 13,35 3,51-14,72
5,64 5,85
89,55 +/- 5,92 91,81 +/- 5,46 0,21 % parcial
73,44 - 98,42 80,36 - 97,75
90,43 93,51
LTCDS8 227,18 +/- 101,11 297,32 +/- 179,81 0,40 absoluto
CD25-CD127+CLA- 32,83 -491,67 90,29 - 609,14
226,23 236,40
3,96 +/- 1,96 5,44 +/- 3,27 0,14 % total
0,72 -9,51 1,25 -13,30
3,94 5,19
87,43 +/- 5,59 89,99 +/- 5,93 0,19 % parcial
76,14 - 97,40 77,82 -96,93
87,24 92,37
LTCDS8 165,41 +/- 120,79 83,22 +/- 52,93 0,022% absoluto
CD127-CLA- 13,75 - 529,15 11,40 - 183,02
119,22 60,37
2,75 +/- 2,09 1,55 +/- 0,95 0,11 % total
0,29 - 9,50 0,19-2,76
2,11 1,38
94,80 +/- 3,97 94,58 +/- 3,89 0,95 % parcial
82,53 -99,32 87,30 - 98,59
95,60 95,83
LTCDS8CLA-DR+ 39,54 +/- 27,00 26,69 +/- 36,68 0,025% absoluto
4,74 - 93,91 0,60 - 120,39
32,88 15,33
0,64 +/- 0,39 0,42 +/- 0,46 0,029* % total
0,10 - 1,54 0,01 - 1,49
0,59 0,32
11,83 +/- 7,48 6,78 +/- 6,99 0,011* | % parcial
2,22 -31,29 0,14 - 21,54
9,66 5,93
LTCD8CLA-DR- 301,10 +/- 146,51 341,71 +/- 147,84 0,37 absoluto
72,05 - 646,77 123,46 - 654,48
263,71 324,63
5,18 +/-2,62 6,29 +/- 3,10 0,26 % total
1,58 - 12,51 3,27 -14,29
4,80 5,42
88,17 +/- 7,48 93,22 +/- 6,99 0,011* % parcial
68,71 -97,78 78,46 - 99,86
90,34 94,07
LTCDS8CLA-PDI+ 1,18 +/- 2,82 0,41 +/- 0,55 0,45 absoluto
0,00 - 12,29 0,00 - 1,80
0,40 0,20
0,02 +/- 0,04 0,01 +/- 0,01 0,54 % total
0,00 -0,18 0,00 - 0,03
0,01 0,01
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0,35 +/- 0,63 0,15+/- 0,13 0,40 % parcial
0,01 - 3,00 0,03 - 0,45
0,15 0,09
Poblaciones linfoides B
LB, sobre total células 123,82 +/- 52,24 140,85 +/- 100,66 0,73 absoluto
30,86 - 274,66 52,33 - 385,80
111,64 104,37
2,17 +/- 1,05 2,47 +/- 1,43 0,44 % total
0,59 - 5,56 0,82 -6,43
1,75 2,27
LB inmaduros 2,58 +/- 1,97 3,31 +/- 3,81 0,58 absoluto
CDI10+CD38+ 0,00 - 6,58 0,00 - 15,35
1,73 2,40
0,05 +/- 0,04 0,05 +/- 0,05 0,66 % total
0,00 -0,13 0,00 - 0,19
0,04 0,04
2,07 +/- 1,42 2,21 +/-1,.22 0,67 % parcial
0,07 - 5,21 0,14 - 4,60
1,66 2,13
LB naive 84,48 +/- 43,43 97,21 +/- 83,28 0,54 absoluto
CD27-sIgM+ 21,44 - 241,07 42,15 - 297,00
69,90 55,86
1,48 +/- 0,88 1,68 +/- 1,19 0,71 % total
0,41 - 4,88 0,66 - 4,95
1,23 1,36
67,91 +/- 12,79 65,96 +/- 11,44 0,49 % parcial
33,36 - 87,68 48,72 - 81,71
68,12 65,03
LB memoria 34,08 +/- 21,69 38,91 +/- 16,89 0,25 absoluto
CD27+ 9,41 - 89,90 11,24 - 84,00
27,81 37,83
0,59 +/- 0,38 0,71 +/- 0,32 0,24 % total
0,18-1,36 0,14 - 1,40
0,48 0,68
27,68 +/- 13,01 30,21 +/- 11,04 0,44 % parcial
7,35 - 60,18 11,36 - 48,57
27,75 30,05
LB memoria sigM 20,67 +/- 15,02 19,38 +/- 9,97 0,77 absoluto
3,19-59,49 3,76 - 40,32
15,90 18,32
0,36 +/- 0,27 0,35 +/-0,17 0,70 % total
0,07 - 1,02 0,09 -0,72
0,32 0,36
58,77 +/- 13,75 52,35 +/- 12,96 0,096** | % parcial
26,91 - 89,21 37,62 - 82,22
59,06 47,43
LB memoria sigG 5,73 +/- 4,49 8,71 +/- 7,42 0,10 absoluto
0,60 - 22,75 0,00 - 30,00
5,27 8,62
0,10 +/- 0,08 0,16 +/- 0,13 0,12 % total
0,01 -0,32 0,00 - 0,50
0,09 0,13
17,59 +/- 8,74 22,63 +/-9,13 0,050* | % parcial
4,02 - 34,43 0,49 - 37,00
18,39 21,84
LB memoria sigA 6,01 +/-4,27 6,49 +/- 3,77 0,44 absoluto
0,00 - 15,74 2,80 - 16,80
5,47 5,54
0,10 +/- 0,07 0,12 +/- 0,07 0,36 % total
0,00 - 0,27 0,04 - 0,28
0,09 0,12
18,34 +/- 8,14 18,57 +/- 9,44 0,81 % parcial
0,39 - 38,66 5,48 - 42,49
17,39 18,36
Plasmocitos 2,65 +/-2,75 4,07 +/- 5,09 0,58 absoluto
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CD27++CD38++ 0,00 - 11,96 0,00 - 16,16
1,56 2,28
0,04 +/- 0,04 0,06 +/- 0,06 0,41 % total
0,00 - 0,20 0,00 - 0,20
0,03 0,04
2,40 +/- 2,05 2,85 +/-3,10 0,81 % parcial
0,10 - 6,64 0,50 - 11,52
1,38 1,97
Plasmocitos sigM 0,68 +/- 0,86 0,44 +/- 0,55 0,43 absoluto
0,00 -2,99 0,00 - 1,62
0,48 0,40
0,01 +/- 0,01 0,01 +/- 0,01 0,54 % total
0,00 - 0,05 0,00 - 0,02
0,01 0,01
22,78 +/- 13,26 16,47 +/- 7,95 0,11 % parcial
0,00 - 57,67 8,56 - 34,92
20,49 14,63
Plasmocitos slgG 0,04 +/- 0,15 0,00 +/- 0,00 0,35 absoluto
0,00 - 0,71 0,00 - 0,00
0,00 0,00
0,00 +/- 0,00 0,00 +/- 0,00 0,35 % total
0,00 - 0,01 0,00 - 0,00
0,00 0,00
5,09 +/- 5,97 2,48 +/- 1,76 0,19 % parcial
0,00 - 29,79 0,10 - 6,19
3,42 1,74
Plasmocitos slgA 1,34 +/- 1,36 2,10 +/- 2,69 0,50 absoluto
0,00 - 5,98 0,00 - 8,08
0,92 1,08
0,02 +/- 0,02 0,03 +/- 0,03 0,39 % total
0,00 - 0,10 0,00 -0,10
0,01 0,02
47,85 +/- 17,08 49,40 +/- 12,12 0,76 % parcial
0,00 - 74,68 27,50 - 79,27
50,34 47,97
Células NK
NKCD56+CD3- 222,22 +/- 136,88 166,99 +/- 87,61 0,29 absoluto
45,12 - 499,29 32,06 - 336,00
206,86 162,94
3,67 +/- 1,99 3,04 +/- 1,69 0,38 % total
0,58 - 8,61 0,70 - 6,43
3,75 2,92
NK precursoras 9,61 +/- 6,01 10,40 +/- 7,77 0,95 absoluto
1,37 - 23,46 0,80 - 26,66
8,72 10,08
0,17 +/- 0,11 0,19 +/- 0,12 0,67 % total
0,02 - 0,39 0,01 -0,40
0,14 0,18
5,61 +/- 4,64 7,60 +/- 5,54 0,28 % parcial
0,48 - 21,38 0,31-18,28
4,26 5,92
NK maduras 210,04 +/- 139,05 144,41 +/- 79,19 0,19 absoluto
14,14 - 486,83 27,94 - 325,92
199,28 146,63
3,44 +/- 2,04 2,78 +/- 1,72 0,46 % total
0,32 - 8,50 0,61 - 6,08
3,55 2,44
91,71 +/- 15,37 91,79 +/- 5,31 0,18 % parcial
13,97 -99,52 81,72 - 98,76
95,61 93,34
NK activadas 10,47 +/- 13,33 3,60 +/- 2,99 0,028* absoluto
0,78 - 60,51 0,56 - 10,50
7,07 2,71
0,16 +/- 0,16 0,06 +/- 0,04 0,033* % total
0,01 - 0,61 0,01 -0,14
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0,11 0,05
4,61 +/- 4,57 2,84 +/-2,29 0,39 % parcial
0,45 -17,40 0,37 - 7,44
2,76 2,02
Otras poblaciones celulares
LTCD3CD56+ 125,71 +/- 157,24 77,56 +/- 40,57 0,65 absoluto
9,71 - 840,19 21,20 - 160,33
73,78 76,64
2,40 +/- 3,96 1,52 +/- 1,05 0,87 % total
0,19 -21,88 0,51-3,92
1,36 1,12
12,45 +/- 16,63 8,00 +/ 6,31 0,21 % parcial
1,58 - 92,46 2,54 -23,95
7,90 4,82
LTCD3CD56- 907,42 +/- 356,71 1109,29 +/- 616,20 0,65 absoluto
68,35-1721,43 497,95 - 2275,80
879,85 882,80
15,31 +/- 5,84 20,15 +/- 10,90 0,36 % total
1,78 - 29,61 7,07 - 43,83
15,02 17,84
87,55 +/- 16,63 92,00 +/- 6,31 0,21 % parcial
7,54 - 98,42 76,05 - 97,46
92,10 95,18
CD plasmocitoides 6,41 +/- 3,74 7,63 +/- 4,89 0,48 absoluto
2,13-16,54 1,64 - 19,20
5,14 8,03
0,11 +/- 0,06 0,13 +/- 0,08 0,42 % total
0,03 -0,32 0,04 -0,32
0,10 0,10
CD mieloides 11,24 +/- 4,82 11,03 +/-4,74 0,98 absoluto
2,74 - 25,00 3,27 - 18,48
10,28 12,50
0,19 +/- 0,08 0,21 +/- 0,10 0,60 % total
0,06 - 0,39 0,06 - 0,37
0,19 0,19
MonocitosDR+CD33+ 308,00 +/- 134,71 305,81 +/- 175,73 0,73 absoluto
118,90 - 556,92 107,57 - 789,42
264,32 259,20
5,09 +/- 1,51 5,35+/-2,15 0,87 % total
2,32 -8,19 2,63-9,77
5,05 5,07
Monocitos cldsicos 220,83 +/- 92,64 216,61 +/- 122,35 0,59 absoluto
75,71 - 393,82 54,40 - 496,92
193,95 157,80
3,56 +/- 0,99 3,84 +/- 1,74 0,74 % total
1,34 - 5,65 1,29 - 6,65
3,55 3,79
70,91 +/- 7,73 70,34 +/- 13,90 0,86 % parcial
56,68 - 84,10 45,23 -95.21
71,50 73,28
Monocitos intermedios 59,35 +/- 41,87 64,52 +/- 58,29 0,92 absoluto
12,03 - 206,75 15,11 - 244,02
46,23 58,92
0,96 +/- 0,55 1,09 +/- 0,72 0,59 % total
0,23 -2,84 0,29 - 3,02
0,81 0,81
18,32 +/- 6,63 20,65 +/- 8,88 0,38 % parcial
7,23 -37,15 4,68 - 30,96
18,00 21,18
Monocitos no clasicos 33,03 +/- 24,24 24,69 +/- 19,10 0,26 absoluto
5,75 -110,21 0,46 - 61,83
26,61 20,04
0,56 +/- 0,38 0,42 +/- 0,28 0,36 % total
0,11-1,77 0,01 -0,83
0,48 0,43
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10,57 +/- 5,59 9,02 +/- 7,37 0,27 % parcial
3,55-25,56 0,11-27,00
9,43 6,29
Granulocitos 4073,9 +/- 1275,3 3640,1 +/- 1405,0 0,25 absoluto
22245 -7523.3 1778,9 - 6709,1
3700,5 3107,3
67,14 +/- 8,03 63,99 +/- 13,15 0,54 % total
55,10 - 85,51 38,84 - 83,55
66,48 64,87
Basofilos 41,67 +/- 18,55 37,02 +/- 20,32 0,41 absoluto
13,5 -80,35 10,63 - 78,38
40,65 36,18
0,71 +/- 0,32 0,71 +/- 0,48 0,62 % total
0,24 - 1,55 0,19-2,03
0,66 0,59
Eosinofilos 212,89 +/- 214,30 145,37 +/- 90,50 0,65 absoluto
1,70 - 943,40 10,30 - 310,27
134,73 132,60
3,41 +/- 3,03 2,77 +/- 1,85 0,98 % total
0,03 -12,76 0,19 - 6,89
2,35 2,34

p<0.05*, p<0.1**. DE: Desviacion estandar. Min — Max: intervalo minimo — maximo. Valores absolutos
de leucocitos totales en hemograma medidos en num. cels. x 10°/L y resto en cels/ulL.

