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Capitulo 1 Conjuntivitis alérgica

e Definicion
La conjuntivitis alérgica (CA), es una enfermedad inflamatoria de la superficie ocular,
desencadenada por el contacto con alérgenos, mediada principalmente por un
mecanismo de hipersensibilidad tipo 1.2 (Figura 1.1)
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Figura 1.1 Anatomia de la superficie ocular

Componentes de la superficie ocular. Tomada y modificada de Skalicky, S. E. et al. 2016. Ver anexo 1.

e Epidemiologia
Aproximadamente del 15 al 40% de la poblacién mundial es afectada por algun tipo de
manifestacion alérgica y de ese porcentaje de los pacientes alérgicos, se estima que
del 40 al 60% presentan sintomas oculares.®)

En México se desconoce la incidencia a nivel nacional de pacientes afectados por la
CA, sin embargo, de acuerdo al anuario del 2019 de morbilidad nacional publicado por
la Secretaria de Salud de los Estados Unidos Mexicanos, todo el espectro de las
conjuntivitis se encuentran dentro de las diez principales causas de consulta general.
(Tabla 1.1)® En el Instituto de Oftalmologia “Fundacion de Asistencia Privada Conde
de Valenciana IAP” el cual es un centro oftalmolégico de referencia nacional ubicado
en la Ciudad de México, en donde al afio se otorgan mas de 9,000 consultas y se ha
identificado que la CA, es la segunda causa de consulta en edades pediatricas.®)



Tabla 1.1 Causas de consulta nacional general de acuerdo con el anuario del
2019 de morbilidad estatal.

Diagnostico Total de casos de enfermedades
registradas

1. Infecciones respiratorias agudas | 23, 778, 438

2. Infecciones intestinales por otros | 5, 360, 604
organismos y las mal definidas

3. Infeccién de vias urinarias 4,348, 079

4. Ulceras, gastritis y duodenitis 1, 418, 236

5. Gingivitis y enfermedades | 1, 131, 482

periodontales
6. Conjuntivitis 1, 035, 140
7. Obesidad 790, 660
8. Otitis media aguda Hipertension | 677, 075
arterial
9. Vulvovaginitis 648, 473
10. Hipertension arterial 543, 933

Informacién de total de las diez principales causas de enfermedad en el 2019 Tomado y modificado de:
Secretaria de Salud de los Estados Unidos Mexicanos, 2019.

e Prevalencia de los diferentes alérgenos en pacientes con CA.

Los cuadros alérgicos oculares son causados por la exposicion directa de la superficie
ocular a los alérgenos, los cuales son sustancias capaces de desencadenar una
respuesta inmunoldgica la cual resulta en una reaccién alérgica. ¢

Tradicionalmente se han dividido en alérgenos estacionales y perennes. Los alérgenos
estacionales incluyen principalmente a los pélenes (pastos, arboles, malezas y flores)
varian segun el area geografica y la época del afo. Por otro lado, los alérgenos
perennes, son aquellos que pueden estar presentes en cualquier temporada del afio,
ya que su presencia es continua (acaros, polvo y caspa de animales). (-9

En el 2010, en el Hospital para el Nifio de la Ciudad de México, se realizaron pruebas
cutaneas a pacientes pediatricos con alergia ocular para identificar el alérgeno causal
mas constante, encontrando que los alérgenos mas frecuentes fueron los acaros del
polvo casero (32.33%), seguido por la cucaracha (6.96%), y por ultimo el pasto y pino
con (5.47%).(0

En el 2012 en el Hospital Militar de la Ciudad de México, se realizaron pruebas
cutdneas a los pacientes con sintomatologia alérgica e identificaron que el panel de



acaros-polvos y pastos fueron los més frecuentes (30% y 41%, respectivamente),
seguido por los arboles-arbustos (35%), y en dltimo lugar quedaron las malezas
(17%).™

En nifios de 1 a 15 afios se ha identificado mediante el estudio de pruebas cutaneas
gue el Der-p es el alérgeno con mayor prevalencia de sensibilizacién en este grupo de
edad. 1 Debido a que la gravedad de los sintomas de la alergia ocular varian con el
nivel de exposicion es importante reforzar la importancia de la identificacion y
tratamiento de estas sensibilidades alergénicas.?

e Cuadro clinico y clasificacién

La CA incluye un espectro de varias enfermedades con diferentes mecanismos
inmunopatoldgicos en donde se puede observar sobrelapamiento de sintomas y signos,
los cuales pueden ser intermitentes o persistentes variando en su gravedad y
presentacion.®) Por lo que en el 2001, la Academia Europea de Alergia e Inmunologia
(EAACI) introdujo una nomenclatura para distinguir de acuerdo a su mecanismo
fisiopatoldgico a la CA el cual fue validado por el Comité Revisor de

Nomenclaturas de la Organizacién Mundial de Alergia (WAO). ® De acuerdo con esta
clasificacion la CA se divide en dos grupos: mediada por inmunoglobulina E (IgE) y no
mediada por IgE.(®® (Figura 1.2)

Enfermedades de la superficie ocular

|

Conjuntivitis alérgica

N

Mediado por IgE No mediado por IgE
Conjuntivitis alérgica estacional Queratoconjuntivitis vernal
Conjuntivitis alérgica perenne Queratoconjuntivitis atdpica

Queratoconjuntivitis vernal
Queratoconjuntivitis atépica

Figura 1.2 Clasificacion de la Conjuntivitis alérgica
Clasificacion de la CA basado en su mecanismo de hipersensibilidad. IgE, inmunoglobulina E.
Tomada y modificada de Sanchez-Hernandez MC, et al. 2011

El mecanismo mediado por IgE involucra condiciones agudas como la conjuntivitis
alérgica estacional (SAC) y perenne (PAC) y cronicas como a la queratoconjuntivitis
vernal (VKC) o atopica (AKC). En las formas agudas se observa que la inflamacién es
mediada principalmente por IgE, asi como por infiltrado de linfocitos T, mastocitos,
eosindfilos asi como de la liberacion de citocinas del perfil Th2; sin embargo, en VKC y
AKC existe un aumento de interferon gamma (IFN-y) lo que sugiere que la respuesta
inmunoldgica es principalmente mediada por un perfil Th1.(2 13)



En la CA los sintomas y signos distintivos son el prurito, hiperemia conjuntival, epifora,
ardor, sensacion de cuerpo extrafio, fotofobia, exudado, edema palpebral y vision
borrosa. 1% (Figura 1.3) Estos pacientes también pueden presentar sintomas nasales
de alergia como comezon en la nariz, estornudos, flujo nasal y congestion nasal a lo
que se le conoce como rinoconjuntivitis.*® Estos signos y sintomas modifican las
actividades diarias, académicas y/o laborales generando alteraciones en la calidad de
vida de los pacientes. 19

Sensacion de cuerpo extrafio Prurito Edema palpebral
50-60% 88-100% 30%

Hiperemia
80-90% Fotofobia

40%

Epifora Exudado
65% 80-90% 25-30%

Ardor

Figura 1.3 Principales signos y sintomas de la CA. Frecuencia de presentacion de los
principales signos y sintomas de la CA. Fuente: Modificado de Guillermina Cortés-Morales, et al., 2014.
Fotografia original de paciente captado del servicio de inmunologia del Instituto de Oftalmologia
“Fundacioén de Asistencia Privada Conde de Valenciana IAP” en el afio 2017

Las dos formas mas frecuentes de la CA son la SAC y PAC. La primera depende de la
época de polinizacion, en cambio, la PAC se presenta en sujetos sensibilizados a
alérgenos que estan presentes en el medio ambiente durante todo el afio, como acaros
de polvo, caspa de animales y mohos. Los pacientes con SAC y PAC presentan
generalmente, de forma bilateral los signos y sintomas de la CA. Estos signos y
sintomas pueden remitir, dependiendo de la exposicion del paciente al alérgeno.®

En niflos y adultos jovenes con atopia la presentaciéon de la VKC es frecuente y
presentan cambios proliferativos conjuntivales bilaterales tales como hiperplasia papilar
de la conjuntiva tarsal superior, puntos de Horner-Trantas. (17-18)

Otro proceso inflamatorio cronico bilateral ocular es la AKC, se presenta en hombres
adultos entre 30-50 afios, con antecedentes de dermatitis atopica en el 95% de los
casos. Se observan los signos y sintomas caracteristicos de la CA con la particularidad
de presentar lesiones eccematosas en los parpados lo cuales tienden a engrosarse,
endurecerse Yy fisurarse lo que conlleva a disfuncion de las glandulas de meibomio y
también pueden presentar alopecia superciliar lateral (Signo de Hertoghe) secundario a



rascado frecuente.(12. 18.19)

Debido a que la CA incluye un amplio espectro de enfermedades en el afio 2011,
Sanchez-Hernandez MC, et al., en el Documento de Consenso sobre la Conjuntivitis
Alérgica (DECA) elaboraron una propuesta para poder evaluar la frecuencia y gravedad
de los signos y sintomas de la alergia ocular. Consideran que la CA es intermitente
cuando la frecuencia de los signos y sintomas oculares se presentan maximo 4 dias a
la semana o0 en un maximo de 4 semanas, por otro lado, se denomina persistente
cuando la frecuencia de estos es de mas de 4 dias a la semana y por mas de 4
semanas consecutivas. Para evaluar la gravedad, se propone que la CA es; a)leve,
cuando los signos y sintomas no son molestos, no afectan la vision y no obstaculizan
las tareas diarias o actividades ocupacionales; b)moderado, cuando afectan de 1 a 3 de
estas condiciones; y c)grave, cuando afectan a todas las condiciones.®® (Figura 1.4)

Intermitente
Menos de 4 dias a lasemanay
menos de 4 semanas

Persistente
Mas de 4 dias a la semana
Y por 4 semanas consecutivas

consecutivas
/x—""‘“““-——-—-_
Leve Moderado Grave
(1-3) (4)

-Signos y sintomas no son -Signos y sintomas son -Signos y sintomas son
molestos molestos molestos
-No afectan la visién -Afectan la vision -Afectan la visidn
-No interfieren con -Interfieren con -Interfieren con
actividades escolares o actividades escolares o actividades escolares o
laborales laborales laborales
-No interfieren con las -Dificultades para realizar -Dificultades para realizar
actividades diarias las actividades diarias las actividades diarias

Figura 1.4 Clasificacion de frecuenciay gravedad de los signos y sintomas de la alergia
ocular
Tomado y modificado de Sanchez-Hernandez MC, et al. 2011

En el afio 2011 Robles-Contreras, et al., desarrollaron en el Instituto de Oftalmologia
Conde de Valenciana una escala analogo-visual en donde se evalla las caracteristicas
clinicas de los sintomas y signos de la CA de forma objetiva. En esta escala se les
otorga un valor numeérico a los diferentes sintomas (prurito, lagrimeo, fotofobia,
sensacion de cuerpo extrafio y ardor) se les otorga un valor numérico que depende
dela frecuencia de su aparicion: 0=No sucede, 1=Algunas veces, 2=La mitad de las
veces, 3=La mayor parte de las veces, 4=Todo el tiempo. (Tabla 1.2)



Tabla 1.2 Escala de evaluacion de los sintomas de la CA.

Ausente Algunas La mitad | La mayor | Todo el
veces de las | parte de | tiempo
veces las veces

Prurito 0 1 2 3 4
Lagrimeo |0 1 2 3 4
Sensacion | 0 1 2 3 4

de cuerpo

extrafo

Ardor 0 1 2 3 4

Valor otorgado a cada sintoma de acuerdo a la frecuencia de aparicion. Fuente: Atzin Robles- Contreras,

etal, 2011

Por medio del uso de la lampara de hendidura los signos también son evaluados del O

al 4, de acuerdo con las siguientes caracteristicas (Figura 1.5):

A) Posicion y aspecto de la piel del parpado:

0=Sin edema palpebral.

1=Edema localizado en el parpado superior o inferior, sin presencia de lineas de
Dennie Morgan

2=Edema palpebral superior e inferior generalizado con ligero pseudoapoptosis y
con presencia de lineas de Dennie Morgan

3=Moderada pseudo-ptosis unilateral o bilateral con presencia de lineas de Dennie
Morgan

4=Severa pseudo-ptosis unilateral o bilateral con presencia de lineas de Dennie
Morgan, con cambios en la textura y pigmentacion de la piel con signo de Hertogue
presente.

B) Margen palpebral:

0= Sin desplazamiento

1=Desplazamiento de 1/3 de la unién mucocutanea
2=Desplazamiento de 2/3 de la unién mucocutanea
3=Desplazamiento generalizado de la union mucocutanea
4=Cicatrizacion o cambios de queratinizacion

C) Hiperemia y edema conjuntival:

0=Sin hiperemia o edema conjuntival

1=Hiperemia conjuntival +/++, con 1/3 de apariencia de edema en conjuntiva.
2=Hiperemia conjuntival ++/+++, con 2/3 de apariencia de edema en conjuntiva, con
una leve formacion de plica conjuntival en el fondo de saco.

3=Hiperemia conjuntival mayor a +++, con mas de 2/3 de apariencia de edema en
conjuntiva, con engrosamiento de los vasos conjuntivales y moderada formacién de
plica conjuntival en el fondo de saco.

4=Hiperemia conjuntival mayor a +++, con mas de 2/3 de apariencia de edema en
conjuntiva, con engrosamiento de los vasos conjuntivales y severa formacion de
plica conjuntival en el fondo de saco.




D) Descarga conjuntival
0=Sin descarga
1=Descarga acuosa 0 con pocos debris
2=Descarga blanca-grisacea en el fondo de saco o localizado adyacente a 1/3 del
limbo o conjuntiva tarsal.
3=Descarga grisacea-amarillenta con abundantes filamentos mucosos en el fondo
de saco o localizado adyacente a 2/3 del limbo o la conjuntiva tarsal.
4=Secrecion abundante de filamentos mucosos adheridos principalmente a la
superficie corneal.

E) Respuesta de la conjuntiva Tarsal
0=Sin hiperplasia o foliculos
1=Menos de 1/3 de las papilas son de un tamafio menor a 0.3mm con vasos visibles
en conjuntiva tarsal.
2=Papilas de 1/3 a 2/3 de tamafio 0.3-0.5 con vasos visibles en la conjuntiva tarsal
3= Papilas en empedrado, mas de 2/3 de las papilas del tarso son de 0.75, con 0 sin
fibrosis, vasos irregulares en conjuntiva tarsal.
4=Pocas papilas tarsales mayores a 0.75, con fibrosis o con macro papilas y posible
simblerafén o conjuntiva papilar palida.

F) Involucro del limbo:
0=Sin nédulos o puntos visibles
1=Presencia de puntos de Trantas en menos de un cuadrante
2=Presencia de puntos de Trantas de ¥ a %2 en el limbo con ligera pigmentacion
3=Presencia de puntos de Trantas en mas de un % del limbo o de % a Y% de
deficiencia de células madre limbales.
4=Puntos de Trantas generalizados en el limbo con fibrosis y pigmento o con mas
de Y2 de deficiencia de células madre limbales.

G) Involucro corneal:
0=Sin queratopatia punteal superficial
1=Leve queratopatia punteada superficial sin involucro central
2=De Y4 a %2 de queratopatia punteada superficial sin compromiso del eje visual
3=Queratopatia superficial generalizada con compromiso del eje visual o defectos
epiteliales, ulcera corneal indolente en cuadrantes superiores.
4=Queratocono con o sin leucoma central.




Evaluation of Grade of Severity for Allergic Ocular Diseases
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Figura 1.5 Escala de gravedad visual analoga de los signos de la CA.

Imagen que representa los items evaluados durante la exploracion fisica para determinar la
gravedad de los signos de la CA Tomado: Robles-Contreras, et al., 2011
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La suma total de los puntajes de sintomas y signos da un resultado de 48 puntos de los
cuales veinte puntos corresponden a los sintomas y veintiocho corresponden a los
signos. De acuerdo al puntaje final se puede definir la gravedad de la enfermedad de
forma objetiva de la siguiente manera: 0 puntos: Ausente, 1-12 puntos: leve, 13-24
puntos: moderada, 25-36 puntos: moderado-grave y 36 a 48 puntos: grave.



Capitulo 2 Fisiopatologia de la CA

Para entender la fisiopatologia de la CA, es necesario conocer las modificaciones
anatomo-funcionales involucradas en la alergia ocular, las cuales han podido ser
estudiadas tanto de exdmenes directos de muestras conjuntivales de pacientes con
alergia ocular asi como de la evaluacion de modelos murinos con alergia ocular.

En especifico, los modelos murinos experimentales de alergia ocular han contribuido
mucho al entendimiento de la CA debido a que clinicamente vy fisiopatolégicamente es
parecido a lo que ocurre en los humanos, proveen suficiente tejido para poder realizar
los andlisis y existe una amplia disponibilidad de reactivos a diferencia de otras
especies.0)

La fisiopatologia de la alergia se caracteriza por una fase de sensibilizacién y una fase
efectora.

e Fase de sensibilizacion

Esta fase refleja la capacidad de un alérgeno para provocar una respuesta
inmunoldgica del tipo Th2, caracterizado por una expresion de IL-4 e IL-13 las cuales
promueven el cambio de isotipo a IgE por parte de los linfocitos B.(D

Se ha establecido que la disfuncion de la barrera epitelial de la piel facilita la entrada de
alérgenos, en modelos animales se ha comprobado que es un factor clave para el
desarrollo de otras enfermedades alérgicas como dermatitis, asma, rinitis y CA. 2 23)

Lo que sugiere que los defectos en la funcion de las barreras epiteliales aumentan la
probabilidad de sensibilizacion a los alérgenos contribuyendo al desarrollo de
respuestas inmunolégicas sistémicas la cuales provocan enfermedades alérgicas en
6rganos distintos a donde ocurrié la sensibilizacion. (3

Otros factores observados que favorecen el desarrollo de enfermedades alérgicas
involucran a las caracteristicas propias de los alérgenos, algunos alérgenos como el
acaro de polvo (Der-p) en especifico del grupo 1 (Derp-1) debido a que tienen actividad
proteolitica. 24

Se ha reportado que este alérgeno en el epitelio pulmonar, genera alteracion en su
arquitectura y permeabilidad ya que produce proteasas las cuales digieren moléculas
de adhesion celular (ocludina y claudina)®@> 28) lo que favorece el paso de los alérgenos
través de la barrera epitelial.

En los ojos, sugiere que una vez que estas moléculas superen las barreras mecéanicas
como el parpadeo y la pelicula lagrimal un mecanismo similar podria estar ocurriendo
ya que también se ha descrito la presencia de estas moléculas de adhesion en el
epitelio conjuntival humano, sin embargo, hasta la fecha solo se ha reportado que el
Derp-1 promueve la liberacion de citocinas proinflamatorias como IL-6 e IL-8.(27) (28)



También es importante mencionar la capacidad de los alérgenos de iniciar una
respuesta inmunologica a través de la activacion de receptores de reconocimiento de
patrones (PPRs), en especifico por medio de una familia de glicoproteinas llamadas
receptores tipo Toll (TLR), los cuales reconocen una gran variedad de moléculas de
bacterias, virus y protozoarios, asi como moléculas de dafio celular.?)

Las células de la superficie ocular expresan una amplia variedad de TLRs,
particularmente el TLR-4 en conjunto con el antigeno linfocitario 96 (MD-2) identifican
al LPS, en el contexto de alergia el Derp-2 es una estructura presente en el acaro de
polvo el cual tiene una estructura homologa al MD-2 por lo que interacciona con el TLR-
4 facilitando su activacion. @

En modelos murinos de asma se ha observado que en el epitelio pulmonar la
interaccion Derp-2/TLR-4 desencadena la induccion de la expresion de mediadores
activadores y atrayentes de DCs como la linfopoyetina del estroma timico (TSLP), I1L-33
e IL-25. Las cuales favorecen la polarizacion de la respuesta inmunoldgica hacia el
perfil Th2, sin embargo, se tienen pocos conocimientos de su participacion en la
fisiopatologia de la alergia ocular. (@0 31)

Se ha demostrado que en un modelo murino experimental de CA posterior al reto
tépico con un agonista de TLR-4 como los alergenos del polén de la ambrosia las
células epiteliales producian TSLP, esta molécula interactia con su receptor (TSLPR)
presente en las DCs CD11c* lo que favorece la activacion el eje TSLP-TSLPR-OX40L-
OX40 en linfocitos T naive promoviendo asi la produccién de IL-4.G2)

También se ha demostrado que en epitelio conjuntival de ratones la sobreexpresiéon de
IL-33 favorece el desarrollo de conjuntivitis alérgica caracterizada por infiltracién
eosinofilica, sin queratitis y la expresiéon de IL-4, IL-13 e IL-5.(% Es importante
mencionar que en modelos murinos de alergia ocular, no se ha identificado la
produccién de IL-25 por parte del epitelio conjuntival.%

También ha reportado que en el epitelio cutaneo asi como en la mucosa bronquial,
nasal y conjuntival contienen células presentadoras de antigeno (APCs) las cuales
captan alérgenos a través de varios mecanismos como 1)endocitosis a través de la
expresion de PPRs y en especifico de TLRs, 2)macropinocitosis y 3)fagocitosis. %)

Por medio de estos mecanismos las DCs capturan y procesan alérgenos para
posteriormente migrar hacia los ganglios linfaticos, esto ultimo lo realizan mediante la
expresion de CCR7 el cual responde quimiotacticamente a un gradiente de
CCL19/21establecido por células endoteliales linfaticas locales y vénulas de endotelio
alto, respectivamente. ©6)

Esta migracion de las DCs al area rica de linfocitos T tiene la finalidad de presentarles
los antigenos procesados a través de la molécula de histocompatibilidad clase Il (MHC-
II) al receptor de los linfocitos T (TCR) naive y de activarlos por medio de la interaccion

de moléculas de coestimulacion, lo que da como resultado la sintesis de IL-4, IL-5 e IL-
13(36-39)



El microambiente generado favorece la polarizacion de la respuesta inmunolégica hacia
el perfil Th2 ya que promueve la activacion de linfocitos T y el cambio de isotipo de IgM
a IgE por parte de los linfocitos B. (40)

La IgE secretada se difunde localmente, entra a los vasos linfaticos para
posteriormente incorporarse a la sangre y distribuirse sistémicamente. La IgE se une a
sus receptores de alta y baja afinidad (FceRI y FceRIl, respectivamente, por sus siglas
en inglés) encontrados en la membrana superficial de los mastocitos, basodfilos y
células dendriticas de todo el cuerpo.®! 42 Y cuando el individuo se re-expone al
alérgeno, ocurre la fase efectora.

e Fase efectora

Esta fase se subdivide a su vez en temprana y tardia.

La fase temprana ocurre cuando el sujeto previamente sensibilizado se reencuentra
con el mismo alérgeno, este se es captado por la IgE localizada en la membrana del
mastocito y desencadena su desgranulacion, liberando: histamina, triptasa,
prostaglandinas, leucotrienos, citocinas, factores activadores de plaquetas vy
quimiocinas.®3

Los efectos clinicos de la fase efectora temprana en pacientes con CA han sido
observados de 20 a 30 minutos posteriores al reto conjuntival con algun alérgeno,
debido a que estos factores estimulan las terminaciones nerviosas, aumentan la
permeabilidad y vasodilatacion de vasos sanguinea y reclutan células inflamatorias
clinicamente en estos pacientes se observa prurito ocular, edema, hiperemia, exudado
y epifora.(4-46)

Se ha observado que las DCs de pacientes con CA expresan en su superficie celular
altos niveles de receptores para IgE, se sugiere que estos altos niveles de receptores
mejoran la captura, internalizacion y presentacion de alérgenos ya que en ensayos in
vitro realizados en monocitos se ha observado que su presentacion antigénica a
linfocitos T es 1000 veces mas eficiente si el alérgeno fue internalizado por medio de
FceRI.(47:48)

Por lo que se sugiere que las DCs conjuntivales tienen una funcién parecida a lo
estudiado en DCs pulmonares la cuales reestimulan a los linfocitos T efectores
residentes en el tejido pulmonar a través de la presentacion antigénica y de la
expresion de moléculas de coestimulacion activadoras como CD86.(49)

La fase efectora tardia se caracteriza por la presencia en la lagrima de IL-4, factor de
necrosis tumoral alfa (TNF-a) y por la proteina cationica de eosindfilos (ECP) los cuales
generan infiltracion y activacion de eosinofilos, neutrofilos, basofilos, linfocitos T,
células epiteliales y fibroblastos en la conjuntiva®s 50-52)

Esta fase comienza de las 4 a 24 horas posteriores al reto conjuntival, se ha
demostrado IL-4 y TNF-a son sintetizadas por los mastocitos y aumentan la expresion
de receptores de superficie de IgE de las células cebadas asi como la expresion de



moléculas de adhesion intercelulares-1 (ICAM-1), RANTES, factor estimulante de
colonias de granulocitos y monocitos (GM-CSF), IL-1 e IL-6 en las células epiteliales
conjuntivales, en los fibroblastos aumenta la expresion de eotaxina favoreciendo
principalmente la quimiotaxis de eosindfilos los cuales sintetizan a ECP. (44 53-56)

Durante esta fase también se expresan citocinas del perfil Thl, como interferén IFN-y,
se sugiere que en el humano contribuye en la inflamacion ocular y perpetuacion de la
reaccion de fase tardia de forma similar a lo que se ha descrito en modelos de
animales. (6 57.58)

La respuesta inmunoldgica crénica también activa mecanismos inmunoldgicos que
regulan la inflamacion como los linfocitos T reguladores (Tregs) y linfocitos B
reguladores (Bregs) los cuales secretan IL-10, esta citocina tiene efectos
inmunosupresores y aintinflamatorios. ®9

Se ha descrito que la frecuencia y funcion de estas poblaciones reguladoras se
encuentra afectada o alterada en pacientes con enfermedades alérgicas en
comparacion con sujetos sin alergia.(©0-62)

En sangre periférica de pacientes con CA se ha demostrado que hay un aumento en el
porcentaje de linfocitos T CD4+/CCR4+/CCR9+.63) CCR4 induce la expresion de IL-4,
IL-5 e IL-13, en cambio, CCR9 regula la migracion de linfocitos T. También se observo
una disminucion de los linfocitos en la frecuencia de linfocitos T reguladores
CD4+/CD25+/FOXP3+ (Tregs) de sangre periférica de pacientes con CA, esto ultimo
en modelos murinos se ha correlacionado con exacerbaciones en las enfermedades
alérgicas oculares. 367

Recientemente en un modelo murino de neuroinflamacion autoinmune describioé que la
induccion de los Tregs se encuentra controlada por un subconjunto de linfocitos B que
expresan IL-10 (Bregs).(®®)

Un estudio reciente no observo diferencias significativas en la frecuencia de
CD19+IL10+ de sangre periférica de sujetos con CA comparados con sujetos sanos,
sin embargo, en estudios ex vivo se observo una disminucién en la intensidad media de
fluorescencia de IL-10 con un aumento en la expresién de TNF-qa, lo cual sugiere que
este cambio en las concentraciones de estas citocinas podria promover un ambiente
proinflamatorio local.®



Capitulo 3 Tratamiento

El manejo 6ptimo de la CA incluye la evitacion de alérgenos, medidas farmacolégicas y
el uso de inmunoterapia alérgeno especifica (AT, por sus siglas en inglés).(7%. 71

En el tratamiento de la CA el primer enfoque tiene como objetivo prevenir o minimizar el
contacto con el alérgeno, por medio de medidas no farmacologicas, entre las cuales se
encuentran: usar compresas frias sobre los parpados, lavar con frecuencia la ropa de
cama, alfombras y tapetes, usar lentes protectores durante las actividades diarias.("?

