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RESUMEN

La conjuntivitis alérgica (CA) es una enfermedad causada por la inflamacion de la superficie ocular
y en la que de forma sistémica se ha demostrado una disminucion en el porcentaje de células T
reguladoras (Tregs) CD4+CD25+FOXP3+ y una desregulacion de la respuesta inmune en la que
hay una prevalencia de TNF-a sobre IL-10 a nivel ocular. En el presente trabajo se observé un
aumento en la expresion de CD69 y TLR-4 en células T CD4+ de sangre periférica de pacientes
con conjuntivitis alérgica perenne (PAC), ademés de un aumento en la concentracion de TNF-a.,
IL-4 e IL-6 en sobrenadante de cultivos de estas células posterior a la estimulacion con Der p
(acaro de polvo). La sintesis de estas citocinas es, entre otros estimulos, regulada por mediadores
solubles como lo son los neuropéptidos, entre los que destaca la hormona alfa estimulante de
melanocitos (a-MSH). Se ha demostrado que este neuropéptido promueve un microambiente
antiinflamatorio regulando la expresion de FOXP3, promoviendo la sintesis de IL-10 y TGF-f. En
nuestro estudio, encontramos que la estimulacion con Der p a PBMCs de pacientes con
conjuntivitis alérgica en presencia de a-MSH indujo un aumento en el porcentaje de células T regs
CD4+CD25+FOXP3+, ademas de disminuir la expresion de células T CD4+CD69+, CD4+TLR4+
y la concentracion de IL-4 e IL-6 en sobrenadante. Mientras encontramos que la concentracion de
o-MSH en lagrima y suero de pacientes con PAC es mayor a individuos sanos. Estos resultados
demuestran por primera vez la participacion de o-MSH en la regulacion de mecanismos
inflamatorios involucrados en el desarrollo de la conjuntivitis alérgica, ademdas de aportar
conocimiento sobre mecanismos inflamatorios que en un futuro puedan ser usados como blancos

terapéuticos para el tratamiento de conjuntivitis alérgica.



ABSTRACT

Allergic conjunctivitis (AC) is a disease that results from ocular surface inflammation in the
presence of a sensitizing antigen. It is well known that patients with AC have a lower percentage
of regulatory T cells in peripheral blood and show a local dysregulation of TNF-a and IL-10. On
the other hand, melanocyte-stimulating hormone (a-MSH) has been involved in regulating
inflammatory ocular diseases through the induction of Tregs and the secretion of IL-10 and TGF-
B. In this work, we observed that PBMC from patients with perennial AC (PAC) showed an
increased expression of CD69 and TLR-4 on T CD4+ cells and high concentration of TNF-a, IL-
4, and IL-6 in the supernatant after Der p stimulation. Interestingly, after treatment with a-MSH
and Der p, we observed an increased percentage of regulatory T cells CD4+CD25+FOXP3+ and
a lower expression of CD69 and TLR-4 on T CD4+ cells with a low concentration of IL-4, IL-6
and TNF-a in the supernatant of culture. In addition, we observed higher a-MSH concentrations
in serum and tears from PAC patients than healthy donors. These results demonstrate the
involvement of a-MSH in the immunological mechanisms of PAC in vitro and in vivo. Also, the
results show the importance of TLR-4 acting synergically with the antigen to induce an
inflammatory Th2 immune response. The pathophysiological mechanisms described in this study

could be used in developing new therapeutical targets to control allergic conjunctivitis.



INTRODUCCION

Respuesta inmune en las enfermedades alérgicas

Se estima que el 30% de la poblaciéon mundial padece algln tipo de alergia. De acuerdo con la
ISAAC, (Estudio Internacional del Asma y Alergias en la Infancia) Latinoamérica es una de las
regiones en donde existe la més alta prevalencia de sintomas de rinoconjuntivitis en nifios entre 6
y 7 afios de edad, mientras que en Latinoamérica, Norteamérica y Africa, son los adolescentes
entre 13 y 14 afios quienes presentan los valores mas altos. Ademas, en este estudio se destaca que
los factores geo-climaticos son un factor importante que determina el desarrollo de enfermedades
alérgicas, incluso en regiones de la misma ciudad pueden ocurrir grandes variaciones, como lo es

en la Ciudad de México (Mallol et al., 2013).

Las enfermedades alérgicas se definen como la manifestacion clinica de una respuesta de
hipersensibilidad de tipo I, caracterizada por un aumento en la produccion de IgE, en respuesta al
contacto con alérgenos que lleva la respuesta inmune hacia un perfil Th2. Los alergenos cuentan
con caracteristicas fisicoquimicas que conducen al desarrollo de alergias, entre las que destacan:
capacidad enzimadtica (cisteina-proteasa), estructura de la proteina y patrén de glicosilacion que
les permiten irrumpir las barreras epiteliales de las mucosas, conduciendo a la sensibilizacion al
alérgeno, es decir la produccion de IgE especifica al mismo (Shakib, Ghaemmaghami, & Sewell,

2008).

La actividad de proteasa con la que cuentan los alergenos les permite degradar las uniones celulares
de los epitelios, lo que activa la liberacion de IL-25 e IL-33 por parte de las células epiteliales,
reclutando eosindfilos, basofilos y mastocitos. IL-33 induce el aumento en la expresion de IL-33R
en basofilos y mastocitos y la sintesis de IL-4, IL-9, IL-13, GM-CSF, CCL5, MIP-1a, MIP-1B y
MCP-1, polarizando la respuesta hacia un perfil Th2. Ademas, IL-33 induce la migracién de
células B y células dendriticas (DC). Las células dendriticas reconocen el alérgeno, lo procesan y
presentan a células T naive que potencialmente se diferenciaran hacia un perfil Th2 (Reynolds &

Finlay, 2017).



Las DC procesan y presentan el alérgeno a células T naive, que posteriormente se activaran y
sintetizaran IL-4 e IL-5, citocinas que inducen la diferenciacion de células B plasmaticas
productoras de IgE y ademas la activacion de mastocitos y baséfilos. En una nueva exposicion al
alergeno, este es reconocido por la IgE y el complejo IgE-alergeno se unird a los receptores FceRI
que se encuentran en la superficie de mastocitos, induciendo su degranulacion en la que se libera:
histamina, proteasas y prostaglandinas, ademas de producirse IL-5 que favorece la polarizacion de

la respuesta Th2 (Reynolds & Finlay, 2017).

Estos eventos llevan a la alteracion de la homeostasis de las superficies mucosas, como la mucosa
nasal, pulmonar, gastrointestinal y ocular, que son generalmente superficies de contacto a
alergenos y otros tipos de antigenos donde de forma basal hay diferentes mecanismos de tolerancia

hacia estas moléculas, como los siguientes:

e (élulas T reguladoras FOXP3+ Trl, Th3. Las mucosas son sitios de contacto con gran
variedad de antigenos, el desarrollo de estas células antigeno especificas, permite que el
reconocimiento de antigenos est¢é mediado por una respuesta reguladora. Estas células
ademas sintetizan citocinas anti-inflamatorias como IL-10 y TGF-3 que contribuyen a la
diferenciacion de células T reguladoras.

e C¢lulas dendriticas (DC) CD103" CD103'CX3CR1". Los antigenos a los que estan
expuestos las mucosas son reconocidos por este tipo de células dendriticas que favorecen
la diferenciacion de células T reguladoras.

e (C¢lulas intraepiteliales Tyd, estas células T tienen capacidad reguladora y se alojan entre
las uniones laterales de las células de los epitelios.

e (Células CD8+CD103+ este tipo de células T CD8+ se ubican en las mucosas y tienen la
capacidad de inducir citotoxicidad en las células efectoras, también son capaces de
sintetizar IL-10 y TGF-B que a su vez favorecen la diferenciacion de células reguladoras

(Reynolds & Finlay, 2017).



La disrupcion de los epitelios favorece ademas la activacion de mecanismos de la respuesta inmune
innata, entre ellos la activacion de receptores de reconocimiento de patrones como TLR-4 (Toll
Like Receptor 4). TLR-4 es expresado por células del sistema inmune y células epiteliales, su
principal ligando es LPS (Lipopolisacéarido) induciendo la activacion del factor de transcripcion
NF-kB y con ello la sintesis de citocinas proinflamatorias como IL-6 y TNF-a (Takeuchi et al.,

1999).