2.4. OBJETIVO 4:

Analizar la relacion de la caracterizacion inmunofenotipica en sangre
periférica con el grado de despigmentacion (grado segun Vitiligo European
Task Force: VETF) y extension de la enfermedad (superficie corporal afectada
segun VETF) , asi como con su capacidad de progresion (progresion segun
VETF) o repigmentacion (segun Vitiligo Potential Repigmenation Index:

VPRI), en pacientes con vitiligo no segmentario.

2.4.1 Correlacion entre los parametros inmunofenotipicos y la superficie
corporal afectada y grado de despigmentacion segin VETF del vitiligo en

pacientes con VNS.

La superficie corporal afectada se evalu6 mediante porcentaje de superficie corporal en
los en los 30 pacientes afectados por VNS (media +£ DE: 15% + 23%; intervalo: 1% -
97%), y el grado de despigmentacion segun los criterios del VETF (la media +£ DE: 6 +
4; intervalo: 1 — 20).
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Para comprobar si existe una relacion lineal, y no debida al azar, entre las distintas
poblaciones celulares estudiadas y ambos parametros clinicos hemos utilizado el
coeficiente de asociacion de Spearman (rho, p). El la Tabla 27 se muestran los
resultados con significacion estadistica para la correlacion lineal entre las variables
inmunofenotipicas analizadas en sangre periférica y la superficie corporal afectada
(primera columna) o el grado de despigmentacion (segunda columna). Se considera que
la correlacién es moderada cuando estd en el rango entre 0.5 y 0.8; y elevada cuando
esta en rango entre 0.8 y 1. Ademads si tiene signo positivo la correlacion es

directamente proporcional, y si lo tiene negativo, es inversamente proporcional.

Como se observa en la Tabla 27, pese a que el test de Spearman resultd con
significacion estadistica para algunas variables, en ninglin caso la intensidad de la
correlacion resulto elevada, ya que la totalidad de los valores de rho en los casos con
significacion estadistica estaba en torno a 0,5, tanto cuando se trataba de valores
positivos (relacion directamente proporcional) como cuando se trataba de valores
negativos (relacion inversamente proporcional). Ademads, para la mayoria de las
variables analizadas, los resultados no eran consistentes, ya que frecuentemente se
alcanzaba la significacion estadistica cuando se consideraban bien porcentajes relativos
respecto a la celularidad global (% total), o a una de las subpoblaciones mayoritarias
(%oparcial) de la poblacion concreta analizada, pero con frecuencia esas diferencias no

se mantenian cuando se consideraban nimeros absolutos (cels/uL) en sangre periférica.

Respecto a la superficie corporal afectada, consideramos que la unica variable
inmunofenotipica que podria tener un significado clinico seria la poblacion de LTCD8+
naive, que muestra correlacion moderada, de valor negativo (p= -0,504; p<0,05), que
significaria que a menor numero absoluto de LTCDS8+ naive habria una mayor

extension de la superficie corporal afecta.

Respecto al el grado de despigmentacion segun los criterios del VETF, consideramos
que existe consistencia respecto a las células NK activadas (HLA-DR+), en las que se
observa una correlacion moderada, de valor positivo (p= -0,528; p<0,01), que
significaria que a un mayor numero de células NK activadas el grado de

despigmentacion seria mayor.
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Para el resto de variables que alcanzaron la significacion estadistica, consideramos que

se debe ser cauteloso en su interpretacion, ya que la correlacion es como maximo

moderada (en torno a 0,5), y los resultados no son concordantes con los obtenidos

cuando se comparan los casos problema con el grupo control, o entre los distintos tipos

de pacientes. Sin embargo, también cabria la posibilidad de que la baja potencia de estas

asociaciones se debiera al tamafio muestral, y que con series de pacientes mas

numerosas los resultados sean mas consistentes.

TABLA 27. Correlacion entre superficie corporal y grado de afectacion del vitiligo y parametros
inmunofenotipicos en sujetos con vitiligo no segmentario (n=30).

Poblaciones linfoides T

Superficie Corporal

Grado segun Vitiligo

afectada EuropeanTask Force
p (tho) p (tho)
LTCD4regCLA+ -0,021 0,074 absoluto
-0,114 0,059 Y%total
0,504** 0,469** %parcial
LTCD4regCLA- -0,432%* -0,256 absoluto
-0,433* -0,206 Y%total
-0,504%%* -0,469** %parcial
LTCDS 0,108 0,378%* absoluto
CD127- 0,108 0,394* Y%total
0,227 0,274 %parcial
LTCDS8naive -0,524%* -0,179 absoluto
-0,497* -0,179 Y%total
-0,400 -0,481* %parcial
LTCD3CD4-CDS- 0,338 0,356 absoluto
0,244 0,381%* Y%total
0,328 0,287 %parcial
Marcadores de activacion e inhibicion
LTCD8CLA-PDI+ 0,157 0,407* absoluto
0,113 0,388%* Y%total
0,137 0,191 %parcial
Poblaciones linfoides B
LB sobre total -0,416%* -0,379* absoluto
células -0,402% -0,355 %total
LB naive -0,354 -0,466** absoluto
-0,370%* -0,447* Y%total
0,075 -0,255 %parcial
Otras poblaciones celulares
NK activadas 0,358 0,528%** absoluto




0,399* 0,576** Y%total
0,321 0,495* %parcial
LTCD3CD56+ 0,147 0,391* absoluto
0,147 0,370%* Y%total
0,214 0,268 %parcial
CD mieloides 0,153 0,506** absoluto
0,038 0,440* Y%total
Monocitos clasicos 0,176 0,386 absoluto
0,150 0,442* %total
-0,002 -0,127 Y%parcial
Eosinofilos 0,468** 0,227 absoluto
0,434* 0,186 %total

Correlacion de Spearman. * p<0.05 ; ** p< 0.01

2.4.2. Parametros inmunofenotipicos segin el indice de progresion.

Siguiendo los criterios VETF, se establecieron tres grupos segin la capacidad de
progresion del vitiligo: casos con estabilidad clinica (valor 0) (n=20), casos con
progresion menor (valor 1) (n=5) y casos con progresion mayor (valor 2) (n=5). En la
Tabla 28 se muestran unicamente las variables para las que se encontrd diferencia

estadisticamente significativas para estos grupos.

Sin embargo, al analizar los resultados con detalle, se observa que las diferencias no son
concordantes para la mayoria de las variables, ya que los resultados del grupo con
progresion mayor eran mas similares al grupo con estabilidad clinica que al grupo con
progresion menor. Probablemente estos resultados estén condicionados por el reducido
grupo de pacientes que cumplian criterios de progresion (n=10), que estaban
distribuidos de forma homogénea entre el grupo de progresion menor (n=5) y el de
progresion mayor (n=5).

También, para algunas de las variables, se daba la circunstancia de que las diferencias
eran estadisticamente significativas, pero las poblaciones estaban representadas en
frecuencias extremadamente bajas, como en el caso de los LT que expresaban PDI, o
que so6lo se detectaban diferencias en numeros relativos y no en numeros absolutos,
como en el caso de los LT que expresaban CLA, por lo que consideramos que estas

diferencias estadisticas deben ser interpretadas con cautela.
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Tabla 28. Parametros inmunofenotipicos segiin el indice de progresion

Poblaciones linfoides T

Progresion segin 0 +1 +2
VETF (-5 - +5) (n=20) (n=5) (n=5) p-valor
Estables Progresion Progresion
menor mayor
Media+/-DE Media+/-DE Media+/-DE
p25 - p75 p25 - p75 p25 - p75
Mediana Mediana Mediana
LTCD4 600,6+/-191,5 810,6+/-400,8 527,0+/-153,7 absoluto
sobre total LTCD3 481,7-671,5 459,6 - 518,0 801,9 - 406,4 0,39
586,0 1166,0 652,1
10,5+/-4,1 11,1+/-3,5 10,6+/-3,8 % total
7,3-12,4 8,4-10,3 9,0-74 0,90
10,6 14,8 14,0
56,5+/- 0,7 64,1+/-5,7 42,9+/-5,6 % parcial
51,3-65,2 59,0 -43,3 63,1 - 38,5 0,010*
56,2 69,8 47,1
LTCD4reg 41,3+/-18,8 66,0+/-30,2 30,1+/-9,1 absoluto
(CD25++CD127+) 28,7-52,6 39,0 - 27,4 59,6 - 233 0,038*
35,4 96,3 38,2
0,7+/-0,4 1,0+/-0,6 0,6+/-0,2 % total
04-1,0 0,6-0,6 0,8-0,4 0,48
0,7 1,5 0,8
6,9+/-2,1 10,1+/-8,7 5,8/-1,0 % parcial
53-84 55-59 6,3-50 0,45
6,8 16,5 6,5
LTCDS 398,8+/-184,1 408,2+/-258,0 557,5+/-201,5 absoluto
sobre total LTCD3 238,2 - 500,2 200,2 - 440,0 328,4-414,0 0,26
382,5 656,2 759,7
6,9+/-3,2 5,4+/-2,1 10,8+/-3,6 % total
4,6-92 3,7-9,6 52-83 0,046*
6,1 7,2 13,9
36,2+/-9,9 30,7+/-4,2 45,2+/-10,0 % parcial
29,1 - 41,1 27,2 -43,7 29,0 - 36,6 0,038*
34,4 35,1 54,6
Expresion CLA y marcadores de activacion e inhibicion
LTCD4CLA+ 125,1+/-65,7 156,3+/-47,7 66,3+/-19,5 absoluto
95,8 - 146,1 113,1-197,5 47,2 - 82,6 0,013*
127,1 160,2 71,9
2,1+/-1,0 2,3+/-0,9 1,4+/-0,6 Y%total
1,6 -2,7 1,6 -33 09-19 0,10
2,1 1,7 1,4
22,0+/-8,6 24,1+/-9,9 16,3+/-6,5 %parcial
17,3 -25,7 16,9 - 32,2 11,8-21,8 0,27
20,9 22,3 14,3
LTCD4regCLA+ 20,2+/-10,6 29,9+/-9,4 13,9+/-4,0 absoluto
12,1-23,8 20,6 - 14,5 29,8 - 10,2 0,026*
19,8 39,3 17,3
0,3+/-0,2 0,4+/-0,2 0,3+/-0,1 % total
0,2-0,5 0,3-0,3 0,4-02 0,32
0,3 0,6 0,4
48,8+/-11,4 49,7+/-14,8 47,2+/-11,8 % parcial
36,9 - 58,6 36,4 - 48,0 45,7-35,4 0,91
48,8 65,0 58,7
LTCD4CLA+DR- 105,2+/-54,1 140,9+/-47,3 54,4+/-20,8 absoluto
82,8 - 128,1 99,5 - 180,0 32,4-170,9 0,013*
106,3 1454 65,1
1,8+/-0,8 2,1+/-0,9 1,1+/-0,6 Y%total
1,3-2,3 1,4-3,0 0,6-1,6 0,13
1,8 1,6 1,3
83,1+/-7,8 89,3+/-3,9 79,9+/-10,8 %parcial
80,4 - 88,7 85,7-92,5 68,7 - 88,8 0,14
84,2 90,2 84,5
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LTCD4CLA-DR+ 18,8+/-11,3 11,1+/-7,3 18,1+/-10,5 absoluto
9,3-28,7 3,9-18,2 8,6 - 29,1 0,39
15,3 11,6 14,9
0,3+/-0,2 0,2+/-0,1 0,4+/-0,2 Y%total
0,2-0,4 0,1-0,2 0,2-0,5 0,07
0,3 0,1 0,4
4,3+/-2,1 1,9+/-0,8 5,8+/-3,8 Y%parcial
2,5-5,5 1,2-2,5 1,9-9,5 0,033*
43 1,8 6,5
LTCDS8CLA+ 44,4+/-33,0 27,5+/-7,1 21,7+/-11,1 absoluto
21,1 -56,6 23,3-32,9 10,0 - 31,6 0,28
34,6 24,7 25,5
0,7+/-0,5 0,4+/-0,2 0,4+/-0,2 Y%total
0,3-09 0,3-0,6 0,2-0,6 0,15
0,7 0,4 0,6
11,8+/-5,9 10,2+/-5,8 5,3+/-3,4 Y%parcial
6,9 - 15,1 5,1-16,0 2,2-8,8 0,034*
10,3 8,6 4,6
LTCDS8 33,8+/-19,8 26,3+/-6,6 21,4+/-11,0 absoluto
(CD25-CD127+)CLA+ 20,3 -41,5 20,7 - 26,4 27,6 -9,6 0,42
29,3 31,3 30,7
0,6+/-0,3 0,4+/-0,1 0,4+/-0,3 % total
0,3-0,8 0,3-0,5 0,3-0,2 0,45
0,6 0,5 0,7
13,9+/-5,0 12,5+/-6,5 7,3+/-4,5 % parcial
10,7 - 16,5 74-5,1 10,0 - 3,6 0,040%
13,9 19,0 12,0
LTCD8CLA-DR- 284,1+/-143,2 273,34/-132,6 397,0+/-163,4 absoluto
192,6 - 342,6 153,8 -411,7 266,5 - 552,0 0,28
259,6 235,2 348.,4
4,9+/-2,5 3,7+/-0,9 7,6+/-2,8 Y%total
2,8-6,4 2,8-4,5 5,8-10,1 0,034*
4,7 3,7 6,3
86,8+/-8,4 91,3+/-4,4 90,5+/-4,5 %parcial
80,2 - 93,7 87,4-949 86,3 -93,5 0,51
88,7 92,2 92,9
LTCDS8CLA-PDI+ 1,661+/-3,300 0,142+/-0,247 0,081+/-0,181 absoluto
0,0-1,126 0,000 - 0,398 0,0 - 0,202 0,036*
0,797 0,029 0,000
0,026+/-0,047 0,003+/-0,005 0,002+/-0,004 Y%total
0,000 - 0,020 0,000 - 0,008 0,000 - 0,005 0,06
0,010 0,001 0,000
0,457+/-0,730 0,148+/-0,094 0,062+/-0,078 %parcial
0,070 - 0,378 0,075 - 0,243 0,020 - 0,120 0,035*
0,195 0,125 0,030
Poblaciones linfoides B
LB memoria sigM 19,3+/-15,7 20,4+/-11,6 26,3+/-16,6 absoluto
8,2-24,8 10,7 - 32,3 13,1 -41,6 0,50
13,0 15,8 21,8
0,3+/-0,3 0,3+/-0,1 0,5+/-0,3 Ytotal
0,1-0,5 0,2-04 0,2-0,8 0,31
0,2 0,3 0,5
55,3+/-12,4 56,9+/-11,3 74,5+/-11,7 Y%parcial
44,5 - 63,6 46,6 - 67,4 62,9 - 85,8 0,026*
55,9 56,8 75,2
LB memoria sIgA 6,3+/-4,5 7,2+/-5,1 3,7+/-1,7 absoluto
2,8-8,8 35-11,4 2,1-55 0,28
6,1 6,4 32
0,1+/-0,1 0,1+/-0,0 0,1+/-0,0 Ytotal
0,0-0,2 0,1-0,1 0,0-0,1 0,74
0,1 0,1 0,1
20,3+/-8,7 17,7+/-4,4 11,2+/-4,5 Y%parcial
16,3 - 25,5 13,9-22,4 6,6 -152 0,030*
20,6 16,1 12,5