Actualmente se encuentran disponibles una gran variedad de agentes oftalmolégicos
para el control de la CA (Ej, lubricantes, corticoesteroides, antihistaminicos y
estabilizadores de membrana). Sin embargo, el uso de uno o mas de estos
tratamientos es limitado por la baja tolerancia a las gotas oftalmolégicas, dificultad de
su administracion de forma estéril, falta de apego al tratamiento, falta de control de los
sintomas y es importante mencionar que el uso crénico de algunos de estos agentes,
pueden generar reacciones adversas irreversibles como la formacién de catarata y
glaucoma. ("3

Por otro lado, la AIT se comienza a considerar en los casos moderados y graves de la
CA cuando los sintomas y sintomas no se han podido controlar con las medidas no
farmacologicas y farmacoldgicas. (/4



Intermitente Persistente

Leve Moderado Grave
Lubricantes Agentes de accién dual Corticoesteroides tépicos
Y Y
Compresas frias Agentes de accion dual
Y
Antihistaminicos tdpicos
0

Estabilizadores de
membrana de mastocitos

Sin control: Ver “moderado” Control: Reducir tratamiento
Control: Mantener hasta Sin control: Escalar hasta suspender y ver
resolucién Control: Ver “leve” “moderado”

Considerar inmunoterapia alérgeno especifica

Figura 3.1 Tratamiento de la CA
Tomado y modificado de Sdnchez-Hernandez MC, et al. 201

e Inmunoterapia antigeno desensibilizante

A diferencia de los tratamientos previamente mencionados, la AIT es el Unico
tratamiento capaz de restaurar la homeostasis de la inmunidad contra los alérgenos a
largo plazo.("™

Es un tratamiento personalizado que consiste en la administracion repetida de
extractos de alérgenos (identificados por medio de las pruebas cutdneas de Prick) a
dosis crecientes por un periodo de tiempo determinado.: 78 El cual se divide en la fase
de induccion y fase de mantenimiento, en la primera se administran dosis crecientes en
un corto intervalo de tiempo, después de este periodo el paciente generalmente ha
desarrollado suficiente tolerancia al alérgeno como para alcanzar la dosis de
mantenimiento en la cual se observan los cambios clinicos e inmunolégicos."

Se ha observado que previene el desarrollo de la sensibilizacién a otros alérgenos,
reduce los sintomas de la alergia y el uso de medicamentos. Otra caracteristica
importante de esta terapia es que su efecto persiste de 2 a 3 afios después de haber
concluido el tratamiento y mejora la calidad de vida de los pacientes. ("®) Esta ultima
caracteristica es valorada por medio de cuestionarios de calidad de vida para pacientes
con rinoconjuntivitis, en México el Unico cuestionario validado es el cuestionario de
calidad de vida (RQLQ) de E. Juniper et al., 1998.(6)

Inicialmente la ruta de administracién era la subcutanea (SCIT) sin embargo, debido a
gue esta via de administracion consiste en multiples inyecciones y puede asociarse con



efectos secundarios graves como el choque anafilctico, la via de administracién
sublingual (SLIT) se caracteriza por ser mas segura y no invasiva.(®

El procedimiento clasico de la administracion de la SLIT, es administrarla debajo de la
lengua con la boca vacia y mantener durante 1 a 5 minutos para después deglutirla. En
estudios detallados de biodistribucion de SLIT en modelos murinos, se ha demostrado
que incluso en tan poco tiempo, los alérgenos se unen inmediatamente al epitelio, por
consecuencia de interacciones electrostaticas con el glucocaliz el cual se encuentra
cargado negativamente en la superficie de las células epiteliales.(

Mecanismo de acciéon de la SLIT

El epitelio de la mucosa oral no se encuentra gqueratinizado,® lo que lo hace una via
de administracion ideal para la adsorcion de los antigenos de la SLIT y aprovecha el
potencial tolerogénico de la mucosa oral caracterizado por contener bajos nimeros de
mastocitos, eosinofilos, baséfilos y linfocitos B, asi como por la presencia de DCs
FceRI+, CD32B e indoleamina 2,3-dioxigensa (IDO) productoras de IL-10, las cuales
favorecen la induccion de respuestas reguladoras por parte de los linfocitos T.(®1 82)

Se ha observado una reduccion en el reclutamiento y activacion de mastocitos,
basoéfilos y eosindfilos en la piel, nariz, ojos y mucosa bronquial.(’> 8. 84)
Como previamente mencionado la mayor parte de las APCs de la mucosa oral exhiben
caracteristicas morfolégicas compatibles con las LC, incluyendo la presencia de los
granulos de Birbeck, también expresan TLR-4 y los receptores tipo | y Il para la IgE, lo
que facilita la captura de alérgenos en pacientes atopicos.®> 8) ¢cDCs y pDCs han sido
purificadas de mucosa oral de modelos murinos y se observé que posterior al
procesamiento de antigeno, pueden promover la sintesis de IFN-y e IL-10,
estableciendo una respuesta Thl y un perfil regulatorio por parte de los linfocitos T,®7)
otro factor importante para la induccion de tolerancia es la ausencia de sefiales de
dafio tisular.(®

Los efectos de esta terapia observados en las moléculas de coestimulacion de las DCs
se mencionara a detalle en el capitulo No. 4

En la fase de induccién (aproximadamente a los 6 meses de tratamiento)®® ya se
puede observar un cambio en las células y mediadores de la inmunidad adaptativa ya
gue se promueve el desarrollo de Tregs productores de IL-10 y TGF-3, asi como una
disminucién de células y mediadores del perfil Th2 favoreciendo la polarizacion de la
respuesta inmunoldgica al perfil Th1.®3.8.90) También se observa una disminucién
prolongada de los niveles de IgE, asi como un aumento de la 1gG4.(1 (92-96)

Reacciones adversas

La SLIT en comparacion con la SCIT, tiene un excelente perfil de seguridad establecido
en nifios y adultos.®”) Las reacciones adversas asociados a la SLIT suelen ser locales:



picazon oral, edema de la lengua, prurito éptico, irritacion de garganta y nasofaringitis.
Los cuales se observan en un 40 a 75% de los pacientes y generalmente ocurren
durante los primeros minutos posteriores a la aplicacion. Por lo tanto se recomienda
gue la primera administracion se realice bajo supervisibon médica, seguido de un
monitoreo médico por 30 minutos.©8

Por lo que la via de administracion sublingual para la AIT, es un sitio ideal no solo para
promover la tolerancia hacia los alérgenos, ya que el antigeno es capturado y
procesado por APCs antes de que sufran degradacion proteolitica, preservando la
integridad de los epitopes, y por otro lado se disminuyen las probabilidades de
presentar reacciones adversas sistémicas debido al bajo numero de células
inflamatorias presentes en la mucosa oral.(®



Capitulo 4 Células dendriticas

Inicialmente, los cientificos se cuestionaban los mecanismos detras de las respuestas
inmunes mediadas por células y desconocian como se introducian los antigenos en el
sistema inmune y como esto generaba la induccidbn de respuestas clonales de
linfocitos. (99 100)

En 1974 Steinman identificd una nueva célula en el bazo de ratones, diferente a los
macréfagos, que se caracterizaba por tener proyecciones citoplasmaticas con pocos
lisosomas en su citoplasma y alta expresion de MHC a las cuales se les denominaron
como células dendriticas (DCs). (101

Las DCs son esenciales para la presentacion antigénica e iniciar respuestas
protectoras de linfocitos T y, por lo tanto, constituyen una defensa de primera linea
contra la invasion de patdégenos. Las DCs se encuentran en todo el cuerpo formando
parte de una sofisticada y compleja red celular que les permite comunicarse con
diferentes poblaciones de linfocitos, creando una interfaz entre el entorno externo y el
sistema adaptativo. Las DCs son parte del sistema inmune innato porque reconocen y
responden a sefiales asociadas a patdégenos y a peligro, dando forma a la respuesta
inflamatoria aguda. Su funcion en la inmunidad adaptativa es procesar proteinas
extracelulares e intracelulares, asi como presentar antigenos a los linfocitos T, por
medio del complejo mayor de histocompatibilidad | y |1, (102.103)

En la sangre de humanos, existen principalmente dos subpoblaciones de DCs las
cuales se identifican dependiendo de la expresion de marcadores de superficie: a)
plasmacitoides (pDCs) y b) DCs convencionales (cDCs). Aunque también se pueden
encontrar a las células dendriticas derivadas de monocitos (MoDCs). (Tabla 4.1) (Para
mayor informacion de ontogenia, funcion y clasificacion de DCs ver Anexo 2.) (104

Las DCs representan aproximadamente el 0.2% de las células mononucleares de la
sangre periférica humana lo cual genera dificultad para su aislamiento y capacidad de
estudiar su participacion en modelos de enfermedades, por lo tanto, se utilizan a las
MoDCs generadas de forma in vitro al afiadir IL-4 y GM-CSF a los cultivos de

monocitos como modelos de estudio para entender lo que ocurre de forma in vivo. (105
106)



Tabla 4.1 Clasificacion y funcién de las DCs en sangre periférica

Subpoblacion Marcadores Funcién Referencias

Plasmacitoide CD123, BDCA2 (CD303), BDCA4 (NRP1), | Antiviral (103, 107-115)
MHCII, CD11c, FCERL1, ILT3, ILT7, DR6, INF-a (IRF7)
TLR7 y TLRO. TNF-y e IL-6

Mieloide cDC1 BDCA-3 (CD141), MHCII, CD11c, Presentacion cruzada (103, 107, 116, 117)
CD11blow, CLEC9A, CADM1, XCR1y Respuesta Thl
CD26.

Mieloide cDC2 BDCA-1 (CD1c), MHC Il, CD11c, CD11b, IL-12 Respuesta Thl (102,103, 118, 119)
CD2, FCER1, SIRPA, ILT1, CLECL4Ay IL-23 Respuesta Th2 Th17
CLECLI10A.

Mo-DCs CD14, CD11c, BDCA-1, MHC II, CD206, Aumentan su expansién en (103, 119)
SIRPA, S100A8, CD209 sitios de inflamacion

Células dendriticas convencionales tipo 1; cDC1, células dendriticas convencionales tipo 2;
cDC2, Células dendriticas inflamatorias; Mo-DCs.

e Participacion de las células dendriticas en la alergia ocular

Actualmente se conoce poco sobre el fenotipo, distribucion y roles de las DCs que
contribuyen a la fisiopatologia de la reaccion de hipersensibilidad tipo 1 de la superficie
ocular. (120)

En el afio 1993, McCallum et al., identificaron células presentadoras de antigeno MHC-
lI+ en el tejido conjuntival.(2D

En el afio 1997, Baudouin y colaboradores obtuvieron muestras de tejido conjuntival
mediante citologia de impresion con la finalidad de evaluar el fenotipo de las APCs
presentes en la conjuntiva de sujetos sanos y pacientes con CA, observaron una
poblacion heterogénea de APCs en la cual la mayoria de las células expresaron HLA-
DR, CDla, CD1la, CD11c, CD18 asi como en algunas ocasiones CD14122) |o que
sugiere que las células conjuntivales dendriformes también se pueden originar de
monocitos de sangre periférica. (123

En este mismo afio Ayako Yoshida y colaboradores, identificaron LC con fenotipo
IgE/CD1a en la conjuntiva de pacientes con dermatitis atopica que presentaban algun
tipo de manifestacion alérgica ocular.(24

Abu El-Asrar y colaboradores en el afio 2001, identificaron en las capas basales y
superficiales de biopsias conjuntivales de pacientes con CA la presencia de LC
CD1a+(1%5 En el afio 2009, Manzouri y colaboradores identificaron que en pacientes
con VKC presentaban en el epitelio y sustancia propia superficial de la conjuntiva un
mayor nimero de DCs CD1a+ FceRla que el grupo de sujetos sanos.“®)




En experimentos de modelos murinos se induce la alergia ocular mediante la
sensibilizacion en la base de la cola o en la almohadilla plantar a alérgenos como
ovoalbumina o polen de ambrosia. Posteriormente de 7 a 15 dias se aplican los retos
topicos conjuntivales, lo que induce la fase efectora de la alergia ocular.(126-128)

Sin embargo, solo existe un reporte de un modelo murino de CA en la literatura en el
gue se ha fenotipificado y evaluado la distribucién de los diferentes subconjuntos de
DCs presentes en el tejido conjuntival, en el cual se identificé que en la conjuntiva del
grupo control las mDCs (CD11c+ CD11b+) se encontraban principalmente en la capa
subepitelial y sustancia propia, las LC (Langerin+ CD11c+) se encuentran en la capa
epitelial y subepitelial en cambio no encontraron pDCs (CD11lc+ mPDCA-1+) en
ninguna de las capas estudiadas. En cambio, cuando se estudiaron los cambios
histolégicos a las 24 y 72 horas posteriores al reto topico, se observo que en la capa
subepitelial aumentoé progresivamente el nimero de mDCs y pDCs pero no de LC. Esto
indica que los diferentes subconjuntos de DCs pueden tener un papel en los procesos
inflamatorios de la alergia ocular.12%

e Caracteristicas de las moléculas de coestimulacion de la familia B7 y su
participacién en la alergia.

Las APCs coordinan la polarizacion de la respuesta inmunologica por medio de tres
sefiales, las cuales se encuentran involucradas en la activacion de los linfocitos T. (129

Sefial 1: Activacion especifica del antigeno proporcionada por la interaccién de las
moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad clase Il (MHC-Il) en el cual
presenta una molécula peptidica al receptor de células T al linfocito T CD4+. Esta sefial
se caracteriza por ser de baja afinidad por lo que necesita la presencia de la segunda
sefial.(129)

Sefial 2: La interaccion de las moléculas de coestimulacion presentes en la membrana
superficial de las DCs con los sus receptores expresados en los linfocitos T en los
cuales se inducen vias de activacion o inhibicién. (130

Sefial 3. Se caracteriza por la secrecion de citocinas por parte de las DCs, las cuales
van a polarizar hacia los diferentes perfiles de la respuesta inmunolégica.®3b

En este interactivo microambiente, la segunda sefial, caracterizada por la expresion de
manera espaciotemporal superpuesta de diversas moléculas de coestimulacion
expresadas por las DCs, son clave para regular los procesos de activacion o inhibicion,
supervivencia y polarizacion de los linfocitos T. Se ha observado que estas moléculas
de coestimulacién estan implicadas en casi todas las enfermedades inflamatorias y que
sin esta sefializacidon, generalmente se induce un estado muerte celular o anergia en
los linfocitos T.(130)

En la actualidad, las moléculas de coestimulacion han sido estudiadas de forma
individual o en pares en diferentes lineas celulares en algunos procesos alérgicos como



rinitis alérgica, asma y en pocos casos en CA son: CD80 (B7.1), CD86 (B7.2), ligando
de coestimulador inducible (ICOS-L/CD275), el ligando 1 de muerte programada (PD-
L1/B7-H1/CD274) y el ligando 2 de muerte programada (PDL-2/B7-DC/CD273) las
cuales pertenecen a la superfamilia de inmunoglobulinas.3? (Informacién detallada de
moléculas de coestimulacion de la familia B7 en Anexo 3)

e CD80Yy CD86

B7.2 (CD86) y B7.1 (CD80) son moléculas coestimuladoras de activacion las cuales
comparten al receptor CD28 del linfocito T lo que genera su activacion y proliferacion a
través de la sintesis de IL-2.(33)

Se ha reportado disminucion en la proliferacion y produccion de IL-4, IL-5 e IFN- y en
células mononucleares de sangre periférica (PBMCs) de sujetos sanos al ser cultivados
con polen de ambrosia en presencia de anti-CD86, este fendmeno no se presentod en
los ensayos con anti-CD80.(13%)

Se ha reportado que en estudios in vitro de linfocitos B y monocitos estimulados con
polen de ambrosia de sujetos con atopia existe un aumento en la expresion de CD86
comparado con el grupo de sujetos sanos.3% En un estudio in vivo de un modelo
murino de asma se observo que la coestimulacién por parte de CD80/CD86 en células
dendriticas es necesaria solo en la fase de  sensibilizacion.“?

Sin embargo, se ha reportado que APCs CDla+ presentes en la conjuntiva de
pacientes con VKC expresan mas CD86 que CD80 comparados con los sujetos sanos,
en los cuales no se observan diferencias en la expresion de CD80 y CD86.(125 En
MoDCs de pacientes con VKC observaron que estas células tenian una mayor
expresion de HLA-DR, CDS86, CD11c y CD11b.(36)

CD86 en las DCs es una molécula de coestimulacién importante para el desarrollo de
una respuesta inmunoldégica alérgeno especifico efectiva y existe evidencia que sugiere
gue cuando el paciente se re expone al alérgeno puede haber una regulacion positiva
de CD86 lo que desempefia un papel critico en la mediacion de la respuesta de
hipersensibilidad tipo 1. @37

e ICOS-L

Otra molécula de coestimulacién de activacion involucrada en los procesos alérgicos es
el ligando de coestimulador inducible de linfocitos T (ICOS-L, por sus siglas en inglés)
la cual se encuentra expresada en monocitos y DCs, se une a su receptor ICOS
presente en los linfocitos T. (138)

En ratones con asma, esta interaccion desempefia un importante papel en la funcion y
supervivencia de los linfocitos T, debido a que patrticipan en el control de la liberacion



de citocinas del perfil Th2, en la diferenciacion de las células B, y en el cambio de
isotipo a IgE. (139

En un modelo murino de asma deficiente de ICOS-L se observO que existe una
alteracion en la arquitectura de los centros germinales lo que interfiere con la
interaccion de linfocitos B y T también se observo una disminucion en la produccién de
IgE sérica asi como disminucién en la produccién de IL-4 en cultivos de linfocitos T.(140)

Kadkhoda K en al afio 2011, en un modelo murino de asma deficiente de ICOS-L se
observo una disminucion en el infiltrado eosindfilos en el tejido pulmonar. Por otro lado,
al analizar los anticuerpos en suero se observo una disminucion estadisticamente
significativa en los titulos de 1gG1, IgG2 e IgE especifico. También en ensayos in vitro
de linfocitos T hubo una disminucion en la produccién de IL-4, IL-5, IL-10 e IL-13
comparados con el grupo control.(4%)

Botturi y colaboradores en el afio 2011, observaron que en sujetos con rinitis alérgica y
asma la sobreexpresion de ICOS en linfocitos T de sangre periférica estimulados con
Derp-1 genera un desequilibrio que favorece la polarizacion de la respuesta
inmunoldgica a un perfil Th2. (142)

Sin embargo, Shen C y colaboradores en el afio 2014, caracterizaron el fenotipo y la
expresion de ICOS-L en células de la mucosa nasal y en DCs mieloides de sangre
periférica (MDCs) de sujetos con rinitis alérgica y en sujetos control. Encontraron que la
expresion de ICOS-L de sujetos con rinitis alérgica, tanto en la sangre como en el tejido
nasal era menor que la de los sujetos control.(43)

Posteriormente, Maazi y colaboradores en el afio 2015, observaron que al bloquear in
vitro el eje ICOS/ICOS-L en linfocitos innatos tipo 2 (ILC2) de humanos disminuye la
sintesis de IL-5 e IL-13.(144)

e -PD-L1

El ligando 1 de muerte programada (PD-L1/CD274) es un ligando de PD-1, un miembro
de la familia CD28 / CTLA-4, es una molécula de coinhibicién ya que induce anergia de
linfocitos T resultado de la activacion de la desfosforilacion de cinasas criticas
involucradas en la sefializacion del TCR. (145 146)

En ratones deficientes de PD-1 se ha observado que desarrollan enfermedades
autoinmunes debido a una alteracion en la tolerancia periférica,*”) debido a que PD-L1
regula el desarrollo, mantenimiento y funcioén de Tregs.14®)

También se ha observado que en modelos murinos de hipersensibilidad tipo IV, el
bloqueo de anti-PD-L1(4% aumenta la proliferacién de linfocitos T en respuesta al
contacto con APCs estimuladas con haptenos y que la sobreexpresion de PD-
L1disminuyen la proliferacion y funcién de linfocitos T CD8+.(150)



Por otro lado, en células T asesinas naturales invariantes de murinos de
hiperreactividad bronquial, se ha observado que la expresion de PD-L1 inhibe la
produccién de IFN-y, disminuyendo la hiperreactividad bronquial.5V

En pacientes con rinitis alérgica, se ha reportado que existe una menor cantidad de
linfocitos B reguladores CD19+ CD25+IL10+PD-L1+ comparado con los sujetos sanos,
también se reporté que en un cultivo in vitro de linfocitos B al bloquear la via PD-1/PD-
L1 aumenta la apoptosis de estas células lo que suprime la secrecion de IL-10.
También analizaron que existe una correlacion negativa entre la expresion de PD-L1 en
linfocitos B reguladores y el nimero de linfocitos T efectores.(152)

Kalmarzi y colaboradores en el afio 2017, observaron una correlacion inversa entre la
concentracion de PD-L1 soluble, la cuenta de eosindfilos en sangre periférica y la
gravedad clinica de pacientes con rinitis alérgica. (153

e PD-L2

Otra molécula de coestimulacién inhibitoria es el ligando 2 de muerte programada
(PDL-2/CD273) ya que cuando se une su receptor CD279(PD1), suprime la activacion
de los linfocitos T y regula la tolerancia de los linfocitos T-(154)

En un modelo murino con asma, al aplicar AntiPD-L2 intraperitonealmente antes de los
retos se observé un aumento significativo en la hiperreactividad bronquial y eosinofilia
en las vias respiratorias y en el lavado broncoalveolar se observd un aumento en la
produccion de citocinas del perfil Th2.(155

Akbari y colaboradores en el afio 2010, en un modelo murino de hiperreactividad
bronquial deficiente de PD-L2 encontraron resultados parecidos, ya que estos ratones
tenian un aumento significativo de la hiperreactividad bronquial, y en ratones control al
bloquear de forma in vitro la funcion de INKT con un anticuerpo antiPD-L2 se observo
un aumento en la produccion de IL-4.(151)

En un modelo murino experimental de CA se observd que posterior al tratamiento con
anti-PD-L2 en la fase de induccién generaba un aumento en la produccién de citocinas
del perfil Th2 en el suero y el mismo tratamiento pero administrado durante la fase
efectora incrementaba en el infiltrado de eosindfilos en la conjuntiva.(56)

Al analizar los determinantes transcripcionales que permiten a las células dendriticas
maduras modular respuestas tolerogénicas, se encontro que el factor de transcripcion
regulador de interferén 4 (IRF-4), en modelos murinos promueve la generacién de
células T reguladoras, y en células dendriticas derivadas de médula 0sea deficientes
de IRF4, la expresion de PD-L2 se redujo severamente. (157



e Inmunoterapia alérgeno especifica y moléculas de coestimulacion de la
familia B7.

Como previamente comentado, la AIT es el Gnico tratamiento capaz de modificar la
fisiopatologia de la alergia. Estudios recientes han estudiado de forma individual o en
pares a las moléculas de coestimulacion de la familia B7 en pacientes con asma y
rinitis alérgica en tratamiento con AIT, lo que ha proporcionado una nueva vision de los
efectos de este tratamiento.(*58)

Wang et al., en el aflo 2013, evaluaron que la expresion de CD86 en MoDCs de
pacientes pediatricos con asma alérgicos al acaro de polvo se encontraba aumentada
comparado con la expresion en sujetos control. Posterior al tratamiento con
inmunoterapia los valores de la expresion de CD86 en sujetos alérgicos era parecida a
la de los sujetos control en los cultivos de MoDCs estimulados con LPS.(159)

Piconi y colaboradores en el afio 2007, evaluaron el efecto de la AIT sobre la expresion
de las moléculas de coestimulaciéon CD28, CTLA-4 y B7H1 y la produccion de citocinas
de linfocitos T de pacientes alérgicos a la betula durante la época de polinizacién. Los
resultados demostraron que en los pacientes alérgicos bajo el tratamiento con AIT
existe un aumento del porcentaje de linfocitos T CD28+CD4+ y una disminucion en los
linfocitos T CTLA4-CD4-, en cambio en los sujetos que no recibieron AIT, se observo
un aumento en el fenotipo CD19+/CD80 y CD14+/CD80+. Por otro lado, el porcentaje
de CD19+CD86+ y CD14+CD80+ en APCs aumentd significativamente en pacientes
alérgicos que no recibieron AIT, en cambio se observé un aumento de CD14+B7-H1+y
CD19+B7H1+IL10+ en los cultivos de pacientes que recibieron AIT.1%8) Concluyendo
gue hay mayor susceptibilidad de activacion del sistema inmunoldgico en pacientes
alérgicos sin tratamiento alérgeno-especifico.

Por otro lado, otro equipo de investigacion evalué que el porcentaje de linfocitos T
ICOS+ de pacientes con alergia al veneno de abeja que habian terminado su
tratamiento con AIT era bajo, el cual aument6 al realizar ensayos in vitro de cocultivos
de linfocitos T con MoDCs estimulados con veneno de abeja, también se midieron
citocinas en el sobrenadante, asi como la expresion de ICOS-L en la membrana
superficial de MoDCs. Se observo un aumento en IL-4, IL-5 e IL-10 en el sobrenadante
de los cocultivos. Los MoDCs expresaron altos niveles de ICOS-L, CD80, CD86 y
CD83. También observaron que al afiadir IL-10 a los cocultivos de pacientes antes del
tratamiento con AIT la expresion de ICOS en linfocitos T se inhibe en cambio al final del
tratamiento la expresion de ICOS se reduce. (160



Capitulo 5 Metodologia

e Planteamiento del problema

En la actualidad, la SLIT es el Unico tratamiento capaz de modificar la fisiopatologia de
la conjuntivitis alérgica, no obstante, se conoce muy poco acerca del uso de la SLIT y la
induccion de mecanismos tolerogénicos en las células de la inmunidad innata por
medio de moléculas de coestimulacion de la familia B7 y del factor de transcripcion
IRF-4 presentes en las APC de pacientes con conjuntivitis alérgica.

e Pregunta de Investigacion

En pacientes con conjuntivitis alérgica, ¢Se modificara la expresion de moléculas de
coestimulacion y del factor de transcripcion IRF4 en las células dendriticas derivadas
de monocitos (MoDCs) de sangre periférica durante el tratamiento con SLIT comparado
con la expresion de estas moléculas antes del tratamiento?

e Justificacion

La SLIT en la CA es la Unica terapia capaz de modificar la respuesta inmune al
alérgeno. Actualmente las moléculas de coestimulacion de la familia B7 y el factor de
transcripcion IRF4, han sido estudiados de forma individual o en pares en diferentes
lineas celulares en algunos procesos alérgicos como rinitis alérgica, asma y en pocos
casos en CA por lo que el estudio de estas moléculas antes y durante el tratamiento
con SLIT proporcionar4d conocimientos para entender de una mejor manera el
mecanismo de accion de la SLIT y proponer biomarcadores para el monitoreo de la
eficacia de este tratamiento.

e Hipoltesis

El tratamiento con SLIT disminuira la expresion de CD86 e ICOSL, incrementara la
expresion de PD-L1, PD-L2 y el factor de transcripcion IRF4 en MoDCs de pacientes
con conjuntivitis alérgica durante el tratamiento con SLIT.

Hipotesis nula:

No existen diferencias en la expresion de moléculas de MoDCs de pacientes con
conjuntivitis alérgica tratados con SLIT.

e Objetivos
Objetivo general:

Evaluar la expresion de moléculas de coestimulacion de la familia B7 y el factor de
transcripcion IRF4 en MoDCs de sangre periférica de pacientes con conjuntivitis



alérgica antes y después del tratamiento con SLIT.
Objetivos especificos:
Los objetivos del estudio se dividiran en dos partes:

Primera parte del protocolo: Sujetos adultos sin alergia.

-Objetivo 1: Identificar el tiempo y concentracién 6ptimo de estimulo para evaluar la
expresion de las moléculas de coestimulacion CD86, ICOSL (activadoras) PD-L1, PD-
L2 (inhibitorias) y el factor de transcripcion IRF4 en células dendriticas derivadas de
monocitos de sujetos adultos sin alergia

-Objetivo 2: Determinar las concentraciones de citocinas IL-6, IL-10, TNF, IFN-y, IL-2 e
IL-4 en los sobrenadantes de los cultivos de MoDCs mediante la realizacion de
ensayos a distintos tiempos y concentraciones de estimulacion con LPS.