Reconocimiento de Der p por TLR-4 y su participacion en el desarrollo de enfermedades
alérgicas

TLR-4 ha sido asociado al padecimiento de enfermedades alérgicas, como asma, donde el
reconocimiento de LPS por células epiteliales pulmonares lleva a la expresion de moléculas de
adhesion, citocinas como TSLP, IL-25 e IL-33 que permiten la polarizacion de la respuesta a un
perfil Th2 (Reynolds & Finlay, 2017), ademds de facilitar la sensibilizacion al acaro de polvo
Dermatophagoides pteronyssinus (Der p), considerado el principal agente causante de alergias

(Reithofer & Jahn-Schmid, 2017).

Der p cuenta con hasta 30 componentes alergénicos, entre ellos Der p 1 y Der p 2 que son los mas
relevantes por inducir los mayores titulos de IgE en pacientes alérgicos (Thomas, Hales, & Smith,
2010). Estos alergenos tienen actividad enzimatica de cisteina-proteasa y serina-proteasa,
respectivamente, las cuales tienen diversas funciones, entre ellas, la proteolisis de proteinas que

conformas las uniones estrechas de los epitelios como ZO-1 y ocludinas (Shakib et al., 2008).

Der p 2, ademas de ser inmunogénico por su capacidad enzimatica, tiene homologia con MD-2,
proteina que reconoce LPS, activando la respuesta inmune via TLR-4. En varios estudios se ha
comprobado la participacion de TLR-4 en el desarrollo de enfermedades alérgicas. En modelo
murino knockout para MD-2, los ratones inmunizados con LPS+Der p 2, presentaron un aumento
en el infiltrado de eosinéfilos y linfocitos, ademas de aumentar la produccion de IgE, a diferencia
de los ratones knockout para TLR-4, donde no se observan alteraciones en la produccion de IgE
(Kiiciiksezer et al., 2013) lo cual implica que Der p 2 mimetiza la funcion de MD-2. Estas
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observaciones, ademas apuntan a que LPS potencia la actividad alergénica de Der p y que ello sea

via TLR-4 (Trompette et al., 2009).

En modelo murino knockout para TLR-4 (TLR-4 ), al inmunizar con Der p se observd una
disminucion significativa de IL-5 e IL-13 en lavado bronqueoalveolar, ademéas de un menor
infiltrado inflamatorio en pulmodn, con respecto a los ratones wild type (Perros, Lambrecht, &
Hammad, 2011). Ademas, se ha comprobado que la sensibilizacion a 4caro de polvo favorece la
posterior sensibilizacion a otros alérgenos, dado que activa la maduracion de células dendriticas
MHCII+CD11c+ de pulmon, ademas de la sintesis de IL-4, IL-5 e IL-13 (van Rijt et al., 2012),
mientras que LPS polariza la respuesta hacia un perfil Th1 o Th2 al momento de la sensibilizacion

a alérgenos.

Estos estudios demuestran que la activacion de TLR-4 induce mecanismos inflamatorios que
favorecen el desarrollo de enfermedades alérgicas, polarizando la respuesta inmune a un perfil Th2

y alterando el microambiente tolerogénico de las mucosas.

Mecanismos de tolerancia mediados por células T reguladoras en alergia

Multiples estudios realizados en modelos murino y humanos han reportado que la disminucion en
porcentaje y funcion de las células T reguladoras estd asociado al desarrollo de alergia y que al
restablecer estas células se observa una disminucion de los sintomas de alergia (Lee et al., 2007).
En pacientes con rinitis alérgica esta reportado que existe una disminucion de la frecuencia de
células T regs CD4"CD25"FOXP3*CD127 con respecto a sujetos control, en este mismo estudio,
observan que el porcentaje de células T regs estd relacionado negativamente con la escala de
sintomas de rinitis alérgica (Gajdanowicz et al., 2020). Mientras que en pacientes con conjuntivitis
alérgica estd reportado que existe una disminucién en la frecuencia de células T regs

CD4+CD25+FOXP3+ (Galicia-Carreon et al., 2013).
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Conjuntivitis alérgica

Definicién y clasificacion

La conjuntivitis alérgica es una enfermedad que afecta principalmente a la poblacion pediatrica
dafnando la superficie ocular y en casos graves, la cornea. De acuerdo con la Encuesta Nacional de
Salud y Nutricion 2018, las conjuntivitis son parte de las principales causas de consulta
ambulatoria en México. En el Instituto de Oftalmologia “Conde de Valenciana” es la segunda

causa de consulta oftalmologica en edad pediatrica (Galicia-Carredn et al., 2013).

La conjuntivitis alérgica es una enfermedad inflamatoria de la superficie ocular, resultado de un
proceso de hipersensibilidad de tipo I. Existen cuatro tipos de conjuntivitis alérgica que se
diferencian de acuerdo con la gravedad de los signos clinicos. La conjuntivitis alérgica estacional
(SAC), conjuntivitis alérgica perene (PAC), queratoconjuntivitis atdpica (AKC) vy
queratoconjuntivitis primaveral (VKC). La SAC se ubica al inicio de la primavera y el invierno,
donde hay picos en la produccién de polen y la PAC es un tipo de conjuntivitis en que los pacientes
que reaccionan a alérgenos presentes durante todo el afio como el acaro de polvo Der p

(Dermatophagoides pteronyssinus).

Superficie ocular

La superficie ocular, la conforman la conjuntiva, la cornea y la pelicula lagrimal (Figura 1). La
conjuntiva es un epitelio plano estratificado, no escamoso, vascularizado, con un grosor entre dos
y tres células. En ella, se encuentran diversos tipos de células del sistema inmune, constituyendo
el tejido linfoide asociado a conjuntiva (CALT), como células B, células T CD4, células T CD4 y
CDS8 reguladoras, células intraepiteliales, NK y vo, células de Langerhans, células
polimorfonucleares y mastocitos; asi como, la glandula lagrimal, glandula de Meibomio y células
caliciformes que contribuyen a la formacion de la lagrima (McDermott et al., 2005). En

condiciones de homeostasis, en la mucosa ocular prevalece una respuesta reguladora y Th2 que
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Analisis de la participacion de TLR-4 y alfa-MSH en la induccién de linfocitos T reguladores
CD4+CD25+FOXP3+ en pacientes con conjuntivitis alérgica

mantiene concentraciones fisioldgicas de IL-13 e IL-9 que inducen la formacion de mucinas por

las células caliciformes (Pflugfelder & Stern, 2014).

Conjunctiva Limbus Cornea

Epithelial signals
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Figura 1. Estructura de la superficie ocular. La interaccion entre los diferentes tipos celulares que conforman
la superficie ocular y moléculas solubles, permiten crear una barrera que permite el continuo reconocimiento de
antigenos por parte de las células dendriticas (DC), las cuales son capaces de migrar hacia nodulos linfaticos
cercanos por su expresion de CCR7, donde presentan el antigeno a las células T, mismas que pueden adquirir
un fenotipo efector (Th1, Th2, Th17) o regulador (Treg). La pelicula lagrimal no s6lo permite la lubricacion y
proteccion del epitelio conjuntival y corneal, sino que también permite la solubilizacion de quimiocinas como
CCL20, CXCL9, CXCL10 y CXCL11 que favorecen procesos de quimioatraccion a partir del tejido linfoide
asociado a conjuntiva (CALT) hacia la periferia por medio de los vasos sanguineos. Otros mediadores solubles
como TSLP, TNF-a, IL-1, PD-L1 El equilibrio entre estos dos tipos de respuesta determinara el desarrollo de
un proceso inflamatorio cronico o que el microambiente vuelva a la homeostasis. (Galletti, Guzman, &
Giordano, 2017)

La cérnea esta conformada por una capa transparente de tejido conectivo, recubierta en ambos

lados por una capa de epitelio escamoso no queratinizado, de cinco a siete células de grosor. Esta

estructura crea una barrera fisica que impide la entrada de antigenos. Hay presencia de células de

Langerhans distribuidas en la periferia de la cornea, no asi en la parte central, ademas de que esta

zona es avascular, inhibiendo la migracion de células linfoides (Knop & Knop, 2007).
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La pelicula lagrimal mantiene la lubricacién de la conjuntiva y la cérnea. Tiene tres principales
componentes: un componente liquido, producido por la glandula lagrimal, que mantiene la
osmolaridad de la lagrima y que contiene IgA secretora (sIgA); un componente lipidico, que es
producido por las glandulas de Meibomio y que inhibe la evaporacion de la lagrima; y una fase
mucosa, producida por las células caliciformes que favorece la hidrofilicidad de la lagrima y que

se extienda de manera uniforme a lo largo de la superficie ocular.