Otras poblaciones celulares
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LTCD3CD56+ 135,9+/-185,8 68,5+/-75,0 142,3+/-68,0 absoluto
46,8 -134,0 17,6 - 140,6 84,5-212,6 0,16
68,8 26,0 117,2
2,7+/-4,7 0,8+/-0,8 2,9+/-1,6 Ytotal
0,7-2,4 0,3-1,6 1,4-4,5 0,048*
1,4 0,4 2,9
13,7+/-19,6 5,0+/-4,6 14,8+/-8,3 Y%parcial
54-13,8 1,9-8,9 7,5-22,9 0,05
7,9 3.4 13,2

Test Kruskall-Wallis. p<0.05*. DE: Desviacion estandar. p25 — p75: rango intercuartilico. Valores absolutos medidos en cels/ulL.

2.4.3. Parametros inmunofenotipicos segun la capacidad de repigmentacion.

Se utilizo el cociente VPRI para establecer la capacidad potencial de repigmentacion,
estableciendo tres grupos de pacientes: con baja probabilidad de repigmentacion
(VPRI<I) (n=8), con alta probabilidad de repigmentacion (VPRI>1) (n=3) y aquellos
con VPRI=1 (n=19). En la Tabla 29 se exponen Unicamente los parametros cuyas

diferencias resultaron estadisticamente significativas.

Observamos que el grupo de pacientes con menor capacidad potencial de
repigmentacion presentaba un descenso de los LTCD4+ totales respecto a los pacientes
con VPRI=1, niveles que eran atn mas altos en los pacientes con mayor probabilidad de
repigmentacion (493,2+137,8 vs 543,5+108,6 vs 690,8+£265,5 cels/uL, respectivamente;
p=0,043). Un comportamiento similar tienen los LTCD4CD25-CD127+ (p=0,049), que
es la poblacion mayoritaria cuando se clasifican los LT en base a la expresion de CD25

y CD127.

Observamos también que los pacientes con menor capacidad de repigmentacion
(VPRI<I) tenian menos formas activadas, en base a la expresion de HLA-DR dentro de
los LTCD4 que no expresaban el marcador de afinidad por la piel CLA (p= 0,044), sin
que se detectaran diferencias marcadas entre los casos con VPRI=1 y VPRI>1. Se
encontraron algunas diferencias significativas en LTCDS8CLA+ y DR+, pero
consideramos que probablemente son de escasa relevancia por las mismas razones que

se han expuesto en apartados anteriores.
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No se encontraron diferencias en el resto de poblaciones celulares analizadas en sangre

periférica.

Tabla 29. Parametros inmunofenotipicos segtn la capacidad de repigmentacion

Poblaciones linfoides T

VPRI <1 =1 >1
(n=8) (n=3) (n=19) p-valor
Media+/-DE Media+/-DE Media+/-DE
Min —Max Min —Max Min —Max
Mediana Mediana Mediana
LTCD4 493,2+/-137,8 543,5+/-108,6 690,8+/-265,5 absoluto
sobre total LTCD3 320,5-774,0 446,0 — 660,5 254,5-1427,0 0,043
463,6 524,0 631,4
9,4+/-3,4 11,1+/-2,0 11,1+/-4,2 %total
4,1-15,00 9,8-13,4 5,0-22,9 0,61
9,5 10,0 10,3
52,4+/-10,6 52,5+/-11,0 57,3+/-11,6 %parcial
33,2-652 44,4 — 65,0 342-719 0,38
54,1 48,0 60,5
LTCD4 420,9+/-140,7 495,6+/-108,4 624,1+/248,9 absoluto
(CD25-CD127+) 246,3 - 692,5 397,6- 612,1 228,9-1321,4 0,049
421,7 477,0 571,6
8,1+/-3,4 10,1+/-2,0 10,0+/-3,9 %total
3,6 -13,5 8,7-12,4 4,6 - 20,7 0,51
8,0 9,1 9,7
84,6+/-10,2 90,9+/-1,8 90,1+/-4,4 %parcial
61,2-922 89,1 -92,7 78,2 -94,6 0,09
87,9 91,0 90,8
Expresion CLA y marcadores de activacion e inhibicion
LTCD4CLA-DR+ 9,8+/-5,0 20,1+/-10,3 20,2+/-11,3 absoluto
3,1-17,6 9,9 -30,6 4,7-483 0,044
8,7 19,8 16,7
0,2+/-0,1 0,4+/-0,2 0,3+/-0,2 %total
0,1-04 0,2-0,7 0,1-0,7 0,08
0,2 0,4 0,3
3,0+/-1,7 5,0+/-3,5 4,5+/-2,7 Y%parcial
1,1-5,6 2,4-9,0 1,3-10,0 0,33
2,6 3,7 4,5
LTCD8CLA+DR+ 4,6+/-2,5 3,5+/-0,7 7,9+/-10,0 absoluto
1,6 - 8,5 2,7-42 1,9-424 0,58
5,0 3,5 4.4
0,1+/-0,0 0,1+/-0,0 0,1+/-0,1 %total
0,0-0,2 0,1-0,1 0,0-0,6 0,97
0,1 0,1 0,1
12,2+/-4,4 19,8+/-8,5 19,0+/-8,9 Y%parcial
8,8-21,4 10,2 -26,4 45-429 0,044
10,1 23,0 17,6
LTCD8CLA-DR+ 29,9+/-25,0 21,7+/-3,2 46,4+/-28,0 absoluto
72-71,9 18,8 —25,1 4,75-93,9 0,13
21,1 21,2 373
0,5+/-0,4 0,4+/-0,1 0,7+/-0,4 %total
0,1-13 0,4-0,6 0,1-1,5 0,34
0,5 0,4 0,7
8,0+/-3,8 6,2+/-1,6 14,3+/-8,1 Y%parcial
3,8-13,9 44-17,5 2,2-31,3 0,034
6,5 6,7 12,3
Poblaciones linfoides B
Plasmocitos 1,7+/-1,0 0,2+/-0,3 3,3+/-3,2 absoluto
0,0-3,6 0,0-0,5 0,5-12,0 0,07
1,6 0,2 2,1
0,0+/-0,0 0,0+/-0,0 0,14/-0,0 0,12 Yototal

191




0,0-0,1 0,0 - 0,0 0,0-0,2

0,0 0,0 0,0
1,7+/-1,1 0,2+/-0,1 2,9+/-2,3 Ysparcial
0,334 0,1-0,3 0,5-6,6 0,043

1,3 0,2 22

Test Kruskall-Wallis. p<0.05*%. DE: Desviacion estandar. Min-Max: intervalo minimo-maximo. Valores absolutos medidos en
cels/uL.

2.5. OBJETIVO §:

Analizar posibles diferencias clinicas e inmunofenotipicas en sangre periférica
entre las formas de halo nevus asociado a vitiligo segmentario y halo nevus

asociado o no a otras formas de vitiligo.

2.5.1. Diferencias clinicas

Aunque el ntimero de pacientes por grupo era muy escaso, quisimos analizar las
posibles diferencias clinicas entre los pacientes que presentaban HN asociado a VNS

(n=5) y los que presentaban HN asociado a otras formas de vitiligo (n=13) (Tabla 30).

Como cabia esperar, Unicamente encontramos diferencias estadisticamente
significativas en la presencia de fenomeno de Koebner y el nimero de halo nevus que
presentaban los pacientes. El fendmeno de Koebner se detectab en todos los casos de
HN asociados a VNS y s6lo en 2 del grupo de HN y otros vitiligos, que en ambos casos
era vitiligo indeterminado (Tabla 30). Logicamente, el nimero de HN era mayor en el
grupo asociado a VNS, presentando todos los pacientes de este grupo 3 o mas nevus,
mientras que so0lo aproximadamente la mitad (46%) de los pacientes con HN y/u otras

formas de vitiligo tenian 3 0 mas nevus.
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TABLA 30. Diferencias clinicas entre grupos de HN

VNS+HN HN y otros V
(n=5) (n=13) p-valor
n (%) n (%)
F. Koebner 0.001
0 No 0(-) 11(86,6)
11 0(-) 1(7,7)
211 (2A) 4 (80) 1(7,7)
3 11T (2B) 1 (20) 0(-)
Numero HN 0,035
1 0(-) 4 (31)
2 0(-) 3(23)
3 2 (40) 3(23)
4 1 (20) 2 (15)
>=5 2 (40) 1(8)

VNS: Vitiligo no segmentario, HN: Halo nevus, V: Vitiligo

2.5.2. Diferencias inmunofenotipicas

No detectamos diferencias que pudieran ser clinicamente relevantes en las variables

inmunofenotipicas analizadas en sangre periférica, lo que podria estar condicionado por

el pequeno tamafio de la serie (5 vs 13 casos). Aunque se detectaron algunas diferencias

significativas (Tabla 31), consideramos que no son consistentes por las mismas razones

expuestas en apartados anteriores.

TABLA 31. Diferencias inmunofenotipicas entre grupos de HN

HN + VNS HN y otros V
(n=5) (n=13) p-
Media+DE Media+DE valor
LTCDSreg 0,65+0,56 0,14+0,28 0,038 absoluto
CD25++CDI2T+dim 0,01+0,01 0,00+0,00 0,022 %total
LB sobre total células 150,00£55,58 122,28493,74 0,043 absoluto
2,87+0,60 2,13£1,38 0,027 %total
LB memoria sIgM 36,50+17,61 19,38+9,97 0,043 absoluto
0,70+0,28 0,35+0,17 0,027 %total
67,31£10,61 52,35+12,96 0,034 | %parcial

HN: Halo Nevus; VNS: Vitiligo no segmentario; V: Vitiligo, LT: linfocitos T; LB: linfocitos B; DE: desviacion

estandar
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2.6. OBJETIVO 6:

Analizar posibles diferencias inmunofenotipicas en sangre periférica segun la

presencia o no de la comorbilidad asociada en pacientes con VNS

Los pacientes con VNS (n=30) presentaban algunas comorbilidades, siendo las mas

frecuentes la presencia de alteraciones tiroideas y los antecedentes de atopia.

2.6.1 Alteraciones tiroideas

2.6.1.1. Presencia de hipotiroidismo

Dentro del grupo de VNS en 6 pacientes (20%) presentaban hipotiroidismo
concomitante. Aunque también en este caso los grupos de pacientes eran pequefios,
quisimos analizar si los pacientes con hipotiroidismo presentaban alguna caracteristica

inmunofenotipica diferencial en sangre periférica (Tabla 32).

Encontramos que los pacientes con hipotiroidismo presentaban un mayor nimero de
LTCD4+ que expresaban la molécula de activacion HLA-DR, tanto en los LTCD4+ que
coexpresaban la molécula de afinidad por la piel CLA (31,2+£19,7 vs 14,5+6,2 cels/uL;
p=0,002) como en los que eran CLA negativos (24,9+7,3 vs 15,5+10,7 cels/uL;
p=0,017).

En el compartimento B de sangre periférica también se detectdé en los casos con
hipotiroidismo un incremento de la poblacion de plasmocitos que expresan IgA de
superficie (5,8+4,2 vs 2,0+1,8 cels/ul; p=0,067).

No se encontraron otras diferencias relevantes en el resto de las poblaciones analizadas.

En la Tabla 32 se muestran tinicamente los resultados del analisis inmunofenotipico en

los que se alcanzaba la significacion estadistica en estos dos grupos de pacientes.
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Tabla 32. Caracterizacion inmunofenotipica en pacientes no hipotiroideos frente a hipotiroideos.