Segunda parte del protocolo: Sujetos sin alergiay con CA activade 7 a 17 afos.

-Objetivo 3: Evaluar la expresion de las moléculas de coestimulaciéon CD86, ICOSL
(activadoras) PD-L1, PD-L2 (inhibitorias) y el factor de transcripcioén IRF4 en MoDCs de
sujetos con conjuntivitis alérgica antes del inicio del tratamiento en comparacion con la
expresion de estas mismas en sujetos sin alergia.

-Objetivo 4: Evaluar la expresion de las moléculas de coestimulacion CD86, ICOSL
(activadoras) PD-L1, PD-L2 (inhibitorias) y el factor de transcripcion IRF4 en MoDCs de
sujetos con conjuntivitis alérgica antes del inicio del tratamiento y al término del sexto
frasco de tratamiento con SLIT.

-Objetivo 5: Evaluar el efecto de la administracion de SLIT sobre la gravedad de los
sintomas y signos en sujetos con CA antes y al término del sexto frasco de SLIT.

-Objetivo 6: Evaluar los cambios en la calidad de vida de sujetos con conjuntivitis
alérgica antes del inicio del tratamiento y al término del sexto frasco de tratamiento con
SLIT.

e Disefio
-Tipo de estudio:
Estudio piloto, longitudinal, antes-después.

-Universo de estudio:

Primera parte del proyecto:



Poblacion objetivo/diana: Pacientes Sujetos de 20 a 30 afios aparentemente sanos.
Poblacién accesible/estudio: Sujetos de 20 a 30 afios aparentemente sanos reclutados
durante el periodo de diciembre del 2018 a julio del 2019.

Segunda parte del proyecto:

Poblacién objetivo/diana: Pacientes en edad pediatrica con conjuntivitis alérgica.
Poblacion accesible/estudio: Pacientes con conjuntivitis alérgica de 7 a 17 afos, que
sean atendidos en el Instituto Conde de Valenciana durante el periodo de julio del 2019
a febrero del 2020.

-Tamanfo de muestra:

El tamafio de muestra para los individuos sin alergia adultos se realizé por
conveniencia.

Para los sujetos pediatricos con CA se calcul6 el tamafio de muestra tomando como
referencia el trabajo de Angelini, Federica, et al., 2010 ya que explora los cambios en la
expresion de la molécula CD86 antes y después del tratamiento con SLIT. Se utilizo la
formula para comparacion de medias:
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Se tomaron en consideracion los siguientes supuestos: significancia de alfa de 0.05, un
valor de beta menor a 0.2, desviacion estandar de 68.9 MFI, valor de ul de 202.7 MFI,
valor de u2=99.3 MFI.

Se estima un célculo de tamafio de muestra de 4 sujetos de experimentacién por grupo
y estimando una pérdida del 20%, se considera un tamafio de muestra de 5 individuos.

e Variables

Variable Definicion conceptual | Definicion Tipo de variable
Operativa
Grado de | Enfermedad -Leve: 1-12 | Independiente
gravedad de la CA | inflamatoria de la | puntos, - | Cualitativa ordinal
superficie ocular, | Moderado: 13-
desencadenada por el | 24 puntos, -
contacto con | Moderado-
alérgenos, mediada | grave: 25-36
predominantemente puntos,
por un mecanismo de | -grave 36-48
hipersensibilidad tipo | | puntos
Inmunoterapia Tratamiento Antes y | Independiente
sublingual personalizado que | durante Cualitativa dicotomica
consiste en la
administracion
sublingual de dosis




crecientes de extractos

de alérgenos

especificos por un

periodo determinado

de tiempo
Expresion de las | PD-L1 indice Medio | Dependiente
moléculas de | PD-L2 de Cuantitativa continua
coestimulacién ICOS-L Fluorescencia
(activadoras e | CD86
inhibitorias) en
MoDCs
Expresion de | Th1/Th2 pg/mi Dependiente
citocinas en Cuantitativa continua
sobrenadante

e Criterios de seleccion: Inclusion, exclusion, eliminacion para sujetos
experimentales:

Criterios de seleccion para la primera parte del proyecto:
-Criterios de Inclusién para sujetos adultos sin alergia:

1. Sujetos de 20 a 30 afios.

2. Sujetos clinicamente sanos, evaluados por el servicio de inmunologia del
Instituto Conde de Valenciana.

3. Firma de consentimiento informado.

-Criterios de exclusion para sujetos adultos sin alergia:

1. Presentar cualquier enfermedad sistémica, endocrinolégica, autoinmune,
neoplésica, infecciosa, cronico degenerativo activa.

2. Embarazo y/o lactancia.

3. Con algun tratamiento sistémico, que induzca algun tipo de modificacién en la
respuesta inmunolégica, particularmente tratamientos: Naturistas, psiquiatricos,
bariatricos, corticoesteroides, hormonales o inmunosupresores.

-Criterios de eliminacion para sujetos adultos sin alergia:
1. Embarazo y/o lactancia.
2. Retiro voluntario
3. No acuda a la cita

Criterios de seleccion para la segunda parte del proyecto:



-Criterios de Inclusién para sujetos con CA activa previo al tratamiento con SLIT:

1. Sujetos entre los 7 a 17 afos, con diagnoéstico oftalmologico de CA activa, de
moderada a grave.

2. Pruebas cutaneas positivas al Der-p.

3. Que estén por iniciar tratamiento con inmunoterapia sublingual antigeno
desensibilizante.

4. Firma de consentimiento y asentimiento informado.

-Criterios de exclusion para sujetos con CA activa previo al tratamiento con SLIT:

Presencia de otras enfermedades inflamatorias de la superficie ocular.

2. Presentar cualquier enfermedad sistémica, endocrinolégica, autoinmune,
neoplésica, infecciosa, cronico degenerativo activa.

3. Presencia de dermatitis alérgica, rinitis alérgica o asma activa en el momento de

la evaluacién y/o toma de muestra.

Embarazo y/o lactancia.

Con algun tratamiento sistémico, que induzca algun tipo de modificacion en la

respuesta inmunoldgica, particularmente tratamientos: Naturistas, psiquiatricos

y/o bariatricos.
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-Criterios de eliminacion para sujetos con CA activa previo al tratamiento con SLIT:
1. Embarazo y/o lactancia.
2. Retiro voluntario
3. No acuda a la cita

Criterios de seleccién para sujetos con conjuntivitis alérgica al término del frasco
ndmero 6.

-Criterios de Inclusion para sujetos con CA activa al término del frasco nimero 6 de
SLIT:

1. Sujetos entre los 7 a 17 afios, con diagnostico oftalmologico de Conjuntivitis
alérgica activa, de moderada a severa.

2. Pruebas cutaneas positivas al Der-p.

3. Que estén por iniciar tratamiento con inmunoterapia sublingual antigeno
desensibilizante.

4. Firma de consentimiento y asentimiento informado.

-Criterios de exclusion para sujetos con CA activa al término del frasco namero 6 de
SLIT:

1. Presencia de otras enfermedades inflamatorias de la superficie ocular.
2. Presentar cualquier enfermedad sistémica, endocrinologica, autoinmune,
neoplasica, infecciosa, crénico degenerativo activa.



3. Presencia de dermatitis alérgica, rinitis alérgica o asma activa en el momento de
la evaluacién y/o toma de muestra.
4. Embarazo y/o lactancia.
5. Con algun tratamiento sistémico, que induzca algun tipo de modificacion en la
respuesta inmunologica, particularmente tratamientos: naturistas, psiquiatricos
y/o bariatricos.
-Criterios de eliminacion para sujetos con CA activa al término del frasco nimero 6 de
SLIT:
1. Embarazo y/o lactancia.
2. Retiro voluntario
3. No acuda a la cita
e Materiales y métodos:
-Sujetos experimentales
Para la primera parte del protocolo constara de un grupo:
A) Sujetos adultos sin alergia.

Para la segunda parte del protocolo, los sujetos de investigacion, seran divididos en
dos grupos:

B) Sujetos con CA activa previo al tratamiento con SLIT

C) Sujetos con CA activa al término del frasco nimero 6 de SLIT
Descripcién de la participacion de los sujetos:

Grupo A) Sujetos adultos sin alergia:

Los sujetos acudiran en dos ocasiones:

Visita 0: Se realiz6 la invitacion al estudio, se firmé el consentimiento informado, se
realizé la historia clinica general y se tomaron de muestras sanguineas

Visita 1: Se evalud la elegibilidad del paciente y se tomaron las muestras de sangre
para los ensayos, posteriormente se concluyd su participacion en el proyecto de
investigacion. (llustracién 5.1)



Reclutamiento Grupo A) Sujetos adultos sin alergia

Identificacién de
sujetos adultos sin

alergia
Elrg

Fin

hl . al—"
Visita 0 Visita 0
Firma de consentimiento Elegibilidad del SUEitDS de
informado. — * | acuerdo a los criterios de
Evaluacién clinica 7 dias seleccién
inmunologica Toma de muestra de sangre.
Evaluacion oftalmolégica. Fin de su participacion.
Toma de muestra de sangre.

llustracién 5.1 Cronograma de la participacion de los sujetos del grupo A

Grupo B) Sujetos con CA previo al tratamiento con SLIT:
Los sujetos acudieron en tres ocasiones:

-Visita 0: El dia que el paciente tuvo su consulta programada de seguimiento al servicio
de inmunologia, se evaluo la elegibilidad de los pacientes de acuerdo a los criterios de
seleccion.

Al paciente y tutor se le explicaron las caracteristicas del estudio y se realizé la
invitacion para participar en el mismo.

-Visita 1: Se realiz6 la inclusion formal de los sujetos ya que se firmaron los
consentimientos y asentimientos, se realizd la evaluacion clinica (interrogatorio y
exploracion oftalmoldgica), se llenaron los cuestionarios de calidad de vida, se realizé
la toma de muestra de sangre, se dieron las indicaciones para la administracién del
primer frasco de SLIT y se explic6 y entregbé el diario del paciente al sujeto de
experimentacion.

-Visita 2: Cita de seguimiento al término del primer frasco (28 dias) en la cual se recibi6
y resguardé el diario del paciente, se llend otro cuestionario de calidad de vida y se
realizd una valoracion de farmacovigilancia. En esta visita finalizé su participacion en el
proyecto de investigacion. (llustracion 5.2)

Durante estas visitas la atencion médica se realiz6 sin costo.



| Reclutamiento |
Grupo B) Sujetos con conjuntivitis alérgica previo al tratamiento con SLIT

- -

Identificacion de Identificar
sujetos con CA pacientes que

cumplan con los

criterios de
seleccion
Inmunoterapia Sublingual
1 Inicio Final
Visita 0 Visita 1 Visita 2
Revisién de Firma de consentimiento y asentimiento Fin de tratamiento de frasco 1
expediente: | Informado. - » | Evaluacion clinica inmunoldgica
Historia clinica Evaluacion clinica inmunolégica 28 dias Evaluacién oftalmoldgica.
(verificar criterios de Evaluacion oftalmologica. Cuestionario PQRLQ
inclusidnfexclusion/ Toma de muestra de sangre. Solicitar del diario del paciente
eliminacién) Entrega de SLIT e indicaciones para su Evaluacién de farmacovigilancia.
- administracion.
Diario del paciente.
Formato de farmacovigilancia.
Cuestionario PQRLQ.

llustracién 5.2 Cronograma de la participacion de los sujetos del grupo B

Grupo C) Sujetos con CA activa al término del frasco nimero 6 de SLIT:
Los sujetos acudiran sin costo en dos ocasiones:

-Visita 0: El dia que el paciente tenga su consulta programada de seguimiento al
servicio de inmunologia, se evaluara la elegibilidad de los pacientes de acuerdo a los
criterios de seleccion.

Al paciente y tutor se le explicaran las caracteristicas del estudio, se realizard la
invitacion para participar en el mismo, se firmaran los consentimientos y asentimientos,
se realizard la evaluacion clinica (interrogatorio y exploracion oftalmoldgica), se
llenaran los cuestionarios de calidad de vida, se realizar4 la toma de muestra de
sangre, se daran las indicaciones para la administracion del séptimo frasco de SLIT y
entregard el diario  del paciente al sujeto de  experimentacion.

-Visita 1: Cita de seguimiento al término del séptimo frasco (28 dias) en la cual se
recibird y resguardara el diario del paciente, se llenara otro cuestionario de calidad de
vida y se realizara una valoracién de farmacovigilancia. En esta visita se finalizara su
participacion en el proyecto de investigacion. (llustracion 5.3)

Durante estas visitas la atencion médica se realizara sin costo.



| Reclutamiento ]

-

Identificacion de Identificar
sujetos con CA pacientes que
cumplan con los

criterios de
seleccion

C: Sujetos con CA activa al término del frasco nimero 6 de SLIT

Inmunoterapia Sublingual
Inicio Final

Visita 1

Visita 0

Revisin de expediente: Fin de tratamiento de frasco 7

) S » | Evaluacién clinica inmunolégica
Historia clinica (verificar criterios de inclusién/ 28 di Evaluacién oftalmolégica. 9
exclusion/eliminacion) 1as Cuestionario PQRLQ
Firma de consentimiento y asentimiento Solicitar del diario del paciente
Informado. Evaluacién de farmacovigilancia.

Evaluacién clinica inmunolégica

Evaluacidn oftalmoldgica.

Toma de muestra de sangre.

Entrega de SLIT frasco 6 e indicaciones para
su administracion.

Diario del paciente.

Formato de farmacovigilancia.

Cuestionario PQRLQ.

llustracién 5.3 Cronograma de la participacion de los sujetos del grupo C

e Metodologia especifica

Valoracioén clinica de los sujetos de experimentacion

En la consulta de inmunologia del Instituto Conde de Valenciana se realizd la
evaluacion clinica en conjunto por el médico general, médico sub-especialista en
alergologia y medico sub-especialista en cornea.

Los cuales evaluaron clinicamente a todos los grupos de sujetos de investigacion, se
les realizo la prueba de Schirmer y se evalu6 el tiempo de ruptura lagrimal.

En caso de cumplir con los criterios de seleccidn, se procedi6 con la toma de muestras
de sangre para iniciar con los ensayos experimentales.

1. Clasificacion de la gravedad de la CA:

Se evaluo la gravedad de la enfermedad basandonos en la escala de Robles-Contreras
et al., 2011. La gravedad de la CA se clasifica en ausente, leve, moderada,
moderada/severa y severa. El sistema de clasificacion se basa en la evaluacion de
sintomas y signos a los cuales se les da un valor numérico de la escala del 0 al 4, la
puntuacion total es de 48 puntos. Este puntaje nos permite definir la gravedad de la CA
de la siguiente manera: 0 puntos = Ausente, 1-12 puntos = leve, 13-24 puntos =
moderado, 25-36 puntos = moderado/grave y 36-48 puntos = grave. El puntaje del lado
mas severo en casos bilaterales, es el que se usara para la clasificacion de la CA



1.3 Prueba de Schirmer:

Se coloc6 una tira de papel con escala milimétrica en el parpado inferior de cada ojo.
Ambas tiras se colocaron simultdneamente y retiraron a los 5 minutos de ser aplicadas.
Posteriormente se medira la cantidad de humedad del papel y se reportara el resultado
en milimetros.

1.4 Tiempo de ruptura de la pelicula lagrimal:

Se instildé una gota de tetracaina en el fondo de saco conjuntival inferior de cada ojo, se
le solicité al paciente que cerrara los parpados varias veces para su distribucion por
toda la pelicula lagrimal. Posteriormente el médico oftalmdlogo observé por medio de la
lampara de hendidura con filtro azul cobalto la superficie ocular. Se le indico al
paciente que parpadeara y que mantuviera el ojo abierto a explorar, y en ese momento
se comenzO a tomar el tiempo hasta que aparecié la primera mancha oscura, que
indica el rompimiento de la pelicula lagrimal.

1.5 Herramientas de evaluacion

-Calidad de vida:

Se evalué la modificacion de la calidad de vida mediante la aplicacion del cuestionario
de calidad de vida en nifios/as con rinoconjuntivitis antes de comenzar con el
tratamiento y después de terminar el frasco 6 (6 meses de tratamiento). Un cambio en
el puntaje del cuestionario igual o mayor a 0.5 se consider6 como una modificacion
clinicamente significativa en la calidad de vida del paciente. (Ver anexo 5)

Tratamiento:

Los sujetos con CA activa antes del tratamiento y al término del frasco 6 de SLIT
recibiran los siguientes tratamientos:

-Medidas no farmacoldgicas:

Lubricante hialuronato sodico gotas oftalmicas al 0.15%, aplicar 1 gota en ojo afectado
cada 4 horas.
Usar compresas frias en ojo afectado en caso de presentar sintomas leves de alergia.

-Medidas farmacoldgicas:

Olopatadina (Tratamiento estandar)

Descripcién del medicamento y posologia:

La presentacion de ketotifeno consta de un gotero de plastico con etiqueta blanca, que
contiene el nombre comercial del medicamento, el nombre del principio activo, fecha de
caducidad, e indicaciones generales.

Gotas oftalmicas al 0.025%, se aplicaron 1 gota en ojo afectado cada 24hrs por 1 mes.




SLIT

La presentacion de la SLIT consta de una bolsa de aluminio con una etiqueta blanca
gue contiene el nombre del paciente, nimero de gotero y fecha de caducidad; dentro
contiene un gotero de plastico con etiqueta blanca que contiene el nombre del paciente,
numero de gotero y fecha de caducidad. (En el anexo 4 podran encontrar las fotos
representativas).

Se administrara todos los dias por via sublingual en los sujetos con conjuntivitis
alérgica siguiendo un esquema terciado hasta alcanzar la dosis maxima de 5 gotas por
dia. (Tabla 5.1) Cada frasco contiene una dosis diferente de alérgenos. (Tabla 5.2)

Tabla 5.1 Esquema de administracion de SLIT

ler dia 1 gota
2do dia

3er dia 2 gotas
4to dia

5to dia 3 gotas
6to dia

8vo dia 4 gotas
9no dia

10mo dia 5 gotas
Hasta terminar

Tabla 5.2 Concentracion proteica por frasco de SLIT

Numero de | pg/ml Duracion Tiempo
frasco acumulado
Frasco 1 2.4 28 dias 28 dias
Frasco 2 3.2 28 dias 56 dias
Fase de Frasco 3 4.8 28 dias 84 dias
Induccion
Frasco 4 9 28 dias 112 dias
Frasco 5 17 28 dias 140 dias
Frasco 6 23 28 dias 168 dias

Almacenamiento:
Se debera almacenar en la puerta del refrigerador o en la caja de verduras.

Reacciones adversas:
Percepcion del gusto alterado, comezon en los labios, hinchazén de los labios,
comezon dentro de la boca, comezdn en los oidos, hinchazén de la lengua, ardor en la
lengua, Ulcera en la lengua, Ulcera en la boca, Irritacion de la garganta, ronchas,




salpullido en la piel, tos y/o dificultad para respirar, dolor abdominal, vémito, hipotensién
arterial y/o desmayo. (61)

-Medidas no farmacologicas:

Uso de lubricante ocular hialuronato sédico gotas oftalmicas al 0.15%, aplicar 1 gota en
ojo afectado cada 4 horas.
Usar compresas frias en ojo afectado en caso de presentar sintomas leves de alergia.

-Medidas farmacoldgicas:

Olopatadina (Tratamiento estandar)

Descripcion del medicamento y posologia:

La presentaciéon de ketotifeno consta de un gotero de plastico con etiqueta blanca, que
contiene el nombre comercial del medicamento, el nombre del principio activo, fecha de
caducidad, e indicaciones generales.

Gotas oftalmicas al 0.025%, se aplicaron 1 gota en ojo afectado cada 24hrs por 1 mes.

-Tratamiento de rescate:

Loratadina, se us6 en caso de presentar lagrimeo, fotofobia, prurito ocular y/o ardor
ocular importante, asi como cualquier sospecha de reaccién adversa previamente
comentada, bajo el siguiente esquema:

1. Sujetos de 6-12 afios: loratadina suspensién 10mg/10ml, tomar 5mg/5ml via oral
cada 12 horas de por 5 dias.

2. Sujetos de 13 afios a 17 afos: loratadina tabletas 10mg, tomar 1 tableta via oral
cada 12 horas de por 5 dias.

3.
Se debera registrar en el diario del paciente la hora de toma, la dosis y la razén por la
cual la tomo.

Toma de muestras sanguineas

Se realiz6é extraccion de sangre periférica mediante venopuncion, la cual se recolect6
en: 5 tubos de EDTA y 1 tubo amarillo con gel coagulante.

Las muestras de sangre obtenidas de los tubos EDTA, fueron inmediatamente
procesadas (ver “procesamiento de muestras”) y las muestras de sangre de los tubos
amarillos, se permitid la coagulacion durante 30 minutos y posteriormente fueron
centrifugadas a 1500 rpm por 5min, el suero fue recolectado en microtubos de 1.5mly
almacenados en congelacion a -20°C.

Procesamiento de muestras




Metodologia del procesamiento de muestras de sangre periférica de tubos EDTA y
lagrima (Figura 5.1) de todos los sujetos de experimentacion de la primera parte del
proyecto (Grupo A):

~ l I
Inclusién de Toma de Cultivo de Estimulacién in || Inmunomarcaje (CD11c, Determinacién de
sujetos sanos muestra de monocitos y vitro a las 12, 24 HLA-DR,CD14,IRF4, moléculas de
sangre dlf&f&[\CIaCIoﬁ a| | yd48horas con ICOSL, CD86, PD-L2,PD- coestimulacion y
células 1ug, 10ug y L1) citocinas (Citometria)

dendriticas 100ng/ml de LPS

Figura 5.1 Metodologia del procesamiento de muestras de la primera parte del proyecto
Muestras de sangre periférica recolectadas en tubos EDTA. Lipopolisacérido, LPS.

-Cultivo de MoDCs de sangre periférica:

Se uso la sangre recolectada en tubos de EDTA. Se realiz6 la separacion de células
mononucleares a partir de sangre periférica, por medio del método de separacion por
gradiente de densidad con Lymphoprep.

Se cultivaron 10x1076/ml de células mononucleares por pozo en placas de cultivo de
12 pozos y se colocaron en la incubadora por 2 horas a 36°C en una atmosfera de 5%
CO2. Posteriormente las células en suspension se desecharon, y a las células
adherentes se les afiadio medio RPMI-1640 suplementado con 80 ng/ml de GM-CSF y
50 ng/ml de IL-4 para su diferenciacion a células dendriticas. Cada dos dias se cambi6
el medio y a los 7 dias se les afiadid 500ml de tripsina a cada pozo por 5 minutos a
37°C. Se realiz6 conteo celular y se cultivaron 4.5x10”4 células por pozo en placas de
24 pozos donde se realizaron los siguientes ensayos:

-Estimulo con LPS (12, 24 y 48 horas con 1ug, 10ug y 100ng).

Brevemente, las células fueron recolectadas y transferidas a microtubos. Los tubos se
centrifugaron para la recuperacion de los sobrenadantes.

Posteriormente las células fueron re-suspendidas en 300 ul de PBS y transferidas a
tubos de 12x75mm. Los tubos fueron centrifugados y decantados. Las células se re-
suspendieron en 500ul de medio RPMI-1640 y se les afadieron los anticuerpos
conjugados a fluorocromos, las muestras se incubaron durante 30 minutos en
oscuridad a 4°C. (Tabla 5.3)



Tabla 5.3 Anticuerpos para el marcaje de antigenos de membrana e intracelulares
de MoDCs

Panel 1 Panel 2

-Alexa Fluor 488 Anti-human CD11c | -Alexa Fluor 488 Anti-human CD11c
Biolegend™ Biolegend™

-PE/Cy7  Anti-human HLA-DR | -PE/Cy7 Anti-human HLA-DR
Biolegend™ Biolegend™

-PerCP Anti-human CD14 | -PerCP Anti-human CD14 Biolegend™
Biolegend™ -PE Anti-human CD86 Biolegend™

-PE Anti-human IRF4 Biolegend™* | -APC Anti-human CD275 (B7-H2, ICOSL)
-APC Anti-human CD273 (B7-DC, | Biolegend™

PD-L2) Biolegend™

-Brilliant violet 421 Anti CD274 (B7-
H1, PD-L1) Biolegend™

Para la tincion intracelular de IRF-4, las células fueron tratadas previamente con una
solucion fijadora y con otra permeabilizante (BD Cytofix/Cytoperm™ y BD Permwash™,
respectivamente).

Se realizdé un udltimo lavado y las células fueron re-suspendidas en 300ul de FACS
Flow. Los tubos se mantuvieron en oscuridad hasta el momento de su adquisicion.

-Analisis de los datos de citometria de flujo de MoDCs:

Las muestras fueron analizadas en un citometro de flujo FACS Verse BD Biosciences
TM equipado con la aplicacion BD FACSuite™ software Versién 1.0.5.3841.

Los andlisis se realizaron en el software Flow Jo V10. Se analizaron las intensidades
medias de fluorescencia (IMF) de las distintas marcas del tratamiento con
inmunoterapia sublingual.

Se realiz6 la siguiente estrategia de analisis para determinar la IMF de las células
dendriticas derivadas de monocitos de sangre periférica:

Se seleccionaron a los singlets (células individuales) usando FSC-H (altura)/FSC-A
(area), después dependiendo de su tamafio celular y granularidad usando FSC/SSC en
un dot plot biparamétrico, se seleccionaron a las células mononucleares,
posteriormente, se identificaron y seleccionaron a las células marcadas con HLA DR,
para determinar a partir de esta poblacion el IMF de cada molécula de coestimulacion.

-Determinacion de citocinas en el sobrenadante:
Se recolectd el sobrenadante de los cultivos de MoDCs estimuladas con LPS y se

determinaron las citocinas IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, TNF, IFN-y e IL-17 por Cytometric
Bead Array de acuerdo con las instrucciones del fabricante.



-Determinacion de IgE en sangre periférica:

Se descongelaran las muestras de suero previamente almacenadas y se
procedera a determinar la concentracion de IgE total por medio de ImmunoCap
Total IgE Phadia de acuerdo con las instrucciones del fabricante.

Una vez identificado el tiempo y concentracion oOptima para la expresion de las
moléculas de coestimulacion en MoDCs, se realizd el reclutamiento de sujetos y
procesamiento de las muestras de la segunda parte del proyecto

-Metodologia del procesamiento de muestras de sangre periférica de tubos EDTA
(Figura 5.2) de todos los sujetos de experimentacion de la segunda parte del proyecto
(Grupo By C):

Se realiz6 la separacion de PBMCs, el protocolo de diferenciacion de monocitos de
sangre periférica a MoDCs como previamente mencionado.