En la lagrima se encuentran diferentes moléculas que participan en la respuesta inmune de la
superficie ocular como: lisozima, IgA secretora (sIgA), proteinas de complemento, lactoferrina y
lipocalina. Las cuales tienen como funcion proteger la superficie ocular de la colonizacion de
microorganismos patdégenos y mantener su homeostasis. Ademas, contiene factores de crecimiento
que favorecen la re-epitelizacion como el factor de crecimiento nervioso (NGF) (McDermott,

2013).

La produccion de lagrima se encuentra sujeta a un ritmo circadiano. Durante las horas de suefio
disminuye la produccion de lagrima, induciendo la activacion de mecanismos proinflamatorios,
dado que disminuye la oxigenacion de la superficie ocular, activando TLRs y mecanismos de
complemento. El parpadeo permite la continua exfoliacion de las células de la cornea, inhibiéndose

este mecanismo en las horas de suefio (Galletti et al., 2017).

Al ocurrir alteraciones en los componentes de lagrima, se desarrolla la enfermedad de ojo seco,
que se encuentra asociada a multiples enfermedades, entre ellas las de origen autoinmune,
infecciosas y la conjuntivitis alérgica. La enfermedad de ojo seco es causada por una excesiva
evaporacion del componente acuoso de la lagrima, al haber alteraciones en la formacion de lipidos

y mucinas, provocando dafio en la superficie ocular (Ru et al., 2015).

Con el desarrollo de la conjuntivitis alérgica, resultan afectados los componentes de la superficie
ocular. A nivel de la conjuntiva, altera los mecanismos de regulacion de la respuesta inmune,
favoreciendo una respuesta efectora, misma respuesta que llega a afectar la cornea al producirse
eventos de reparacion de tejido, que inducen fibrosis de la cérnea y en consecuencia la formacion
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de queratocono. En cuanto a la lagrima, hay alteraciones en la produccion de las moléculas que la
componen como producto de la respuesta inflamatoria cronica, lo cual cambia su osmolaridad y la
produccion de moléculas que de forma fisioldgica alberga. Dado que la inflamacion genera dafio

en las células caliciformes, también se altera la produccion de mucinas.

En modelo murino posterior a la induccion de ojo seco mediante escopolamina, hay un aumento
en la concentracion de TNF-a, IFN-y e IL-1P (Ru et al., 2015), mientras que en humano se ha
determinado una asociacion en la produccion de IL-4, IL-12, IL-10 e IFN-y y el desarrollo de ojo
seco (Tong, Wong, & Cheng, 2018). La alteracion en la concentracion de estas citocinas altera los
mecanismos de tolerancia que se ubican en la superficie ocular, llevando a un desequilibrio de la
respuesta inmune que inhibe la diferenciacion de células T reguladoras, como ha sido descrito por
Galicia-Carreon J. et al. (Galicia-Carreon et al., 2013) donde se observa en pacientes con CA hay

un predominio en la frecuencia de células con fenotipo CD4*CCR4"CCR9" sobre la frecuencia de

células Tregs CD4*CD25"FOXP3".

Neuropéptidos e inflamacion

Ademas de las citocinas, existen otros péptidos que participan en la regulacion de la respuesta
inmune a nivel de la superficie ocular, producidas principalmente por fibras nerviosas asociadas a
la cornea. Entre ellos esté el péptido intestinal vasoactivo (VIP), el péptido asociado al gen de la
calcitonina (CGRP), substancia P (SP), neuropéptido Y (NY) y la a-hormona estimulante de
melanocitos (a-MSH) (Sabatino, Di Zazzo, De Simone, & Bonini, 2017). Estos péptidos actian
sobre receptores especificos, asociados a proteinas G, activando la via de cAMP, misma que
conduce a la activaciéon de mecanismos anti-inflamatorios, como la sintesis de IL-10 y TGF-p.

Aunque también pueden favorecer la sintesis de moléculas inflamatorias (Gonzalez-Rey, Chorny,

& Delgado, 2007).

Se ha descrito que SP favorece procesos inflamatorios, como la sintesis de TNF-o en mastocitos

de raton (Ansel, Brown, Payan, & Brown, 1993), ademas de estimular la sintesis y liberacion de
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prostaglandina E», tromboxano B, asi como radicales de oxigeno en macréfagos de cobayos,
ademads de inducir la degranulacion de mastocitos de rata y humano (Shanahan, Denburg, Fox,

Bienenstock, & Befus, 1985).

Efecto de a-MSH en el sistema inmune

La a-hormona estimulante de melanocitos (a-MSH) es una hormona peptidica, que pertenece al
sistema de melanocortinas, en el que se encuentran: la hormona liberadora de corticotropina
(ACTH) y a- B- y y-MSH. Este sistema participa en la regulacion del eje hipotalamo-hipofisis-
glandulas, lo que le confiere a a-MSH actividad anti-inflamatoria. Las melanocortinas llevan a
cabo su actividad al unirse de forma especifica a cinco tipos receptores de melanocortina (MCRI1-
5), que son receptores dependientes de proteinas G que se encuentran expresados a nivel central,

en tejidos periféricos y células del sistema inmune.

o-MSH regula diferentes procesos como la pigmentacion de la piel, disminuye el apetito, regula
procesos de memoria, movimiento, aprendizaje y también participa en procesos de regulacion de
la respuesta inmune. Es producida en tejidos periféricos como: queratinocitos, melanocitos,
linfocitos, monocitos, entre otras. En el ojo, es producida por las células del epitelio retiniano,
glandulas de meibomio, células caliciformes, la cornea y células acinares, ubicadas en la glandula

lagrimal (Leiba et al., 1990; Ru et al., 2015; Tinsley, Fridland, Killmar, & Desiderio, 1988).

o-MSH es un derivado de la pro-opiomelanocortina, esta ultima es liberada por el estimulo de
rayos UV, que a su vez inducen la liberacion de citocinas pro-inflamatorias, (IL-1, IL-6, y TNF-
o), ademas de neurotransmisores. Estos estimulos activan en el hipotdlamo, la sintesis de hormona
liberadora de corticotropina (CRH), posteriormente CRH activa la produccion de pro-
opiomelanocortina (POMC) en la glandula hipdfisis o glandula pituitaria, la POMC suftre un corte
proteolitico por enzimas convertasas PC1 y PC2. Posteriormente, en la glandula pituitaria anterior,
se produce la hormona adreno-corticotropa (ACTH), 3-LPH y NT. En un siguiente procesamiento

efectuado en el lobulo intermedio de la glandula pituitaria, a partir de NT, se produce y-MSH y a
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partir de ACTH se produce a-MSH y péptido del 16bulo intermedio tipo corticotropina (CLIP). -
LPH también es cortado para producir a B-endorfina-(1-26) y B-endorfina-(1-27) y B-MSH
(Brzoska et al., 2008; Slominski, Wortsman, Luger, Paus, & Solomon, 2000) (Figura 2).

N-| POMC -c pro-
' ‘Pc] 1 hormone
JP
I AR [ BLeH ]
NT‘ “PC2/7BZ : s

[J[emsH] [GMSH] cLiP] [ yLPH ][B-END]

| [pew]

Figura 2. Sintesis de a-MSH. La proopiomelanocortina es el precursor de diferentes hormonas: ACTH, a, y-
MSH y B-endorfina principalmente. Estos derivados resultan del corte proteolitico de enzimas prohormona
convertasas (PC). (Brzoska, Luger, Maaser, Abels, & B6hm, 2008)

Cada una de las melacortinas tienen afinidad distinta para cada receptor, el MCR2 es especifico
para ACTH y su expresion esta restringida a la glandula adrenal, donde ACTH lleva a cabo su
actividad induciendo la produccion de cortisol, mientras que los receptores MCR1, MCR3, MCR4
y MCRS estan distribuidos en diferentes tipos celulares, entre ellos, células del sistema inmune

(Brzoska et al., 2008; Slominski et al., 2000).