NO HIPOTIROIDISMO (n=24) HIPOTI(I::(;[)DISMO
Media +/- DE Media +/- DE p-valor
p25-p75 p25 - p75
Mediana Mediana
Poblaciones linfoies T
LTCD4regCLA+ 18,8 +/- 8,9 28,7 +/- 13,7 0,08 absoluto
11,9-22,0 18,8 - 38,0
18,5 252
0,3+/-0,2 0,5+/-0,2 0,06 Y%total
0,2-0,4 0,3-0,6
0,3 0,4
46,5 +/- 12,0 57,2 +/- 4,1 0,043 Y%parcial
36,1 -57,6 54,1 - 60,6
42,7 58,4
LTCD4CLA+DR+ 14,5 +/- 6,2 31,2+/-19,7 0,002 absoluto
10,0 - 16,9 19,9 -41,0
13,4 23,4
0,2 +/- 0,1 0,5+/-0,2 0,001 Y%total
0,2-0,3 0,4-0,6
0,2 0,4
153 +/-82 20,5 +/-7,2 0,049 %parcial
9,9-164 15,0 - 25,8
14,3 19,0
LTCD4CLA-DR+ 15,5 +/- 10,7 249 +/-73 0,017 absoluto
7,9 - 20,1 18,8-31,4
13,0 24,5
0,3 +/-0,2 0,4 +/-0,1 0,026 Y%total
0,1-0,4 0,3-0,5
0,2 0,4
3,9+/-2,5 54+/-2,6 0,12 %parcial
1,8-54 32-84
2,9 4,5
LTCD8CLA+DR+ 6,1 +/- 8,1 8,7 +/-8,9 0,47 absoluto
2,4-6,1 3,3+/-154
42 4.3
0,1 +/-0,1 0,1 +/-0,1 0,35 Y%total
0,0-0,1 0,1-0,2
0,1 0,1
16,0+/-8,6 22,1 +/-4,0 0,023 Y%parcial
9,9-20,6 17,5-25,5
12,9 23,4
Poblaciones linfoides B
Plasmocitos 2,0+/-1,8 5,8 +/-4,2 0,067* absoluto
0,6-23 2,1-9,5
1,5 5,7
0,03 +/- 0,03 0,09 +/- 0,07 0,048 Y%total
0,01- 0,04 0,04 -0,15
0,02 0,08
1,9+/-1,6 4,6 +/-2,6 0,05 Y%parcial
0,8-2,8 2,1-6,4
1,3 6,1
Plasmocitos sIgA 1,0 +/-0,8 2,8 +/-2,1 0,049 absoluto
0,5-1,1 0,8-4,7
0,7 2,7
0,02 +/- 0,01 0,05 +/- 0,03 0,015 Y%total
0,01 - 0,03 0,02 -0,07
0,01 0,04
45,4 +/- 18,2 57,6 +/-5,2 0,06 Y%parcial
36,0 - 57,5 54,6 - 61,8
472 58,4

DE: Desviacion estandar. p25-p75: rango intercuartilico. Valores absolutos de leucocitos totales en
hemograma medidos en num. cels. x 10°/L y resto en cels/uL. p<0.1*.




2.6.1.2. Presencia de anticuerpos antiperoxidasa tiroidea elevados

En 25 de los 30 pacientes con VNS se disponia de informacion sobre los titulos de

anticuerpos aPOT, y en 6 casos (24%) estaban elevados.

Curiosamente, los resultados (Tabla 33) no fueron superponibles a cuando se
consideraron los pacientes con hipotiroidismo, y para los pacientes con titulos elevados
de aPOT los unicos hallazgos fueron un descenso de los LTCD4 naive (88,1£95,2 vs
269,2+115,4 cels/uL; p=0,015), con un incremento de los LTCD8+CLA+HLA-DR+,
que corresponderia a LTCD8+ activados (HLA-DR+) y con capacidad de migracion a

piel (CLA+) (13,6£14,6 vs 5,1+5,3 cels/uL; p=0,026).

No se encontraron otras diferencias estadisticamente significativas, o no se consideraron

relevantes, en el resto de poblaciones celulares estudiadas.

Tabla 33. Caracterizacion inmunofenotipica en pacientes con anticuerpos aPOT normales frente a
pacientes con anticuerpos aPOT elevados

aPOT Negativos aPOT Positivos p-valor
(n=19) (n=6)
Media +/- DE Media +/- DE
p25 - p75 p25 - p75
Mediana Mediana
Linfocitos T CD4
LTCD4 naive 269,2 +/- 1154 88,1 +/-95,2 0,015 absoluto
198,1 - 390,6 0,6 - 184,3
236,8 70,9
4,6 +/-22 1,84/-23 0,027 %total
3,2-62 0,0-39
3,9 1,0
43,4 +/- 15,9 18,1 +/- 20,5 0,020 %parcial
29,6 - 60,6 0,1 -38,0
46,2 14,2
LTCD4 memoria 226,1 +/-130,4 333,4 +/-135,8 0,13 absoluto
central 66,4 -318,7 199,7 - 464,8
232,8 338,2
3,8+/-2,2 5,7+/-2,1 0,16 %total
1,3-6,0 38-77
4,1 5,3
352 +/-17,4 58,4 +/- 16,9 0,047 %parcial
11,1 -49,7 40,5-71,9
40,0 67,3
LTCD4 efector 17,6 +/- 21,4 19,7 +/- 44,0 0,060* absoluto
1,5-23,7 0,0-49.2
9,3 0,0
0,3+/-0,3 0,3 +/-0,6 0,059* %total
0,0-04 0,0-0,7
0,2 0,0
3,5+/-5,6 3,6 +/- 8,0 0,047 %parcial
0,2-4,7 0,0-9,0
1,5 0,0
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Linfocitos T CD8

LTCD8CLA+DR+ 5,1+/-5,3 13,6 +/- 14,6 0,026 absoluto
2,3-5,8 4,4-19,7
4,1 9,1
0,1 +/-0,1 0,2 +/-0,2 0,025 %total
0,1-0,1 0,1-03
0,1 0,2
16,0 +/- 9,2 22,0 +/-4,7 0,049 %parcial
9,8-229 17,5-25,3
12,7 22,0
LTCDS8 28,3 +/-15,9 42,1 +/- 23,9 0,23 absoluto
(CD25-CD127+)CLA+ 17,1 -37,3 25,5-67,9
26,4 29,3
0,5+/-0,3 0,7 +/-0,4 0,27 %total
0,3-0,7 0,4-1,1
0,5 0,6
11,6 +/- 5,3 16,2 +/-4,2 0,049 %parcial
6,7-154 13,1 -20,1
12,2 15,6
LTCD8efector 149,0 +/- 133,4 82,7 +/- 183,6 0,062* absoluto
36,0 - 302,5 0,3 -206,0
126,0 0,7
2,6 +/-2.4 1,2 +/-2,7 0,047 %total
0,6 -4,5 0,0-3,0
2,2 0,0
27,2+/-172 10,5 +/- 23,0 0,062* %parcial
10,4 - 44,3 0,0 -26,0
28,7 0,2

DE: Desviacion estandar. p25-p75: rango intercuartilico. Valores absolutos de leucocitos totales en
hemograma medidos en num. cels. x 10°/L y resto en cels/uL. p<0.1*.

2.6.2. Antecedentes personales de atopia

Se detectaron antedentes de atopia en 7 (23%) de los 30 casos con VNS, y se
consideraron globalmente todos los pacientes que habian presentado cualquier
manifestacion de atopia (rinitis, conjuntivitis, rinoconjuntivitis o asma). La Tabla 34
muestra las variables inmunofenotipicas en las que se encontraron diferencias

significativas.

Respecto a las poblaciones mayoritarias de LT, se observd que los pacientes atopicos
tenian niveles mas elevados de LTCD4 (814,0+£305,6 vs 565,3+187 cels/uL; p=0,026),
y, en relacion con la maduracion periférica, también estaban elevados los LT de
memoria central, tanto del compartimento de LTCD4 (525,3+383,5 vs 250,2+147,4
cels/uL; p=0,042) y como de LTCDS8 (199,1£56,9 vs 110,9+£54,6 cels/uL; p=0,021). En
concordancia con estos resultados, también se observaba un aumento de los

LTCD4CD25-CD127+ (p=0,029), que corresponden a LT de memoria, y de los LT
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CLA-, tanto CD4 como CD8, y que corresponden a la mayoria de los LT cuando se

analizan en base a la expresion de CLA.

Respecto a las poblaciones linfoides B presentes en sangre periférica, detectamos un
aumento del total de LB en los pacientes con atopia (180,3+62,9 vs 106,6+34,5 cels/uL;
p=0,003), a expensas de LB de memoria (59,6+21,0 vs 26,3+15,1 cels/ulL; p=0,001),
especialmente de los LB de memoria que expresan sIigM (39,1+17,1 vs 15,0£8,7

cels/uL; p=0,001) y sIgA (9,5+4,2 vs 5,0+£3,8 cels/uL; p=0,008).

No se encontraron otras diferencias relevantes en el resto de las poblaciones analizadas.

En la Tabla 34 se muestran los resultados del anélisis inmunofenotipico que mostraron

significacion estadistica de este apartado.

Tabla 34. Caracterizacion inmunofenotipica en pacientes no atopicos frente atopicos

