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Resumen

Actualmente el Unico tratamiento inmunologico para los pacientes con conjuntivitis
alérgica es la inmunoterapia sublingual antigeno desensibilizante, el cual ha
demostrado tener efecto a nivel de poblaciones celulares de la respuesta inmune
adaptativa pero poco se conoce acerca de su efecto en células dendriticas las cuales
son cruciales para la adecuada activacion y polarizacion de esta respuesta

inflamatoria a través de la expresion de moléculas de coestimulacion.

La expresion de las moléculas de coestimulacion clave que han sido estudiadas en
los procesos alérgicos son las pertenecientes a la familia B7, en especifico:
B7.2(CD86), CD275(ICOS-L), CD273(PDL-2) y CD274(PDL-1). Estas moléculas
regulan los procesos de activacion o inhibicion y supervivencia de las células T, y se
ha observado que estan implicadas en la induccion de la respuesta Th2, sin esta
sefalizacion, generalmente se induce un estado muerte celular o anergia en los
linfocitos T.

De igual forma diversos estudios han intentado identificar factores de trascripcion
expresados por células dendriticas asociados a fendmenos alérgicos, sin embargo,
hasta el momento no se ha descrito alguno de forma contundente.

El presente trabajo exploré6 como se modifica la expresion de las moléculas de
coestimulacion de la familia B7 y el factor de transcripcion IRF4 en un modelo in vitro
de Mo-DCs estimuladas con LPS y posteriormente en pacientes con conjuntivitis
alérgica.

La expresion de moléculas de coestimulacion CD86(B7.2), CD275(1COS-L),
CD273(PDL-2) y CD274(PDL-1) y del factor de transcripcion IRF-4 se determinaron,
por citometria de flujo en cultivos de células dendriticas diferenciadas a partir de
monocitos de sangre periférica. Utilizando el método de ELISA, se determiné la
concentracion de las formas solubles de las moléculas de coestimulacion sCD86,
sICOSL, sPDL1, sPDL2 vy la produccion de citocinas IL-6, IL-10, TNF, IFN-y e IL-2
en el sobrenadante de los cultivos de Mo-DCs se determind por el método de CBA.
Finalmente se determiné la expresion de las moléculas de coestimulacion en Mo-
DCs de pacientes con conjuntivitis alérgica.

Los resultados demostraron que la expresion de las moléculas de coestimulacion es

diferencial y depende de alcanzar un umbral de la concentracion y tiempo de
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estimulo. Nuestro trabajo propone que las células dendriticas estan propensas a
responder de manera sigilosa y propensas a enviar sefiales tolerogénicas: PDL1,
PDL2 , sPDL1,sPDL2 hasta que se alcance un umbral de tiempo y concentracion
antigénico para dar inicio a la expresion de moléculas con capacidad de promover la
activacion de células T como ICOSL,CD86,IFN-y e IL-2.

Con relacion a lo evaluado en conjuntivitis alérgica, nuestros hallazgos demostraron
gue existe una expresion disminuida de las moléculas coninhibitorias PDL1, PDL2 y
de ICOSL en células dendriticas de paciente con CA.

Este proyecto de investigacion nos permiti6 una mejor comprension de la
participacion de las células dendriticas, la expresion de las moléculas de
coestimulacion (solubles y de membrana) asi como la produccion de citocinas en
respuesta a estimulos antigénicos y permitio explorar de forma inicial el involucro de

estas interacciones en la conjuntivitis alérgica.
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Abstract

At present, allergen-specific immunotherapy (AIT) is the only disease modifying
therapy available for allergic patients. AIT has shown to modify adaptative immune
response, but little is known about its effect on dendritic cells, which are crucial for
the orchestration of inflammatory response through the signals they convey trough
costimulatory molecules.

The expression of the key costimulation molecules that have been studied in allergic
processes are those belonging to the B7 family, specifically: B7.2(CD86),
CD275(ICOS-L), CD273(PDL-2) and CD274 (PDL-1). These molecules regulate the
processes of activation or inhibition and survival of T cells, and it has been observed
that they are involved in the induction of the Th2 response. Without this signaling, a
state of cell death or anergy is generally induced in T lymphocytes. Similarly, various
studies have attempted to identify transcription factors expressed by dendritic cells
associated with allergic phenomena, however, to date none have been conclusively
described.