Los receptores de melanocortina son receptores acoplados a proteinas G, su funcién anti-
inflamatoria es debida a que induce un aumento en la concentraciéon de adenosin monofosfato
ciclico (cAMP), de forma localizada en las células. El cAMP generado activa a proteina cinasa A
(PKA), que a su vez activa un factor de transcripcion llamado, elemento de respuesta a cAMP
(CREB), mismo que inhibe la traslocacién de p65 al nucleo inhibiendo la activacion de NF-xB y

a su vez es capaz de unirse al promotor de IL-10, activando su expresion (Gonzalez-Rey et al.,

2007; Wehbi & Taskén, 2016).

En modelo murino de uveitis autoinmune, se ha descrito que la administraciéon de o-MSH,

disminuye la severidad de la enfermedad, inhibiendo la activacion de NF-kB, induciendo la
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sintesis de IL-10 y TGF- y la diferenciacion de células T reguladoras Tr1 y Th3, por medio de la
activacion de MCR-1 y -3 (A. Taylor & Namba, 2001).

Ademas, en modelo murino de encefalitis autoinmune, en los ratones tratados con a-MSH se
observa menor porcentaje de activacion de células autoinmunes, donde determinan que la
expresion de CD69 y CD134 disminuye (Fang et al., 2014a). Mientras que, en modelo murino de
0jo seco, inducido con escopolamina donde hay un aumento en la produccién de citocinas pro-
inflamatorias como TNF-a, IL-18 e IFN-y, la administracion de o-MSH disminuye la

concentracion de estas citocinas (Ru et al., 2015).
Estos antecedentes demuestran el potencial de a-MSH como un posible inductor de células T

reguladoras en nuestro modelo de estudio y ademas sustentan el efecto anti-inflamatorio que ya ha

sido reportado previamente sobre la activacion de TLR-4.
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JUSTIFICACION

En la actualidad se reconoce que una de las principales causas de las enfermedades alérgicas es la
pérdida del ambiente regulador. Los pacientes con conjuntivitis alérgica perenne (CAP), muestran
una disminucién en el porcentaje de células T reguladoras CD4+CD25+FOXP3+ en células de
sangre periférica, ademas de un aumento en células CD4+ con capacidad de migracion a mucosas
asociada a la expresion de CCR4 y CCRO. Investigar los mecanismos inflamatorios involucrados
en el mantenimiento del microambiente inflamatorio de manera crdnica, permitird identificar las
razonas por las cuales ocurre la pérdida de tolerancia en pacientes con conjuntivitis alérgica

perenne.

Investigar la participacion de TLR-4 y o-MSH en los mecanismos inflamatorios desarrollados en
pacientes con CAP permitira describir su relacion a la disminucion de células T reguladoras asi
como aportar al conocimiento de la alergia ocular que pueda contribuir a la mejora de los

marcadores de diagnostico y las terapias actuales.
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PREGUNTAS DE INVESTIGACION

(Cuadl serd el porcentaje de células T CD4+TLR4+ en pacientes con conjuntivitis alérgica perenne
(CAP) comparado con donadores sanos (DS)? ;(El estimulo con Der p promovera la induccion de
células T CD4+TLR4+ en cultivos de PBMCs de pacientes con PAC? (El cultivo con a-MSH
tendra efecto sobre la induccion de células T reguladoras CD4+CD25+FOXP3+ a partir de PBMCs
de pacientes con PAC? ; ;Cual serd la concentracion de a-MSH en suero de pacientes con PAC y

donadores sanos?

HIPOTESIS

Der p inducira la expresion de TLR-4 en linfocitos T CD4+, mientras que a-MSH inducira la
diferenciacion de Tregs en condiciones in-vitro a partir de PBMCs obtenidas de pacientes con

conjuntivitis alérgica
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OBJETIVO GENERAL

Determinar los efectos de la estimulacion con a-MSH en la induccion de células T reguladoras
CD4"CD25"FOXP3" en cultivos de PBMCs de pacientes con conjuntivitis alérgica perenne. Asi
mismo, determinar los efectos de la estimulacion a través de TLR-4 en la induccién de un

microambiente inflamatorio; en ambos casos, en presencia del antigeno sensibilizante (Der p).

Objetivos particulares

e Determinar el porcentaje de células CD4+TLR4+ en células mononucleares de sangre
periférica de pacientes con conjuntivitis alérgica perenne (CAP) y donadores sanos
mediante citometria de fujo.

e Determinar la frecuencia de células Tregs CD4+CD25+FOXP3+ en pacientes con CAP y
donadores sanos mediante citometria de flujo.

e Determinar la expresion de células CD4+TLR4+ y CD4+CD25+FOXP3+ en cultivos de
células mononucleares de pacientes con CAP, posterior a la estimulacion con Der p, LPS
y a-MSH mediante citometria de flujo.

e Determinar el efecto de la estimulacion de células mononucleares con Der p, LPS y a-
MSH en la expresion de citocinas IFN-y, IL-2, IL-4, IL-6, IL-17, TNF-, IL-10 y TGF-f.

e Evaluar la expresion de a-MSH en suero y lagrima de pacientes con CAP y donadores

sanos.
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MATERIALES Y METODOS

Pacientes y donadores sanos

El presente trabajo fue aprobado por los comités institucionales del Instituto de Oftalmologia,
“Fundacion Conde de Valenciana”. Comité Cientifico (CC-034-2011, 28 Nov. 2011), de
Bioseguridad (CB-034-2011, 9 Dec. 2011) y de Bioética (CEI-034-2011, 1 Dec. 2011). Asi mismo,
este trabajo se encuentra adherido a las normas estipuladas en la Declaration of Helsinki and the
Ell Statements of the International Conference of Harmonisation (E11-ICH). Se obtuvo
consentimiento y asentimiento informado de 14 pacientes con alergia ocular y nueve donadores
sanos. El diagndstico de conjuntivitis alérgica perenne se realiz6 por medio de examinacion

oftalmoldgica e inmuno-alergolégica.

Evaluacion clinica

La determinacién de la condicion alérgica de los pacientes fue determinada por medio de pruebas
cutdneas, realizando una pequea laceracion en la parte posterior del brazo, después se instil6 el
alérgeno Der p, Dermatophagoides pteronyssinus e histamina como control positivo. Posterior a
30 minutos, se determind el didmetro de la roncha producida, considerandose un resultado
positivo, una roncha > 3 mm de diametro comparando con el control de histamina. Ademas, se

midi6 la concentracion de IgE total en suero de los pacientes.

La evaluacion oftalmologica incluy6 la prueba de Schirmer, colocando una tira de papel Schirmer
(AMCON Tear Flow Test Strips Nomax, Inc, MO, USA) en un tercio del parpado inferior durante
5 minutos para después medir la cantidad de lagrima producida en milimetros. El tiempo de ruptura
lagrimal (TBUT) fue realizada observando la cornea a través de una lampara de hendidura (Carl
Zeiss, Meditec Inc. CA, USA) con filtro de luz de cobalto, aplicando en la superficie ocular del
paciente una gota de fluoresceina (Bio Glo Fluorescein Ophthalmic Strips USP, Gujarat, India).
ElI TBUT es el tiempo en aparecer la ruptura de la pelicula de fluoresceina después de su aplicacion

y posterior al primer parpadeo, reportando el valor del promedio de tres mediciones.
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Obtencion y cultivo de células mononucleares de sangre periférica (PBMC)

Una vez que los pacientes y controles sanos firmaron el consentimiento y asentimiento informado,
se obtuvo sangre periférica por medio de puncién en vena cefélica o basilica, colocandose en tubos
con heparina. Se tomaron 20 uL de sangre periférica total para efectuar las marcas especificas de
células Tregs (CD4, CD25 y FOXP3) y la sangre periférica restante fue procesada para obtencion
de PBMCs. Las PBMCs se separaron por gradiente de densidad en Ficoll-hypaque, centrifugando
a 300 G, durante 35 min. a temperatura ambiente. Después de la centrifugacion, se colectaron las
células en suspension, se lavaron y se cuantificacion mediante un contador automatico de células,

Scepter™ 2.0 Cell Counter.