El cultivo de MoDCs de sangre periférica se estimulé con Der-p y LPS, se realiz6 el
marcaje de antigenos de membrana e intracelular de MoDCs como previamente
mencionado, se analizaron de los datos de citometria de flujo de MoDCs, y se
guardaron a -4 °C para determinar las citocinas en el sobrenadante.

i il
Inclusion de Toma de Cultivo de Estimulacién in | Inmunomarcaje (CD11c, Determinacion de
sujetos con CA muestra de monocitos y vitro HLA-DR,CD14,IRF4, moléculas de
sangre (Oy 6 | diferenciaciéna | | perp (Alergeno) | 1COSL, CD86, PD-L2,PD- coestimulacién y
meses de celulas LPS (Control L1} citocinas (Citometria)
tratamiento) dendriticas positivo)

Figura 5.2 Metodologia del procesamiento de muestras de la segunda parte del proyecto.
Muestras de sangre periférica recolectadas en tubos EDTA. Lipopolisacarido, LPS;
Dermatophagoides pteronyssinus, Der-p.

e Analisis estadistico

Los resultados se analizaron por estadistica descriptiva, dependiendo de la distribucion
de los datos se presentaron en medias y desviacion estandar o medianas y rangos
intercuantilares. Las comparaciones de medias de dos grupos se realizaron con T de



Student y en el caso de la comparacion de tres grupos se utilizé Kruskal-Wallis. Se
consider6 una p=0.05 como estadisticamente significativa.

e Consideraciones éticas

A todos los sujetos experimentales que decidieron participar en el estudio, se les
proporcioné un consentimiento y/o asentimiento informado, los cuales firmaron antes
de participar en el estudio. Este protocolo se basa en la NOM 012 SSA3 2012, la cual
establece los criterios para la ejecucion de proyectos de investigacion para la salud en
seres humanos, la cual concuerda con la norma internacional “Declaracién de Helsinki”
sobre los principios éticos para las investigaciones médicas en seres humanos y con el
“Protocolo de Estambul®, el cual es el manual para la investigacion y documentacion
eficaces de la tortura y otros tratos o penas crueles, inhumanos o degradantes.

Las consultas médicas de los sujetos no tuvieron ningundn costo para los padres o
responsables durante el periodo de estudio.

En el caso especifico de los sujetos sin alergia, fueron evaluados mediante una
consulta médica realizada en la consulta externa del Departamento de Inmunologia, en
el Instituto Conde de Valenciana y en caso de concluir ausencia de alergia, continuaron
en el proceso, y se les realizaron los siguientes estudios de laboratorio: biometria
hematica, IgE sérica y eosindéfilos en moco nasal; sin costo para los participantes.

En caso de que durante su valoracion se determinara que era necesario hacer estudios
complementarios que no estan descritos en este documento, los participantes, padres o
responsables debieron cubrir su costo, ya que no tienen relaciéon con este protocolo y
son parte del seguimiento clinico de los pacientes.

e Aspectos de bioseguridad

La toma de muestra de sangre y lagrima se llevar4 a cabo en el area de toma de
muestra en el 4to piso del edificio de hospitalizacién del Instituto Conde de Valenciana
de acuerdo al Manual de Procedimientos del Instituto.

Durante la realizacibn de los ensayos experimentales del presente trabajo de
investigacion, se vigilara el cumplimiento de las siguientes Normas Oficiales Mexicanas
(NOM):

-NOM-017-STPS-2008 Para el equipo de proteccion personal- Seleccion, uso y manejo
en los centros de trabajo.

-NOM-005-STPS-1998. Para las condiciones de seguridad e higiene en los centros de
trabajo para el manejo, transporte y almacenamiento de sustancias quimicas
peligrosas.

-NOM-018-STPS-2000. Para la identificacion y comunicacion de riesgos por sustancias
guimicas en los centros de trabajo.



-NOM-087-ECOL-SSA1-2002. (NOM-087-SEMARNAT-SSA1-2002). Para la proteccion
ambiental- Salud ambiental- Residuos peligrosos-bioldgico-infecciosos- clasificacion y
especificaciones de manejo.

e Financiamiento y sitio de la investigacion
Fue otorgado por el Departamento de Bioquimica de la Facultad de Medicina de la
UNAM vy la Unidad de investigacion del Instituto de Oftalmologia “Fundacién Conde de

Valenciana” IAP.

e Declaracion de conflicto de intereses de los investigadores

No existe conflicto de interés.



Capitulo 6 Resultados

e Resultados de la primera parte del proyecto.

Para llevar el cumplimiento de los objetivos de la primera parte del proyecto se realizé
un muestreo por conveniencia y se incluyeron 3 voluntarios masculinos sin alergia
ocular con un rango de edad de 20 a 30 afios, con una mediana (RIQ) de edad de 29
(24-29) (Tabla. 6.1) Los sujetos que tuvieran algun antecedente familiar o personal de
atopia, que presentaran enfermedades sistémicas, endocrinoldgicas, autoinmunes,
neoplésicas, infecciosas o crénico degenerativas fueron excluidos del estudio. Los
resultados de biometria hematica mostraron recuentos sanguineos completos dentro
de los rangos normales para la edad y sexo. Previo a la valoracién clinica y toma de
muestras sanguineas se firmaron los consentimientos informados.

Tabla 6.1 Caracteristicas clinicas de los sujetos incluidos.

Caracteristicas Sujetos sin alergia
n =3 (Medianas, IQR)

Edad 29 (24-29)

Sexo Masculino (2)

IgE total (Ul/mL) 14 (13-20)

Eosinofilos en SP 1 (0.5-1.5)

PCP Der-p (mm) 0 (0-0)

Schirmer 12 (10-15)

(mm)

Tiempo de ruptura 13 (12-15)

lagrimal (seg)

Descripcién de medianas (IQR) de las caracteristicas clinicas de los sujetos incluidos. Sangre periférica,
SP; Pruebas cutaneas de Prick, PCP.

Morfologia

A los 7 dias de cultivo se evalu6 la morfologia celular por medio de microscopia optica
de campo de claro, la cual permitié observar células grandes y con prolongaciones de
la membrana que se extienden en muchas direcciones desde el cuerpo celular, las
cuales son caracteristicas de DCs (Figura 6.1)



Figura 6.1 Morfologia celular de MoDCs
Morfologia celular evaluada por microscopia 6ptica de campo de claro en el dia 0 y dia 7 de cultivo 20x

Inmunofenotipo

El andlisis del inmunofenotipo se determind por medio de citometria de flujo con los
marcadores de superficie CD14 y HLA-DR. Estos marcadores se evaluaron en las
células obtenidas a partir de las PBMCs aisladas de sangre posterior a 2 horas de
adherencia a la caja de cultivo y en las células obtenidas a los 7 dias resuspendidas en
medio RPMI-1640 suplementado con IL-4 y GM-CSF con la finalidad de corroborar su
diferenciacion.

Se seleccionaron a los singlets usando FSC-H/FSC-A, después mediante un dot plot
(FSC/SSC) y dependiendo del tamafio celular y granularidad, se seleccionaron a los
monocitos en el dia cero y a las MoDCs al dia 7, posteriormente se identificaron y
seleccionaron a las células marcadas con HLA-DR y con CD14.

Demostrando que las células al dia 0 de cultivo tienen elevados niveles de expresion
de la IMF del marcador especifico CD14 y baja expresion de HLA-DR y posterior a la
estimulacion con GM-CSF e IL-4, existe una disminucién de la expresion del marcador
CD14 y un incremento en los niveles de expresion de la HLA-DR. (Figura 6.2)
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Figura 6.2 Fenotipo celular del dia 0 y dia 7.

Evaluacion del fenotipo celular de las células cultivadas al dia 0 y al dia 7. A) Singlets. B) Células obtenidas al dia 0
(Monocitos). C) Células obtenidas al dia 7 (MoDCs). D) Histogramas de la IMF de HLA-DR y CD14 al dia 0, (Dia 0
sin marca (linea negra discontinua), dia 0 con marca (linea negra continua), dia 7 sin marca (linea roja discontinua) y
dia 7 con marca (linea roja continua)). E) Histogramas de la IMF de HLA-DR y CD14 al dia 07.

Resultado de objetivo 1. Identificar el tiempo y concentracion Optimo de estimulo
para evaluar la expresion de las moléculas de CD86, ICOSL (activadoras) PD-L1, PD-
L2 (inhibitorias) y el factor de transcripcion IRF4 en células dendriticas derivadas de
monocitos de sujetos adultos sin alergia

Este objetivo se realizd6 mediante la evaluacién de la expresién de las moléculas de
coestimulacion en MoDCs mediante la realizacion de ensayos a distintos tiempos y
concentraciones (tabla 6.2) de estimulacion con LPS ya que se caracteriza por ser un
inductor de maduracion de DCs.(162)

Se realizaron 3 ensayos independientes por triplicado de cada una de las condiciones.

Tabla 6.2 Concentraciones y tiempos de estimulo de MoDCs.

Concentracion de | Tiempo
LPS

100ng/m|(163) 12h, 24h y 48h




1ug/mli@43) 12h, 24h y 48h

10ug/mi(162) 12h, 24h 'y 48h

Por medio del software FlowJo V10, se realizé la siguiente estrategia de analisis para
determinar la IMF de las moléculas de coestimulacién: Primero se seleccionaron a los
singlets usando FSC-H/FSC-A, después mediante un dot plot (FSC/SSC) vy
dependiendo del tamafno celular y granularidad, se seleccionaron a las DCs,
posteriormente, se identificaron y seleccionaron a las células marcadas con HLA-DR
para determinar a partir de esta poblacion las IMF de PD-L1, PDL-2 y ICOS-L, IRF-4 y
CD86. (Figura 6.3)
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Figura 6.3 Estrategia de analisis de evaluacion de moléculas de coestimulacion e IRF-4

Dot Plot reperesentativo de la estrategia de analisis para la evaluacién de las moléculas de
coestimulacién en MoDCs posterior a su estimulacion con diferentes concentraciones de LPS. A)
Singlets. B) MoDCs. C) Regién de HLA-DR negativo obtenido de células sin tincion. D) Region de HLA-
DR positivo de las cual se obtuvo la IMF de E) PD-L1, F) PD-L2, G) ICOS-L, H) CD86 e I) IRF-4.



CD86

Se observa un incremento significativo de CD86 sin importar la concentracion a las 48
horas. (Figura 6.4)
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Figura 6.4 Grafica de la IMF de CD86 en MoDCs de sujetos adultos sin alergia. Gréafico de
barras de la expresiéon de CD86 en distintas concentraciones de LPS A) 100ng, B) 1ugy C) 10ug a lo
largo del tiempo. n= 3, cada condicién fue evaluada por triplicado. Prueba Kruskal-Wallis

ICOS-L

En las células dendriticas estimuladas con 100ng y 10ug de LPS se observé que la
expresion de ICOS-L aumenta a las 48 horas, y con 1ug aumenta de forma significativa
a las 12 horas. (Figura 6.5)
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Figura 6.5 Graficade la IMF de ICOS-L en MoDCs de sujetos adultos sin alergia.
Gréfico de barras de la expresién de ICOS-L en distintas concentraciones de LPS A) 100ng, B) 1ug y C)
10ug a lo largo del tiempo. n= 3. Prueba Kruskal-Wallis.

PD-L1

Se observé que PDL1 se increment6 de forma significativa a las 12, 24 y 48 horas con
todas las concentraciones evaluadas comparado con las MoDCs sin estimulo. (Figura
6.6)
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Figura 6.6 Grafica de la IMF de PD-L1 en MoDCs de sujetos adultos sin alergia.
Grafico de barras de la expresién de PD-L1 en distintas concentraciones de LPS A) 100ng, B) 1ugy C)
10ug a lo largo del tiempo. n= 3. Prueba Kruskal-Wallis.

PD-L2

Se observé que hay un aumento a las 12 horas sin importar la concentracién usada y
con las concentraciones de lug/mly 10ug/ml hay un aumento en la expresion de PD-
L2 comparado con las células que no fueron estimuladas. (Figura 6.7)
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Figura 6.7Gréafica de la IMF de PD-L2 en MoDCs de sujetos adultos sin alergia.
Grafico de barras de la expresién de PD-L2 en distintas concentraciones de LPS A) 100ng, B) 1ugy C)
10ug a lo largo del tiempo. n= 3. Prueba Kruskal-Wallis.

IRF-4

Se analizo la expresion intracelular de IRF-4 posterior a la estimulacion de MoDCs con
LPS, y se observd que no hay cambios significativos al comparar la misma
concentracion de LPS en distintos tiempos. (Figura 6.8)

Figura 6.8 Grafica de la IMF de IRF-4 en MoDCs de sujetos adultos sin alergia.
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Figura 6.8 Gréfica de la IMF de IRF-4 en MoDCs de sujetos adultos sin alergia.
Grafico de barras de la expresién de IRF-4 en distintas concentraciones de LPS A) 100ng, B) 1ug y C)
10ug a lo largo del tiempo. n= 3. Prueba Kruskal-Wallis.

Resultados del objetivo 2: Determinar las citocinas IL-6, IL-10, TNF, IFN-y, IL-2 e IL-4
en los sobrenadantes de los cultivos de MoDCs mediante la realizacion de ensayos
dosis-respuesta a distintos tiempos y concentraciones de estimulacion con LPS.

IL-6

Se analiz6 la expresion de IL-6 posterior a la estimulacion de MoDCs con LPS y se
observé que se incrementd significativamente a las 12 y 48 horas con todas las
concentraciones evaluadas. Y a las 24 horas aumento de forma significativa en las
concentraciones de 100ng. (Figura 6.9)
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Figura 6.9 Gréfica de la concentracién de IL-6 en sobrenadante de cultivos de

MoDCs de sujetos adultos sin alergia

Representacion mediante un gréafico barras de la concentracion de IL-6 en sobrenadante de MoDCs de
individuos sanos estimuladas con LPS A) 100ng, B) 1ug y C) 10ug a lo largo del tiempo. n= 3. Prueba
Kruskal-Wallis.

IL-10



En los sobrenadantes de MoDCs estimuladas se observé que IL-10 se incremento a las
12 y 48 horas con 1lug y a las 24 horas aumentd con 10ug comparado con las células
gue no recibieron estimulo. (Figura 6.10)
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Figura 6.10 Grafica de la concentracion de IL-10 en sobrenadante de cultivos de
MoDCs de sujetos adultos sin alergia.

Representacion mediante un gréafico barras de la concentracion de IL-10 en sobrenadante de MoDCs de individuos
sanos estimuladas con LPS A) 100ng, B) 1ug y C) 10ug a lo largo del tiempo. n= 3. Prueba Kruskal-Wallis.

TINF

Existe aumento significativo en todas las concentraciones y horas estudiadas
comparadas con las MoDCs sin estimulo. El pico de mayor expresion fue a las 12
horas posterior a esa hora su concentracion disminuyé de forma gradual hasta las 48
horas donde se observa la concentracion minima la cual es estadisticamente
significativa mayor a las MoDCs sin estimulo. (Figura 6.11)
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Figura 6.11 Gréfica de la concentracion de TNF en sobrenadante de cultivos de

MoDCs de sujetos adultos sin alergia.
Representacion mediante un gréafico de barras de la concentracién de TNF en sobrenadante de MoDCs de
individuos sanos estimuladas con LPS A) 100ng, B) 1ug y C) 10ug a lo largo del tiempo. n= 3. Prueba Kruskal-Wallis.

IEN-y
En los sobrenadantes de MoDCs estimuladas se observo que IFN- y se incremento a



las 12 horas con 100ng y 1ug/ml de LPS y a las 48 horas con 100ng, 1 ug y 10ug/ml en
comparacién con sin estimulo, 12 y 24 horas. (Figura 6.12)
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Figura 6.12 Grafica de la concentracion de INF-y en sobrenadante de cultivos de MoDCs

de sujetos adultos sin alergia

Representacion mediante un grafico de barras de la concentracion de IFN-y en sobrenadante de MoDCs
de individuos sanos estimuladas con LPS A) 100ng, B) 1ug y C) 10ug a lo largo del tiempo. n= 3. Prueba
Kruskal-Wallis.

IL-2
Cuando las MoDCs permanecieron de 24 a 48 horas con 1ug y 10ug/ml de LPS, se
observo un incremento significativo de IL-2. (Figura 6.13)
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Figura 6.13 Grafica de la concentracion de IL-2 en sobrenadante de cultivos de MoDCs
de sujetos adultos sin alergia

Representacion mediante un grafico de barras de la concentracién de IL-2 en sobrenadante de MoDCs
de individuos sanos estimuladas con LPS A) 100ng, B) 1ug y C) 10ug a lo largo del tiempo. n= 3. Prueba
Kruskal-Wallis.

IL-4

Observamos que en el sobrenadante de las MoDCs la IL-4 se expresa de forma basal
la cual no se modifica posterior a su estimulacion con diferentes concentraciones de
LPS en ninguno de los tiempos estudiados. (Figura 7.14 y tabla 6.14)
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Figura 6.14 Grafica de la concentracion de IL-4 en sobrenadante de cultivos de MoDCs
de sujetos adultos sin alergia
Representacion mediante un gréafico de barras de la concentracién de IL-4 en sobrenadante de MoDCs

de individuos sanos estimuladas con LPS A) 100ng, B) 1ug y C) 10ug a lo largo del tiempo. n= 3. Prueba
Kruskal-Wallis.

Resultados de la segunda parte del proyecto

Para llevar el cumplimiento de los objetivos de la segunda parte del proyecto se
incluyeron hasta este momento a dos sujetos de investigacion con CA con un rango de
edad de 7 a 17 afios A todos los pacientes se les realizé medicion de IgE total sérica,

eosindfilos en sangre periféricay PCP. (Tabla 6.6 y 6.7)

Tabla 6.3 Caracteristicas clinicas individuales de los sujetos con CA antes de iniciar con

SLIT
Sujetos | Edad | Sexo | IgE | Eosindfilos | PCP | Coproparasitoscopico | Schirmer | Tiempo
level | en SP (%) | Der- (mm) de
(kUM p ruptura
(mm) lagrimal
(seg)
DCs 10 M 463.63 | 4.20 6 Negativo 10 9
001
DCs 12 F 376.10 | 0.00 5 Negativo 11 8
002

Sangre periférica, SP; Pruebas cutaneas de Prick, PCP;

Tabla 6.4Caracteristicas clinicas de los sujetos con CA antes de iniciar con SLIT

Caracteristicas

Sujetos sin alergia

n =2 (Medianas IQR)

Edad

11 (10-12)




Sexo Femenino (1) masculino (1)

IgE level (U/l) 419.9 (376.1-463.6)
Eosinofilos en SP 2.1 (0-4.2)
PCP Der-p (mm) 5.5 (5-6)

Coproparasitoscopico Negativo (2)

Schirmer 10.5 (10-11)
(mm)

Tiempo de ruptura 8.5 (8-9)
lagrimal (seg)

Descripcion de medianas (IQR) de las caracteristicas clinicas de los sujetos incluidos.
coproparasitoscépico, CPS; Sangre periférica, SP; Pruebas cutaneas de Prick, PCP.

Resultados del objetivo 3: Evaluacion de la expresion de las moléculas de
coestimulacion CD86, ICOSL (activadoras) PD-L1, PD-L2 (inhibitorias) y factor de
transcripcion IRF-4 en MoDCs en sujetos con CA antes del inicio del tratamiento con
SLIT en comparacién con la expresion de estas mismas en sujetos sin alergia.

-CD86

Como lo previamente mencionado existe una diferencia estadisticamente significativa
en la expresion de CD86 en MoDCs de sujetos sanos al persistir el estimulo de 10ug
de LPS por 48 horas.

En sujetos con CA observamos aumento estadisticamente significativo al estimular con
10ug de LPS, 100ug de Der-p y 10ng Der-p+10ug de LPS comparado con la IMF de
sujetos sanos sin estimulo. (Figura 6.15)
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Figura 6.15 Grafica de la IMF de CD86 en MoDCs de sujetos sanos y sujetos con

CA bajo el estimulo con diferentes ligandos (Sin estimulo, LPS y Der-p).
Representacién mediante un grafico de barras de la expresiéon CD86 en MoDCs de sujetos sanos (n=3) y
sujetos con CA (n=2) posterior a la incubacién con sin estimulo, LPS y Der-p. Prueba Kruskal-Wallis.

-ICOS-L

Como lo previamente mencionado existe una diferencia estadisticamente significativa
en la expresion de ICOS-L en MoDCs de sujetos sanos al persistir el estimulo de 10ug
de LPS por 48 horas.

En sujetos con CA observamos una disminucion estadisticamente significativa de la
expresion de la IMF de ICOS-L al estimular con 10ug de LPS, 100ug de Der-p y 100ng
Der-p+ 10ug de LPS comparado con la IMF de sujetos sanos estimulados con 10ug de
LPS (Figura 6.16)
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Figura 6.16 Gréfica de la IMF de ICOS-L en MoDCs de sujetos sanos y sujetos con CA

bajo el estimulo con diferentes ligandos (Sin estimulo, LPS y Der-p).

Representacion mediante un grafico de barras de la expresién de ICOS-L en MoDCs de sujetos sanos
(n=3) y sujetos con CA (n=2) posterior a la incubacion con RPMI-1640, LPS y Der-p. Prueba Kruskal-
Wallis.

-PD-L1

Como previamente mencionado existe una diferencia estadisticamente significativa en
la expresion de PD-L1 en MODCs de sujetos sanos al persistir el estimulo de 10ug de
LPS por 48 horas.

Observamos una disminucién estadisticamente significativa en la IMF de PD-L1 de
MoDCs de sujetos con CA estimuladas con 10ug de LPS en comparacién con la IMF
de sujetos sanos. (Figura 6.17)

También observamos disminucion estadisticamente significativa en la IMF de PD-L1 de
sujetos con CA estimuladas con 100ng de Der-p en comparacion con la IMF de MoDCs
de sujetos sanos estimuladas con 10ug de LPS, este mismo fendmeno se observo
cuando las MoDCs de sujetos con CA fueron estimuladas con 100ng de Der-p mas
10ug de LPS. (Figura 6.17)
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Figura 6.17 Gréfica de la IMF de PD-L1 en MoDCs de sujetos sanos y sujetos con CA bajo
el estimulo con diferentes ligandos (Sin estimulo, LPS y Der-p) Representacion mediante un
grafico de barras de la expresion de PD-L1 en MoDCs de sujetos sanos (n=3) y sujetos con CA (n=2)
posterior a la incubacion con RPMI-1640, LPS y Der-p por 48 horas. Prueba Kruskal-Wallis.

-PD-L2

Como lo previamente mencionado existe una diferencia estadisticamente significativa
en la expresion de PD-L2 en MoDCs de sujetos sanos al persistir el estimulo de 10ug
de LPS por 12 horas.

Observamos una disminucion estadisticamente significativa en la IMF de MoDCs de
sujetos con CA estimuladas con 10ug de LPS en comparacién con la IMF de sujetos
sanos. (Figura 6.18)

También observamos disminucion estadisticamente significativa en la IMF de PD-L2 de
sujetos con CA estimuladas con 100ng de Der-p en comparacion con la IMF de MoDCs
de sujetos sanos estimuladas con 10ug de LPS, este mismo fenédmeno se observo
cuando las MoDCs de sujetos con CA fueron estimuladas con 100ng de Der-p mas
10ug de LPS. (Figura 6.18)
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Figura 6.18 Gréfica de la IMF de PD-L2 en MoDCs de sujetos sanos y sujetos con CA.
Representacion mediante un grafico de barras de la expresion de PD-L2 en MoDCs de sujetos sanos
(n=3) y sujetos con CA (n=2) posterior a la incubacién con sin estimulo, LPS y Der-p, LPS y Der-p.
Prueba Kruskal-Wallis.

-IRF-4
Como lo previamente mencionado no existe una diferencia estadisticamente
significativa en la expresion de IRF-4 en MoDCs de sujetos sanos al persistir el
estimulo de 10ug de LPS por 48 horas.

En sujetos con CA se observlé un aumento significativo en la condicion de estimulo con
Der-p en comparacion con LPS. (Figura 6.19)
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Figura 6.19 Grafica de la IMF de IRF-4 en MoDCs de sujetos sanos y sujetos con CA.
Representacién mediante un grafico de barras de la expresion de IRF-4 en MoDCs de sujetos (n=3) y
sujetos con CA (n=2) posterior a la incubacién con sin estimulo, LPS y Der-p. Prueba Kruskal-Wallis.

Objetivo 4: Evaluar la expresion de las moléculas de coestimulacion CD86, ICOSL,
PD-L1, PD-L2 y el factor de transcripcion IRF4 en MoDCs de sujetos con conjuntivitis
alérgica antes del inicio del tratamiento y al término del sexto frasco de tratamiento con
SLIT.

Objetivo no alcanzado, debido a que la siguiente toma de muestra se tiene que realizar
a los 6 meses, se comentard mas adelante en perspectivas.

Objetivo 5: Evaluar el efecto de la administraciéon de SLIT sobre las caracteristicas
clinico-oftalmologicos en sujetos con CA antes y al término del tratamiento con SLIT.

Debido a las limitantes que se tuvieron durante este proyecto, se realizO una
modificacién y a continuacion se presenta la comparaciéon de la gravedad de los
sintomas y signos de dos sujetos con CA antes y después del primer frasco de SLIT
(28 dias después) los cuales fueron evaluados mediante la escala de evaluacion de
Robles-Contreras, et al., 2011 (Tabla 1.2 y figura 1.5)

Gravedad de sintomas oculares




En sujetos con CA se comparo la puntuacion de sintomas oculares antes y después del
primer frasco de SLIT en la tabla 6.5 se muestran los valores individuales de cada
sujeto.

Tabla 6.5 Sintomas de sujetos con CA antes y después del tratamiento con el primer
frasco SLIT

ltems Dcs 001 Dcs 002
Antes Después ler | Antes Después ler
Frasco SLIT Frasco SLIT

Prurito 7 3 4 2

Lagrimeo 2 0 2 2

Fotofobia 4 3 6 2
Sensacion de | 4 4 2 0

cuerpo

extrafio

Ardor 5 5 6 2

Total 22 15 20 8

Cambios en la gravedad de los sintomas oculares de sujetos con CA después del tratamiento con el
primer frasco SLIT. Clasificando como: 0=Ausente, 1=Algunas veces, 2=La mitad de las veces, 3=La
mayor parte de las veces, 4=Todo el tiempo.

Se observa mejoria clinica en la puntuacién de cada paciente de la escala de gravedad
de sintomas oculares en las condiciones antes y después del primer frasco de SLIT.
(Figura 6.22)
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Figura 6.20 Gréfica de la comparacion de la gravedad de la puntuacion de los sintomas
oculares de los sujetos con CA antes y después del tratamiento con el primer frasco
SLIT.

Cambios en la gravedad de los sintomas oculares de sujetos con CA después del tratamiento con el
primer frasco SLIT. n=2

Gravedad de signos oculares

En sujetos con CA se comparo la puntuacion de signos antes y después del primer
frasco de SLIT en la tabla 6.6 se muestran los valores individuales de cada sujeto.

Tabla 6.6 Signos de sujetos con CA antes y después del tratamiento con el primer frasco
SLIT

Items Dcs 001 Dcs 002
Antes Después ler | Antes Después de
Frasco SLIT ler Frasco
SLIT
Aspecto del |0 0 1 0
parpado
Margen del 0 0 1 0
parpado y
lineas de
Marx
Hiperemia 0 0 1 0
conjuntival y
exudado




Exudado 0 0 1 0
Inflamacién 1 1 2 0
de la

conjuntiva

tarsal

Compromiso |1 0 1 0
limbal

Compromiso |0 0 0 0
corneal

Total 2 1 7 0

Cambios en la gravedad de los signos oculares de sujetos con CA después del tratamiento con el primer

frasco SLIT.

Se observa mejoria clinica en la puntuacidn de cada paciente de la escala de gravedad
de signos oculares en las condiciones antes y después del primer frasco de SLIT.

(Figura 6.23)

Gravedad de los signos oculares de los sujetos con CA antes y después
del tratamiento con el primer frasco

Figura 6.21 Gréafica de la comparacion de la gravedad de los signos oculares de los
sujetos con CA antes y después del tratamiento con el primer frasco SLIT.
Cambios en la gravedad de los signos oculares de sujetos con CA después del tratamiento con el primer

frasco SLIT. n=2
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La suma de la puntuacion total de la gravedad de signos y sintomas oculares también
fue evaluada con la finalidad de comparar los cambios en la gravedad de la CA en
sujetos con CA antes y después del tratamiento con el primer frasco SLIT. (Tabla 6.7)

Tabla 6.7 Puntaje total de gravedad de sintomas y signos de sujetos con CA antes y
después del tratamiento con el primer frasco SLIT

Sujeto  con DCs 001 DCs 002
CA
Antes Después ler | Antes Término  ler
Frasco SLIT Frasco SLIT
Puntaje total | 24 16 27 8

Clasificacion: 0 puntos = Ausente, 1-12 puntos = leve, 13-24 puntos = moderado, 25-36 puntos =
moderado/grave y 36-48 puntos = grave.