In this research project the expression of costimulation molecules CD86(B7.2),
CD275(ICOS-L), CD273(PDL-2) and CD274(PDL-1) and of the transcription factor
IRF-4 were determined in cultures of differentiated dendritic cells at from peripheral
blood monocytes. The concentration of the soluble forms of costimulation molecules
sCD86, sICOSL, sPDL1, sPDL2 and the production of cytokines IL-6, IL-10, TNF,
IFN-y and IL-2 were determined in the supernatant of Mo cultures. -DCs. Finally, the
expression of costimulatory molecules in Mo-DCs from patients with allergic
conjunctivitis was determined.

The present work explored how the expression of costimulation molecules of the B7
family and the transcription factor IRF4 is modified in an in vitro model of Mo-DC
stimulated with LPS and subsequently in patients with allergic conjunctivitis.

The expression of costimulation molecules CD86(B7.2), CD275(ICOS-L),
CD273(PDL-2) and CD274(PDL-1) and the transcription factor IRF-4 were
determined by flow cytometry in cultures dendritic cells differentiated from peripheral
blood monocytes. Using the ELISA method, the concentration of the soluble forms of
costimulation molecules sCD86, sICOSL, sPDL1, sPDL2 and the production of
cytokines IL-6, IL-10, TNF, IFN-y and IL-2 in the Supernatant of Mo-DC cultures is
extended by the CBA method.

The results show that the expression of costimulation molecules is differential and
depends on reaching a threshold concentration and stimulus time. Our work proposes
that dendritic cells are prone to respond in a stealthy manner and prone to send
tolerogenic signals: PDL1, PDL2, sPDL1, sPDL2 until a time and antigenic
concentration threshold is reached to initiate the expression of molecules capable of
promote the activation of T cells such as ICOSL, CD86,IFN-y and IL-2.
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In relation to what was evaluated in allergic conjunctivitis, our demonstration shows
that there is a decreased expression of the coinhibitory molecules PDL1, PDL2 and
ICOSL in dendritic cells of patients with AC.

This research project allowed us a better understanding of the participation of
dendritic cells, the expression of costimulation molecules (soluble and membrane) as
well as the production of cytokines in response to antigenic stimuli and took the
opportunity to initially explore the involvement of these interactions in allergic
conjunctivitis.

The findings of this research project led us a better understanding of the participation
of dendritic cells, the expression of costimulation molecules (soluble and membrane)
as well as the production of cytokines in response to antigenic stimuli and allowed us
to initially explore the involvement of these interactions in allergic conjunctivitis.
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Abreviaturas

(AIT) Inmunoterapia alérgeno especifica

(CA) Conjuntivitis alérgica

(CBA) Cytometric bead array

(DC) Célula dendritica

(PRR) Receptor de reconocimiento de patrones
(TLR) Receptor tipo toll

(LCR) Receptor de lectina tipo ¢

(IL-4) Interleucina 4

(IL-13) Interleucina 13

(IL-9) Interleucina 9

(IL-6) Interleucina 6

(TNF-a) Factor de necrosis tumoral alfa

(IL-2) Interleucina 2

(IL-10) Interleucina 10

(IFN-y) interferon gamma

(PDL1) Ligando de muerte programada 1

(PDL2) Ligando de muerte programada 2

(ICOSL) Ligando del coestimuladora inducible
(Mo-DCs) Células dendriticas derivadas de monocitos
(IRF4) Factor 4 regulador del interferén

(sPDL1) Ligando de muerte programada 1 soluble
(sPDL2) Ligando de muerte programada 2 soluble
(sICOSL) Ligando del coestimulador inducible soluble
(sCD86) CD86 soluble

(IL-12) Interleucina 12
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(IL-6) Interleucina 6

(IL-5) Interleucina 5

(Der-p) Dermatophagoides pteronyssinus

(LPS) Lipopolisacarido

(EDTA) Acido etilendiaminotetraacético

(GM-CSF) Factor estimulante de colonias de granulocitos y macrofagos
(MHC) Complejo principal de histocompatibilidad

(SCIT) Inmunoterapia subcutanea alérgeno especifica

(SLIT) Inmunoterapia sublingual alérgeno especifica

(TCR) Receptor de célula T
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1. Marco Tedrico

1.1. Conjuntivitis Alérgica
La conjuntivitis alérgica (CA) o alergia ocular se define como una inflamacion bilateral

de la conjuntiva mediada por mecanismos de hipersensibilidad de tipo I. (Sanchez-
Hernandez, et al 2015) (Figura 1)

Bulbar
conjunctiva

Figura 1. Esquema representativo de la conjuntiva ocular. Tomado de Azari y Barney, 2013.