Las PBMC se cultivaron en placas de 96 pozos con fondo plano (Costar, Corning, NY®) con 2x10°
células/pozo en medio RPMI-1640 suplementado con 1mM de piruvato de sodio, 2mM de L-
glutamina y se incubaron a 37°C y 5% de CO.. Después de 24 h de haberse cultivado, el medio de
cultivo se reemplazé con medio suplementado con suero fetal bovino al 10% y las células fueron
incubadas en presencia de Lipopolisacarido derivado de E.coli (LPS) y/o extracto total de
Dermatophagoides pteronyssinus (Der p); a-Hormona Estimulante de Melanocitos (a-MSH) y/o
Der p; oMSH + LPS y/o Der p; p a dosis 6ptimas durante 72 h. Posterior a ese tiempo, las células
se cosecharon y se lavaron con 500 uL de Phosphate Buffered Saline with 10% Bovine Albumin
(PBA) para posteriormente ser centrifugadas a 1500 rpm por 5 min a temperatura ambiente.

Después de ello, se llevo a cabo la inmunofluorescencia directa de las células.

Determinacion de la dosis 0ptima de estimulacion especifica para o-MSH

Se obtuvieron PBMCs de donadores sanos, cultivandose en placas de 96 pozos con fondo plano
(Costar, Corning, NY®) con 2x10° células/pozo en medio RPMI-1640 suplementado con ImM de
piruvato de sodio, 2mM de L-glutamina y se incubaron a 37°C y 5% de CO». Después de 24 h de
haberse cultivado, el medio de cultivo se reemplazd con medio suplementado con suero fetal

bovino al 10% y fueron incubadas en presencia de 1 y 10 ng de a-MSH, durante 24, 48 y 72 h.
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Posterior al tiempo de incubacion se determin6 la expresion de CD69 por citometria de flujo.

Determinando como dosis Optima la de 1 pg durante 72 h.

Determinacion de la dosis Optima de estimulacion especifica para Der p

Se obtuvieron PBMCs de pacientes con CA, que fueron positivos a Der p por el método de Prick
cultivaindose en placas de 96 pozos con fondo plano (Costar, Corning, NY®) con 2x10°
células/pozo en medio RPMI-1640 suplementado con 1mM de piruvato de sodio, 2mM de L-
glutamina y se incubaron a 37°C y 5% de CO.. Después de 24 h de haberse cultivado, el medio de
cultivo se reemplaz6 con medio suplementado con suero fetal bovino al 10% y fueron incubadas

en presencia de 0.1 y 1 pug de Der p, durante 72 h. Determinando como dosis 6ptima, la de 0.1 pg.

Inmunofluorescencia de marcadores de superficie en células de sangre periférica de pacientes
con CA y sujetos sanos

A partir de la muestra de sangre de pacientes y controles sanos, se tomaron 20 pL de esta para
determinar la frecuencia de expresion de marcadores de superficie de células de sangre periférica,
mediante inmunofluorescencia directa usando anticuerpos especificos para humano anti-CD4
AmCyan o ficoeritrina-cyanina 5 (PE-Cy5), anti-CD25 PE y anti-TLR-4 APC incubando por 20
min con los respectivos anticuerpos monoclonales durante 30 min a 4° C. Posteriormente, los

eritrocitos se lisaron con buffer de lisis, incubandose por 10 min Después las células se lavaron
con PBA (Phosphate Buffered Saline with 10% Bovine Albumin), se fijaron con formaldehido al

1% y se analizaron por citometria de flujo.

Inmunofluorescencia de marcadores intracelulares de células de sangre periférica de pacientes
con CA y sujetos sanos

Las células que fueron marcadas con anti-CD4 AmCyan o PE-Cy5 y anti-CD25 PE, se fijaron con
250 puL de BD Cytofix/Cytoperm™ (BD Bioscience) y se incubaron por 30 min. a 4°C,
posteriormente se lavaron con 100 pL de BD Perm/Wash™ Buffer (BD Bioscience), y se
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centrifugaron a 1500 rpm por 5 min. a 4°C. Posteriormente se agregaron 50 uL. de Perm/Wash™
Buffer (BD Bioscience) y se incub6 por 30 min a 4°C con anti-FOXP3 humano FITC. Finalmente,

las células se analizaron por citometria de flujo.

Inmunofluorescencia de marcadores de superficie

Posterior a la incubacion con los estimulos, las células se incubaron con anti-CD4 AmCyan o PE-
CyS5, anti-CD25 PE, anti-TLR-4 APC y anti-CD69 FITC o PeCy7 (Phycoerythrin-Cyanin 7) de
humano durante 20 min. a 4° C. Después, las células se lavaron y se realiz6 la inmunofluorescencia

de marcadores intracelulares.

Inmunofluorescencia de marcadores intracelulares

Las células que fueron marcadas con anti-CD4 AmCyan o PE-Cy5 y anti-CD25 PE, se fijaron con
250 uL de BD Cytofix/Cytoperm™ (BD Bioscience) y se incubaron por 30 min. a 4°C,
posteriormente se lavaron con 100 pL de BD Perm/Wash™ Buffer (BD Bioscience), y se
centrifugaron a 1500 rpm por 5 min. a 4°C. Posteriormente se agregaron 50 uL. de Perm/Wash™
Buffer (BD Bioscience) y se incub6 por 30 min a 4°C con anti-FOXP3 humano FITC. Finalmente,

las células se analizaron por citometria de flujo.

Cuantificacion de citocinas en sobrenadante celular

Se cuantifico la concentracion de citocinas mediante re-arreglos de citocinas acoplados a perlas
(CBA) en sobrenadante celulares, de acuerdo con las instrucciones del fabricante (BD Biosciences,
CA, USA). IFN-y, TNF-oq, IL-2, IL-4, IL-6, IL-10 e IL-17 (BD™ CBA Human Th1/Th2/Th17
Cytokine Kit) (BD Bioscience) fue analizado en el software BD™ Cytometric Bead Array (CBA)
(BD Bioscience) y la concentracion de TGF-B (Human TGF-bl Single Plex Flex Set) (BD
Biosciences, CA, USA). La concentracion de analitos fue calculada interpolando los resultados a
la curva estandar del CBA determinadas en el software BD FCAP Array, version 3.0 (BD

Biosciences, CA, USA). Los limites de deteccion (pg/mL) para cada citocina analizada fueron: IL-
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2: 2.6; IL-4: 4.9; IL-6: 2.4; IL-10: 4.5; TNF-a: 3.8; IFN: 3.7; IL-17:18.9; TGF-B: 14.9. Estos

valores fueron determinados de acuerdo con las instrucciones del fabricante.

Analisis por citometria de flujo

Las células se analizaron mediante la expresion de marcadores fenotipicos en el citometro de fujo
FACS Verse Cell Sorter BD Biosciences™ equipado con la aplicaciéon BD FACSuite software®
Version 1.0.5.3841. Inicialmente se establecié una ventana para determinar las caracteristicas
morfoldgicas (tamafio/granularidad) de las PBMC y posteriormente, se realizaron diferentes
ventanas para determinar las caracteristicas inmunofenotipicas de acuerdo con la molécula que se
pretendia identificar y se realizd la determinacion del porcentaje, frecuencia y densidad de

expresion (intensidad media de fluorescencia, MFIT).
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Analisis de la participacion de TLR-4 y alfa-MSH en la induccién de linfocitos T reguladores
CD4+CD25+FOXP3+ en pacientes con conjuntivitis alérgica

RESULTADOS

Expresiéon de células T CD4+TLR-4+ y CD4+CD25+FOXP3+ en sangre periférica de pacientes con
conjuntivitis alérgica perenne

Con la finalidad de identificar la participacion de TLR-4 en la funcion efectora de células T de
pacientes con conjuntivitis alérgica perene (CAP), medimos su expresion mediante citometria de
flujo (Tabla 1), observando un aumento en el porcentaje de células CD4+TLR4+ en PBMC de
pacientes diagnosticados con CA, comparado con donadores sanos (DS) (MD 8.3%, RIQ 3.98-
25.65 versus MD 2.99%, RIQ 2.35-7.46, respectivamente; p = 0.0346). Mientras que como habia
sido publicado por nuestro grupo de investigacion, el porcentaje de células T reguladoras
CD4+CD25+FOXP3+ es menor en pacientes con CA comparado con donadores sanos. (MD
1.04%, RIQ 0.395-1.515 versus MD 9.89%, RIQ 4.01-10.07, respectivamente; p = 0.0001).
(Tabla 1)

Subpoblaciones de CAP DS p
células T (n=15) (n=9)
% MD (RIQ) MD (RIQ)

CD4+ 35.65 (27.85-38.8) 33.45 (26.35-39.2) 0.8857
CD4+TLR4+ 8.34 (3.98-25.65) 2.99 (2.35-7.48) *0.0346
CD4+CD25+ 16.7 (12.95-23.15) 10.27 (9.31-14.02) *0.0042
CD4+CD25+TLR4+ 12.3 (3-49) 2.7 (1.8-3.4) *0. 0218
CD4+CD25-TLR4+ 7 (1.8-31.2) 2.12 (0.7-3.4) 0.1128
CD4+CD25+FOXP3+ 1 (0.39-1.5) 9.9 (4-10) **+0.0001

*p <0.05;, ** p <0.01; ***p < 0.001

Tabla 1. Subpoblaciones de células T analizadas por citometria de flujo a partir de sangre periférica de
pacientes con conjuntivitis alérgica perenne (CAP) y donadores sanos (DS).