Se observa mejoria clinica en la puntuacion total de cada sujeto de la escala de
gravedad de sintomas y signos oculares en las condiciones antes y después del primer
frasco de SLIT. Ya que la clasificacion del sujeto Dcs 001 antes del primer frasco de
SLIT era moderado/grave y posteriormente fue moderado y el sujeto Dcs 002 antes del
primer frasco de SLIT era moderado/grave y posteriormente fue leve. (Figura 6.24)

Gravedad de sinfomas y signos oculares de los sujetos con CA antes y después
del tratamiento con el primer frasco SLIT
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Figura 6.22 Gréfica de la comparacion de la gravedad de sintomas y signos oculares de

los sujetos con CA antes y después del tratamiento con el primer frasco SLIT.
Cambios en la gravedad clinica de sujetos con CA después del tratamiento con el primer frasco SLIT. n=2

Objetivo 6: Evaluar los cambios en la calidad de vida de sujetos con conjuntivitis
alérgica antes del inicio del tratamiento y al término del sexto frasco de tratamiento con
SLIT.



Como lo comentado previamente debido a las limitantes que se tuvieron durante este
proyecto, se realiz6 una modificacion y a continuacion les presentaré la comparacion
de la gravedad de los sintomas y signos de sujetos con CA antes y después del primer
frasco de SLIT (28 dias después) los cuales fueron evaluados mediante el cuestionario
pediatrico de calidad de vida para rinoconjuntivitis (PQRQL).(6)

El cuestionario PRQLQ consta de 23 preguntas agrupadas en 5 dominios (Sintomas de
nariz, sintomas de 0jos, problemas practicos, otros sintomas y limitacion de
actividades) las cuales los pacientes contestaron el grado de sus molestias por medio
de la seleccion de respuestas de una escala que va de 0 a 6, donde 0 es la ausencia
de molestias y 6 es la mayor expresion de molestia.

Se considera una mejoria clinicamente significativa (MID, por sus siglas en inglés)
cuando la diferencia de medias es de 0.5.

Sintomas de nariz

En la evaluacién de la puntuacion cada item del PQRQL de sintomas de nariz antes-
después del primer frasco de SLIT de cada paciente, se observa que en ambos sujetos
existe reduccién de la percepcion de la mayoria de los items estudiados. En especifico
el sujeto DCs 002 tiene una mejoria de tres puntos en el total de todos los sintomas de
este cluster (Tabla 6.8)

Tabla 6.8 Puntuacion de cada item de sintomas de nariz de sujetos con CA antes
y después del primer frasco de SLIT.

Sujeto DCs 001 DCs 002

) Después ler Después ler

Item Antes |Frasco SLIT |Antes |Frasco SLIT

Nariz tapada 2 2 4 3
Estornudos 1 2 1 0
Goteo de nariz 0 2 3 3
Picor en la nariz 5 2 2 1
Total 8 8 10 7

Comparacion de las puntuaciones antes-después del primer frasco de SLIT de cada sujeto con CA.

Al realizar el ejercicio de la comparacion de las medias y desviacion estandar de cada
item del PQRQL de sintomas de nariz se observa que a pesar de que ninguno tiene
una diferencia estadisticamente significativa, en los items de nariz tapada y picor de
nariz se observa una diferencia clinica de mejoria de al menos 0.5 obtenida por la
diferencia de medias. También se observa diferencia clinica de aumento en la
percepcion de las molestias del item goteo de nariz. (Tabla 6.9)



Tabla 6.9 Comparacién de medias de cada item que conforma a sintomas de nariz del

PQRQL.

Sintomas de Antes Después ler Diferencia de p
nariz Frasco SLIT medias

Nariz tapada 3 (x1.4) 2.5 (x0.71) -0.50 ns
Estornudos 1 (x0) 1(x1.41) 0 ns
Goteo de nariz 1.5 (x2.12) 2.5 (x0.70) 1 ns
Picor en lanariz | 3.5 (¢2.12) 1.5 (x0.70) -2 ns
Total 2.5 (+1.66) 1.8 (+0.99) -0.37 ns

Se muestran las medias (+ desviacion estandar), diferencia de medias y p obtenida de la prueba T de Student para
la comparacion de medias de cada item que conforma a este dominio. n=2

Sintomas de ojos

En la evaluacién de la puntuacién cada item del cuestionario de calidad de vida de
sintomas de ojos antes-después del primer frasco de SLIT de cada paciente, se
observa que en ambos sujetos existe reduccion de la percepcion de la algunos de los
items estudiados. Se observa que ambos sujetos tienen una mejoria considerable en el
total de todos los sintomas de este cluster (Tabla 6.10)

Tabla 6.10 Puntuacion de cada item de sintomas de ojo de sujetos con CA antes y
después del primer frasco de SLIT

Sujeto DCs 001 DCs 002
Después ler Después ler
item Antes | Frasco SLIT |Antes |Frasco SLIT
Picor de ojos 0 1 3 1
Te lloren los ojos 0 0 2 0
Ojos hinchados 3 0 0 0
Dolor en los ojos 3 1 1 0
Total 6 2 6 1

Comparacion de las puntuaciones antes-después del primer frasco de SLIT de cada sujeto con CA.

En la evaluacion de cada item del PQRQL de sintomas de ojos se observa que a pesar
de que ninguno tiene una diferencia estadisticamente significativa en los items de picor
de ojos, ojos llorosos y dolor en 0jos se observa una diferencia clinica de mejoria de al
menos 0.5 obtenida por la diferencia de medias. (Tabla 6.11)

Tabla 6.11 Comparacion de medias de cada item que conforma a sintomas de ojos del

PQRQL.

Sintomas de Antes Después ler Diferencia de p




ojos Frasco SLIT medias

Picor de ojos 3.5 (x0.71) 1.5 (x0.71) -1.5 ns
Te lloren los 1(x1.4) 0.5 (x0.70) -0.5 ns
ojos

Ojos hinchados | 0 (x0) 0 (x0) 0 ns
Dolor en los 2 (x1.4) 0 (x0) -2 ns
ojos

Total 1.6 (£1.6) 0.50 (+0.76) -1.1 ns

Se muestran las medias (+ desviacion estandar), diferencia de medias y p obtenida de la prueba T de Student para
la comparacion de medias de cada item que conforma a este dominio. n=2

Problemas practicos

En la evaluacién de la puntuacion cada item del PQRQL de problemas practicos antes-
después del primer frasco de SLIT de cada paciente, se observa que en ambos sujetos
existe reduccion de la percepcion de la mayoria de los items estudiados. En especifico,
el sujeto DCs 002 tiene una mejoria considerable en el total de todos los sintomas de
este grupo. (Tabla 6.12)

Tabla 6.12 Puntuacion de cada item de problemas préacticos de sujetos con CA
antes y después del primer frasco de SLIT

Sujeto DCs 001 DCs 002
Después

Después ler ler Frasco

item Antes |Frasco SLIT Antes |SLIT

Tener que frotarte los ojos y

nariz 5 3

Tener que sonarte la nariz 0 2 3 3

Tener que llevar pafiuelos 0 0

Tener que tomar medicinas

para tus alergias 3 2 2 0

Verglienza 0 0 0 0

Total 8 8 12 5

Comparacion de las puntuaciones antes-después del primer frasco de SLIT de cada sujeto con CA.

En la evaluacion de cada item del PQRQL de problemas practicos se observa que a
pesar de que ninguno tiene una diferencia estadisticamente significativa en los items
de tener que frotarse los ojos y nariz, tener que llevar pafuelos y tener que tomar
medicinas para tus alergias se observa una diferencia clinica de mejoria de al menos
0.5 obtenida por la diferencia de medias. También se observa diferencia clinica de



aumento en la percepcion de las molestias del item tener que sonarte la nariz. (Tabla

6.13)

Tabla 6.13 Comparacién de medias de cada item que conforma a problemas practicos del

PQRQL.

Problemas practicos Antes Después ler | Diferencia de P
Frasco SLIT | medias

Tener que frotarte los ojosy | 4 (z1.4) 2 (x1.4) -2 ns

nariz

Tener que sonarte la nariz 1.5 (x2.1) 2.5 (x0.70) 1 ns

Tener que llevar pafiuelos 2 (£2.8) 0.5 (x0.70) -15 ns

Tener que tomar medicinas 2.5 (x70) 1(x1.4) -1.5 ns

para tus alergias

Verglienza 0 (x0) 0 (x0) 0 ns

Total 2 (x1.9) 1.2 (x1.2) -0.80 ns

Se muestran las medias (+ desviacion estandar), diferencia de medias y p obtenida de la prueba T de Student para
la comparacion de medias de cada item que conforma a este dominio. n=2

Otros sintomas

En la evaluacién de la puntuaciéon cada item del PQRQL de otros sintomas antes-
después del primer frasco de SLIT de cada paciente, se observa que en ambos sujetos
existe reduccién de la percepcion de todos los items estudiados. Ambos sujetos tienen
una mejoria considerable en el total de todos los sintomas de este conjunto. (Tabla
6.14)

Tabla 6.14 Puntuacion de cada item de otros sintomas de sujetos con CA antes y
después del primer frasco de SLIT

Sujeto DCs 001 DCs 002
Después ler Después ler
item Antes | Frasco SLIT Antes | Frasco SLIT
Tener sed 3 2 2 0
Picor de garganta 0 0 0 0
Dolor de cabeza 4 1 1 0
Cansancio 0 0 1 0
Mal en general 0 0 1 0
Irritable 0 0 2 2
Total 7 0 7 2

Comparacion de las puntuaciones antes-después del primer frasco de SLIT de cada sujeto con CA.



En la evaluacién de cada item del PQRQL de otros sintomas se observa que a pesar
de que ninguno tiene una diferencia estadisticamente significativa en los items de tener
sed, dolor de cabeza, cansancio y mal en general se observa una diferencia clinica de
mejoria de al menos 0.5 obtenida por la diferencia de medias. (Tabla 6.15)

Tabla 6.15 Comparacién de medias de cada item que conforma a otros sintomas del

PQRQL.
Otros sintomas Antes Después ler Diferencia de P
Frasco SLIT medias

Tener sed 2.5 (£70) 1(x1.4) -1.5 ns
Picor de garganta 0 (x0) 0 (x0) 0 ns
Dolor de cabeza 2.5 (x¥2.12) 0.5 (+.70) -2 ns
Cansancio 0.5 (x.70) 0 (x0) -0.5 ns
Mal en general 0.5 (x.70) 0 (x0) -0.5 ns
Irritable 1 (+1.41) 1 (x1.42) 0 ns
Total 1.2 (£1.3) 0.42 (+0.79) -0.75 0.02

Se muestran las medias (+ desviacion estandar), diferencia de medias y p obtenida de la prueba T de Student para
la comparacion de medias de cada item que conforma a este dominio. n=2

Limitacion de actividades

En la evaluacion de la puntuacion cada item del PQRQL de limitacion de actividades
antes-después del primer frasco de SLIT de cada paciente, se observa que el sujeto
DCs 001 tienen una mejoria considerable en el total de todos los sintomas de este
cluster, en cambio en el sujeto DCs 002 la percepcion de estos items empeoré (Tabla
6.16)

Tabla 6.16 Puntuacion de cada item de otros sintomas de sujetos con CA antes y
después del primer frasco de SLIT

Sujeto DCs 001 DCs 002
Después ler Después 1ler

item Antes |Frasco SLIT |Antes |Frasco SLIT

Jugar al aire libre 0 0 5 3

Dificultad para

quedarse dormido 0 1 3 3

Despertar durante

lanoche 5

Dificultad para prestar atencion
Total 6




Comparacién de las puntuaciones antes-después del primer frasco de SLIT de cada sujeto con CA.

En la evaluacion de cada item del PQRQL de limitacion de actividades se observa que
a pesar de que ninguno tiene una diferencia estadisticamente significativa en los items
de tener que jugar al aire libre, despertar durante la noche vy dificultad para prestar
atencion se observa una diferencia clinica de mejoria de al menos 0.5 obtenida por la
diferencia de medias. También se observa diferencia clinica de aumento en la
percepcion de las molestias del item de dificultad para quedarse dormido. (Tabla 6.17)

Tabla 6.17 Comparacion de medias de cada item que conforma a limitacion de
actividades del PQRQL

Limitacion de Antes Después ler | Diferenciade | P
actividades Frasco SLIT medias

Jugar al aire libre 2.5 (¥3.53) 1.5 (x2.12) -1 ns
Dificultad para 1.5 (x2.12) 2 (x1.4) 0.5 ns
quedarse dormido

Despertar durante 2.5 (£3.53) 1(x1.4) -15 ns
la noche

Dificultad para 0.5 (x0.70) 0 (x0) -0.5 ns

prestar atencién

Total 1.8 (+2.3) 1.1 (x1.4) -0.63 ns

Se muestran las medias (+ desviacion estandar), diferencia de medias y p obtenida de la prueba T de Student para
la comparacion de medias de cada item que conforma a este dominio. n=2

En la figura 6.25 se observa la representacion gréafica de los cambios en la puntuacion
general de cada dominio del cuestionario en sujetos con CA antes y después del primer
frasco de inmunoterapia.

Todos los dominios excepto sintomas de nariz mejoraron a los 28 dias de tratamiento
con SLIT ya que se observa una MID de 0.5 y solo en el dominio “otros sintomas” se

observa una diferencia estadisticamente significativamente diferente en la calidad de

vida antes y después del tratamiento con el primer frasco de SLIT.
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Figura 6.23 Gréafica comparativa general de cada dominio que conforma al PQRLQ.
Comparacion de los cinco dominios que integran al PQRLQ. Antes, A; Después primer frasco de SLIT, D.
*p=0.0210, obtenida de la prueba T de Student. n=2

Por dltimo, se realiz6 un andlisis global de todos los dominios para comparar los
resultados del PQRLQ de sujetos con CA antes y después del primer frasco de SLIT
obteniendo que si hay diferencia estadisticamente significativa de 0.0011 con una
diferencia de medias de -0.74 por lo que los sujetos con CA tuvieron una mejoria ya
gue sus sintomas mejoraron al término de primer frasco de SLIT. (Figura 6.26)

Comparacion global del PQRLQ
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Figura 6.24 Grafica comparativa global del PQRLQ.

Representacion de los cambios en el puntaje global de PQRLQ antes y después del primer frasco de SLIT.
**p=0.001, obtenida de la prueba T de Student n=2



Capitulo 7 Discusién

En condiciones fisioldgicas las DCs existen en menos del 1% en sangre periférica64
lo que dificulta su investigacion, sin embargo, es sabido que las DCs pueden ser
diferenciadas a partir de monocitos de sangre periférica (MoDCs) en presencia de GM-
CSF e IL-4, las MoDCs generadas in vitro se aproximan a las poblaciones de DCs que
existen in vivo en condiciones de estado estacionario, es decir son inmaduras y se
caracterizan por ser eficientes en capturar antigenos pero con ineficiencia para la
activacion de linfocitos T, por lo que necesitan un estimulo como el LPS, el cual es una
estructura microbiana prototipo que induce la maduracién de DCs. (169

En este estado de maduracién se disminuye la capacidad de captura de antigenos,
pero aumenta la capacidad de expresion MHCII, moléculas de coestimulacién y sintesis
de citocinas, estos Ultimos tres procesos integran las tres sefiales criticas para la
activacion y diferenciacion de linfocitos.(®3%

En especifico la segunda sefal es clave para definir el destino de la funcién del linfocito
T, ya que se caracteriza por inducir cascadas de sefializacién de activacion o inhibicion,

las cuales modifican la sefalizacion de activacién o inhibicién del receptor de linfocitos
T (166, 167)

Actualmente existe conocimiento sobre la funcién de las moléculas de coestimulacion,
sin embargo, en estos reportes de literatura la expresion de las moléculas de
coestimulacion de la familia B7 se conoce poco de la expresion espaciotemporal
superpuesta en las DCs, debido a que han sido evaluadas de forma individual o en

pares en diferentes lineas celulares bajo diferentes concentraciones de LPS y tiempos
de estl'mulo. (48, 125, 134, 141, 152, 155)

Por lo que los objetivos de la primera parte de esta investigacidn se centraron en
evaluar en MoDCs de sujetos sanos la cinética de expresion de las moléculas de
coestimulacion CD86, ICOSL (activadoras) PD-L1, PD-L2 (inhibitorias) y el factor de
transcripcion IRF-4 asi como la expresion de citocinas en el sobrenadante de los
cultivos para integrar el patron de su expresion espaciotemporal posterior al estimulo
con LPS a distintas concentraciones.

Primera parte del proyecto

-Moléculas de coestimulacion activadoras (CD86 e ICOS-L) en sujetos sin alergia

La molécula de coestimulacion CD86 es expresada de forma constitutiva en DCs,
monocitos, linfocitos T y B(168)

Granucci, et al. en el afio 1999, estudiaron por medio de citometria de flujo los cambios
en la expresion de CD86 inducidos por LPS en células dendriticas mieloides inmaduras
de la linea celular D1, las cuales fueron cultivadas en ausencia (tiempo 0) o presencia
de 10pg/ml LPS durante 1, 2, 4, 6 y 18 horas. Observaron que CD86 aumenta su
expresion de forma homogénea y progresiva a través del tiempo. (162



En contraste con estos resultados, en nuestros ensayos no hay cambios significativos
en la expresion de CD86 a las 12 horas comparado con las MoDCs sin estimulo. Sin
embargo, es importante mencionar que nosotros usamos MoDCs y no la linea celular
D1 por lo que la diferencia de estos resultados en la expresion de CD86 se puede
deber a esta variable en las células evaluadas.

Por otro lado, Han TH., et al, en el afio 2009 realizaron ensayos donde comparan el
uso LPS con IFN-y (100 mg/mL y 1000 IU/mL, respectivamente) en combinacién con
IL-1B8 y/o TNF-a por 24 horas con la finalidad de determinar la efectividad de esos
cocteles de citocinas en la maduracion de las MoDCs. Observaron que expresion de
CD86 a las 24 horas fue mayor que al tiempo 0 sin importar el estimulo afiadido. (169

En nuestros ensayos no observamos cambios significativos en la expresion de CD86 a
las 24 horas bajo ningun estimulo, por lo que concluimos que la causa de los cambios
observados desde las 24 horas por este grupo de investigacion son resultado de la
combinacion de esas citocinas y no del uso de forma individual de LPS.

Torres-Aguilar H., et al, en el afio 2010, estimularon MoDCs con una concentracion de
0.5ug/ml de LPS por dos dias y observaron que expresaron altos niveles de CD86.179
En nuestros ensayos observamos que también existe un aumento significativo de CD86
a las 48 horas en las tres concentraciones evaluadas, lo que sugiere que el estimulo
inicial con LPS es suficiente para iniciar el proceso de maduracion de los MoDCs y que
conforme pasa el tiempo se desencadenan eventos que se observan como tendencia
de aumento progresivo en la expresion de CD86 los cuales culminan a las 48 horas,
tiempo en donde se observa un pico maximo de expresion de CDB86.

Por otro lado, la molécula de coestimulacion de activaciéon ICOS-L es expresada de
forma constitutiva en DCs, linfocitos B, macrofagos del bazo y peritoneo.38) En
nuestros ensayos también se observo que las MoDCs tienen una expresion basal.

En nuestros ensayos observamos que a las 12 horas posteriores del estimulo con
lug/ml de LPS, la expresion de ICOS-L aumenta de forma significativa, en un tiempo
similar (18 horas) Tomoki y colaboradores en el afio 2007, reportaron que posterior a
las 18 horas de estimulo con 1ug/ml de LPS habia una disminucién en la expresion de
ICOS-L.471)

Nieminen y colaboradores en el afio 2014, estudiaron posterior al estimulo de 100ng/m|
LPS por 18 que la expresién de ICOS-L por medio de la técnica de microarreglos se
encontraba aumentada.’? Nosotros no observamos modificaciones en la expresion
de ICOS-L en las 12 ni 24 horas posteriores al estimulo con 100ng/ml de LPS, no
obstante esto puede ser debido a que ellos usaron una técnica para cuantificar la
expresion génica de ICOS-L y nosotros medimos la presencia de la proteina en la
membrana superficial de los MoDCs.

Aicher y colaboradores en el afio 2000, observaron que la expresion de ICOS-L no se
modificaba en MoDCs en las 48 horas posteriores al estimulo con 100ng/ml de LPS.(163)
Sin embargo, nosotros observamos que ICOS-L aumenta de forma significativa a las 48
horas de la estimulacion con 100ng/mly 10ug/ml de LPS.



Al estudiar el patrén de expresién de CD86 e ICOS-L en MoDCs posterior al estimulo
de LPS en concentraciones y tiempos diferentes, nos permitid observar que ambas
moléculas se expresan de forma constitutiva en ausencia de estimulo y que conforme
pasa el tiempo posterior a la activacion inicial con LPS su expresion aumenta de forma
significativa a lo largo del tiempo observando un pico maximo de expresion a las 48
horas.

Observamos que el patron de expresion de estas moléculas se sobrelapa, sin embargo,
nuestros ensayos no nos permiten conocer los mecanismos que regulan su expresion
génica ni como se coordinan funcionalmente para iniciar respuestas inmunolégicas
contra los antigenos.

-Moléculas de coestimulacién inhibidoras (PD-L1 y PD-L2) en sujetos sin alergia.

Las moléculas de coestimulacién PD-L1 y PL-D2 son descritas principalmente por su
funcion de regulacion negativa ya que se vinculan con la capacidad de las DCs para
inducir tolerancia. 173 Comparten 38% de la homologia de aminoacidos y se ha
identificado que el receptor de ambos es PD-1.(174

Se ha reportado PD-L1 y PD-L2 tienen una expresion basal en DCs, macrofagos,
células endoteliales y en MoDCs. 75177 o que concuerda con nuestros ensayos ya
gue también observamos expresion basal de PD-L1 y PD-L2 en MoDCs.

Se ha descrito que en macrofagos derivados de monocitos (MDMs) y en MoDCs la
expresion de PD-L1 aumenta significativamente a las 48 horas posteriores a la
activacién con 10ug/ml y 20ng/ml de LPS, respectivamente. (176 7)) Por otro lado, se
ha reportado que la expresion de PD-L1 y PD-L2 con 100ng de LPS por 24 horas en
MoDCs se mantiene sin cambios @78 y con 10ug/ml de LPS por 48 horas la expresion
de PD-L2 aumenta ligeramente.*76 Nosotros observamos que ambas moléculas de
coinhibicién tienen un patrén de expresién parecido: ya que a las 12 horas ya que
ambas aumentan su expresion bajo cualquier concentraciéon. PD-L1 mantiene un
aumento progresivo y significativo a través del tiempo en todas las concentraciones
mientras que PD-L2 solo aumenta de forma significativa nuevamente a las 48 horas
con 1lug y 10ug comparado con las células sin estimulo.

La participacién de estas moléculas de coestimulacion inhibitorias en la produccion de
citocinas se discutirh mas adelante, sin embargo, para conocer de forma cuantitativa
cual de las dos moléculas provoca una mayor disminucion de la proliferaciéon celular se
podria realizar un ensayo de cocultivo de MoDCs con linfocitos T en presencia del
compuesto fluorescente éster de succinimidil-carboxifluoresceina en presencia de
anticuerpos bloqueadores de PD-L1 o con anti-PD-L2.

IRF-4

Eguchi y colaboradores en el afio 2013, evaluaron por medio de western blot la
expresion de IRF-4 en macrofagos de meédula ésea (BMDMSs) de ratones en presencia



de 10ng/ml de LPS a los 5, 15, 30 y 60 minutos asi como a las 2, 4 y 8 horas y
observaron que existe un aumento progresivo de IRF-4.179)

En nuestros ensayos observamos que IRF-4 tiene una expresion basal intracelular la
cual se mantiene sin importar la concentracion de estimulo a lo largo del tiempo, esto
concuerda con la literatura ya que se ha reportado que de IL-4 y GM-CSF durante el
proceso de generacién de DCs a partir de monocitos de sangre periférica induce la
expresion de IRF-4.(119)

-Concentracion de citocinas presentes en el sobrenadante de cultivos de MoDCs de
sujetos sin alergia

Las interacciones entre las MoDCs y su ambiente son fundamentales para la
generacion de las respuestas inmunoldgicas innatas y adaptativas, ya que posterior a
la estimulacion con antigenos como componentes bacterianos (Ej. LPS), las DCs
inmaduras se someten a un proceso de maduracién que implica como ya observamos
la expresion de las moléculas de coestimulacion y expresion de citocinas. Estas Ultimas
pueden ser proinflamatorias o antiinflamatorias las cuales tienen la finalidad de
proporcionar sefiales criticas para la activacion y diferenciacion celular, por lo que se
evaluo la expresion de las citocinas de IL-6, IL-10, IL- 4, TNF-a y INF-y en el
sobrenadante de los cultivos mediante Cytometric bead arrays.

IL-6

Distintos grupos de investigacion han observado por medio de ELISA un incremento en
la presencia de IL-6 en el sobrenadante de MoDCs humanos a pocas horas de
estimulo (4 horas) con 100ng/ml,*®) 1ug/ml de LPS18D asi como las 24 horas con
1ug/ml de LPS.(182)

Con nuestros datos se puede observar que la produccion de IL-6 en MoDCs aumenta
desde las 12 horas posteriores a la estimulacion con LPS lo que podria generar una
retroalimentacion positiva para continuar con su expresion fluctuante, aunque con
incremento significativo a lo largo del tiempo (a las 24 horas con 100ng y 10ug y a las
48 horas en todas las concentraciones) comparado con las MoDCs sin estimulo.

Esto es concordante con la literatura ya que se ha observado que citometria de flujo se
ha reportado que en el sobrenadante de MoDCs aumenta la expresion de IL-6 a las 12
horas bajo el estimulo de 100ng/ml de LPS.(183) y con 100ng/ml de LPS por 24 horas
aumenta la expresion de IL-6 intracelular en MoDCs. (184

IL-10

La citocina IL-10 es considerada como inmunosupresora debido a sus propiedades
antiinflamatorias ya que limita o inhibe las respuestas excesivas de los linfocitos T a los
patdgenos microbianos para prevenir la inflamacién crénica y dafio tisular.(®% En
MoDCs humanas se observo que posterior a la estimulacion con 10ug/ml y 1ug/ml LPS
por 18 y 24 horas, respectivamente las MoDCs expresan en el sobrenadante altos
niveles de IL-10.(186.187) En nuestros ensayos se observa un patron semejante ya que la



IL-10 se incrementa a las 12 y 48 horas con el estimulo de 1ug, y a las 24 horas con
10ug/ml comparadas con las MoDCs que no fueron estimuladas.

Se ha demostrado que el LPS en monocitos y MoDCs humanos induce la activacion de
diversas cascadas intracelulares, una de ellas es p38 la cual es importante para la
produccion de TNF-a.(188 189 También se ha descrito en estas células que posterior a la
estimulacion con LPS se sintetiza el precursor transmembranal de TNF-a (pro-TNF) y
se acumula en el aparato de Golgi, este posteriormente se relocaliza en la superficie
celular el cual es escindido mediante metaloproteinasas por lo que consecuentemente
es liberado al sobrenadante.(%0) (191)

INF- a

Langenkamp y colaboradores en el afio 2000, encontraron en el sobrenadante de DCs
gue con el estimulo de 100ng/ml de LPS, TNF-a incrementa de forma linear desde las 4
horas de estimulo hasta 10 horas posteriores.(189 y también se ha estudiado que con
100ng/ml de LPS a las 12 y 24 horas (183 184 y con 1ug/ml a las 48 horas%? hay un
incremento de TNF-a en el sobrenadante de cultivos de DCs.