Esta es una enfermedad de alta prevalencia que afecta entre el 10% y el 20% de la
poblacién mundial, y esta puede tener manifestaciones concomitantes como la rinitis
y asma. (Brozek, et al 2011) La CA mediada por IgE se puede subclasificar como
conjuntivitis alérgica perene y conjuntivitis alérgica estacional dependiendo de si las
manifestaciones clinicas se presentan a lo largo de todo el afio (persistentes) o
fluctan dependiendo de la estacion del afio en la que son mas frecuentes ciertos

alergenos (intermitente).
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En la conjuntivitis alérgica perene los individuos alérgicos estan sensibilizados
generalmente a alergenos persistentes y de constante exposicion como caspa de

animales y acaro del polvo. (Leonardi, et al 2007)

Tabla 1. Clasificacion clinica e inmunopatolégica de la conjuntivitis alérgica.
Traducido de Immunopathogenesis of ocular allergy: a schematic approach to different clinical entities (Leonardi
2007)

Mediada por IgE Mediada por IgE y no No mediada por IgE
mediada por IgE

Intermitente SAC
Persistente PAC VKC CPG
cronico AKC CDC

IgE, Inmunoglobulina E; SAC, Conjuntivitis alérgica estacional; PAC, Conjuntivitis alérgica Perenne,
VKC, Kerato Conjuntivitis Vernal; AKC, Keratocnojuntivitis atopica; CPG,Conjuntivitis papilar gigante;

CDC, Dermatoconjuntivitis por contacto.

La conjuntivitis alérgica, generalmente afecta ambos ojos y los pacientes reportan
sintomas como prurito conjuntival (principal sintoma), lagrimeo, sensacion de ardor
vision borrosa y fotofobia. En cuanto a los signos identificables en estos pacientes,
se suele presentar, hiperemia, edema e hipertrofia papilar leve.

En el 2015 se publicé el Documento Consenso de Conjuntivitis Alérgica emitié un
documento (DECA, evidencia nivel D; 2++) donde se propone una clasificacion de la
frecuencia y severidad de la conjuntivitis alérgica con la finalidad de homogenizar
criterios. (Figura 2) Esta es una de las clasificaciones mas aceptadas y propone: para
la frecuencia: presencia de signos y/o sintomas hasta 4 dias por semana o hasta 4
semanas consecutivas, como CA intermitente. O si existe la presencia de signos y/o
sintomas mas de 4 dias por semana o0 mas de 4 semanas consecutivas como
persistente. Con relacion a la severidad, el DECA propone gue: se debe considerar
CA leve cuando los sintomas no son molestos, no afectan la vision o el desempefio
en actividades ocupacionales o académicas o actividades diarias como la lectura o
los deportes; se debera considerar como moderada cuando se reunen 1-3 de las
condiciones antes mencionadas o severa cuando se retnen todas las caracteristicas

mencionadas. (Sanchez-Hernandez et al, 2015)
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INTERMITTENT PERSISTENT

<4 days per week >4 days per week
OR AND
<4 consecutive weeks >4 consecutive weeks
MILD MODERATE SEVERE
(1-3 items) (4 items)
 Signs and symptoms are not * Signs and symptoms are e Signs and symptoms are
bothersome bothersome bothersome
* No effect on vision e Effect on vision e Effect on vision
* No interference in school or e |nterference in school or work e |nterference in school or work
work tasks tasks tasks
* No difficulties for activities of e Difficulties in activities of daily o Difficulties in activities of daily
daily living, reading, and/or sport living, reading, and/or sport living, reading, and/or sport

Figura 2. Clasificacion de la Conjuntivitis Alérgica propuesta por la DECA. Tomado de Sanchez-Hernandez 2015