26



Analisis de la participacion de TLR-4 y alfa-MSH en la induccién de linfocitos T reguladores
CD4+CD25+FOXP3+ en pacientes con conjuntivitis alérgica
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Figura 3. Expresion de TLR4 en células T CD4+ y poblacién de células T CD4+CD25+FOXP3+ a) Ambas
poblaciones fueron analizadas, seleccionando los linfocitos, posteriormente los singlets y a partir de ellos se
seleccionaron las células CD4+; b) Dot plots representativos de la poblacion CD4+TLR4+ de donadores
sanos (DS) y pacientes con conjuntivitis alérgica (CAP). ¢) La expresion de TLR4 en células de pacientes con
conjuntivitis alérgica (CAP) (linea azul) es mayor que en células de DS (linea roja). d) Dot plots
representativos de la poblacion de células reguladoras CD4+CD25+FOXP3+ de DS y pacientes con
conjuntivitis alérgica (CAP). e) La expresion de FOXP3 en células CD4+ es mayor en DS que en pacientes
con conjuntivitis alérgica (CAP). f) El porcentaje de células CD4+TLR+ es mayor en pacientes con
conjuntivitis alérgica (CAP) que en DS; g) al igual que la expresion de TLR4 es mayor en células CD4+ de
PAC que en células de DS. h) El porcentaje de células CD4+CD25+FOXP3+ es mayor en DS que en PAC;
al igual que la expresion de FOXP3 en células CD4+CD25+ de DS (linea roja) comparado con pacientes con
conjuntivitis alérgica (CAP) (linea azul).



Ademas, analizamos la expresion de TLR-4 en células CD4+CD25+, donde observamos un
aumento 4.5 veces mayor en pacientes con CAP, comparado con donadores sanos (MD 12.3%,

RIQ 3-49 vs. MD 2.7%, RIQ 1.8-1.4, respectivamente; p = 0.0042) Tabla 1

Induccion de células CD4+TLR-4+ posterior a la estimulacion con Der p

Con el fin de determinar si las células CD4+TLR-4+ podian ser inducidas mediante la estimulacion
antigénica con Der p, PBMC de pacientes con CAP fueron cultivadas y expuesta a extracto de Der
p durante 72 h. Después analizamos la expresion de células CD4+TLR-4+ por citometria de flujo
y se observo un aumento en el porcentaje de células T CD4+TLR-4+ en células estimuladas con
Der p comparado con las células estimuladas s6lo con medio de cultivo RPMI-1640 (MD 5.4, RIQ
2.7-6.2 vs. MD 1.7%, RIQ 0.41-2.2, respectivamente; p = 0.0108) (Figura 4). Aunque no
observamos una actividad sinérgica entre LPS y Der p (MD 7.5, RIQ 3.7-9.9) (Tabla 2 y Figura
4), al analizar la activacion de las células T CD4+ por medio de la expresion de CD69, observamos
un aumento significativo de las células estimuladas con Der p+LPS (MD 3.8, RIQ 1.8-11.3;p =
0.041) (Tabla 2 y Figura 6) comparadas con las células que solo fueron estimuladas con Der p;
ademas de observar un aumento significativo en la expresion de células T CD4+CD69+
estimuladas con Der p o LPS comparado con aquellas estimuladas con RPMI-1640 (MD 2.9%,
RIQ 2.2-3.8 versus MD 2.6%, RIQ 1.9-5.6, respectivamente; p=0.0137 vs. p=0.0147,

respectivamente) (Tabla 2).
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Analisis de la participacion de TLR-4 y alfa-MSH en la induccién de linfocitos T reguladores CD4+CD25+FOXP3+ en pacientes con conjuntivitis

Subpoblaciones de RPMI  Der p LPS Der o-MSH Der LPS+a- Der Con A p
células T MD MD MD p+LPS MD pta- MSH p+LPS+a- MD
% [RIQ) ([RIQ) (RIQ) MD (RIQ) MSH MD MSH (RIQ)
(RIQ) MD (RIQ)  MD (RIQ)
RIQ)
CD4+CD69+ 135 29(22- 26(19- 38(1.8 168 16(05 3-045 4(1.8113)  50.6  2*0.0057
0.76-  3.8) 5.6) 11.3 (0.52- 2.3) (1.98- (37.8-  ©%0.0147
2.4) 2.9) 4.68) 64.3)  <**0.0056
CD4+TLR4+ 1.7 54(2.7- 45(32- 75@3.7- 2(1.3- 4(2-53) 14(0.6- 6.3(2-10.7) 35.7 a*(.0108
04- 6.2) 9.6) 9.9) 3.4) 3.5) (12.3-62) ©**0.0087
2.24) <0.5238
CD4+CD25+ 5.18 10.57  9.2(7.7- 8.22 5.15 (4- 9.18 8(5.9- 14.85(135- 53(27.8- a*0.0059
28  (59- 129 (7.6- 62)  (7.3-12)  104) 16.3) 62.5)  b**0.0003
5.7) 14.68) 14.35) <0.9038
CD4+CD25+TLR4+ 0.05 1(0.15- 10.7(8- 8.2(7.8- 0.06(0.0 0.54 0.14 1.4 (1.06- 44 (3.3- 20.0303
0.02- 2.4 13) 153)  1-051)  (0.23-  (0.06- 1.8) 59)  ©0.0173
0.35) 1.5) 0.6) < 0.668
CD4+CD25-TLR4+ 2.3 5848 4(21- 42(3.1- 58(1.8- 423.1- 28@1.7- 1.4 (0.82- 6.6 (4.2- 2%0.0325
(12- 128 6) 9.6) 1027)  9.6) 4.1) 7.7) 7.6)  ©0.5281
5.6) <0.3333
CD4+CD25+FOXP3+ 032 33(2.7- 1.1 3.75 0.5 4.6 2.08 48 (2494) 6.7(34- 2*0.0013
023-  3.9) (1.05- (1.6-43) (042-  (3.02-  (0.97- 75)  ©0.0958
1.32) 2.6) 2.09) 5.4) 3.5) <*(.0478

*p <0.05; %% p <0.01; **¥p < 0.001

ap=RPMI vs Der p; Pp=RPMI vs Der p; “p=Der p vs Der p+a-MSH

RIQ: Rango Interquartil

MD: Mediana

alérgica
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Tabla 2. Expresion de subpoblaciones de células T posterior al estimulo con Der p, LPS y a-MSH.