No atopia (n=23) Atopia (n=7) p-valor
Media +/- DE Media +/- DE
p25 - p75 p25 - p75
Mediana Mediana
Poblaciones mayoritarias de LT y marcadores de maduracion periférica
LTCD4 sobre total 565,3 +/- 187,6 814,0 +/- 305,6 0,026 absoluto
LTCD3 446,0 - 669,6 617,3 - 926,5
524,0 776,5
10,1 +/- 4,1 12,4 +/-2.4 0,07 %total
7,1-12,1 10,2 - 15,0
10,0 12,5
54,6 +/- 11,9 58,3 +/- 8,3 0,54 Y%parcial
44,4 - 65,4 51,4 -652
55,8 60,5
LTCD4 memoria central 250,2 +/- 147,4 525,3 +/- 383,5 0,042 absoluto
153,0 - 359,4 314,7 - 814,8
2174 367,6
43+/-2,5 6,9 +/-3,6 0,14 %total
2,5-6,3 4,2-10,0
4,1 6,0
44,7 +/- 24,0 54,7 +/-21,1 0,52 Y%parcial
25,6 - 58,6 37,2 -76,5
45,1 45,9
LTCDS8 memoria central 110,9 +/- 54,6 199,1 +/- 56,9 0,021 absoluto
59,4 -150,4 144,3 - 251,5
124,1 203,8
2,0 +/-1,1 2,8 +/-1,0 0,27 %total
0,9-2,7 2,1-3,7
2,3 2,4
31,8 +/- 19,4 34,8 +/- 14,2 0,64 Y%parcial
13,3-51,5 22,4 -479
26,3 33,6
Subpoblaciones LTCD4
LTCD4 CD25-CD127+ 501,7 +/- 177,8 738,9 +/-295,7 0,029 absoluto
397,6 - 587,2 496,5 - 861,9
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477,6 723,8
9,0 +/- 3,8 11,2+/-2,6 0,09 Ytotal
6,3-10,7 8,2-14,0
9,1 11,6
88,3 +/-7,1 90,1 +/- 4,6 0,36 Y%parcial
87,3-92,2 88,5-93,0
90,5 92,5
Expresion CLA y marcadores de activacion e inhibicion
LTCD4CLA+ 121,4 +/- 70,3 117,4 +/- 29,5 0,94 absoluto
63,0 - 148,8 90,6 - 138,8
124,9 115,9
2,1 +/-1,0 1,8+/-0,4 0,45 Ytotal
1,5-2,7 1,6 -2,1
2,1 1,7
23,0 +/- 9,1 16,3 +/- 3,6 0,033 Y%parcial
16,2 -27,4 11,7-19,2
22,0 18,2
LTCD4CLA+PDI+ 0,880 +/- 0,955 0,220 +/- 0,279 0,031 absoluto
0,303 - 1,462 0,000 - 0,494
0,540 0,000
0,014 +/- 0,012 0,004 +/- 0,005 0,030 Ytotal
0,008 - 0,023 0,000 - 0,010
0,010 0,000
0,775 +/- 0,816 0,276 +/- 0,188 0,041 Y%parcial
0,328 - 1,023 0,110 - 0,490
0,435 0,190
LTCD4CLA- 394,9 +/- 137,9 622,6 +/- 195,7 0,008 absoluto
2774 - 500,1 457,7 - 885,3
396,8 546,0
7,1+/-3,0 9,6 +/-1,9 0,029 Ytotal
49-8,5 7,5-11,1
6,3 9,6
77,0 +/- 9,1 83,7 +/- 3,6 0,033 Y%parcial
72,6 - 83,8 80,8 - 88,3
78,0 81,9
LTCD4regCLA- 20,5 +/- 14,2 30,4 +/- 11,3 0,026 absoluto
11,9-23,3 19,8 - 38,3
14,9 30,5
0,4+/-0,3 0,5+/-0,1 0,07 Ytotal
0,2-0,5 0,4-0,6
0,3 0,5
49,3 +/- 12,2 58,1 +/- 6,5 0,10 Y%parcial
39,8 - 63,2 52,1 - 64,0
44,5 56,6
LTCD4 402,7 +/- 147,4 642,3 +/-272,2 0,013 absoluto
CD25-CD127+CLA- 294,1 - 486,1 395,2 - 789,8
357,1 629,2
7,3+/-33 9,7+/-2,5 0,05 Y%total
4,7-8,7 7,1-12,5
7,5 10,6
80,7 +/- 8,0 86,1 +/-42 0,08 Y%parcial
75,8 - 86,6 81,9-89,9
82,2 86,8
LTCD4CLA-DR- 378,0 +/- 135,0 603,3 +/- 187,5 0,006 absoluto
249,7- 490,4 430,4 - 850,0
379,3 538,7
6,8 +/-2,9 9,3+/-1,8 0,026 Ytotal
4,8-82 7,1-10,7
5.8 9.4
95,5 +/-2,6 97,0 +/- 2,0 0,15 Y%parcial
93,6 - 97,6 94,6 - 98,7
96,0 98,2
LTCD4CLA-PDI1+ 1,556 +/- 2,406 0,220 +/- 0,279 0,008 absoluto
0,470 - 1,619 0,000 - 0,494
0,915 0,000
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0,025+/- 0,035 0,004+/- 0,005 0,007 %total
0,010 - 0,030 0,000 - 0,010
0,020 0,000
0,401+/- 0,500 0,086 +/- 0,059 0,012 %parcial
0,123 - 0,435 0,020 - 0,160
0,250 0,080
LTCDSCLA+ 40,9 +/- 31,8 27,6 +/- 12,4 0,27 absoluto
23,5-51,8 20,8 - 33,1
30,1 23,2
0,7 +/- 0,5 0,4+/-0,2 0,20 %total
0,4-0,9 0,3-0,6
0,6 0,3
11,6 +/- 6,1 6,6 +/-2,9 0,029 Y%parcial
8,2-15,5 4,6-10,0
10,1 5,2
LTCDS8 31,1 +/- 17,9 28,4 +/- 16,9 0,51 absoluto
CD25-CDI127+CLA+ 20,8 - 37,3 19,9 - 30,6
29,1 26,4
0,5+/-0,3 0,4 +/-0,3 0,39 %total
0,3-0,8 0,3-0,5
0,6 0,3
13,7 +/-53 8,7+/-5,0 0,033 Y%parcial
10,7 - 16,0 5,2-10,3
13,8 6,7
LTCDSCLA- 316,9 +/- 158,9 418,5 +/-159,4 0,09 absoluto
179,5 - 389,6 282,6 - 5223
293,6 413.4
5,6 +/-2,7 6,6 +/- 3,1 0,56 %total
3,0-7,6 4,7-6,8
5,6 5,6
88,4 +/- 6,1 93,4 +/-2,9 0,029 Y%parcial
84,5-91,8 90,0 -95,4
89,9 94,8
LTCDS8 202,9 +/- 83,7 307,1 +/-118,4 0,037 absoluto
CD25-CD127+CLA- 126,2 - 241,0 195,6 - 438,9
215,7 280,1
3,7+/-1,9 4,8 +/-2,1 0,27 %total
2,1-4,7 3,8-4,7
3,7 4,0
86,3 +/-5,3 91,3 +/-5,0 0,033 %parcial
84,0 -89,3 89,8 - 94,8
86,2 93,3
LTCDS8CLA-PDI+ 1,512 +/- 3,174 0,135 +/- 0,331 0,042 absoluto
0,00 -1,12 0,000 - 0,061
0,557 0,000
0,02 +/- 0,05 0,003+/- 0,008 0,06 %total
0,000 - 0,018 0,000 - 0,001
0,01 0,000
0,425 +/- 0,702 0,097 +/- 0,102 0,07 Y%parcial
0,090 - 0,373 0,040 - 0,120
0,195 0,060
Poblaciones linfoides B
LB sobre total células 106,6 +/- 34,5 180,3 +/- 62,9 0,003 absoluto
88,9 - 120,6 138,3 - 265,3
103,1 150,5
1,9 +/-0,8 3,0+/-1,4 0,05 %total
1,4-27 1,8-3,6
1,6 2,7
LB memoria 26,3 +/- 15,1 59,6 +/-21,0 0,001 absoluto
15,6 - 35,1 43,3 - 80,1
21,5 63,0
0,5+/-0,3 0,9 +/-0,3 0,009 %total
0,2-0,8 0,6-1,2
0,4 1,0
25,3+/-12,2 35,6 +/- 13,2 0,047 %parcial
14,9 - 31,8 31,1 - 46,1
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22,4 36,9
LB memoria sigM 15,0 +/- 8,7 39,1 +/- 17,1 0,001 absoluto
8,1-22,3 23,9 -56,5
12,3 36,1
0,3+/-0,2 0,6 +/-0,3 0,009 %total
0,1-04 0,3-1,0
0,2 0,5
57,2 +/- 14,4 64,1 +/- 10,3 0,32 %parcial
443 - 68,3 55,8 -74,1
56,8 61,3
LB memoria sigA 5,0+/-3,8 9,5+/-4,2 0,008 absoluto
2,3-6,9 6,1-149
3,6 7.4
0,1 +/-0,1 0,1 +/-0,1 0,027 %total
0,0-0,1 0,1-0,2
0,1 0,2
18,9 +/- 8,6 16,6 +/- 6,6 0,607 %parcial
14,4 - 24,0 8,6 -23,1
17,2 18,2
Otras poblaciones celulares
Granulocitos 4076,8 +/- 1289,2 4064,2 +/- 1329,0 0,86 absoluto
3171,0 - 4760,7 2890,0 - 5214,5
3855,5 3362,7
68,9 +/- 8,0 61,4+/-54 0,023 %total
63,6 - 75,5 55,9 - 68,1
68,3 60,6
LTCD3CD56- 798,7 +/- 293,9 1264,6 +/- 322,7 0,006 absoluto
664,8 - 1032,3 1013,9 - 1530,8
782,2 1289,6
13,9 +/-54 19,8 +/- 5,3 0,033 %total
11,0 - 19,1 14,9 -22,9
13,6 18,6
86,0 +/- 18,7 92,8 +/-3,2 0,36 Y%parcial
82,7 -94,7 90,9 - 95,5
91,8 94 .4

DE: Desviacion estandar. p25-p75: rango intercuartilico. Valores absolutos de leucocitos totales en hemograma
medidos en num. cels. x 10°/L y resto en cels/ul. p<0.1%*.
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V. DISCUSION
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El vitiligo es un trastorno adquirido de la pigmentacion caracterizado por la presencia
de manchas acromicas o hipocrémicas en la piel, el pelo y las mucosas, debido a la
pérdida de los melanocitos epidérmicos. Es una enfermedad que afecta al 1% de la
poblacién mundial, con una prevalencia similar en hombres y mujeres, y una edad de
aparicion comprendida entre los 10 y 30 afos, aunque puede aparecer en cualquier
momento de la vida. El curso de la enfermedad es impredecible y pueden transcurrir
periodos estacionarios, producirse repigmentaciones espontaneas o avanzar
progresivamente abarcando cada vez una mayor extension sobre la piel, haciéndose
imposible disociar el evidente contraste visual entre la piel afectada y no afectada de

una cierta estigmatizacion social o emocional.

Existen diferentes tipos de vitiligo, siendo el vitiligo no segmentario (VNS) es el tipo
mas comun. Aunque debido a su naturaleza cutanea la enfermedad se conozca desde
hace siglos, la causa o el mecanismo por la que desaparecen los melanocitos no se
conoce con exactitud. En la actualidad se considera que subyace una etiologia
autoinmune, aunque estan por dilucidar completamente los mecanismos que conducen a

la pérdida de tolerancia y desaparicion de los melanocitos.

En relacion al proceso autoinmune, se especula que tanto el sistema inmune humoral
como el celular tendrian una participacion directa en la patogenia de la enfermedad
(18,114). Asi, diferentes trabajos han demostrado tanto la presencia de anticuerpos
contra maultiples antigenos expresados en los melanocitos (111,153), como la
participacion fundamentalmente de linfocitos T CD8 (citotoxicos) en la destruccion de
los mismos (70,72,82,111). Se ha sugerido, sin embargo, que la produccion de dichos
anticuerpos antimelanocito podria ser un fendmeno secundario a la respuesta inmune
provocada por la destruccion de los propios melanocitos, y que podria ser utilizado

también como un marcador de actividad en la enfermedad (154).

El objetivo del presente trabajo de Tesis Doctoral ha sido caracterizar, mediante
citometria de fluyjo multiparamétrica de alta sensibilidad (8 colores), las diferentes
poblaciones celulares presentes en la sangre periférica que podrian participar en la
respuesta inmune en el contexto del vitiligo y/o halo nevus, en un intento de contribuir a
profundizar en el conocimiento de la patogenia de esta enfermedad. Un objetivo

complementario ha sido separar, mediante citometria de flujo, subpoblaciones celulares
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potencialmente involucradas en la patogénesis de vitiligo, y almacenarlas congeladas,
para disponer de una citoteca en la que realizar estudios gendomicos y transcriptdomicos

cuando se disponga de los fondos necesarios.

Nuestra muestra consta de 43 pacientes con vitiligo y/o halo nevus y 10 controles, con
una distribucion similar de edad y sexo entre casos y controles. En nuestra serie de
pacientes existe un ligero predominio del sexo masculino en el grupo de vitiligo no
segmentario (VNS) y del sexo femenino en el grupo de halo nevus (HN) y/u otras
formas de vitiligo, en contraposicion a los datos publicados que no muestran diferencias
en la distribucion por sexos (26,114), aunque este dato podria estar condicionado por el
tamafio muestral de nuestra serie. El resto de variables clinicas analizadas presentan una
frecuencia y distribucion comparable a la descrita en la literatura en cuanto a edad de
inicio, meses de evolucion, fototipo, comorbilidades asociadas y antecedentes familiares
de enfermedades autoinmunes. Sin embargo, en nuestra serie los pacientes muestran
baja afectacion de la calidad de vida, elevada frecuencia del fendmeno de Koebner, y
una mayor frecuencia de vitiligo en los familiares de primer grado de los pacientes con
VNS (12%), con respecto a los datos publicados (7%) (6,26,28,43,48). Ademas,
creemos importante sefialar que no se ha publicado hasta la fecha ningun trabajo en el
que se analice la sangre periférica de estos pacientes mediante analisis multiparamétrico
por citometria de flujo de alta sensibilidad (8 colores), ni en el que se estudien de forma
tan exhaustiva todas las poblaciones celulares de sangre periférica que se han analizado

en el presente trabajo.

Poblaciones mayoritarias de células T

En nuestra serie hemos encontrado que los pacientes con vitiligo muestran valores
disminuidos de linfocitos T CD3 y de granulocitos. En la literatura existen resultados
discrepantes, ya que algunos autores no han encontrado diferencias entre pacientes con
vitiligo y controles sanos en los LTCD3+, LTCD4+, ni LTCDS8+ circulantes (96,155),
mientras que otros, coincidiendo con nuestros resultados, han encontrado una
disminucién del numero de linfocitos en sangre periférica (156). Tampoco hay datos
homogéneos en lo que se refiere a las distintas formas o situaciones de la enfermedad.

Asi, se ha comunicado que no existen diferencias en los linfocitos T de sangre periférica
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entre formas de vitiligo activo y enfermedad estable (157), pero que cuando se
comparan en base a la extension de la enfermedad, los pacientes con vitiligo

generalizado tienen niveles superiores de LTCD3+ que en las formas acrofaciales (157).

Aunque la disminucion del namero de linfocitos en sangre periférica en nuestra serie
pudiera parecer un hecho contradictorio, dada la implicacion de estas células en los
fendmenos autoinmunes, es posible que las altas tasas de renovacion de las células T
puedan crear un equilibrio dindmico, en el que su expansion se compense con la muerte
celular inducida por la propia activacion. En este sentido, se ha objetivado (158) que
niveles mas altos de activacion de células T producian con una mayor tasa de muerte
inducida por activacion, lo que podria estar en relacion con los recuentos de leucocitos

totales y LT mas bajos observados en nuestra serie.

Las poblaciones mayoritarias de LT, los LTCD4+ y LTCD8+, han sido las mas
estudiadas en pacientes con vitiligo, aunque también existen discrepancias en los
resultados publicados. La mayoria de los autores no han encontrado diferencias entre
pacientes con vitiligo y controles en cuanto a los LTCD4+ (157,159), aunque en
algunos trabajos se detecta un descenso en los porcentajes de LT CD3 y/o CD4 en

sangre periférica (76,99,151).

Cuando se evalu6 la capacidad de repigmentacion en pacientes con vitiligo en base al
cociente VPRI (Vitiligo Potential Repigmnetation Index), observamos que aquellos con
menor capacidad de repigmentacion tenian menos LTCD4+, lo que podria indicar un
papel protector de los LTCD4. Los demas indices empleados en la valoracion del
vitiligo no proporcionan informacion acerca de las melanocitos remanentes en cada
lesion, ni permiten evaluar la capacidad potencial de repigmentacion del paciente. El
indice VPRI (Vitiligo Potential Repigmnetation Index) se basa en la observacion de que
la repigmentacion del vitiligo depende de la existencia de melanocitos viables en la
epidermis y especialmente en los foliculos pilosos (34,52), donde su presencia esta

inversamente relacionada con la duracion de la enfermedad (26).

En cuanto a la ratio CD4/CD8, nosotros no encontramos diferencias significativas entre

los pacientes y controles, ni entre las distintas formas de enfermedad o su actividad,
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coincidiendo con algunos autores (85), aunque en otras publicaciones se han

comunicado ratios de CD4/CD8 aumentadas (155,160), o disminuidas (76,101,151).

Aunque en nuestra serie los LTCD8+ estaban disminuidos en los pacientes respecto a
los controles, numerosos trabajos han encontrado un aumento de los LTCD8+ en SP
(70,101,102,157,161,162), aunque también hay autores que otros no encuentran
diferencias (76), o incluso, coincidiendo con nuestros resultados, encuentran que los
LTCD8+ de la SP estan disminuidos (160). Cuando se analizan las formas activas de la
enfermedad respecto a las formas estables, algunos autores encuentran que en las

formas activas los LTCD8+ estan mas altos atun que en las formas estables (101).