En concordancia, nosotros observamos hay un aumento significativo en todas las
concentraciones y horas estudiadas comparadas con las MoDCs sin estimulo,
resaltando que bajo cualquier concentracion a las 12 horas se registro la concentracion
maxima de esta citocina y la concentracion disminuyé de forma gradual hasta las 48
horas donde se observa la concentracion minima la cual sigue siendo estadisticamente
significativamente mayor a las MoDCs sin estimulo.

Se ha descrito que en MoDCs inmaduras mueren dentro de las 48 horas posteriores al
retiro de citocinas exdgenas usadas para su diferenciacion (IL-4 y GM-CSF) y que el
TNF autocrino inducido por la estimulacién con LPS a través de sus receptores TNFR1
Y 2 rescata a estas MoDCs inmaduras. Sin embargo, una vez que estas células han
madurado existe una disminucién en la expresion de TNF y de sus receptores lo que
desencadena el proceso de muerte celular. (192 193)

Con estas observaciones en la disminucion progresiva a través del tiempo de la
expresion de TNF-a se puede hipotetizar que puede estar representando un papel de
autorregulacion en nuestras MoDCs.

IEN-Y

En modelos murinos se ha descrito la capacidad de induccion del RNAm de IFN-y de
los macroéfagos estimulados con LPS.(1%4 (195 En MoDCs inmaduras humanas se ha
descrito que no existe produccion de INF-y, en cambio posterior a las 48 horas de
estimulo con 50ng/ml de LPS se observa un aumento significativo de esta citocina en el
espacio intracelular y en el sobrenadante.(°6)

En concordancia con nuestros ensayos en los sobrenadantes de MoDCs sin estimular
no se observa produccion de IFN-y, en cambio posterior al estimulo con LPS se



observo que IFN-y aumenta de forma significativa solo a las 12 y 48 horas siendo este
altimo el pico maximo.

Nuestros datos nos permiten explorar la expresion de IFN-y en las MoDCs a lo largo
del tiempo y sugieren que posterior al estimulo con LPS se observa el aumento gradual
de IFN-y en el sobrenadante. La produccion y exposicidon a esta citocina podria ser una
sefial autocrina (%) capaz de contribuir a la generacion de MoDCs maduras y
funcionales las cuales podrian llevar a la activacion de linfocitos T mediante la
interaccion de las moléculas de coestimulacion y por ser una fuente temprana de IFN-y.

Para corroborar la sintesis de IFN-y por MoDCs se podrian realizar tinciones
intracitoplasméticas de IFN-y posterior al estimulo con LPS. Y posteriormente se
podrian hacer cocultivos con linfocitos T en presencia o ausencia de anticuerpos
bloqueadores de esta citocina para explorar la capacidad del IFN-y para promover la
activacion y proliferacion de linfocitos T.

IL-2

IL-2 es una citocina que promueve la proliferacion de linfocitos T, asi como la activacion
de NKs para la induccién de la transcripcion de genes pro-apoptoticos.19) Se ha
observado que posterior a la activacion con LPS en DCs existe una translocacion del
factor de transcripcion “factor nuclear de linfocitos T activados” (NFAT) lo que resulta
en la activacion y expresion génica de IL-2.(19)

En MoDCs de sujetos sanos se ha observado que en las 24 horas posteriores al
estimulo con 1lug/ml de LPS existe un incremento en la produccién de IL-2 en
comparacion con las MoDCs control.(182) Esto es concordante con nuestros ensayos ya
gue si dejamos que las MoDCs permanezcan de 24 a 48 horas con 1lug y 10ug/ml de
LPS también observamos un aumento significativamente estadistico en la expresion de
IL-2.

Sin embargo, a diferencia de nuestros tiempos de estudio en los reportes de literatura
se ha reportado que la produccién de IL-2 se encuentra presente en el sobrenadante
de DCs D1 en “olas” de las 4 a 8 horas y posteriormente de las 14 a 18 horas lo que
sugiere que es asi como se puede realizar la activacion de NKs durante la inmunidad
innata y activacion temprana (primming) de linfocitos T al inicio de la inmunidad
adaptativa. (19

Nosotros no observamos diferencias estadisticamente significativas de incremento en
la expresion de IL-2 a las 12 horas, por lo que para conocer si un fenémeno parecido
ocurre en las MoDCs se podrian realizar mediciones de la concentracion de IL-2 a las 8
horas. Y en ensayos alternos se podrian realizar cocultivos de MoDCs estimuladas con
LPS con NKs y medir la produccion intracelular de IFN-y en presencia y ausencia de
anticuerpos blogueadores de IL-2.

Y también de forma alterna, evaluar la capacidad de proliferacion en los linfocitos T en
presencia de la IL-2 sintetizada por las MoDCs, a través de la medicién de la
incorporacion de [H3]-timidina.



De forma integral se puede observar que existe una expresion basal de las moléculas
de coestimulacion estudiadas tanto de activaciéon (CD86 e ICOS-L) como de inhibicion
(PD-L1 y PD-L2). Se observé que a las 48 horas CD86 (en todas las concentraciones),
ICOS-L (solo con 100ng y 10ug) y PD-L1 (en todas las concentraciones) tuvieron su
pico méaximo de expresion. En cambio, PD-L2 tuvo su pico maximo de expresion a las
12 horas en todas las concentraciones estudiadas.

Interaccion entre citocinas y moléculas de coestimulacion

Por otro lado, las citocinas estudiadas no tuvieron una expresion basal y se observo
gue a las 48 horas fue el pico maximo de IL-2 e IFN-y, en particular IFN- y tuvo un
incremento significativo desde las 12 horas, en cuanto a IL-6, IL-10 y TNF- a su pico
maximo ocurrié a las 12 horas.

Se ha descrito que la presencia de IL-2 producida por DCs incrementa la expresion de
CD86 en la superficie celular de los linfocitos T CD4* y CD8+.(1%8) Esto se desconoce en
MoDCs, sin embargo nosotros observamos un aumento estadisticamente significativo a
las 48 horas de IL-2 y de CD86, por lo que seria interesante conocer el efecto un
inhibidor de mTOR como la rapamicina en la expresion de CD86 de MoDCs.

En cuanto a las citocinas cuyo incremento significativo fue a las 12 horas (IL-6, IL-10,
TNF-a e IFN-y) se ha reportado por distintos grupos de investigacion que al afiadirlas a
cultivos de APCs funcionan como inductores de la expresion de PD-L1.(176. 200-202)
Nosotros observamos un incremento significativo desde las 12 hasta las 48 horas de
PD-L1, por lo que hipotetizamos que la accién autocrina y/o paracrina de estas
citocinas conlleva a un incremento de la expresion de PD-L1 en MoDCs.

También se ha descrito que la adicion de TNF-a a cultivos de MoDCs genera un
aumento en su capacidad de maduracion, activacion, migraciobn y presentacion
antigénica.(188. 203 Por |o que tiene sentido que en nuestros ensayos comencemos a
observar su pico maximo a las 12 horas que es cuando comienzan con los eventos de
maduracion.

Por otro lado, también se ha descrito que la adicion de IL-10 a cultivos de MoDCs de
humanos induce un incremento en la expresion de PD-L2.2%) Esto podria ser
concordante con nuestros ensayos ya que observamos que Su pico maximo de
expresion a las 12 horas en todas las concentraciones estudiadas.

Sin embargo, aunque tenemos aumento significativo de estas citocinas nuestros
ensayos no nos permiten conocer cual citocina contribuye mas a la expresion de PD-L1
o0 PD-L2, por lo que podriamos realizar ensayos con anticuerpos bloqueadores de estas
citocinas para conocer cual citocina contribuye mas a la expresion de PD-L1 o PD-L2.

Con estos datos proponemos que, para desarrollar los objetivos de la segunda parte
del proyecto, el tiempo y concentracién Optima para la expresién de las moléculas de
coestimulacion de la familia B7 e IRF-4 que usaremos para estimular a las MoDCs de



pacientes con CA serd de 10ug/ml a las 48 horas para la evaluacién de las moléculas
PD-L1, ICOS-L, IRF-4 y CD86.

Y hemos definido que para la determinacion de las moléculas PD-L2 deberemos utilizar
las concentraciones de 10ug/ml durante un tiempo de estimulo de 12 horas.

Sequnda parte del proyecto

Una vez establecida la concentracién y tiempo 6ptimo de estimulo para la evaluacion
de la expresion de las moléculas de coestimulacion CD86, ICOSL (activadoras) PD-L1,
PD-L2 (inhibitorias) y factor de transcripcion IRF-4 se realizaron los ensayos en MoDCs
en sujetos con CA antes del inicio del tratamiento con SLIT y se compararon con la
expresion de estas mismas en sujetos sin alergia.

Es importante mencionar que existe una diferencia entre la edad de los integrantes del
grupo de sujetos sanos y sujetos con CA. Esto es consecuencia de la dificultad de
obtencién de sangre en volimenes adecuados de sujetos sanos en edad pediatrica
para el grupo control, sin embargo, se ha reportado que en linfocitos T no existe
diferencia en la expresién de CD86 entre sujetos adultos sanos y neonatos, por otro
lado, Manzouri y colaboradores en el afio 2010 también se enfrentaron ante una
problematica parecida y condujeron sus ensayos de la misma manera. 8. 136, 205

-Moléculas de coestimulacién activadoras (CD86 e ICOS-L) en sujetos con CA.

Se sabe que CD86 en modelos murinos de inflamacion de la via aérea, el bloqueo de
CD86 y no de CD80 inhibe la eosinofilia, hiperreactividad bronquial,?°®) produccion de
IgE sérica y disminucion de IL-4 e 1L-2.(297)

Manzouri y colaboradores en el afio 2010, observaron que en MoDCs de sujetos en
edad pediatrica con CA existe un aumento en la IMF de CD86 comparado con la
expresion en sujetos sanos adultos.3%) También se ha reportado que en APCs CDla+
de la mucosa conjuntival de pacientes con VKC expresan mas CD86 en comparacion
con los sujetos sanos. 129

En nuestros ensayos se observa que no existe diferencia estadisticamente significativa
entre la IMF de CD86 de sujetos sanos en comparaciéon con sujetos con CA sin
tratamiento. En cambio, observamos que existe un aumento significativo en la
expresion de esta molécula de activacion cuando las MoDCs de los sujetos con CA
fueron estimuladas con LPS, Der-p y Der-p+LPS comparado con la IMF de sujetos
sanos sin estimulo. Lo cual concuerda con lo observado por Hammad y colaboradores
en el aflo 2016, ya que al estimular MoDCs de sujetos con alergia y sujetos sanos con
Der-p y LPS, el CD86 de sujetos sanos aument6 con el estimulo de LPS, en contraste

la expresion de CD86 en MoDCs de sujetos con alergia aumento en presencia de Der-
p.(208)



Hasta el momento nuestro tamafio de muestra de sujetos con CA es muy pequefia, sin
embargo, se observa que en sujetos con CA hay un incremento en la expresion de esta
molécula en comparacion con la expresada en sujetos sanos.

Por parte de ICOS-L se ha estudiado que las sefales de coestimulacion provenientes
de ICOS-L generan una respuesta de activacion hacia los linfocitos T.(%?) En modelos
murinos que carecen del receptor de ICOS-L, tienen defectos en la produccion de IgE,
asi como en la produccion de 1I-4 e 1I-13. ?19 También se ha establecido en modelos
murinos de asma que al administrar anticuerpos bloqueadores de ICOS-L posterior a la
exposicion con el alérgeno disminuyen la produccion de IgE en centros germinales
(GC), también se observo que hay reduccion en la producciéon de IL-13 en el tejido
pulmonar asi como disminucion de la hiperreactividad pulmonar.?11)

Nuestros resultados hasta el momento nos permiten observar que en sujetos sanos y
con CA existe una produccion basal de ICOS-L, y al contrario lo referido previamente,
la IMF de ICOS-L de MoDCs de sujetos con CA bajo el estimulo de todas las
condiciones no tiene modificaciones en su IMF en comparacion con su expresion basal
e incluso se encuentra significativamente disminuida en comparacién con la IMF de
sujetos sanos estimulados con LPS. Lo cual concuerda con lo reportado en el afio
2014, Shen y colaboradores, quienes observaron que en las MoDCs de sujetos con
rinitis alérgica y no en las de sujetos sanos, existe un menor porcentaje de MoDCs que
expresan ICOS-L y que existe una produccion aumentada de IL-13 e IL-5 por parte de
linfocitos T.(143)

-Moléculas de coestimulacion inhibidoras (PD-L1 y PD-L2) en sujetos con CA.

Por parte de PD-L1 se ha reportado que en linfocitos B de sujetos con rinitis alérgica
existe una menor cantidad de estas células que expresan IL10+PD-L1+ comparado con
sujetos sanos.%? Piconi y colaboradores en el afio 2010, han reportado que en APCs
CD14+ existe una menor expresion de PD-L1 en sujetos con alergia comparado con
sujetos que han terminado el tratamiento con SLIT.(@12)

En cuanto a PD-L2 se ha estudiado que en modelos murinos con asma, al aplicar
AntiPD-L2 intraperitonealmente antes de los retos existe aumento significativo en la
hiperreactividad bronquial y eosinofilia en las vias respiratorias asi como incremento en
la produccién de citocinas del perfil Th2 en liquido broncoalveolar.(%% En contraste en
el afio 2013 Lewkowich y colaboradores observaron que las DCs al ser estimuladas in
vitro con &caro de polvo tienen un incremento en la expresion del RNA mensajero de
PD-L2 lo que genera un aumento en la gravedad de esta enfermedad asociado a una
reduccion en la sintesis de 1L-12.(13)

En humanos solo se ha reportado que existe una correlacién positiva entre la expresiéon
de PD-L2 en tejido pulmonar de sujetos con asma y la gravedad de su enfermedad. %3
También se ha observado que en pacientes con asma persistente existe un aumento



en la produccién de IL-5 e IL-13 posterior al estimulo con alérgeno, y esto podia ser
revertido al agregar IL-12 o anticuerpos anti-PD-L2.(214)

Nosotros hasta este momento encontramos que no hay diferencias estadisticamente
significativas en la expresion basal de PD-L1 ni de PD-L2 en MoDCs de sujetos sanos
comparado con sujetos con CA, sin embargo, se observa que la expresion de estas
moléculas de inhibicion de la familia B7 no tienen modificaciones en su IMF en
comparacién con su expresion basal, por otro lado, en comparacion con la IMF de
sujetos sanos estimulados con LPS se encuentran significativamente disminuida.

El LPS en las MoDCs de los sujetos sin alergia tiene la capacidad de aumentar la
expresion de PD-L1 y PD-L2 lo cual no sucede en los sujetos con CA, lo que sugiere
gue en presencia del mismo antigeno la respuesta inmunolégica depende del estado
inmunoldgico del sujeto.

En especifico se ha estudiado que al estimular DCs con LPS existe un fenébmeno
llamado “agotamiento” en el cual las DCs pierden su capacidad para inducir la
diferenciacion de linfocitos T naive hacia el perfil Thl y en cambio existe un aumento en
la expresion de PD-L1 e IL-10 lo que promueve la diferenciacion hacia el perfil T
regulador. (177, 215, 216)

Dentro de los factores de transcripcibn encargados de regular la transcripcion de
citocinas y moléculas de coestimulacién, en especifico de PD-L1 y PD-L2, se encuentra
IRF-4.217. 218) Hasta el momento la informacion acerca de la funcion transcripcional de
IRF-4 en DCs es controversial, ya que se ha reportado que en modelos murinos las
DCs PD-L2+ IRF-4+ expresan altos niveles de BAFT3+ factor necesario para la
polarizacién de la respuesta inmunolégica hacia el perfil Th2.(219)

Pero también se ha descrito que IRF-4 promueve la generacion de células Tregs, y que
en DCs derivadas de la médula ésea de ratones deficientes de IRF-4 la generacién de
Tregs y expresion de PD-L2 se reduce severamente.(157)

En sujetos con CA observamos un aumento en la expresion de IRF-4 en la condicion
de estimulo de Der-p comparado con LPS. Se ha observado en linfocitos T de sujetos
con asma que existe un aumento en la expresion del RNA mensajero de IRF-4
comparado con los sanos, asi como de citocinas del perfil Th2.220 Por lo que al
aumentar el nimero de nuestros pacientes incluidos podremos analizar la expresion de
IRF-4 y correlacionarlo con la expresion de PD-L2 y PD-L1.

Hasta ahora nosotros podemos observar que existe un aumento en la expresion de
CD86 en las MoDCs de sujetos con CA bajo cualquier estimulo comparado con la
expresion basal de las MoDCs de sujetos sin alergia. Por otro lado, PD-L1 y PD-L2 se
encuentran disminuidos bajo cualquier tipo de estimulo en las MoDCs de los sujetos
con CA comparado con la expresion de MoDCs estimuladas de sujetos sin alergia. Al
contrario de lo esperado, existe una disminucion de la expresion de ICOS-L bajo
cualquier tipo de estimulo en las MoDCs de los sujetos con CA comparado con la
expresion de MoDCs estimulados con LPS.



-Efecto de la administracién de SLIT sobre las caracteristicas clinico-oftalmoldgicos en
sujetos con CA antes y al término del tratamiento con el primer frasco de SLIT.

La CA requiere de una atencidén personalizada integrada por un equipo de médicos
oftalmologos y alergblogos los cuales realicen una historia clinica detallada y un
examen fisico general, asi como un examen fisico directo de la superficie ocular para
evaluar aspecto del parpado, margen del parpado y lineas de Marx, hiperemia
conjuntival y exudado, asi como el compromiso limbal y corneal, esto se realiza
mediante el uso de la lampara de hendidura,

Esta evaluacion permite ofrecerles a los pacientes con CA la mejor opcion terapéutica
para tratar los sintomas de su enfermedad, sin embargo, existen pacientes cuya
sintomatologia alérgica ocular no mejora bajo ningin esquema de tratamiento
farmacoldgico convencional, por lo que se tienen que explorar otras opciones como la
SLIT.(13

Hasta este momento nosotros solo podemos evaluar el efecto de la administracion de
SLIT sobre las caracteristicas de signos y sintomas en sujetos con CA antes y al
término del primer frasco con SLIT, los cuales fueron evaluados mediante la escala de
evaluacion de Robles-Contreras en el afio 2011.®)

Observamos que, aunque no existe una disminucion estadisticamente significativa
entre la presentacion de sintomas y signos oculares antes y después del primer frasco
de SLIT, clinicamente los sujetos mejoraron sus puntuaciones en la escala de
gravedad.

Lo cual concuerda con lo reportado en la literatura en donde se observa que sujetos
con asma®?D, rinoconjuntivitis??? y CA 23 de estudios controlados con placebo e AIT
contra el acaro de polvo, que los sujetos con alergia tienen una mejoria clinica bajo el
tratamiento con AIT ya que disminuye la sintomatologia asi como la necesidad de
medicamentos sintomaticos.

Lo que nos permite observar que posterior al primer frasco de tratamiento con SLIT (28
dias) ya se podrian estar generando cambios en el microambiente ocular e inferimos
gue existe una disminucion de los mediadores de la inflamacién y por ende disminuye
la activacion de receptores especialmente los H1 y H2 de las fibras sensoriales los
cuales generan la sintomatologia caracteristica de la CA.(6 224

Otro aspecto importante a revisar en los sujetos con CA bajo el tratamiento con SLIT es
la calidad de vida, ya que nos permite conocer que tan molestos son los sintomas,
rendimiento en las actividades diarias, trastornos del suefio e incluso reacciones
adversas. (@2

Existen reportes que asocian a la CA de forma constante con irritabilidad, frustracion y
vergliienza, asi como, cansancio, disminucion de la productividad escolar vy



concentracion. 25 226) Es importante conocer los cambios en la calidad de vida posterior
al uso de SLIT en estos sujetos,®") por lo que el uso del cuestionario de calidad de
vida para rinoconjuntivitis validado para la edad pediatrica estandarizado (PRQLQ) en
poblacidn mexicana nos es de utilidad. Este cuestionario cuenta con cinco dominios
entre los cuales se incluyen sintomas oculares (sintomas de nariz, sintomas de 0jos,
problemas préacticos, otros sintomas y limitacion de actividades) haciendo este
cuestionario de utilidad para evaluar cada aspecto de la percepcion de calidad de vida
de los sujetos en edad pediatrica. (6

Se ha reportado que los sujetos con rinitis alérgica y CA presentan dolor de cabeza
generada por entrecerrar los ojos y el parpadeo constante.®?®) Por otro lado, también
se ha reportado que estos pacientes presentan cansancio producido por falta de suefio,
incluso se ha reportado que la restriccion de una hora de suefio puede conducir a
disfuncion en la corteza prefrontal, afectando el comportamiento y a la funcion

cognitiva, esta Gltima también es influenciada por el aumento del estrés oxidativo. 2%
231)

Nosotros observamos que posterior al tratamiento con el primer frasco de SLIT existe
una disminucién clinicamente significativa de la percepcion de los sintomas, en los
problemas practicos y en la limitacion de actividades de sujetos con CA. Pero
sobretodo observamos una disminucion estadisticamente significativa en la percepcion
de sintomas como dolor de cabeza, cansancio, malestar general y tener sed.

Otro punto importante en la calidad de vida al recibir el tratamiento de SLIT a evaluar
son las reacciones adversas, las cuales ocurren durante el uso habitual de un
medicamento y caracterizan por ser un efecto no deseado en indeseable.3 Y pesar
de que se ha descrito que la administracion de la inmunoterapia alérgeno especifica
por medio de la via sublingual es una opcion segura y eficaz.?3) En ensayos clinicos
se ha reportado que las principales reacciones adversas se presentan de forma local
en el sitio de administracion, limitAndose a boca, labios, lengua, faringe y garganta. Sin
embargo, en raras ocasiones también se han reportado reacciones adversas como
sintomas de rinitis, prurito 6tico, asma, urticaria o anafilaxia.(?3

Y por ultimo durante la visita 2 se les realiza un cuestionario dirigido para identificar si
tuvieron alguna reaccion. Hasta este momento no hemos tenido reportes de reacciones
adversas posterior al uso de SLIT en sujetos con CA, sin embargo, debemos continuar
promoviendo el reporte de reacciones por medio de medios de farmacovigilancia pasiva
y activa.(?3%)



Capitulo 8 Conclusiones

Al realizar esta investigacion traslacional (inmuno-oftalmoldgica) entendimos por medio
del estudio en MoDCs que las moléculas de coestimulacion de la familia B7 y del factor
de transcripcidon IRF-4 se encuentran expresadas de forma basal en sujetos sin alergia
y que en presencia de LPS tienen un perfil de expresién dependiente del tiempo de
exposicion y concentracion con dicho estimulo infiriendo que la maxima expresion de
estas moléculas se encuentra influenciado por las citocinas presentes en el
microambiente generado en los cultivos.

Al estudiar estas moléculas de la familia B7 y factor de transcripcion IRF-4 en los
sujetos con CA se observa que también expresan de forma basal estas moléculas.
Ademas, se encontré que posterior al estimulo con ligandos del receptor 4 tipo Toll
aumenta la expresion de C86 (molécula coestimuladora de activacion) y no se
observan modificaciones en la expresion de las moléculas de coestimulacion de
inhibicion (PD-L1 y PD-L2). Lo que sugiere que en la MoDCs al captar y procesar al
alérgeno expresan en menor proporcién moléculas inhibitorias lo que puede influenciar
en la desregulacion de la respuesta inmunoldgica hacia los alérgenos al no cumplir con
su funcién de induccion de tolerancia.

Clinicamente estas alteraciones hasta ahora observadas en la expresion de las
moléculas de coestimulacion presentes en la superficie en las DCs son parte
fundamental de la desregulacién de la respuesta inmunoldgica hacia los alérgenos
causando el cuadro alérgico ocular, por lo que debemos continuar su estudio con la
finalidad de entender a mas profundidad la fisiopatologia de los procesos alérgicos para
poder asi generar o mejorar las estrategias terapéuticas para esta enfermedad tan
frecuente pero subestimada.

Hasta este momento el Unico tratamiento capaz de inducir tolerancia y modificar la
historia natural de los sujetos con alergia es la inmunoterapia alérgeno especifica,
dentro de nuestros hallazgos clinicos, observamos que en los resultados individuales
de cada sujeto posterior al tratamiento con el primer frasco de SLIT existe una mejoria
en la mayoria de los sintomas y signos, asi como en la percepcion de la calidad de vida
de los sujetos con CA.



Capitulo 9 Perspectivas y
limitaciones

Debido a que nuestro tamafio de muestra hasta ahora es pequeiio los resultados
obtenidos no pueden ser generalizados, por lo que es fundamental que se continde con
la inclusion de sujetos para conocer con exactitud las modificaciones en la expresion de
las moléculas de coestimulacion y factor IRF-4 en las MoDCs de sujetos sin alergia
comparados con la de los sujetos con CA.

Por lo otro lado, para conocer el efecto de las diferencias en la expresion de las
moléculas de coestimulacion de la familia B7 (CD86, ICOS-L, PD-L1 y PD-L2) asi como
del factor IRF-4 en MoDCs posterior a la estimulacién con LPS en sujetos con sanos
comparado con los sujetos con CA, se podrian realizar cocultivos de MoDCs con
linfocitos T en presencia y ausencia de anticuerpos bloqueadores de todas estas
moléculas, posteriormente, el sobrenadante de los linfocitos T se caracterizaria para
conocer el perfil de citocinas generado en ese microambiente.

Se deben incluir a los sujetos que hayan terminado el frasco 6 (seis meses de
tratamiento) ya que en esta fase de tratamiento es cuando se comienzan a observar los
cambios inmunoldgicos asociados al tratamiento con SLIT. Al realizarles las
evaluaciones oftalmo-inmunoldgicas planeadas podremos realizar correlaciones de la
expresion de estas moléculas de la familia B7 y factor IRF-4 con la gravedad de
sintomas y modificaciones en la calidad de vida para asi determinar si algunos de estos
parametros inmunoldgicos podrian funcionar como biomarcadores de eficacia de esta
terapia e incluso en el futuro estos ensayos puedan ser base para el disefio de estudios
confirmatorios mas grandes, asi como para la mejora o disefio de inmunoterapias mas
eficientes
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Anexo 1

Caracteristicas anatomo-funcionales de la superficie ocular

La superficie ocular se encuentra afectada por la fisiopatologia de la CA, por lo que es
importante conocer sus mecanismos anatomo-funcionales para entender como la
desregulacion en estos componentes desencadena la fisiopatologia y por consiguiente,
el cuadro clinico y la afectacion a la calidad de vida.®

e Caracteristicas de la superficie ocular

-Parpados

Los parpados son pliegues de piel y musculos que se cierran de forma voluntaria o
refleja sobre el ojo para protegerlo, es decir son una barrera mecénica entre el ojo y el
medio ambiente. Existen cilios en la piel del parpado los cuales son bastantes sensibles
al aire por consecuente a las particulas aéreas, lo que provoca un parpadeo reflejo. Al
parpadear también se repone la pelicula lagrimal homogenizando su contenido en toda
la superficie ocular.(36)

-Pelicula lagrimal

La pelicula lagrimal es una secrecion constante pero frecuentemente inadvertida que
cubre a la superficie ocular. Tiene roles criticos en el sistema Optico, mantiene
lubricada a la superficie ocular, proporciona nutrientes y factores de crecimiento al
epitelio, sirve como barrera contra el medio ambiente exterior y elimina los materiales
extrainos de la superficie ocular conforme su contenido es drenado sobre la conjuntiva y
cérnea hacia el angulo interno del 0jo.(237. 239)

La pelicula lagrimal es una estructura estratificada compuesta por tres capas (de afuera
hacia adentro): capa lipidica externa, una capa media acuosa y una capa interna
mucoproteica. Estas capas son secretadas diferentes glandulas y tejidos.®% 239) (Tabla
2.1)

Tabla 0.1 Componentes de la pelicula lagrimal.