Citocinas en RPMI Der p LPS LPS+Der | a-MSH | Der pt+a- LPS+a- Der p+LPS+a- Con A P
sobrenadante MD (RIQ) MD (RIQ) | MD p MD MSH MSH MSH MD (RIQ)
(pg/mL) RIQ) | MDRIQ) | (RIQ) | MD (RIQ) | MD (RIQ) MD (RIQ)
IFN-y 0 (0-0) 0 (0-0) 0 (0- 33(0-9.6) |0(0-0) | 0(0-0) 12.7 (6.6- 7.6 (14-17.1) 1773 (194- 20.4462
17.3) 24.4) 4233) ®0.0769
©0.999
IL-2 0 (0-3.2) 39.4 (10- 0(0-0.0) | 0 (0-0) 1.7(0-4- | 4431(7.1- | 0.0 (0-3.2) 3.9 (3.4-7.9) 1269 (13.4- | #***
132.5) 6) 107.8 8476) 0.0002
©0.4256
©0.7023
IL-4 0 (0-0) 3(2.6(74) |[0(0-0) |0(0-0) 0(0-0) | 0(0-0) 0 (0-0) 0 (0-0) 9.4 (7.8-12.6) Zz*ggggozo
©*0.0121
IL-6 7.6 (5.5-14.3) 47.2 (26.9- | 28934 26584 1.1 (0- 0(0-3.1) 20177 (1495- | 21885 (2764- 344.1 (94.36- | a**0.0095
334.2) (3438- | (9374- 3.9) 46093) 38468) 704) b ** 0.0095
40622) | 46936) c**0.0012
IL-17 25.2(5.2-31.9) 20.44 (4.7- 39.05 (0- | 24.15 30 (5.2- 26.3 (20.1- 23.6 (2.6- 21 (5-22.03) 72.4 (25.5- ap=0.2600
25.2) 52.8) (18.8-32.7) | 49.4) 68.4) 37.1) 526.5) b p=0.4855
¢ p=0.1430
TNF-a 0 (0-0) 54(3.7- 20.5 31.1(242- [0(0-0) | 6.4(53- 14.6 (4.4-27) | 15.3(13.5-44.7) | 638 (274- a
18.6) 4.7-51) | 63) 18.5) 1589) *#%0.0003
b **0.0026
¢ 0.6026
IL-10 0 (0-0) 152 (13.5- | 770 860.2 2.1(0- 10.17 (6.6- | 882 (83.9- 841 (653-876) 123 (83-315) | a***
20.4) (309.5- | (504.4- 5.1) 22.8) 990.3) 0.0006
962.6) 1181) b **0.0025
¢ 0.3759
TGF- 9562 (4711- 12298 13915 14912 8872 12933 12978 (9598- | 8464 (7960- 12298 (9795- | aNS
11110) (9795- (11606- | (9324- (5231- | (9403- 17603) 10852) 15480) bNS
15480) 32542) | 17720 12137) | 16014) ¢NS
*p <0.05; **p <0.01; ***p <0.001

ap=RPMI vs Der p; Pp=RPMI vs Der p; “p=Der p vs Der p+a-MSH
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Limite de Deteccion (pg/mL) (LD): IL-2: 2.6; IL-4: 4.9; IL-6: 2.4; IL-10: 4.5; TNF-a: 3.8; IFN: 3.7; IL-17:18.9; TGF-: 14.9
RIQ: Rango Interquartil
MD: Mediana

Tabla 3. Expresion de citocinas en sobrenadante de células mononucleares de pacientes con CAP posterior al estimulo con Der p, LPS y a-MSH.
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Figura 4. Expresion de células T CD4+TLR4+ posterior a la estimulacion con Der p 'y LPS. * p <0.05; ** p <0.01.

31



Analisis de la participacion de TLR-4 y alfa-MSH en la induccién de linfocitos T reguladores
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o-MSH induce la diferenciacion in-vitro de células T reguladoras a partir de PBMC posterior a
la estimulacion con Der p

Se analizd la induccion de células T reguladoras CD4+CD25+FOXP3+ de forma antigeno
especifica, observando un aumento en la expresion de células T regs CD4+CD25+FOXP3+
posterior a la estimulacién con Der p (MD 3.29%, RIQ 2.77-3.87), comparando con las células
cultivadas s6lo con RPMI (MD 0.32%, RIQ 0.23-1.325) (p = 0.0013). Sin embargo, el estimulo
con LPS no induce un aumento en la frecuencia de T regs. Al explorar la capacidad anteriormente
descrita de a-MSH de inducir células T regs, cultivamos células estimulas con Der p y en presencia
de o-MSH, observando un aumento significativo en el porcentage de células T
CD4+CD25+FOXP3+ (MD 4.6%, RIQ 3.020-5.435) comparado con células cultivadas s6lo con
RPMI (MD 0.32% RIQ 0.23-1.32) (p = 0.0437) (Tabla 2 y Figura 5). No se observaron cambios
significativos en el porcentaje de células T regs en las células estimuladas con LPS + Derp y a-

MSH, asi como tampoco en las células estimuladas s6lo con a-MSH (Tabla 2 y Figura 5).
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Figura 5. Expresion de células CD4+CD25+FOXP3+ posterior a la estimulacion con Der p, LPS y
a-MSH. *p <0.05; ** p<0.01.
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Figura 6. Expresion de células CD69 en células CD4+ y disminucion en la concentracion de 1L-4
e IL—6 posterior a la estimulacion con Der p y a-MSH. a) Expresion de células CD4+CD69+
posterior a la estimulacion con Der p, LPS y a-MSH. b) Concentracion de IL-4, IL-6 y TNF-a

posterior a la estimulacion con Der p y a-MSH. ¢) Indice IL-4/IFN-y. d) Comparacion entre la

sintesis de IL-4 e [FN-y posterior a la estimulacion con Der p'y Der p +y a-MSH.
*p<0.05; ** p<0.01; NS p>0.05.

a-MSH inhibe la expresion de CD69 en células T CD4+ y disminuye la sintesis de IL-4 e IL-6
posterior a la estimulacién con Der p

La funcion reguladora de a-MSH ademas tiene efecto sobre la activacion celular, por ello medimos

la expresion de CD69 en células T CD4 después de ser incubadas con a-MSH y Der p. Observamos
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que la expresion de CD69 fue dos veces menor en las células estimuladas con a-MSH y Der p
(MD 1.61%, RIQ 0.557-2.278) comparado con las células estimuladas con Der p (MD 2.73%,
RIQ 0.5575-2.278) (p = 0.0147) (Figura 6a). Ademas, analizamos la expresion de citocinas en
sobrenadante de estos cultivos y observamos la disminucion de 6.7 veces de IL-4 en las células
estimuladas con Der p en presencia de a-MSH (p = 0.005) (Tabla 3). El mismo efecto tuvo a-MSH
sobre IL-6 donde disminuy6 100 veces la produccion de esta citocina comparado con las células
que solo fueron estimuladas con Der p. Mientras que Der p induce un aumento de 20 veces en la
sintesis de TNF- a (p = 0.0003), sin embargo no se observaron cambios significativos en presencia
de o-MSH. Aunque no observamos cambios significativos en cuanto a la produccién de IFN-
v (Figura 6d), al analizar la relacion IL-4/IFN-y, oservamos que o-MSH disminuye
significativamente esta relacion comparado con las células estimuladas con Der p (p = 0.0313)

(Figura 6c¢).

Aumento en la concentracion de a-MSH en lagrima de pacientes con conjuntivitis alérgica

Al determinar los cambios que ejerce a-MSH sobre los mecanismos inmunologicos de pacientes
con CA, analizamos la produccion de este neuropéptido en lagrima, observando que los pacientes
con CAP producen 2.1 veces mas de a-MSH comparado con DS (p = 0.0218) (Figura 7). En suero
de pacientes con CAP también se encuentra aumentada la concentraciéon de a-MSH comparado

con suero de DS (p = 0.0001) (Figure 7).
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Figura 7. Concentracion de a-MSH en suero y lagrima de pacientes con CA y donadores sanos. La
concentracion de a-MSH fue determinada por medio de ELISA sdndwich en muestras de lagrima 'y
suero de donadores sanos y pacientes con CA. * p <0.05; **** p» <(0.0001.
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DISCUSION

La patologia de la CA en sus formas agudas, como la conjuntivitis alérgica perenne (CAP)
involucra un aumento en la expresion a nivel sistémico de células T efectoras CD4+CCR4+CCR9+
antigeno  especificas, mientras que hay una disminucion de células T
reguladoras CD4+CD25+FOXP3+. Bonini et al. (Bonini, Micera, lovieno, Lambiase, & Bonini,
2005) reporta el infiltrado de células T CD4+TLR4+ en conjuntiva en pacientes diagnosticados
con VKC, mientras que Taylor demuestra que a-MSH inhibe la estimulacion de macrofagos J774

estimulados con LPS (A. W. Taylor, 2005).