Es interesante sefialar que diferentes estudios han demostrado la presencia de células T
CD8+ citotoxica especificas contra los melanocitos en la SP y la piel de los pacientes
con vitiligo (102,160,163,164), y también se han observado en SP expansiones de LT
CD8 que expresan IFN-y (165).

Ademas, la participacion del sistema inmune en la patogenia del vitiligo también se
apoyan en la deteccion de infiltrados inflamatorios en la piel perilesional, con presencia
de LTCD4+, y LTCD8+, que predominan en la piel afecta sobre la piel sana (160,165—
167). También se ha demostrado que en pacientes con vitiligo la ratio CD4/CDS en la

piel afecta es mas baja que en la piel sana (160).

Por todo ello, parece claro que los LTCDS tienen un papel fundamental en la patogenia
del vitiligo, y se ha demostrado que la eliminacion de los melanocitos por los LT

citotoxicos lleva a la despigmentacion en el vitiligo.

Linfocitos T reguladores

Los LTreg se caracterizan (18) por la expresion de altos niveles de CD25+ (receptor de
IL-2) junto con el factor de transcripcion FoxP3. Suponen el 5-10% del total de los
LTCD4+ periféricos y su principal mecanismo de accion es mediante interaccion directa

por contacto célula-célula, con wuna importante actividad supresora. Para su
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identificacion, ademas de CD4, clasicamente se ha empleado la expresion de CD25 y
FoxP3 citoplasmatico (LT CD4+CD25+FoxP3+), aunque también CTLA-4 (CD152) y
CD103 se expresan en su superficie, y se ha demostrado que el marcaje con el antigeno
de superficie CD127 es 1til para su identificacion y superponible en resultados al

marcaje con FoxP3 (147-150).

Se ha demostrado en controles sanos que los LTreg son capaces de inducir anergia en
los LT CD8 autoreactivos, controlando su proliferacion y disminuyendo su produccion
de citocinas incluso bajo condiciones de restimulacidn/nuevo contacto con el antigeno
in vitro (168), probablemente controlando la funcién coestimuladora de las células
presentadoras de antigeno (168). En la actualidad se acepta que los LTreg controlan los
LT autoreactivos induciendo anergia, y por tanto son claves en el mantenimiento de la

tolerancia.

Nuestros resultados muestran una disminucion significativa en la poblacion de LTreg en
sangre periférica en pacientes con vitiligo. Estos resultados coinciden con la mayoria de
los trabajos publicados, que muestran que los pacientes con vitiligo presentan defectos
en el nimero y funcién de los LTreg, por lo que se ha postulado que favoreceria un
aumento de los LTCD8+ citotdxicos con actividad antimelanocito e incluso de los
LTCDA4+ autorreactivos (18,70). Sin embargo, no todos los resultados publicados en la
literatura son concordantes, y ain no se han aclarado los mecanismos la posible

interrelacion del LTreg CD4+CD25+FoxP3+ y los LTCDS8+ en la patogenia del vitiligo.

Asi, diferentes autores han observado que en los pacientes con vitiligo el nimero de
LTreg, analizados mediante citometria de flujo (CD4+CD25+FoxP3+), estd disminuido
en la sangre periférica (18,100,101), coincidiendo con una expansion también en sangre
de los LTCD8+ (22,70,101,169). Otros autores sin embargo no han encontrado
diferencias en los niveles de LTreg en la sangre de pacientes con vitiligo (95,96), e
incluso se ha comunicado que los LTreg estan aumentados respecto a los controles

(97-99).

Cuando se considera la actividad de la enfermedad, parece que los pacientes con vitiligo
de aparicion temprana, y con lesiones activas o en progresion tienen aun menos LTreg

que los pacientes con enfermedad estable (18,99-102,169) y se ha observado que la
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disminucién de los LTreg se correlaciona con el indice VIDA (169). Sin embargo,
también respecto a este punto hay discordancias, ya que otros autores no han encontrado
correlacidon con la extension ni la actividad de la enfermedad (98), y han observado que
en los pacientes que reciben tratamiento con NB-UVB los LTreg disminuyen, pero sin

alcanzar los niveles normales (98).

En el presente estudio, no encontramos diferencias respecto a la poblacion de
LTCD8+CD25++ CD127+dim, que aunque es mucho menos conocida, también se le
han atribuido funciones reguladoras (170). En cualquier caso, la representacion de esta
poblacién celular en la sangre periférica tanto de los controles como del grupo de
pacientes es extremadamente minoritaria, por lo que posiblemente se trata de una
poblacién de escasa importancia en este tejido. En nuestro conocimiento no existe
ningun estudio en el que se haya analizado la presencia o funcion de esta poblacion en

pacientes con vitiligo.

No podemos dejar de tener en cuenta que el vitiligo es una enfermedad cutanea, y que
por tanto es importante conocer si las alteraciones observadas en la sangre se
corresponden con lo que ocurre en la piel. En este sentido, tampoco existen resultados
homogéneos en la literatura. Asi, mientras algunos autores no han encontrado
alteraciones de los LTreg en la piel (95,96), otros han observado una llamativa
reduccion del numero de L7reg en piel lesional y marginal de pacientes con vitiligo
(18,167), e incluso se ha comunicado que existe un incremento de LTreg (97-99). Sin
embargo, hay que tener en cuenta que en la piel normal de controles sanos hay
porcentajes variables de LT CD3+ FoxP3+ (99), por lo que estos resultados deben

interpretarse con cautela.

El vitiligo puede resultar de un defecto en el control de los LT autoreactivos por parte
de los LTreg, bien por una disminucioén en su numero, por un defecto en su funcion, o
por ambas cosas. Asi, se ha demostrado un defecto en la funcion de los LTreg de SP en
pacientes con vitiligo (99), que apoyaria también la participacion de los LTreg en la
patogenia de la enfermedad. Los LTreg no serian capaces de suprimir suficientemente la
proliferacion y la citotoxicidad de los LTCDS autoreactivos, ya que al estar los LTreg
disminuidos numéricamente y con su funcion alterada, fallarian en el control de los

LTCDS autoreactivos que provocarian la destruccion de los melanocitos.
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Es bien conocido que los LTreg juegan un papel fundamental en el mantenimiento de la
tolerancia periférica mediante la eliminacion de los LT autoreactivos. Pero incluso
aunque funcionalmente los LTreg en SP no tuviesen ningiin defecto intrinseco, cabria la
posibilidad de que la disminucion de estas células en SP que se han detectado en formas
progresivas de vitiligo fuese el resultado de un reclutamiento de estas células
regulatorias desde la SP a la piel lesionada en un intento de controlar el mecanismo
autoreactivo (99). En este sentido, se ha comunicado un incremento de Treg en la piel
perilesional, a pesar de la disminucidn y la alteracion funcional de los LTreg en SP en

los mismos pacientes (70).

Poblaciones de células T segun su maduracion periférica

De acuerdo con su maduracion periférica, es posible identificar diferentes
subpoblaciones tanto en linfocitos T CD4 como CDS8, analizando la expresion de
diferentes antigenos. Asi, se pueden clasificar en LT naive (CD45RA+ CD27+), LT de
memoria central (CD45RA- CD27+), LT de memoria efectora (CD45RA- CD27-), y
LT efectores (CD45RA+ CD27-), en los que se vuelve a expresar el antigeno CD45RA,
mas caracteristico de células naive, y que tendrian capacidades efectoras muy potentes,

y aparecen especialmente en la poblacion de linfocitos CD8 (79,80).

Nuestros resultados muestran que los pacientes con vitiligo tienen niveles inferiores de
LT naive, tanto de los LTCD4+ como de los LTCD8+, y no se observan diferencias
significativas en los niveles de LT de memoria central, de memoria efectora y efectores.
Existe muy poca informacion en la literatura sobre estas poblaciones en pacientes con
vitiligo, y aunque, coincidiendo con nuestros resultados, algunos autores han
encontrado una disminucién de los LT naive CD45RA+ en la sangre periférica de estos
pacientes (156), otros encuentran niveles normales (157). Respecto a los LT de
memoria, también se han comunicado resultados discordantes. Algunos autores han
encontrado un incremento de LT de memoria CD45RO+ en la sangre periférica de los
pacientes con vitiligo, especialmente en formas severas, mientras que otros han
comunicado que las formas localizadas acrofaciales tienen mas LT de memoria

(CD45RO+) que las formas con vitiligo generalizado (157). Ademas, en nuestra serie
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hemos encontrado una correlacion negativa entre la superficie corporal afectada y los
LTCD8+ naive de sangre periférica. Con estos datos, se podria interpretar que la
disminucién de los LT naive en los pacientes responde a un mayor reclutamiento de los
LT hacia estadios de maduracion mas avanzado, en respuesta al contacto con el

antigeno, que en estos pacientes seria un autoantigeno.

Algunos autores consideran que la presencia de HN podria ser un factor de riesgo para
el desarrollo de vitiligo, aunque otros opinan que s6lo en un subgrupo de pacientes el
HN podrian constituir un factor iniciador, y no hay acuerdo en si tendrian un
mecanismo de produccion inicial diferente (7,59—61). Con el objetivo de conocer la si
ambas entidades eran iguales o no en sus patrones inmunofenotipicos en sangre
periférica, las hemos analizado por separado. Desde el punto de vista clinico
unicamente se encuentran diferencias en el nimero de HN existentes y en la presencia
de fenomeno de Koebner, aunque es probable que no se detecten otras diferencias por el
reducido tamafio de la muestra. Desde el punto de vista inmunofenotipico, cuando se
analizaron de forma independiente el VNS y el HN, comparandolos con los casos
controles, encontramos un aumento de los LTCD8 de memoria efectora en las formas
de VNS, y por el contrario una disminucion de LTCD4 en los casos de HN asociado o
no a otras formas de vitiligo. Cuando se compararon entre si estas dos enfermedades,
encontramos que las formas de VNS mostraban mayores valores de LT de memoria
efectora que el grupo de HN, tanto dentro del compartimento CD4 como CD8, lo que
podria estar condicionado por una mayor estimulacion antigénica de los LT en los
pacientes con VNS (156), aunque también es posible que estos resultados puedan estar

condicionados por el tamano de la serie.

Es bien conocido que los pacientes con vitiligo pueden presentar con relativa presencia
otros fendémenos autoinmunes. Cuando consideramos la presencia de comorbilidad,
encontramos que los pacientes con atopia tenian niveles mas elevados de LTCDA4, y
considerando los estadios de maduracion periférica, también estaban elevados los LT de
memoria central, tanto CD4 como CDS. Cabe la posibilidad de que, al intercurrir otros

fendmenos autoinmunes, los resultados de las poblaciones en sangre sean diferentes.

El CDI127 es el receptor de IL-7, que, junto a IL-2, controla la proliferacion, la

diferenciacion y la homeostasis entre LT naive y de memoria. Las sefales inducidas por
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IL-7 son clave para la maduracion de los LT. La union de IL-7 a su receptor de alta
afinidad CD127 produce una regulacion al alza de moléculas antiapoptoticas como bel-
2, y favorecen las senales mediadas por TCR, estimulando a los LT recientemente

activados a producir IL-2 y a proliferar (150).

En nuestra serie de pacientes existe una disminucion de los LT que expresan CD127,
tanto de los LTCD4+ como de los LTCD8+. Son los LT naive y los LT de memoria
central los que expresan preferentemente CD127, por los que la disminucion de LT

CD127+ en nuestra serie podria estar en relacion con la disminucion de LT naive.

Al estar disminuidas las poblaciones CD127+ (R de IL-7) cabria la posibilidad de que
existiese un defecto en el control de la homeostasis mediada por IL-7. Sin embargo, en
nuestra serie esta disminucion de LT CDI127+ no se asociaba con diferencias ni en
numeros absolutos ni en relativos de las poblaciones de LTCD4 ni CD8 CD127-, que
son las que tedricamente escaparian a la modulacion de IL-7 por carecer de su receptor.
Se ha descrito que en situaciones de activacion linfocitaria puede disminuir la expresion
de CD127, y se ha postulado que la expansion de LTCD25-CD127-, tanto en CD4 como
CD8, podria considerarse como un marcador de activacion inmune cronica o reflejar
una activacion inmune en el contexto de infecciones viricas (150). Asi, en infeccion por
VIH se ha observado una disminucion de la expresion de CD127 en LT CD8 y con
menos frecuencia en CD4, que se acompaifia de aparicion de un fenotipo de célula

efectora.

Dada la disminucion de LT CD127+ encontrada en los pacientes con vitiligo en nuestra
serie, cabria la posibilidad de que condicionara una reduccion de la capacidad de control

de homeostasis por parte de la IL-7, que podria contribuir a una disfuncion linfoide T.

Poblaciones de LT CD3+CD4-CDS§-

En nuestra serie hemos encontrado una disminuciéon de la subpoblacion T minoritaria
CD3+CD4-CD8-. Estas células suponen menos del 5% del total de linfocitos T de la
sangre periférica, son células postimicas maduras aunque carecen de los marcadores

CD4 y CDS8, y tienen un papel relevante en fenomenos de inflamacion y
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autoinmunidad. Asi, son capaces de inducir tolerancia inmune, inhibir la actividad de
LTCD4 y LTCDS8 citotoxicos autorreactivos, e inducir la apoptosis, también en
linfocitos B, causando un descenso de las inmunoglobulinas IgG e IgM (171,172). Se ha
objetivado sin embargo, que los pacientes con lupus eritematoso, artritis reumatoide
juvenil o enfermedad mixta del tejido conectivo, muestran un incremento en esta
poblacién, que podria estar relacionada con un mecanismo de compensacion frente a la
disminucién de apoptosis linfocitaria en estas enfermedades (173), y se ha sugerido que
su control podria ser relevante para el tratamiento de las enfermedades autoinmunes

(174).