Capa Caracteristicas

Capa lipidica Glandulas de meiboimio.

Capa acuosa Glandula lagrimal principal y glandulas lagrimales
accesorias.

Capa mucoproteica | Células caliciformes conjuntivales y epiteliales corneales y
conjuntivales.

La pelicula lagrimal se compone de capa lipidica, capa acuosa y capa mucoproteica.



La capa lipidica es una secrecion oleosa producida por las glandulas de meibomio,
actia como una barrera hidrofébica y su funcién es retardar la evaporacion de la
pelicula lagrimal y reducir la tension superficial de la fase acuosa, lo que permite la
distribucion de la capa lipidica sobre la capa acuosa. @39 240) (Tabla 11.2)

Tabla 0.2 Componentes de la capa lipidica.

Capa Composicion

Capa lipidica Esteres de cera, ésteres de colesterol, colesterol libre,
triacilgliceroles, acidos grados libres, fosfolipidos,
esfingomielinas y ceramidas.

Composicion de la capa lipidica.

La capa acuosa proviene de la de la glandula lagrimal principal y de las glandulas
accesorias (de Krause y Wolfring), representa el 98% de la pelicula lagrimal. Esta capa
actia como una barrera fisica contra infecciones ya que se encuentra compuesta por:
agua, electrolitos, proteinas, factores de crecimiento, citocinas, vitaminas y factores
antimicrobianos.?41) 242) (Tabla 11.3)

Tabla 0.3 Componentes de la capa acuosa

H20 Ceruloplasmina Factor de crecimiento hepatico (HSF)

Mg2+ Lactoferrina Factor de crecimiento epidérmico (EGF)

HCO3- Complemento Factor de crecimiento vasculoendotelial (VEGF)
Na* Interferén Factor de crecimiento B (TGF-B)

Ca2* Factores antimicrobianos IgA, IgE, IgD, IgG e IgM

PO43- Fosfolipasa A2 Interleucina (IL)-13

K* Activador de plasminégeno IL-1a

Crl Metaloproteinasas IL-6

PO43- Prostaglandinas

La capa acuosa se compone de agua, electrolitos, proteinas, factores de crecimiento, citocinas,
vitaminas y factores antimicrobianos.

La capa mucoproteica se encuentra constituida por mucinas secretadas y unidas a
membrana, proporcionan una barrera hidrofilica protectora contra la adherencia de
patdogenos y alérgenos, estabiliza la pelicula lagrimal suprayacente, proporcionan
lubricacion, facilitan el movimiento de los parpados y del globo ocular y participan en la
sefializacion celular.(?39.249) (Tabla 11.4)



Tabla 0.4 Componentes de la capa mucoproteica

Capa Caracteristicas
mucoproteica

Epitelio conjuntival | Mucinas unidas a membrana: MUC1, 4y 16

Células caliciformes | Mucinas secretoras: MUC5

Epitelio corneal Mucinas membranales las cuales forman el glucocalix

La capa mucoproteica se compone de epitelio conjuntival, células caliciformes y epitelio corneal.
-Cornea

Es una membrana transparente, localizada en la abertura anterior de la esclerética. Su
cara anterior es convexa Y lisa, es humedecida por la pelicula lagrimal, y se encuentra
en contacto con el aire exterior, pero esta oculta por los parpados cuando estos se
ocluyen.

Su cara posterior es concava, y constituye la pared anterior de la camara anterior del
0jo, la cornea central no tiene vasos sanguineos ni vasos linfaticos, pero esta altamente
inervada. Y en su circunferencia se encuentra unida a la esclerdtica al nivel del limbo
de la cérnea.(7¥

Histolégicamente la cérnea consiste en tejido conectivo transparente (estroma) cubierto
por epitelio en ambos extremos. En su totalidad se compone de cinco capas distintas
(de adelante hacia atras): epitelio corneal, membrana de Bowman, estroma corneal o
sustancia propia, membrana de Descemet y epitelio posterior de la cornea o
endotelio.(®

Los epitelios sellan el estroma del entorno externo por medio de expresion de
moléculas de expresion (Claudina y ocludina) y mediante la produccion de mucina,
formando asi una barrera fisicoquimica contra la adhesion y entrada de antigenos. Y se
ha descrito que la habilidad de la superficie ocular para iniciar una respuesta
inmunoldgica se atribuye a la expresion de (TLRs, por sus siglas en inglés), en la
cornea se pueden encontrar: TLR-1, 2, 3,4,5,6,7,8,9y 10.¢7 29

En modelos murinos se ha descrito la presencia de células dendriticas (DCs, por sus
siglas en inglés), las cuales disminuyen en nimero conforme se acercan a la region
corneal central.(?44 245 En corneas humanas se han células de Langherhans (LC, por
sus siglas en inglés) CD207+ en la periferia corneal (limbo corneal), y DCs CD209+ en
el estroma corneal anterior periférico.?46)

En el estroma se encuentran dispersos fibrocitos o también llamados queratocitos, los
cuales mantienen las fibras de colageno y glucosaminoglucanos del componente
estromal de la cornea. (4

-Limbo corneal



Es una transicion anular entre la cérnea y conjuntiva. El epitelio corneal se convierte en
epitelio columnar conjuntival, la membrana de Bowman corneal se continda con la
lamina propia de la conjuntiva y el estroma se convierte en la esclera.

En el limbo corneal se encuentran células epiteliales del limbo y células limbales.
Ambos tipos celulares son responsables de la reparacion del tejido epitelial corneal,
con la peculiaridad de que las primeras son células madre, que dan lugar al epitelio
corneal y pueden liberar factores de crecimiento antiangiogénicos y proangiogénicos en
un delicado equilibrio.(247-249)

-Conjuntiva

La conjuntiva es una membrana mucosa delgada y transparente, la cual tiene un papel
importante en mantener un ambiente adecuado para la coOrnea, particularmente a
través de su papel en la estabilizaciéon de la pelicula lagrimal. También al ser una
barrera de defensa, protege al ojo contra infecciones, alérgenos y traumas. (250 251)

Esta mucosa anatomicamente se divide principalmente en tres regiones: Conjuntiva
palpebral o tarsiana, la conjuntiva del fondo de saco o saco conjuntival y la conjuntiva
ocular o bulbar.®% 174.252) (Tabla 11.5)

Tabla 0.5 Partes de la conjuntiva

Region Caracteristicas

Conjuntiva Corresponde a la superficie interna del parpado.

palpebral o i , . . . .

tarsiana: Contiene a las glandulas de meibomio (glandula sebacea) y
de Wolfring (glandula lagrimal accesoria).

Conjuntiva del Es la unién entre a conjuntiva palpebral y ocular.

fondo de saco o _ ) ) _

saco conjuntival: Contiene a las glandulas de Krause (glandula lagrimal
accesoria).

Conjuntiva ocular o | Corresponde a la porcidn que cubre a la esclera anterior
bulbar: hasta el limbo corneal.

Contiene a las glandulas de Manz.

La conjuntiva se compone de conjuntiva palpebral o tarsiana, conjuntiva del fondo de saco o saco
conjuntival y conjuntiva ocular o bulbar:

Histologicamente, la conjuntiva se encuentra dividida en dos capas: la capa epitelial y
la sustancia propia. La capa epitelial esta constituida de dos a cinco capas de epitelio
columnar no queratinizado, dentro de este epitelio se encuentran células caliciformes,
células de Langerhans y linfocitos T intraepiteliales.(?5%)

Subyacente a esta capa se encuentra la sustancia propia, la cual se encuentra
inervada y altamente vascularizada, contiene tejido linfoide difuso conocido como tejido
linfoide asociado a la conjuntiva (CALT, por sus siglas en inglés), conformado por:



macréfagos, mastocitos, células plasmaticas, LC, DCs, linfocitos T y B.(254 (80, 255)

(Tabla 2.6)

Tabla 0.6 Componentes celulares de la conjuntiva

Componentes

Caracteristicas

Referencias

Capa
epitelial

Epitelio columnar no
queratinizado

Barrera de defensa.
Produccién de mucinas de membrana.
Expresion de moléculas de adhesion (Claudina)

TLR-1,2,3,4,5,6, 7, 9.

(27, 29, 236, 256)

Células caliciformes

Produccién de mucinas secretoras.

(257)

Células de Langerhans y
dendriticas

Humano: CD1a*, Receptor de alta afinidad para IgE
(FceRI)*.

Ratén: Langherina®.

DCs MHCII+ TLR4+

(120, 124, 125, 258)

Linfocitos intraepiteliales

CD8* HML-1".
Mecanismos de defensa y tolerancia en las
mucosas.

(254)

Sustancia
propia

TLRs

Expresados en el estroma conjuntival: 4, 5, 9

(29)

Mastocitos

Localizadas en su mayoria alrededor de los vasos
sanguineos.

Tipo MCrc predominantemente.

5.000 a 6,000 células por mm3.

Receptor FceRI* en su membrana superficial.
Contienen vesiculas con IL-4. IL-5, IL-6, IL-8, IL-13 y
TNFa, histamina, triptasa, quimasa, prostaglandina
D2, leucotrienos B4, C4 y D4, factor activador de
plaguetas.

(43, 259-261)

Macrofagos

CD68*, HLA-DR*, CD45RA".

(262, 263)

Células plasmaticas

Nucleo excéntrico y Golgi perinuclear

Productoras de IgA.

(262, 264)

Células dendriticas

Humano: Células dendriticas HLA*.

Ratdn: Células dendriticas mieloides (CD11c+ CD8~
y CD11b+)

Células dendriticas plasmocitoides (CD11c*, B220*y
Ly6C™).

(120, 255, 262)

Linfocitos T Balance de linfocitos CD8+ y CD4+ distribuidos de (265)
forma difusa y concentrados en foliculos.
Linfocitos B Principalmente se encuentran en los foliculos, rara (262, 265)

vez se encuentran dispersos.

Caracteristicas individuales de cada componente celular de la conjuntiva.




También se pueden encontrar foliculos, lo cuales contienen linfocitos T y B asi como
vénulas de endotelio alto, las cuales regulan la migracién de las células linfoides
presentes en la conjuntiva.?®0) Es importante mencionar que CALT es parte del sistema
inmune asociado a la mucosa, que se extiende desde la superficie ocular (conjuntiva y
cornea) junto con sus anexos mucosos (tejido linoide asociado al drenaje lagrimal
(LDALT, por sus siglas en inglés). En conjunto de CALT y LDALT, se le conoce como
tejido linfoide asociado a los ojos (EALT, por sus siglas en inglés).?% y que el drenaje
linfatico de la conjuntiva es hacia los ganglios preauriculares o submandibulares.®®)



Anexo 2

e Ontogenia

Los monocitos, pDCs y las cDCs se desarrollan en la médula 6sea a partir de
progenitores hematopoyéticos, los cuales generan sucesivamente progenitores
mieloides comunes (CMP, por sus siglas en inglés) y macrofagos y precursores de DCs
(MDP, por sus siglas en inglés).(%3)

Los MDP, se diferencian en progenitores de monocitos comunes (cMoPs, por sus
siglas en inglés) los cuales generan exclusivamente monocitos, pero los MDP, también
pueden generar precursores de DCs comunes (CDP, por sus siglas en inglés) que se
diferenciaran hace pre-cDCs y pre-pDCs.(1%3)

Las pre-DCs se diferencian a su vez en dos subtipos: Células dendriticas
convencionales tipo 1 (cDC1) y células dendriticas convencionales tipo 2 (cDC2).(103)
(Figura 5.1)

Célula Madre hematopoyédtica  HSC O

Progenitor linfoide comin CLP O O CMP Progenitor mieloide comun

Pragenitor Granulocito-Macrdfage-0C comin - GMDP . O

/ \* Mg Ery Progenitor comin de Megacariocitos-Eritrocitos

Granulocyte

Progenitor Macrdfagos y DC papp

Progenitor DCs comdan  CDP .
DCs plasmacitoides .

pDC

O.-f'

Mong ——— DCs derivadas de monocitos

..a!’

praDC  Precursores de DCs

~

N

' @ @ oo

Figura 0.1 Ontogenia de las DCs
Precursores de las DCs. Tomada y modificada de Collin M et al., 2018



El potencial de diferenciacion de pDC, cDC1 y cDC2, puede ser identificado a través de
todos los compartimentos progenitores definidos desde las células madre
hematopoyéticas, a través de progenitores multipotentes linfoides hasta los GMDPs, los
cuales se caracterizan por tener una alta expresion de CD115 y CD123, caracteristicas
de MDP y de CDP, respectivamente. Aun cuando las DCs se derivan de dos regiones
distintas del compartimento de CD34, emergen transcripcionalmente homogéneas, lo
que resalta la importancia de circuitos reguladores intrinsecos que definen el linaje y
funcién de las DCs.(116)

Este proceso mediante el cual las células madre dan lugar a una variedad de
subconjuntos de DCs, se controla mediante factores de transcripcion y citocinas las
cuales determinan su linaje.

e Clasificacion y funcion de las DCs

Con anterioridad a las DCs se les caracterizaba por ser una subpoblacion de células
presentadoras de antigenos universales, sin embargo en la actualidad se han descrito
diferentes subconjuntos de DC, los cuales son subpoblaciones especializadas en
responder a sefales particulares e interactuar con ciertos subconjuntos de linfocitos T,
lo que permite reaccionar adecuadamente a una amplia gama de agentes patdégenos y
sefiales de peligro.(93)

En la sangre de humanos, existen principalmente dos subpoblaciones de DCs las
cuales se identifican dependiendo de la expresion de marcadores de superficie: a)
plasmacitoides (pDCs) y b) DCs convencionales (cDCs). Aunque también se pueden
encontrar a las células dendriticas derivadas de monocitos (MoDCs).

Las pDCs, tienen un ndcleo excéntrico, un reticulo endoplasmico y aparato de Golgi
prominente para la produccion de interferdn tipo I, expresan marcadores de superficie
como: CD123, BDCA2 (CD303), BDCA4 (NRP1), MHCII, CD11c, FCER1, ILT3, ILT7,
DR6, TLR7 y TLR9. Las pDCs son células especializadas que detectan (mediante TLR-
7Y 9) y responden principalmente mediante la produccién de interferdn tipo | y 111.(104)

Las cDCs, también conocidas como DCs mieloides. En sangre periférica circulan dos
tipos de cDCs (cDCsl y cDCs2) las cuales tienen caracteristicas fenotipicas y
funcionales diferentes.

Las cDC1, se caracterizan por expresar BDCA-3 (CD141), MHCII, CD11c, CD11blow,
CLEC9A, CADM1, XCR1 y CD26. Ademas, expresan TLR3, 9 y 10 y capacidad para
activas linfocitos T CD8+ para promover respuestas de linfocitos Thl y de células
natural killer (NKs) a través de la presentacion de antigenos de forma cruzada a través
del MHC clase | y sintesis de IL-12, respectivamente.(104)

Las cDC2, representan la principal proporcion de cDCs mieloides en la sangre humana,
tejidos y oOrganos linfoides, se caracterizan por expresar BDCA-1 (CD1c), MHC I,
CD11c, CD11b, CD2, FCER1, SIRPA, ILT1, CLECL4A y CLECL10A. Se caracterizan
por expresar una variedad de PRRs como receptores de lectinas, TLRS, receptores tipo



NOD por lo que responden a estimulos como Lipopolisacérido (LPS), flagelina, poly IC
y R848. Expresan IL-12, IL-23, IL-1, factor de necrosis tumoral-a (TNF-a), IL-8 e IL-10
con las cuales polarizan la respuesta inflamatoria a Thl, Th2, Thi7 y Treg.% (Tabla
5.1)

El precursor de las MoDCs son los monocitos los cuales se diferencian en los tejidos
periféricos hacia DCs.?%) Tienen una amplia gama de propiedades que incluyen la
estimulacién de linfocitos T CD4+ naive, presentacion cruzada a linfocitos T CD8+ y
producciéon de citocinas como IL-1, IL-6, TNF-a e IL-12. 104 E| transito de MoDCs
inmaduras a sitios de inflamacién se lleva a cabo a través de la expresion de
quimiocinas y de receptores de quimiocinas. (104

Debido a que las DCs representan aproximadamente el 0.2% de las células
mononucleares de la sangre periférica humana lo cual plantea una dificultad para su
aislamiento y capacidad de estudiar su participacién en modelos de enfermedades por
lo que se utilizan a las MoDCs generadas de forma in vitro al afiadir IL-4 y GM-CSF a
los cultivos de monocitos como modelos de estudio para entender lo que ocurre de
forma in vivo. (105, 106)



Anexo 3

Caracteristicas de la familia B7 de la superfamilia de inmunoglobulinas.

Molécula Caracteristicas Funcion Expresion en tejidos Expresion en otros Receptor Referencias
coestimuladora linfoides tejidos
288 a.a. Activadora / Inducible en linfocitos Ty Raro CD28/CTLA- (146, 267-270)
CD80 (B7.2) 33kDa Coinhibitoria. linfocitos B, DCs y , 4/PD-L1
3921 monocitos.
329 a.a Activadora/ Constitutivo en linfocitos Ty | Raro. CD28/CTLA- (146, 168, 268-271)
CD86 (B7.2) 37kDa Coinhibitoria. linfocitos B, DCs 'y
3021 monocitos.
28% de homologia
con CD80
PD-L1 (B7-H1/ 273 a.a Coinhibitoria. Constitutivo en linfocitos Ty | Corazén, musculo PD-1/CD80 (146, 272, 273)
CD274) 30kDa linfocitos B, DCs, monocitos | esquelético, placenta y
9p24.1 y macré6fagos pulmén. Baja expresion
25% de homologia en timo, bazo, rifién e
con CD80 higado.
PD-L2 (B7- 274a.a Coinhibitoria. Constitutivo en linfocitos Ty | Corazon, placenta, PD-1. (146, 268, 274)
DC/CD273) 30kDa linfocitos B, DCs, Monocitos | endotelio y pulmon.
9p24.2 y macréfagos, mastocitos y
38% de homologia NK.
con PD-L1
23% de homologia
con CD80.
ICOS-L (B7-H2/ 309 a.a Activadora. Constitutivo en linfocitos Ty | Tejido endotelial y ICOS- (146,163, 268, 275, 276)
CD275) 30kDa linfocitos B, DCs, Monocitos | epitelial, fibroblastos y L/CD28/CTLA-
21922.3 y macréfagos. osteoblastos. 4.
30% de homologia
con CD80
B7-H3 (CD276) 534 a.a Activadora Inducible en linfocitos T, Carcinoma hepatocelular, | Desconocido (268,277, 276)
57kDa /coinhibitoria. linfocitos B, NKs, DCs, cancer de pancreas,
15923 monocitos y macréfagos. cancer de prostrata,
29% de homologia osteosarcoma, cancer de
con CD80 mama, cancer de
colorectal, carcinoma de
ovario, carcinoma
escamoso oral, cancer
cervical, cancer pulmonar
de células pequefias,
cancer de vejiga,
melanoma.
B7-H4 (B7S1, 282 a.a Coinhibitoria Inducidos de forma In vitro Cancer tiroideo, de Desconocido (279-282)
B7x, VTCN) 30kDa en linfocitos T, linfocitos B, esofago, de colon, de
1p13 monocitos, y DCs. mama, higado, de rifin,
25% de homologia de (tero, de ovario, de
con CD80 prostata y de estémago.
B7-H5 (VISTA) 311 a.a Coinhibitoria. Células mieloides y Higado, bazo, corazon, CD28H (263-289)
33kDa granulocitos, y en bajos hueso, cancer de
10qg22 niveles en linfocitos T. endometrio, cancer de de
24% de homologia ovario y
con PD-L1 hepatocarcinoma celular.
B7-H6 (NCR3L1) | 454 a.a. Coinhibitoria NKs Cancer de ovario, NKp3028 (154, 290-292)
50kDa melanoma,
11p15 neuroblastoma y
malignidades

hematolégicas, tumores
cerebrales, cancer de
mama y sarcoma.




B7-H7 (HHLA2)

414a.a

45kDa

3013.13

10% de homologia
con CD80

Coinhibitoria

Expresada
constitutivamente en
monocitos y macréfagos

Placenta, rifién, vejiga,
mama. Cancer de mama,
de pulmén, de tiroides,
melanoma, de pancreas,
de ovario, de higado, de
vejiga, de colon, de
prostata, de rifion y de
eso6fago.

TMIGD233

(291, 293-295)

Caracteristicas, funcién, expresion en tejidos linfoides y otros tejidos y receptores de las moléculas de

coestimulacién de la familia B7.
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Formatos de reporte de caso

Fecha: [ [ [ | [ [[1]
) ) . i Dia Mes  Afo
Analisis de la expresion de moleculas de coestimulacion de la familia BT y factor de transcripcion IRF-4, en

células dendriticas de pacientes pedidtricos con conjuntivitis alérgica durante el tratamiento con inmunoterapia
sublingual antigeno desensibilizante

Iniciales del sujeto: DD D EI Mo. De registro: D DD EI EIEI Sexo:D Femenino D Masculino

Formato de reporte de casos

VISITA 0 |

A. Ficha de identificacién |

Mombre(s):

Apellido:

Fecha de Nacimiento: | | | | | | | | |
Dia Mes Ao

Sexo:
I:l Femenino
I:l Masculino

Informacion de contacto:

Direccidn:

Calle Mo. Exterior Mao. Interior Ciudad/Municipic Estado

Teléfono: |:| Casa I:l Celular D Otro

Mombre de responsable:

Direccion:

Calle Mo. Exterior Mao. Interior Ciudad/Municipio Estado

Teléfono: |:| Casa I:l Celular D Otro

Elaborado por: Maria Femanda Real San Miguel



Fecha: [ | [ [ [[[]]
Dia Mes Ano
Andlisis de la expresion de moléculas de coestimulacién de la familia BY y factor de transcripcion IRF-4, en
células dendriticas de pacientes pediatricos con conjuntivitis alérgica durante el tratamiento con inmunoterapia
sublingual antigeno desensibilizante

Iniciales del sujeto: DDDD Ho. De registro: DDD DDD Sexo:DFemenino Dh'lasculino

Formato de reporte de casos

VISITA D |

B. Historia clinica |

Fecha de realizacion: DD-DDDDDD

dia mes afio
1. Antecedentes heredofamiliares

Enfermedad Diagnostico Familiar
1.1 Conjuntivitis alérgica [ ] No[] si, especificar:
1.2 Rinitis alérgica | | No| |s5i, especificar:
1.3 Dermatitis atdpica | | No| |5i, especificar:
1.4 Asma | | No| |5i, especificar:
1.5 Urticaria | | No| |5i, especificar:
1.6 Angioedema | | Mo [ [5i, especificar:
1.7 Alergia a medicamentos | | Mol [5i, especificar:
1.8 Diabetes mellitus | | Mol [5i, especificar:
1.9 Hipertension | | Mol [5i, especificar:
1.10 Enfermedades neoplasicas | | | No| | 5i, especificar:
1.11 Enfermedades | | Mo [ |5i, especificar:
psiquiatricas
1.12 Enfermedades pulmonares | | | No| | 5i, especificar:
1.13 Enfermedades cardiacas || |No[ |50, especificar:
1.14 Enfermedades renales | | No| |5, especificar:
1.15 Obesidad | |No| |5, especificar:
1.16 Enfermedades reumaticas | || No| | 5i, especificar:
1.16 Inmunodeficiencias | I Naol [5i, especificar:
1.16 Autoinmunitarias | I Naol [5i, especificar:
2. Antecedentes ginecoobstétricos
2.1 Menan:a:| || | Afios 2.2 Gestas: | || | | 2.3 Cesareas: DD | 2.4 Abortos: | || |
2.5 Lactancia actual: [_No [ ] si 2.6 Fecha de dltima menstruacidn: DD—DD—DDDD
Mo aplica:[] dia mes aiio
3. Antecedentes personales patologicos
Enfermedad Diagnastico Observaciones (*Anotar fecha de inicio,
evolucion y tratamiento)
3.1 Diabetes mellitus [ No[] 5i, especificar®:
3.2 Hipertension | INo| |5, especificar®:
3.3 Enfermedades neoplasicas | INo| |5, especificar®:

Elaborado por: Maria Fernanda Real San Miguel



Fecha: |

Dia

Mes

Ano

Analisis de la expresion de moléculas de coestimulacion de la familia BY y factor de transcripcion IRF-4, en
células dendriticas de pacientes pediatricos con conjuntivitis alérgica durante el tratamiento con inmunoterapia

sublingual antigeno desensibilizante

Iniciales del sujeto: DDDD No. De registro: DDD DDD Sexo:DFemenino Dlulasculino

Formato de reporte de casos

3.4 Enfermedades psiquidtricas || [No| |5, especificar®:
3.5 Enfermedades pulmonares | [ | Nol |50, especificar®:
3.6 Enfermedades cardiacas | | No| |5i, especificar®:
3.7 Enfermedades renales | | No| | 5i, especificar®:
3.8 Obesidad | | No| | 5i, especificar®:
3.9 Enfermedades reumaticas | | No| | 5i, especificar®:
3.10 Inmunodeficiencias | | No| | 5i, especificar®:
3.12 Cirugias [ INe[ ] s5i, especificar®:
3.13 Traumatismos [ INe ] si, especificar®:
3.14 Transfusiones [ Ino [ si, especificar®:
3.15 Angioedema [ INe[ ]si especificar®:
3.16 Dermatitis atopica : No : 5i, especificar®:
3.17 Urticaria | | No[ |si, especificar®:
3.18 Rinitis alérgica | | No| |5i, especificar®:
3.19 Asma | |No[ |si, especificar®:
3.20 Alergia a alimentos | [ No| |Si, especificar®:
3.21 Alergia a medicamentos | |No[ |s5i, especificar®:
3.15 Otras No| | 5i, especificar®:

4. Padecimiento actual

4.1 Sintomas oculares: Dias de presentacion a la semana
4.2 Prurito: [Jo[Ja[J2[Jz[Jalds[]s[]7
4.3 Lagrimeo: (o[ 12 Jz2d3Jadss[ 17
4.4 Fotofobia: Llo J1 [ fJ2 |3 4 S 6 7
4.5 Sensacion de cuerpo LloJ1[ ]2 |3 4 518 7

extrafio:

Clasificacion de presentacion de sintomas oculares a la semana:

0 Nunca

1-2 Casi nunca

3-4 Algunas veces

5-b Casi siempre

7 Siempre

Elabgrado per: Maria Femnanda Real San Miguel



Afo

Fecha:| | | |
Dia Mes

Analisis de |a expresion de moléculas de coestimulacion de la familia BT y factor de transcripcion IRF-4, en
celulas dendriticas de pacientes pediafricos con conjuntivitis alérgica durante el tratamiento con inmuncterapia
sublingual antigeno desensibilizante

Iniciales del sujeto: DDDD No. De registro: DDD DDD Sexo:DFemenino Dh'lasculino

Formato de reporte de casos

5. Interrogatorio por aparatos y sistemas*

5.1 Piel y tegumentos

|| Rash |:|pruritu:u Dpreg untados y negados

5.2 Cabera

|| Contusiones Dcefalea Dpérdida de conocimiento Dpreguntados y negadaos

5.3 Oidos || Problemas de audicion Dde:carga Dvértigo Ddu:ulor |:|t|'r1nitus Dpregu ntados y
negados
5.4 Mariz || Secrecionss |_|obstruccion Depistaxis Dpreguntadus y negados

5.5 Cardiorespiratorio

|| Dolor toracico

[Jdisnea [ Isibilancias [_Jhemogptisis [ |preguntados y negados

palpitaciones [_[falta de aire [ [falta de aire [ Jedema[ ]tos

5.6 Digestivo

(] pisfagia [_Jardor retroesternal [|nausea [_] vamito [_]hematemesis [_|dolor
abdominal [ ] intolerancia a alimentos

[ lictericia [ ]diarrea [ |preguntados y negados

5.7 Genitourinario

[ ] Poliruria[_|disuria [ ]hematuria

preguntados y negados

5.8 Hematologico

|| Palidez

equimosis Dhemormgias D peteguias Dpreg untados y negados

5.9 Endocrino

Polidipsia

polifagia Daumentu o disminucion de peso |:| intolerancia al frio o calor
pensamiento lento

preguntados y negados

5.10 Osteomuscular

[ ] Dolor [Jartralgias [ ]

mialgias |:| debilidad Dpreguntados y negados

5.11 Psico-neuroldgico

[ ] movimientos involuntarios [_|akteraciones en la marcha [ |convulsiones || cambios de
animo Dpreg untados v negados

*En caso de presentar algin sintoma especificar: Tiempo de inicio, duracion, evolucidn, tratamiento.