En el presente trabajo, observamos que pacientes con PAC expresan una mayor concentracion de
células T CD4+TLR4+ en sangre periférica. Trompette A. y colaboradores describen que Der p 2,
uno de los componentes moleculares méas inmunogénicos del dcaro de polvo es un analogo de MD-
2 lo cual induce la activacion de TLR-4 (Trompette et al., 2009). La estimulacion de TLR-4 a
través de Der p induce la sintesis de IgE y la activacion de eosinéfilos y linfocitos en un modelo
experimental de asma. En el presente trabajo, no s6lo demostramos la expresion de TLR-4 en
células T CD4 en sangre periférica, sino también encontramos que al estimular PBMCs de
pacientes con CA hay un aumento en la expresion de TLR-4 y CD69 en células T CD4 y ademas
aumento en la sintesis de IL-4, [L-6 y TNF-a, lo que indica que la activacion alérgeno especifica
también induce la activacion de TLR-4. De acuerdo con ello, Sahoo et al. demuestran en modelo
murino que al inhibir la activacion de TLR-4 mediante un antagonista y estimulando via CD3, la
expresion de CD69 disminuye, lo que indica la relacion que existe entre una respuesta aguda
mediada por TLR-4 y la activacion de células T; mientras que la estimulacion de células
dendriticas de raton via TLR-4 inhibe la actividad reguladora de células T regs a través de IL-6.
Para comprobar este proceso en nuestro modelo, son necesarios experimentos posteriores en los
que se aislen células T CD4+TLR-4+ de sangre periférica de pacientes con CA, estimularlas con
Der p, co-cultivarse con células reguladoras y determinar si hay una inhibicion de la capacidad

reguladora de estas ultimas.

La diferenciacion de células T regs en timo es por medio del reconocimiento del complejo MHC-

antigenos propios, ademas de la presencia de linfopoyetina estromal timica (TSL), mientras que
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en periferia depende de la presencia de TGF-B, IL-10 e IL-2 principalmente (Sakaguchi et al.,
2006). Otros factores solubles como a-MSH han demostrado tener actividad inmunomoduladora
induciendo la diferenciacion de células T regs en modelo murino (A. Taylor & Namba, 2001). En
el presente trabajo pudimos observar que la presencia de a-MSH en células mononucleares
estimuladas con Der p favorece la expresion de células Tr egs CD4+CD25+FOXP3+ asi como
disminuye la expresion de CD69 en células T CD4+. CD69 es un marcador temprano y transitorio
de activacion de linfocitos, Fang, et al. (Fang et al., 2014b) demuestran en modelo murino de
encefalomielitis, que SVa-MSH, una molécula analoga de a-MSH inhibe la expresion de CD69
en células T autorreactivas, ademas de inducir la expresion de células T CD4+CD25+FOXP3+.
Raap, U. et al. (Raap et al., 2003) reportan en modelo murino de asma que o-MSH disminuye la
expresion de IL-4 e IL-13 en lavado bronqueoalveolar. En este trabajo demostramos que la
presencia de a-MSH en células estimuladas con Der p disminuye la sintesis de IL-4 e IL-6, no
observando cambios significativos en la produccion de IL-10 y TGF-, lo que indica que en este
modelo la actividad inmunomoduladora de a-MSH sea favoreciendo condiciones intracelulares
que llevan hacia un perfil regulador mas que efector, para demostrarlo seria necesario determinar
la expresion de receptores de melanocortina en células Tregs inducidas por a-MSH en presencia

de Der p y ademas determinar la expresion cAMP, CREB y ERK en estas mismas.

a-MSH se expresa en el hipotdlamo, formando parte del eje hipotdlamo-hipofisis-glandulas,
ademas de expresarse en queratinocitos, glandula lagrimal, entre otros 6rganos. A nivel de la
superficie ocular se ha explorado como otros neuropéptidos como péptido intestinal vasoactivo
(VIP), sustancia P (SP), péptido asociado al gen de la calcitonina (CGRP) aumentan
posteriormente a retos antigénicos a nivel ocular, lo que indica su funciéon inmunomoduladora. Sin
embargo, o-MSH no ha sido evaluado en la superficie ocular en estas condiciones, ni en
condiciones basales. En este trabajo, reportamos que la concentracion de o-MSH en suero y
lagrima en pacientes con CA es mayor que en donadores sanos, siendo un resultado esperado, pues
la expresion de a-MSH es inducida por la sintesis de citocinas pro-inflamatorias (Slominski et al.,
2000). De acuerdo con Kathleen C. Robinson, 2021 (Collaborative Group for the Meta-Analysis
of Individual Patient Data in et al., 2018), donde analizan la expresion de MCR4, uno de los 5

receptores de melanocortina, observan que, en ratones con el receptor de melanocortina mutado,
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aumenta significativamente el umbral y latencia del dolor, creando un estado de analgesia. El
mecanismo propuesto de acuerdo con nuestro modelo de estudio es que, aunque los pacientes
expresan sistémica y localmente una concentracion significativa de a-MSH este no est4 activando
los receptores de forma efectiva en las células T o tal vez no en la ventana de tiempo adecuada y
por ello estos se diferencian hacia un fenotipo efector o inflamatorio. Para comprobar esto, es
necesario determinar la expresion de receptores de melanocortina en las T regs antigeno

especificas y medir la respuesta generada posterior a la incubaciéon con o-MSH.

La calidad de la lagrima producida en pacientes con CA se ve afectada y por ello estos pacientes
desarrollan ojo seco, esto se evalua con dos pruebas oftalmologicas: el tiempo de ruptura lagrimal
(TBUT), en la que se evalua el tiempo de recuperacion de la pelicula lagrimal en la superficie
ocular después del parpadeo; y la prueba de Schirmer, en la se mide la cantidad de lagrima
producida. En modelo murino de ojo seco inducido por escopolamina, a-MSH mejora los
resultados de estas pruebas, ademas de disminuir la sintesis de TNF-a en corneas de ratones con
ojo seco (Ru et al., 2015). Para determinar el efecto del aumento de a-MSH en lagrima y suero
que observamos en nuestros resultados sobre la funcion lagrimal en pacientes con CA se requieren
realizar experimentos posteriores. Por lo que es importante continuar el presente trabajo,
analizando la expresion de los receptores de melanocortina en células T CD4+ de pacientes con
CA y evaluar el perfil de expresion de estos receptores en células T CD4+y CD4+CD25+FOXP3+,
ademas de analizar la expresion de CREB como factor de trascripcion asociado a la funcion de a-

MSH y que se ha visto induce la expresion de FOXP3.

En conclusion, identificamos que en pacientes con CA existe una subpoblacion de células T
CD4+TLR4+ que responden a la estimulacion con Der p, el cual ademas promueve la sintesis
de TNF-a, IL-6 e I[L-4 y un aumento en la expresion de CD69. Ademas, se demostré que a-MSH
es capaz de inducir la expresion de células CD4+CD25+FOXP3+ ¢ inhibir la expresion de células
T CD4+CD69+, IL-4, IL-6 y TNF- o (Figura 8).
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Analisis de la participacion de TLR-4 y alfa-MSH en la induccién de linfocitos T reguladores
CD4+CD25+FOXP3+ en pacientes con conjuntivitis alérgica

TLR-4
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CFoxp3)  —— @D A — e

Re 3 TNF-a
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Figura 8. Representacion grafica de los hallazgos experimentales de esta tesis. Participacion de TLR-
4 y a-MSH en cultivos de células mononucleares de sangre periférica de pacientes con conjuntivitis
alérgica perenne. El contacto con Der p, conduce a la activacion de células T CD4+ mediada por
CD69, llevando a la sintesis de IL-4, IL-6, TNF-a que en conjunto podrian estar llevando a la
inflamacion de la conjuntiva. Este mecanismo puede estar mediado por la expresion de TLR-4 en
células CD4+ y en conjunto participar en la inhibicion de la expresion de células T reguladoras
CD4+CD25+FOXP3+.
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PERSPECTIVAS

e Determinar la expresion de CD69 y TLR-4 en células CD4+ posterior al estimulo con
Der p.

e Determinar la expresion de receptores MClr, MC3r y MC5r en células Tregs
CD4+CD25+FOXP3+ de cultivos de PBMCs de pacientes con CAP activa posterior al
estimulo con a-MSH y/o Der p por citometria de flujo.

e Determinar la frecuencia de células Tregs CD4+CD25+FOXP3+ en cultivos de PBMCs
de pacientes con CA activa posterior al estimulo con el antagonista de los receptores de
a-MSH por citometria de flujo.
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