En nuestro conocimiento, no existe ninguna informacién en la literatura en la que se
hayan investigado esta subpoblaciéon T en pacientes con vitiligo. Sin embargo, es
posible que puedan tener también un papel relevante, y que al estar disminuidas en los
pacientes contribuyan a una falta de control de los mecanismos autoinmunes que

conducen a la destruccion final de los melanocitos.

Expresion de CLA

El antigeno CLA (Cutaneous Lymphocyte associated antigen) es un importante epitopo
de migracion a la piel que se puede expresar en LT, y favorece el desplazamiento de las
células desde la sangre hacia la piel, fendmeno en el que también participan otros
receptores como CCR4 y CCR10. En diferentes trabajos publicados se ha sugerido que
los LTCD8CLA+ tienen un papel importante de en la patogenia de enfermedades
autoinmunes como alopecia areata (175) y la psoriasis (176), y también se ha objetivado
la presencia de LTCLA+ formando grupos en la vecindad de areas carentes de

melanocitos en el margen de las lesiones de vitiligo (177).

En nuestra serie, respecto a la expresion de CLA en los linfocitos de sangre periférica,
Unicamente encontramos un aumento en numeros relativos tanto de los LTCD4CLA+
como de los LTCD8CLA+, sin que se detectaran diferencias en numeros absolutos. Si
se detectaron algunas diferencias en la expresion de CLA en otras poblaciones
minoritarias, como los LTreg (CD4+CD25++CD127+dim), los LT con marcadores de

activacion (HLA-DR+) o los LT que expresaban PD1+ (Programmed cell death I). Sin
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embargo, estas diferencias no se mantenian cuando se consideraban niimeros absolutos,
y en cualquier caso, aunque se alcanzaba la significacion estadistica, los porcentajes
eran bastante similares y estaban representados en frecuencias muy bajas, por lo que
consideramos que estos resultados no deben interpretarse como definitivos y deberian
confirmarse en otros estudios. Especial interés podria tener el hecho de que hayamos
encontrado un incremento relativo en los LTreg que expresan CLA en la sangre de los
pacientes con vitiligo, que potencialmente tendrian mas capacidad de migracion a la

piel, en un intento de controlar a los LTCDS autorreactivos.

Existen diferentes trabajos en la literatura que analizan la expresion de CLA en
linfocitos de sangre periférica en pacientes con vitiligo. Respecto a los LTCD4+, la
expresion de CLA en LTCD4+ ha sido poco estudiada, aunque se ha comunicado que
los pacientes con vitiligo tienen niveles similares de LTCD4+CLA+ que los controles
(85), y que es posible generar LTCD4+CLA+ en presencia de antigenos melanocitarios

(166).

Respecto a los LTCDS8+, se ha sugerido que los LT CD8+CLA+ son los responsables de
la destruccion de los melanocitos en el vitiligo (102), ya que se ha observado un
predominio de LTCDS8CLA+ en los linfocitos que se localizan proximos a los
melanocitos en la piel de los pacientes con vitiligo, que, ademas de CLA, también
expresan moléculas efectoras de citotoxicidad como la perforina o la granzyma.
También se ha descrito un incremento de LT CD8+CLA+ circulantes que tienen mayor
expresion de granzyma y perforina en los pacientes con vitiligo (178), aunque otros
autores han comunicado hallazgos en sentido contrario, con una disminucion de
LTCD8+CLA+ en la sangre periférica, que ademas no se modifica cuando los pacientes
reciben tratamiento (85).

Un hallazgo interesante es que se ha observado que la respuesta proliferativa in vitro de
los LTCD8+CLA+ circulantes en SP de pacientes con vitiligo en presencia de LTreg es
significativamente mayor en los pacientes con vitiligo activo que en los pacientes con
vitiligo estable o los controles sanos (102). Ademas, los LTreg de pacientes con vitiligo
activo muestran menor capacidad inhibitoria sobre los LTCD8+CLA+ que los pacientes

con enfermedad estable o los controles sanos (102).

Asi, los LTreg no serian capaces de suprimir suficientemente la proliferacion y la
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citotoxicidad de los LTCDS8 autoreactivos en pacientes con vitiligo, ya que al estar
disminuidos y con su funcion alterada, fallarian en el control de los LTCDS

autoreactivos que provocarian la destruccion de los melanocitos.

Expresion de HLA-DR

El HLA-DR es un marcador que se expresa predominantemente en monocitos y en
linfocitos B. No se detecta en las células T normales cuando estan en reposo, pero si en
los LT activados, por lo que se empleado como un marcador de activacion del sistema

inmune.

En la presente serie, no hemos encontrado diferencias en la expresion de HLA-DR
respecto a los controles en ninguna de las poblaciones analizadas. Nuevamente, también
hay discrepancias en los datos publicados, ya que algunos autores han encontrado un
incremento de LT activados en la SP de los pacientes con vitiligo (76,179), mientras

que otros los encuentran disminuidos (151).

Cabria esperar que existiese una relacion entre la expresion de HLA-DR en los LT de la
sangre periférica y las formas mas agresivas de la enfermedad. Sin embargo, en nuestra
serie no hemos encontrado diferencias entre las distintas formas de enfermedad ni el
grado de extension de la misma. Tampoco en la literatura hay resultados concordantes,
ya que mientras algunos sugieren que hay mas LT activados en las formas severas
(156), otros autores no observaron diferencias al comparar formas de vitiligo
segmentario vs no segmentario (151).

Al analizar las comorbilidades de los pacientes con vitiligo, encontramos que aquellos
que presentaban alteraciones tiroideas tenian un mayor numero de LTCD4 activados
que expresaban la molécula HLA-DR, mientras que aquellos en los que Gnicamente se
detectaban elevados los anticuerpos antiperoxidasa tenian un descenso de LTCD4 naive
y un aumento de LTCDS activados (HLA-DR+) con capacidad de migracion a la piel
(CLA+). Debido a la relativa inconsistencia de estos resultados, consideramos que
deben interpretarse con cautela, ya que podrian corresponder a un epifendémeno. No

existen en nuestro conocimiento estudios en los que se analice la comorbilidad de estos
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pacientes en relacion con los patrones inmunofenotipicos de las células implicadas en la

respuesta inmune.

Respecto a los marcadores de activacion en los LT de la piel perilesional en pacientes
con vitiligo, se ha observado que los LTCD8+ perilesionales tienen marcadores de
activacion, son capaces de inducir apoptosis de los melanocitos cuando se co-cultivan in
vitro, y son mas activos que los LTCD8+ obtenidos de la SP de los mismos pacientes

(180).

Todos estos datos apoyan el importante rol de los LTCD8+ en la patogenia del vitiligo

Expresion de PD-1

La molécula PD-1 (Programmed cell death-1) es un conocido marcador de inhibicién
que actia como regulador negativo sobre los LT efectores limitando la respuesta
inmune (21). Son los LTreg los encargados de ejercer la supresion mediada por PD-1,
que se expresa en los LT o LB autorreactivos, gracias a la presencia en LTreg de los
ligandos de PD-1 (PDL1 y PDL2). Esta union inhibiria la proliferacion e induciria la

apoptosis de las células autorreactivas, favoreciendo asi la tolerancia inmune.

En nuestra serie, no hemos encontrado diferencias relevantes en la expresion de PD-1
en los linfocitos de sangre periférica de los pacientes con vitiligo, ya que la presencia de
esta molécula en las diferentes poblaciones analizadas era tan escasa que aunque se
alcanza la significacion estadistica, consideramos que estos resultados no deben

interpretarse como definitivos.

En nuestro conocimiento s6lo hay un trabajo que analice la expresion de PD-1 en la
sangre periférica de pacientes con vitiligo. En este trabajo se describe un descenso en el
porcentaje de LTCD4reg con un incremento de LTCD4regPD-1+ en pacientes con
vitiligo generalizado, por lo que estos autores sugieren que el eje PD1/PDL-1 pueda
tener un papel en el agotamiento o el déficit funcional de los LTreg en los pacientes con

vitiligo (22).
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Esto podria ser importante, porque en la actualidad se dispone de nuevos farmacos que
actuan inhibiendo el eje PD1/PDL1, y podrian ser una potencial diana terapéutica que
evitase la disminucion de los LTreg y potenciase su funcion como controladores de los

LTCDS8+autoreactivos causantes de la destruccion de los melanocitos.

Poblaciones de Linfocitos B

Dentro del compartimento de células B de sangre periférica, tanto en los pacientes como
en los controles, fue posible identificar todos los estadios madurativos que estan
presentes en este tejido (181), incluso los compartimentos minoritarios de
linfoplasmocitos (o plasmablastos) y de células B inmaduras, y nuestros resultados

reproducen mayoritariamente los resultados publicados en sangre normal (181,182).

Las células B inmaduras suponen aproximadamente entre el 1-4% del total de células B
en sangre periférica, se ha descrito que pueden aumentar en condiciones de
autoinmunidad, en enfermedades con componente autoinmune, y durante la
reconstitucion post trasplante, y este incremento se ha asociado a una disminucion del
nimero de LB de memoria (183). En nuestra serie no hemos encontrado cambios en las
células B inmaduras dentro del compartimento B de la sangre periférica, aunque si
detectamos una disminucion porcentual de LB de memoria (CD27+), que no se

mantenia cuando se analizaban los nimeros absolutos.

Respecto a los linfoplasmocitos, se ha comunicado que suponen aproximadamente el 1-
3% del total de células B circulantes en sangre periférica en adultos sanos en situacion
basal, que expresan en su mayoria IgA de superficie, y que pueden aumentar tras
vacunacion o en el contexto de respuesta inmune (181,184). En nuestra serie, de forma
similar al caso de los LB de memoria, encontramos que los pacientes con vitiligo tenian
porcentualmente menos linfoplasmocitos que expresan sIgM, diferencias que tampoco

se mantenia al analizar nimeros absolutos.

Sin embargo, al analizar las comorbilidades de los pacientes con vitiligo, encontramos
que aquellos que presentaban alteraciones tiroideas tenian un mayor numero de

plasmocitos circulantes, y los pacientes con atopia, mayor nimero de LB de memoria.
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Aunque no hemos encontrado en la literatura series que analicen patrones
inmunofenotipicos y comorbilidades de componente inmune en pacientes con vitiligo,
se ha descrito una expansion en sangre periférica de linfocitos B de memoria y
plasmocitos en pacientes con dermatitis atopica y con psoriasis (185), lo que podria ser

reflejo de una mayor estimulacion B.

Dado que las diferencias en el compartimento B en nuestra serie Unicamente se
detectaban cuando se consideraban niimeros relativos y no se mantenian al analizar
numeros absolutos y que la presencia de estas poblaciones en sangre periférica es muy
minoritaria, nuestros resultados parecen sugerir que las células B, al menos las de este

tejido, tendrian un papel secundario en la patogenia del vitiligo.

Cabria plantear que nuestros resultados se contraponen con el hecho de la produccion
autoanticuerpos antimelanocito en la patogenia del vitiligo (1,26,108,110), aunque esta
aun por determinar si estos anticuerpos son causa o consecuencia de la enfermedad
(154). Recientemente se ha comunicado que el factor activador de los linfocitos B
(FALB), perteneciente a la familia del TNF, es capaz de activar LB autorreactivos que
pueden producir anticuerpos antimelanocito, y actuar como adyuvantes en la activacion
de LTCD4+, capaces de estimular a su vez a los LTCD8+ autorreactivos que
responderan frente a los antigenos melanocitarios. Asi, se ha sugerido que FALB, capaz
de estimular células B y T, podria participar en los fendmenos de autoinmunidad que

causan el vitiligo (186).

Poblaciones de Células NK

Dentro de las células NK de SP, se pueden identificar dos poblaciones en base a la
expresion de CD56 y CD16. Asi, se puede identificar una poblacion mayoritaria que
expresa CD56 y CD16 (CD56+CD16+), y otra menos representada de células NK que
expresan de forma intensa el antigeno CD56, con expresion débil o negativa de CD16
(CD56++ CD16-/low). Las células CD56+ son las que tienen principalmente capacidad
citotoxica, mientras que las células CD56++ participan en la inmunoregulacion
mediante la produccion de citocinas (187). La mayoria de los autores estan de acuerdo
en que la poblacion CD56++ corresponderia células NK inmaduras, precursoras de las

CD56+, que serian las terminalmente diferenciadas. Asi, la maduracion de las células
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NK se caracteriza por una regulacion a la baja de CD56, junto a la adquisicion de CD16

y de moléculas KIR (187).

En nuestra serie, no hemos encontrado diferencias en el porcentaje ni el nimero
absoluto de las células NK de sangre periférica. En la literatura también se han
comunicado resultados discrepantes respecto a las células NK en pacientes con vitiligo.
Algunos autores han encontrado aumento de células NK en la sangre de pacientes con
vitiligo (75,76,157,161), mientras que otros no encontraron diferencias (159,188), e

incluso se ha descrito que pueden estar disminuidas (156).

Es interesante también sefialar que un estudio ha demostrado, mediante analisis
transcriptomico de muestras de piel con vitiligo comparado con piel normal (74), que
existe una expresion disminuida o ausente de genes relacionados con la melanogénesis,
pero también sobreexpresion de genes relacionados con defectos del sistema inmune

innato y especialmente relacionados con células NK.