A

B

6. Exploracion fisica

6.1 Neuroldgico

|:| Alteraciones de conducta Dalteraciones de la memoria |:| alteraciones del lenguaje
Alteraciones en la marcha [ sin alteraciones

]

6.2 Facies

[] signo de Dennie-Morgan [_|surco nasal [_] facies adencidea || saludo alérgico [ [sin
alteraciones

6.3 Oftalmologia

Ver seccion 7

6.4 Oidos || Tapon de cerumen Dsurco nasal |:| facies adenoidea |:| zaludo alérgico Dsin alteraciones

6.5 Nariz || Hipertrofia de cornetes Dmucosa pdlida |:| mucosa hiperémica |:| secrecion mucosa |:|
costras [_| desviacion septal || dolor en senos paranasales [ |sin alteraciones

6.6 Boca [ respiracién oral [_]dlceras [_] quelitis[ | caries [_] aftas [_|hipertrofia amigdalina]_| descarga
nasal posterior [ ] faringe hiperémica [] alteraciones linguales [ |sin alteraciones

6.7 Cuello [ ganglios [Jsin alteraciones

6.8 Torax [ ] quilla [_excavado [ |xifosis]_] lordosis [ |sin alteraciones

6.9 Cardiaco

Taquicardia [ |soplo [ Jsin akeraciones

6.10 Pulmonar

Rudeza respiratoria [ Jestertores[ | sibilancias [ | quejido [ ] frote [ ]sin alteraciones

6.11 [ ] Flogosis [ ]hiper/hipotonia] | movilidad atterada [_] reflejos alterados || deformidades [_|sin
Extremidades alteraciones

6.12 Piely |:| Eritema Duesfcu las Dcostras D NETOSIS Deccema Dliquiniﬁ'cacién Dnc’:duloi |:| manchas
mMucosas [ ] equimosis [ Jalopecia [ |hirsutismo [ ] angicederma [ ]sin alteraciones

6.13 Abdomen [ ] Globoso [ Jhiperalgesia [ |visceromegalias [_|sin alteraciones

Elaborado por- Maria

Femanda Real San Miguel



Fecha: [ [ [ T [T T]

Dia Mes  Ano
Analisis de la expresion de moléculas de coestimulacion de la familia B7 y factor de transcripeion IRF-4, en
células dendriticas de pacientes pediatricos con conjuntivitis alérgica durante el tratamiento con inmunoterapia
sublingual antigeno desensibilizante

Iniciales del sujeto: DDDD Mo. De registro: DDD DDD Sexo:uFemenino Dh'lasculino

Formato de reporte de casos

Nombre del evaluador:

7. Exploracion fisica por oftalmologia

Signo 0jo derecho Ojo izquierdo

7.1 Posicion del parpado y aspecto de la piel: 1 0 1

7.2 Unidn mucocutdnea

7.3 Hiperemia conjuntival y edema:

7.4 Exudado conjunctival:

7.5 Inflamacion de la conjuntiva tarsal:

7.6 Involucro Limbal:

olaola|la|o|a|a
o [ e | e | e [ |
pa |l | b | b R
wlw|w|w|w|wlw
o G ) G Y
olalala|la|a
Il e e e G
P | b | b | b | b R
w ||| ww|ww
o G ) G Y

7.7 Involucro corneal:

Nombre del evaluador:

8. Diagndstico

[Iconjuntivitis alérgica [_|Otro, especificar:

Puntaje total de la escala visual analoga de signos de conjunctivitis alérgica (seccion 4 y 7): I:‘ I:‘ puntos

9. Tratamiento

|:| Ketotifeno solucion oftalmica 0.025% (Zaditen) via de administracion ocular, administrar 1 gota en cada ojo cada
12 horas por 1 mes.

[] Hialuronato de sodio solucién oftalmica 0.15% (Hyabak) via de administracién ocular, administrar 1 gota en cada
ojo cada 4 horas por 1 mes.

|:| Medidas de hygiene general.

DDtro, especificar:

Escala visual andloga de signos de conjuntivitis alérgica

0 puntos: Ausente,

1-12 puntos: leve,

13-24 puntos: moderada,

25-36 puntos: moderado-severo

36 a 48 puntos: severo.

Elaborado por: Maria Fermnanda Real San Miguel



Fecha: [ | [ [ [[[]]
Dia Mes Ano
Analisis de la expresion de moléculas de coestimulacion de la familia BY y factor de transcripeion IRF-4, en
células dendriticas de pacientes pediatricos con conjuntivitis alérgica durante el tratamiento con inmunoterapia
sublingual antigeno desensibilizante

Iniciales del sujeto: DDDD No. De registro: DDD DDD Sexo:DFemenino Dlulasculino

Formato de reporte de casos
C. Resultados de laboratorio |

Fecha de realizacion: [ [ - - 1111
dia mes ano
1. Biometria Hematica
1.1 Hemoglohina LI Ll | eg/d 11. Leucocitos totales LIl L)%
1.2 Hematocrito LIl % 11. Neutrdfilos LIl L%
1.3 Eritrocitos L L L[] 10%/uL 11. Eosindfilos LI %
1.4 MCV I Oa 11. Basofilos 0 0=
1.5 MHC (1] ee 11. Monocitos OO0 0%
1.6 MCHC (711 ] 10%/uL 11. Linfocitos (][ ] %
1.7 RDW-CV HiEIEE 11.9 IgE total CTCI0 ) O Jresiul
1.8 Plaguetas HIRIREEMm
2. Citologia de moco nasal MNarina Derecha Marina izquierda
2.1 Eosindfilos Ll % LI %
2.2 Polimorfonucleares Ll % HiEE:
2.3 Células polimorfonucleares LI 1% L %
2.4 Linfocitos L IS
2.5 Biota microbiana L% LI %
3. Coproparasitoscopico
3.1 Primera muestra:
3.2 Segunda muestra:
3.3 Tercer muestra:

D. Pruchas cutdneas |

Fecha de realizacidn: |_||_||:||:H:||T||_||:|

dia mes ano

Control de Histamina: Resultado en D Dmm

Control negative: Resultado en D Dmm

Der-p: Resultado en[_| [ |mm
|:| Positivo |:| MNegativo

Tratamiento: DLDratadl’na tabletas 10mg tomar 1 tableta via oral cada 24 horas por 15 dias D Loratadina jarabe
100mg/100ml tomar 5ml via oral cada 24 horas por 15 dias

Nombre del evaluador:

Nombre del revisor:

Elaborado por: Maria Femanda Real San Miguel



Fecha: [ [ [ [ [[[]]
Dia Mes  Ano
Andlisis de |la expresion de moléculas de coestimulacion de la familia BY y factor de transcripeion IRF-4, en
células dendriticas de pacientes pediatricos con conjuntivitis alérgica durante el tratamiento con inmunoterapia
sublingual antigeno desensibilizante

Iniciales del sujeto: DDDD Ho. De registro: DDD DDD Sexo:DFemenino Dlulas-:ulino

Formato de reporte de casos

VISITA O |

A. Criterios de seleccion |

1. Criterios de inclusidn

1.1 Sujetos entre los 7 a 17 aios de edad, con diagnastico oftalmoldgico de Conjuntivitis

alérgica activa de leve a moderado: =4 |:| Si |:| No
dias por semana y >4 semanas consecutivas®

1.2 Pruebas cutdneas positivas al dcaro de polvo (Der-p): | |5i] | No
1.3 Que estén por iniciar tratamiento con inmunoterapia sublingual antigeno desensibilizante: | |si] | No
1.4 Pruebas cutaneas positivas al acaro de polvo (Der-p): | |5i] |No
1.5 Firma de consentimiento y asentimiento informado: L |5 |No

*Previa valoracion por la clinica de alergias, debera incluir BH, IgE, EOS moco Masal, CPS.

2. Criterios de exclusion

2.1 Presenta alguna enfermedad inflamatorias de la superficie ocular: [ 1si[ ]no
2.2 Presenta cualquier enfermedad sistémica, endocrinologica, inmunologica, neoplasica, i ne
infecciosa y/o cronico degenerativa:

2.3 Pacientes con tratamiento previo con corticoesteroides sistémicos inmunosupresores I:l 5 I:l No
sistémicos en los dltimos 6 meses:

2.4 Embarazo o lactancia. BEIREE
2.5 Rinitis, asma y/o dermatitis atopica activa en el momento de la toma de muestra D 5i D No
sanguinea:

Observaciones:

Elaborado per: Maria Fernanda Real San Miguel



Fecha: [ | | [ [[[1[]
Dia Mes Ano
Andlisis de la expresion de moléculas de coestimulacion de la familia B7 y factor de transcripcion IRF-4, en
celulas dendriticas de pacientes pediatricos con conjuntivitis alérgica durante el tratamiento con inmunoterapia
sublingual antigeno desensibilizante

Iniciales del sujeto: DDDD No. De registro: DDD DDD Sexo:DFemenino Dlulasculino

Formato de reporte de casos

VISITA 1 |

A. Verificacién de consentimiento y asentimiento informado |

1. Verificacion

Fecha de realizacion: DDDDDDDD

dia mes ano
1.1 El consentimiento y asentimiento informado, fue leido por el sujeto experimental: |:| 5 |:| No
1.2 Tuvo suficiente tiempo para leer el consentimiento y asentimiento informado vy realizar I:l si |:| No
preguntas al investigador:
1.3 Se obtuvo el consentimiento y asentimiento informado antes de iniciar cualquier I:l <i |:| No
procedimiento propio del estudio experimental:
1.4 5S¢ le entrego una fotocopia a los responsables del sujeto experimental del consentimiento y I:l si |:| No
asentimiento informado:

Observaciones:

Elaborado por: Maria Femanda Real San Miguel



Fecha: [ [ [ [ [[[]]
Dia Mes Ano
Analisis de |la expresion de moléculas de coastimulacion de la familia B7 y factor de transcripcion IRF-4, en
celulas dendriticas de pacientes pediatricos con conjuntivitis alérgica durante el tratamiento con inmunoterapia
sublingual antigeno desensibilizante

Iniciales del sujeto: DDDD Ho. De registro: DDDDDD Sexo:DFemenino Dh'las-:ulino

Formato de reporte de casos

VISITA 1

C. Toma de muestras previo a la entrega de inmunoterapia sublingual antigeno desensibilizante y valoracion inmuno-
oftalmologica

1. Laboratorio

Fecha de realizacion:[ || |{ [ H | ||:||:|
dia mes afio
1.1 5e le explicd el procedimiento y se pidié autorizacion verbal y escrita para el procedimiento: siIne
1.2 Se identificd correctamente al sujeto de investigacion (Nombre completo y fecha de .
. |:| Si |:| No
nacimiento):
1.3 Obtencion de muestra sanguinea en 4 tubos vacutainer adicionados con EDTA: L 15 | No
1.4 Obtencidn de muestra sangruinea en 1 tubo vacutainer S5T: L 15 | No
1.5 Obtencidn de muestra de lagrima por capilaridad: | 15il | Mo
1.6 5e etiquetaron las muestras sanguineas (No. De registro): L 1Si[ | No
1.7 Se etiquetaron las muestras de lagrima (No. De registro): L 15 | No

2. Procesamiento de muestras de laboratorio

Fecha de realizacion: [ | |-{ [ | | ||:||:|
dia mes ano
Tubo vacutainer adicionado con EDTA
2.1 Las muestras de sangre en tubos EDTA se colocaron en agitador digital para tubos hasta su []si[] no
uso:
Tubo vacutainer adicionado con EDTA
2.2 Se permite la formacidn de coagulo (10 min) de tubo vacutainer $5T: | 15i] |No
2.3 El tubo vacutainer 55T se centrifuga a 3500rpm por 10 min: L ISi[ | Ne
2.4 5e almacena el suero proveniente de tubo vacutainer S5T a -80°C en caja correspondiente: L 15 | No
Muestras de lagrima
2.5 Se almacenaron en microtubos de 200ul -80°C en caja correspondiente: | NEIRE |
Observaciones:
9

Elaborado por: Maria Femanda Real San Miguel



Fecha: | [ [ [ [[[]]

Dia Mes  Ano
Analisis de la expresion de moléculas de coestimulacion de la familia BT y factor de transcripcion IRF-4, en
células dendriticas de pacientes pediatricos con conjuntivitis alérgica durante el tratamiento con inmunoterapia
sublingual antigeno desensibilizante

Iniciales del sujeto: DDDD No. De registro: DDD DDD Sexo:DFemenino Dh'lasculino

Formato de reporte de casos

VISITA 1

D. Entrega de inmunoterapia sublingual antigeno desensibilizante

1. Inmunologia

Fecha de realizacion: I:”:H:”:H:“:“:“:l

dia mes ano
1.1 5¢ le entrego el frasco No. 1 de Inmunoterpia subligual antigeno desensibilizante: E T
1.1a Se le entrego el frasco No. 7 de Inmunoterpia subligual antigeno desensibilizante: TS
1.2 Se dieron indicaciones para su almacenaje en refrigerador (puerta o caja de verduras y que .
. . . |:| Si |:| No
no debe pasar mas de 12 horas sin refrigerar)
1.3 Se dieron indicaciones para su administracion de acuerdo a esquema terciado: L |5i[ |No
1.4 5e entrego diario del paciente y se explico como llenarlo: L |5i[ |No
1.5 Se informaron posibles reacciones adversas: L |5 |No
1.6 5e etiquetaron las muestras sanguineas (No. De registro): L |5 |No
1.7 El paciente firmd hoja de recibido de inmunoterapia v de las indicaciones del punto 1.2 al D Si D No
1.6
MNA: Mo aplica
2. Padecimiento actual
Fecha de realizacion: DD-DD-DDDD
dia mes afo
2.1 Sintomas oculares: Dias de presentacion a la semana
2.2 Prurito: [Jo[ Ja{Jz2[Jz[Ja[Js[16[]7
2.3 Lagrimeo: (o[ Ja[JzJ3Ja4Jss[ 17
2.4 Fotofobia: Lol JapJz 3 Jal s ]el |7
2.5 Sensacion de cuerpo Lo Jr 2200400518 L7
extrano:
3. Exploracidn fisica por oftalmologia
Fecha de realizacion: [_[[_ -1 - 1L 1]
dia mes ano
3.1 Posicion del parpado y aspecto de la Clo[Jaldz[s ]+ LloJ1200s3]4
piel:
3.2 Union mucocutanea Lo Ja 1213 |4 LlofJ1J2013[ 14
3.3 Hiperemia conjuntival y edema: Lo J1aj2] 13 |4 Llofl1J2013[ |4
3.4 Exudado conjunctival: LloJaJ2] 03 |4 LlofJ1pJ2003 14
3.5 Inflamacidn de la conjuntiva tarsal: (Joe a2 dz203]4a (Jo 123 ]a
3.6 Involucro Limbal: (Jo 220314 (Jo[J1J2[s[]a
3.7 Involucro corneal: (Joe J2 20314 (Jo 12 [s[]a
10

Elaberado per: Maria Femnanda Real San Miguel




Fecha: [ [ [ [ TTTT]

Dia Mes  Afo
Anglisis de la expresion de moléculas de coestimulacién de la familia BY y factor de transcripeion IRF-4, en
células dendriticas de pacientes peditricos con conjuntivitis alérgica durante el tratamiento con inmunoterapia
sublingual antigeno desensibilizante

Iniciales del sujeto: DDDD No. De registro: DDDDDD Sem:DFemenino Elh'lasculina

Formato de reporte de casos

4, Tratamiento previo

Fecha de realizacidn: DD—DD-DDDD

dia mes anio

4.1 |:| Ketotifeno solucion oftdlmica 0.025% (Zaditen) via de administracion ocular, administrar 1 gota en cada ojo

cada 12 horas por 1 mes. Fecha: DDDD-DDDD

4.2 |:| Hialuronato de sodio solucion oftdlmica 0.15% (Hyabak) via de administracion ocular, administrar 1 gota en

cada ojo cada 4 horaspor 1 mes. Fecha:| [ [ | H 1 1 ||:|
4.3 [ Loratadina tabletas 10mg tomar 1 tableta via oral cada 24 horas por 15 dias Fecha: [ [ - 1 L 1]
4.4 Dluratadina jarabe 10mg/10ml tomar 5ml via oral cada 24 horas por 15 dias Fecha:[ | |-{ | | | ||:||:|

4.5 [] Medidas de hygiene general. Fecha: DD—DD—DDDD

4.6 |otro, especificar:

| 3.8 Test de Schirmer: | [ ][ ]mm | LI ] mm

4. Tratamiento actual

Fecha de realizacion: DD—DD-DDDD

dia mes afo

4.1 | Ketotifeno solucién oftalmica 0.025% (Zaditen) via de administracién ocular, administrar 1 gota en cada ojo
cada 12 horas por 1 mes.

4.2 |:| Hialuronato de sodio solucion oftdlmica 0.15% (Hyabak) via de administracion ocular, administrar 1 gota en
cada ojo cada 4 horas por 1 mes.

4.3 Dloratadina tabletas 10mg tomar 1 tableta via oral cada 24 horas por 15 dias

4.4 [ |Loratadina jarabe 100mg,/100ml tomar Sml via oral cada 24 horas por 15 dias

4.5 | Medidas de higiene general.

4.6 |:|Dtru, especificar:

| 3.9 Tiempo de ruptura lagrimal: | D-D segundos | D-D segundos
Mombre del evaluador: .

5. Fotografias

5.1 ¢ 5e tomaron fotogafias? |:| Si |:| No Lugar de almacenamiento: |:| Google drive DME moria USB
Mombhre del archivo:

Ohservaciones:

11

Elaborado por: Maria Femanda Real San Migue!



Fecha: [ | [ [ [[ ][]
Dia Mes Ano
Analisis de la expresion de moléculas de coestimulacion de la familia B7 y factor de transcripcion IRF-4, en
celulas dendriticas de pacientes pediatricos con conjuntivitis alérgica durante el tratamiento con inmuncterapia
sublingual antigeno desensibilizante

Iniciales del sujeto: DDDD No. De registro: DDD DDD Sexo:DFemenino Dhlasculino

Formato de reporte de casos

VISITA 1 |

A. Cuestionario de calidad de vida en nifios/as con rinoconjuntivitis (PROLQ) |

Fecha de realizacion: DD-DDDDDD

dia mes ano

1.1 Nariz tapada, congestionada

1.2 Estornudos

1.3 Mariz te gotee

1.4 Picor en la nariz

1.5 Picor en los ojos

1.6 Te lloren los ojos

1.7 Ojos hinchados

1.8 Dolor en los ojos

1.9 Tener que frotarte los ojos v la nariz

1.10 Tener que sonarte la nariz

1.11 Tener que llevar paniuelos

1.12 Tener que tomar medicinas para tus alergias

1.13 Tener sed

1.14 El picor de la garganta

1.15 Dolor de cabeza

1.16 Molestias para jugar al aire libre

1.16 Cansado/a

1.18 Mal en general

1.19 Irritable

1.20 Vergiienza

1.21 Dificultad para quedarte dormido/a

1.22 Despertando durante la noche

[ o o e e Y o e e Y e e} e | e ) e [ e (e Y e e o o o e o e}

L e e e e e e I Y ) ) ey e e e e T e e e e
(A EY Y Uy Py ey ey Py ) ) ) ) Dy g ey Py ey ey Py Py ey e e
[ [ [ [ o o [ o fos oo | oo | oo | oo | o fos [on oo [os [os [os {os oo [os o
SN N I I O I I I I I o I B O I O o
olo|o|le|o|o|e|e|e|e|e|e|oe|o|e|e|e|o|e|e | |e |en

LSa =N L S SN Sl S RN LS Sl Il S e R S N R R Rl R R R

1.22 Dificultad para prestar atencion

Observaciones:
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Fecha: [T T T T 111
Dia Mes Ano
Analisis de |la expresion de moléculas de coestimulacién de la familia BT y factor de transcripecion IRF-4, en
celulas dendriticas de pacientes pediatricos con conjuntivitis alérgica durante el tratamiento con inmunoterapia
sublingual antigeno desensibilizante

Iniciales del sujeto: DDDD No. De registro: DDD DDD Sexo:DFemenino Dh'lasculino

Formato de reporte de casos

VISITA 2 |

A, Consulta de inmunologia |

1. Interrogatorio

Fecha de realizacion: E":H:":H:":‘ l:":‘

dia mes ano
1.1 El sujeto entrega el diario del paciente correctamente llenado de la visita previa: | 5] | No
1.2 De acuerdo al diario del paciente, {Hubo adecuado apego al tratamiento? | |5i] |No
1.3 ¢El sujeto tomo su tratamiento farmacologico topico y oral convencional? Especificar: HEIRLE

1.4 |:| Ketotifeno solucion oftdlmica 0.025% (Zaditen) via de administracidn ocular, administrar 1
gota en cada ojo cada 12 horas por 1 mes.

1.5 |:| Hialuronato de sodio solucién oftalmica 0.15%: (Hyabak) via de administracion ocular,
administrar 1 gota en cada ojo cada 4 horas por 1 mes.

1.6 Dluratadina tabletas 10mg tomar 1 tableta via oral cada 24 horas por 15 dias

1.7 Dluratadina jarabe 100mg,/100ml tomar Smil via oral cada 24 horas por 15 dias

1.8 |:| Medidas de hygiene general.

1.9 |otro, especificar;

Observaciones:

13
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Fecha: [ | | [ [[[]]
Dia Mes  Ano
Analisis de |a expresion de moléculas de coestimulacion de la familia BT y factor de transcripeion IRF-4, en
celulas dendriticas de pacientes pediatricos con conjuntivitis alérgica durante el tratamiento con inmunoterapia
sublingual antigeno desensibilizante

Iniciales del sujeto: DDDD No. De registro: DDDDDD Sexo:DFemenino Dlulasculino

Formato de reporte de casos

VISITA 2 |

A. Farmacovigilancia activa |

1. Interrogatorio

Fecha de realizacion: [_J_J-{_I_ -1 1[]

dia  mes arno
1.1 éPresento alguna sRAM con el frasco No. 1 de SUT?: L |si* | [No| |Na
1. 2 {Presentd alguna sRAM con el frasco No. 7 de SLIT?: L Isi® | [No| |Na

Especificar®:
1.3 Tipo de reaccion: ||| | 1.4 Gravedad: |:||:| 15 Causalidad: |:| 1.6 Descenlace: |:|

1.5Fecha|niciu:| || || || || || || ||:| 1.6Fechatérmino:DD-DD-DDDD

dia mes afio dia mes afio

17 JNA 1.8Tipodereaccion:[ ][ | 1.9 Gravedad:[ || | 1.10 Causalidad: [ | 1.11 Descenlace: [ ]

1.12 Fecha Inicio: DD—DD—DDDD 1.13 Fecha términD:DD—DD—DDDD

dia mes afio dia mes afio

114 DNA 1.15 Tipo de reaccion: Dl:l 1.16 Gravedad: |_||_| 1.107Causalidad: D 1.18 Descenlace: |:|

1.14 Fecha Inicio: QD—DD-DDDD 1.20 Fecha términD:DD-DD-DDDD

mes ano di mes afio

Tipo de reaccion Gravedad Causalidad Descenlace

1 Percepcion del gusto alterado 10: No grave 1 - Dudaosa 0 — Fatal

2.Comezon en los labios 1a: Leve 2 - Posible 1 — No recuperado/No

3. Hinchazon de los labios 1b: Moderada 3. - Probable resuelto

4, Comezon dentro de la boca 1c:Severa 4, - Definida 2 — Recuperado con secuela
5. Comezon en los oidos 20: Grave 3 — Recuperado sin secuela
&. Hinchazdn de la lengua 4 - Recuperado/resuelto
7. Ardor en la lengua Irritacion de la garganta

£. Ronchas

9. Salpullido en la piel

10. Tos y/o dificultad para respirar

11. Dolor abdominal

12, Vomito

13, Presion arterial baja

14. Desmayo
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Elaborado por: Maria Femanda Real San Miguel



Fecha: [ [ | [ [[] ][]
Dia Mes Ano

Analisis de la expresion de moléculas de coestimulacién de la familia BT y factor de transcripeion IRF-4, en
celulas dendriticas de pacientes pediatricos con conjuntivitis alérgica durante el tratamiento con inmunoterapia
sublingual antigeno desensibilizante

Iniciales del sujeto: DDDD No. De registro: DDDDDD Sexo:DFemenino Dl.'lasculina

Formato de reporte de casos

Visita 2

A, Farmacovigilancia intensiva

1. Interrogatorio

Fecha de realizacién: | || | || H | ||:||:|

dia mes ano
1.1 {Presento alguna sRAM con el frasco Mo. 1 de SLIT?: L 15[ |No | INA
1. 2 {Presento alguna sRAM con el frasco No. 7 de SLIT?: Si* MNo| |MA

Especificar®:

1.3 Tipo de reaccion: ||| 1.4 Gravedad: |:||:| 1.5 Causalidad: |:| 1.6 Descenlace: |:|

15 Fechanicio: [ || H I ]H || ,." ||:| 16 FechatérminD:DD-DD-DDDD

dia mes afo dia mes afo

17 IMA 1.8 Tipo de reaccién: DD 19 Gravedad:|_|| | 1.10 Causalidad: |:| 1.11 Descenlace: |:|

1.12 Fecha Inicio: DD—DD-DDDD 1.13 Fecha términD:DD-DD-DDDD

dia mes afio dia mes afo

114[ JNA 115 Tipo dereaccion: [ |[ | 1.16 Gravedad: [ ] | 1.107Causalidad: [ | 1.18 Descenlace: [_|

1.19 Fecha Inicio: DD—DD-DD |:| 1.20 Fecha términD:DD-DD-DDDD

dia mes ari dia mes afio

Tipo de reaccion Gravedad Causalidad Descenlace
1 Percepcon del gusto alterado 10: No grave 1 - Dudosa 0 — Fatal
2.Comezan en los labios 1a: Leve 2 - Posible 1 — No recuperado/MNo
3. Hinchazdn de los labios 1b: Moderada 3. - Probable resuelto
4. Comezon dentro de la boca 1c:Severa 4. - Definida 2 — Recuperado con secuela
5. Comezon en los oidos 20: Grave 3 — Recuperado sin secuela
6. Hinchazon de la lengua 4 — Recuperado/resuelto
7. Ardor en la lengua Irritacion de la garganta
8. Ronchas
9. Salpullido en la piel
10. Tos y/o dificultad para respirar
11, Dolor abdominal
12, Vomito
13. Presion arterial baja
14, Desmayo

15

Elaborado por: Maria Fernanda Real San Miguel









	Portada 
	Índice General
	Capítulo 1. Conjuntivitis Alérgica 
	Capítulo 2. Fisiopatología de la CA 
	Capítulo 3. Tratamiento 
	Capítulo 4. Células Dendríticas 
	Capítulo 5. Metodología  
	Capítulo 6. Resultados
	Capítulo 7. Discusión
	Capítulo 8. Conclusiones 
	Capítulo 9. Perspectivas y Limitaciones 
	Capítulo 10. Referencias 
	Anexos 