Lo que si hemos detectado en nuestro estudio, es un aumento de células NK que
expresan HLA-DR, un marcador clasico de activacion en linfocitos T. También en
células NK la expresion de HLA-DR se ha empleado como un marcador de activacion,
ya que su expresion aumenta en respuesta a IL-2, se ha observado que las células NK
HLA-DR+ tienen una mayor capacidad citolitica, y son capaces de presentar los
antigenos a las células T, estimulando su proliferacion. Ademads, se ha detectado un
incremento de células NK HLA-DR+ en situaciones de inflamacion cronica, y se ha
sugerido que podrian tener un papel proinflamatorio, especialmente durante el inicio y
la amplificacion de la respuesta inflamatoria (189). Ademas, es bien conocido que las
proliferaciones clonales de células NK que se comportan como sindromes
linfoproliferativos cronicos puede cursar con multiples manifestaciones autoimunes
como tiroiditis, artritis psoriasica, escleritis, sindrome de Sjogren y también vitiligo

(190).

En nuestra serie ademds hemos encontrado que existe una correlacion, aunque es
moderada, entre el numero de células NK activadas (HLA-DR+) y el grado de

despigmentacion segun los criterios del VETF.
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Cabria por tanto la posibilidad de que las células NK activadas también tuviesen un

papel relevante en la patogenia del vitiligo.

Linfocitos T-NK

Otra de las poblaciones linfoides poco representada en la sangre periférica normal son
los LT CD56+, también conocidos como células T-NK (NKT cells). Las células T-NK
son capaces de producir rapidamente citocinas como IL-4 e INF-y en respuesta a un
estimulo, pueden facilitar la produccion de anticuerpos por parte de las células B, y se
ha sugerido también que pueden participar en la respuesta inmune innata. Las células T-
NK contienen diferentes subpoblaciones, una de las cuales es la que se conoce como
“invariant” NKT (iNKT). Estas células iNKT son una poblacion muy minoritaria de
linfocitos CD3+ que expresan CD1d, que se han mantenido estables a lo largo de la
evolucion de los mamiferos y que tienen funciones tanto reguladoras como efectoras en
una amplia variedad de respuestas inmunes. Sin embargo, el papel de las células T-NK
en la respuesta inmune en humanos, en condiciones normales o en enfermedad, atin no

ha sido aclarado (191).

En nuestra serie, encontramos una disminucion de los LTCD56+ en la sangre periférica
de los patients con vitiligo, coincidiendo con los resultados de otros autores que han
comunicado un descenso de estas cé€lulas en pacientes con vitiligo (156), y en otras
enfermedades de naturaleza autoimmune como la artritis reumatoide (192). Sin
embargo, también se han comunicado resultados en sentido contrario, con un
incremento en los porcentajes de CD3+CD56+CD16+ en la SP de los pacientes con
vitiligo (157). Otros autores (96) han encontrado una disminucion en la subpoblacién

de células iNKT cells en la SP de pacientes con vitiligo vs controles en la SP.

Estos resultados sugieren que las células T-NK también pueden tener un papel en la

patogenia del vitiligo.
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Células dendriticas plasmocitoides

Las células dendriticas (CD) son células presentadoras de antigeno que se originan en
médula 6sea pero estan presentes en numerosos tejidos. En la sangre periférica, existen
diferentes poblaciones de CD, que son diferentes tanto fenotipica como funcionalmente.
Las dos poblaciones principales son las CD linfoplasmocitoides, que se pueden
caracterizan fenotipicamente por la expresion intensa de HLA-DR y CD123 (IL-3R) en
ausencia de CDllIc, y las CD mieloides, que son CDI11c+, CD33++, CD123low, y
HLA-DRlow (193). Funcionalmente, las CD plasmocitoides pueden producir niveles
muy altos de IFN en respuesta a estimulos, activar a las CD mieloides, y estimular a los
LT a producir IFN-y y IL-10 (194,195).También parecen tener efecto sobre la
activacion de las células B y el desarrollo de autoinmunidad humoral in vivo, y se han
relacionado con la génesis de autoanticuerpos en modelos experimentales de lupus
eritematoso sistémico (196). Ademas, se ha demostrado que pueden también jugar un
papel en la tolerancia periférica, ya que son capaces de favorecer la generacion de
LTreg (194,195) . En este sentido, también se ha observado en controles sanos que los
LTreg son capaces de inducir anergia en los LT CD8 autoreactivos, controlando su
proliferacion y disminuyendo su produccion de citocinas, incluso bajo condiciones de
restimulacion/nuevo contacto con el antigeno in vitro  (168), probablemente
controlando la funcién coestimuladora de las células presentadoras de antigeno (168).
Estos datos sugieren que existirian interacciones entre las CD y los LTreg que serian

claves en el mantenimiento de la tolerancia.

En nuestro conocimiento, no existen estudios que hayan analizado las poblaciones de
CD en la sangre periférica de pacientes con vitiligo. Si que se han publicado algunos
trabajos en los que se analiza la piel de estos pacientes, y se ha observado (73) la
presencia de células dendriticas plasmocitoides (pDC) infiltrando lesiones de vitiligo en
progresion, con una evidente produccion local de interferén alfa (IFN-a), que
conduciria a la activacion y reclutamiento de células T. Otros autores han mostrado que
las lesiones cutdneas tempranas tienen una infiltracion preferente por células
dendriticas, mientras que las lesiones mas establecidas tienen mayores proporciones de
linfocitos T (197), lo que sugiere que en fases iniciales las células presentadoras de
antigenos expondrian moléculas que provocarian como un efecto secundario una

autorreactividad de LT que conduciria a la destruccion de los melanocitos.
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En nuestra serie hemos encontrado una disminucién significativa de CD plasmocitoides
en la sangre periférica de los pacientes con vitiligo. Cabria entonces la posibilidad de
que esta disminucion de CD participase en mecanismos que tuviesen como
consecuencia final la disminucion de los LTreg, que no podrian controlar a los LTCD8+
autoreactivos que causarian la destruccion de los melanocitos y la aparicion del vitiligo.
Las pDC serian por tanto un nuevo factor clave en los mecanismos patogénicos de

vitiligo con potenciales consecuencias terapéuticas.

Monocitos

Los monocitos se originan en la médula Osea, y salen posteriormente a sangre periférica
donde circulan durante unos dias hasta que pasan a los tejidos, madurando a distintos
tipos de macrofagos. Los monocitos y macréfagos son importantes células en la
respuesta inmune, actian como presentadoras de antigenos y tienen importantes
funciones en la homeostasis, y la defensa inmune. En la actualidad, se recomienda
subdividir a los monocitos de sangre periférica en tres subtipos en base a la expresion de
CD14 y CD16. Los monocitos “clasicos” son los mas numerosos en la sangre, y se
caracterizan por la expresion intensa de CD14 en ausencia de CD16 (CD14++ CD16-).
Los monocitos “intermedios” muestran también altos niveles de CD14, pero expresan
CD16 en baja intensidad (CD14++CD16low). Sin embargo, los monocitos “no clasicos”
o monocitos inflamatorios expresan CD16, tienen niveles mas bajos de CD14
(CDl14low CD16+) y suponen aproximadamente el 10% del total de monocitos en
sangre periférica normal (193). Se ha observado que durante el curso de algunas
infecciones se produce un aumento de primero de monocitos intermedios y
posteriormente de monocitos “no clasicos”, lo que demostraria éstos ultimos son las
formas mas diferenciadas presentes en la sangre periférica. Se ha demostrado que los
monocitos “intermedios” y los “no clasicos” aumentan en situaciones de inflamacion y
pueden diferenciarse hacia células dendriticas in vitro e in vivo (193). También se ha
demostrado que los monocitos “no clasicos” son claves en la patogenia de la
arterioesclerosis, pueden estar alterados en enfermedades autoinmunes y tienen

funciones moduladoras sobre los monocitos “cldsicos” y las células T (198-200), e
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incluso se ha sugerido que podrian ser una diana terapéutica en enfermedades

inflamatorias medias por IL-17 (201).

Existe muy poca informacion el posible impacto de las diferentes poblaciones
monocitarias en sangre periférica en pacientes con vitiligo. En nuestra serie hemos
encontrado una disminucion de monocitos en sangre periférica en los pacientes con
vitiligo, a expensas de los monocitos clésicos, sin que hayamos encontrado diferencias
en los monocitos “intermedios” ni los “no clasicos”. Cabria pensar que esta
disminucion podria estar en relacion con un mayor reclutamiento de estas células en la
piel lesionada, al menos en las fases iniciales. En un modelo animal de melanoma, se
ha demostrado que los casos que desarrollan vitiligo tienen menos LT CD4+reg en piel
y otros tejidos, asi como una acumulaciéon de monocitos inflamatorios y células
dendriticas en la piel, por lo que se ha sugerido que los LTreg también actuarian
modulando las funciones de los monocitos y las células dendriticas como presentadores

de antigenos (202).
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VII. CONCLUSIONES

225



226
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Los patrones inmunofenotipicos encontrados en la sangre periférica de los
pacientes con VNS y/o HN en la serie son concordantes con la participacion del
sistema inmune en la patogenia de la enfermedad, que parece involucrar a
diferentes tipos celulares. Ademas, los hallazgos tanto en pacientes con VNS
como con HN asociado o no a otras formas de vitiligo eran muy similares, con
mayores diferencias respecto a la normalidad en los pacientes con VNS.
Nuestros resultados por tanto apoyan la hipdtesis de una patogenia comin en

ambas enfermedades.

Las poblaciones mayoritarias de linfocitos T CD4 y CD8 estan disminuidas en la
sangre periférica, lo que podria sugerir que existe un reclutamiento de estas
células hacia la piel como 6rgano diana en esta enfermedad. Un resultado de
nuestro trabajo que consideramos de especial relevancia es la deteccion de
niveles disminuidos de LT CD4 reguladores en sangre periférica, que podria ser
determinante en el fracaso de los mecanismos de control de los LTCD8
citotoxicos autoreactivos que se han implicado en la destruccion de los
melanocitos. Aunque los resultados son muy preliminares, los LTreg con
afinidad por la piel (CLA+) estaban aumentados, aunque s6lo en numeros
relativos, lo que podria reflejar un intento de control no efectivo en LTreg que

tendrian mas capacidad de migracion a la piel.

Considerando los LT de acuerdo a su maduracion periférica, existe una
disminucién de LT naive, tanto de los LT CD4+ como de los LT CD8+, lo que
podria sugerir una evolucion hacia formas mas maduras debido al estimulo del
contacto con el antigeno. Cuando se consideraban en exclusiva los casos de HN,

las diferencias respecto a los controles eran menos marcadas.
La poblacion minoritaria de LT CD3+CD4-CD8- también estd disminuida e los

pacientes con VNH y/o HN, lo que también podria contribuir a un fallo de los

mecanismos reguladores de la respuesta autoinmune en el vitiligo.
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Respecto al compartimento de células B en sangre periférica, nuestros resultados
parecen sugerir que las células B, al menos las de este tejido, tendrian un papel

secundario en la patogenia del vitiligo.

Aunque no se encontraron diferencias en las poblaciones NK consideradas
globalmente, el incremento detectado en nuestra serie de células NK activadas
que expresan la molécula HLA-DR podria reflejar también la participacion del
sistema inmune innato en la patogenia de la enfermedad. También hemos
encontrado una disminucidon de la poblacion de Linfocitos T-NK, a los que se
han atribuido funciones reguladoras, y que podrian ser responsables, al menos en
parte, del fallo en el control de los mecanismos inmunes autorreactivos que

conducen a la destruccion final de los melanocitos.

Respecto a las células presentadoras de antigenos, no encontramos diferencias en
las poblaciones de monocitos “intermedios” ni “no clasicos” o inflamatorios en
la sangre periférica de estos pacientes, aunque si se observaba un descenso de la
poblacién mayoritaria de monocitos “clasicos”. En el mismo sentido, las células
dendriticas plasmocitoides estaban disminuidas en la sangre periférica. Por
tanto, la disminucion de células presentadoras de antigeno en sangre podria ser
también el reflejo de la implicacion del sistema inmune en la patogenia de la

enfermedad.

Se ha podido conseguir una citoteca de poblaciones separadas en 39 pacientes.
En todos ellos se obtuvo un nimero adecuado de células de distintas
subpoblaciones (Linfocitos CD4, Linfocitos CDS8, Linfocitos T gd, Linfocitos T
reguladores, y neutrofilos), que estdn almacenadas para realizar estudios

genomicos y transcriptomicos cuando se disponga de los fondos necesarios.

Respecto a la posible relacion entre las variables inmunofenotipicas y el grado
de extension de la enfermedad en pacientes con VNS, encontramos una
correlacion negativa entre la superficie corporal afectada y los LTCD8+ naive de
sangre periférica. Sin embargo, la asociacion era moderaba-baja, por lo que
consideramos que son resultados de escasa relevancia clinica. Tampoco se

encontraron asociaciones clinicamente relevantes con el grado de
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despigmentacion, ni el indice de progresion de la enfermedad. Sin embargo, los
pacientes con menor capacidad de repigmentacion mostraban niveles mas bajos
de LTCD4 y menores signos de activacion en estas células, lo que podria indicar

un papel protector de los LTCDA4.

10- Cuando se consideraron las comorbilidades de origen inmune, en los casos con
hipotiroidismo se detectaban mayores niveles de LTCD4+ que expresaban la
molécula de activacion HLA-DR, tanto en los LTCD4+CLA+ como en los
LRCD4+CLA-, mientras que en los pacientes con niveles elevados de aPOT los
linfocitos que presentaban mas activacion eran los LTCD8+CLA+. Sin
embargo, debido al tamafio de la muestra, estos resultados deben considerarse
preliminares y precisarian confirmacion con otros estudios. En el caso de los
pacientes con atopia, tenian mas linfocitos de memoria, tanto de LT CD4 y CD8,
como de linfocitos B, probablemente en relacion con una estimulacion

antigénica mas intensa y constante.
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