1.1.1.  Fisiopatologia

La CA, como otras enfermedades alérgicas, comparte mecanismos y patrones de
inflamacion en comun, es decir, se compone por una fase de sensibilizacion y una
fase efectora. En cada una de ellas existen diversas poblaciones celulares que
participan y una funcion predominante, por ejemplo, linfocitos B y T son mediadores
celulares de la respuesta inmune alérgica en la fase tardia, los mastocitos median
principalmente la fase efectora temprana de la respuesta alérgica, mientras que, las
células Dendriticas (Dendritic Cells, DC) actian como iniciadoras y moduladoras de
esta respuesta. Su actividad es critica para determinar la naturaleza de la respuesta
alérgica, fendbmeno que ocurre durante la fase de sensibilizacion. (Kumar y
Bhatia,2013)

1.2. Células Dendriticas

Las DC poseen caracteristicas particulares que las identifican como células centinela
que incluyen: su capacidad fagocitica, una extensa distribucion en epitelios y tejidos,
ademas, poseen una gran diversidad de receptores para antigenos, también tienen
la capacidad de migrar en respuesta a gradientes quimicos, son capaces de activar
células T (virgenes y de memoria) y, de manera muy importante, a traves de la

produccion de diversas citocinas y moléculas de coestimulacion, modulan la
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intensidad y la polarizacion de la respuesta inmune. (Hamida y Lambrecht, 2008)
(Velazquez Soto, et al, 2022) (Figura 3)

® o) ® Dendritic cell T cell

i CD4
MHC Peptide |

rSignaI 1
- | antigen specific

signals

Signal 2
- | costimulatory
molecules

Signal 3
cytokine

Cytokine

Cytokine
receptor

Figura 3 . Modelo de las tres sefiales durante la sinapsis inmunoldgica. Tomado de Velazquez et al 2022. (1)
Presentacion antigénica a través de MHC/péptido-TCR (2) Expresion de moléculas de coestimulacion e
interaccion con sus receptores en la célula T (3) Produccion de citocinas e interaccion con sus receptores.
DAMPs: Damage-associated molecular patterns; PAMPS; Pathogen-associated molecular patterns; PD1:
Programmed death-1; PDL1: Programmed death ligand 1; PRR: Pattern recognition receptor

Durante la fase de sensibilizacion, cuando un individuo atopico tiene contacto con un
alergeno, éste sera reconocido por células de la respuesta inmune innata donde
particularmente las DCs a través de los diversos PRRs (Pattern Recognition
Receptors) que se expresan en su membrana, por ejemplo, TLRs, LCR o Scavenger.
Este reconocimiento inducira un estado de activacién en las DC, haciéndolas migrar
a los nddulos linfaticos proximales (submandibulares, submaxilares, retroauriculares,
el anillo de Waldeyer, etc.) donde adquirirdn un fenotipo caracteristico de maduracion
y de esta forma, llevar a cabo la activacion de células T. Durante la activacion de las
células T ocurren tres interacciones cruciales entre la DC y la célula T: la primera
sefal es la presentacion antigénica, la segunda comprende la interaccion de las
moléculas de coestimulacion con sus receptores en la célula T y la tercera sefial se
caracteriza por la produccién de citocinas. Se ha planteado que la polarizacion hacia
Th2 inducida por el alérgeno dependera de estas tres sefiales en forma individual o
de manera conjunta. (Galli, Tsaiy Piliponsky , 2008) (Figura 4)
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Regional lymph nodes (or local mucosa)

Epithelial
<! MHC class I
Dendritic cell molecule
Migration of §
dendritic cells T-cell receptor

Allergen uptake

Source
of early IL-4

and processing Allergen-non- —_— T2 cell
by dendritic cells specific IgE
CD28
Naive CDA40 ligand
Mast cell Notch i IL-4
Jagged Allergen- IL-13 CD40
derived CD80 or
tide CD86
FceRl ». & pep
Allergen-specific IgE— -K ). .{ ~ ), -\ )- ,{ ). ~ o
IgE production A
B cell

Airway smooth muscle

Figura 4. Sensibilizacidn a alergenos y polarizacion de la respuesta inmune adaptativa. Tomado de Galli et al 2008.

1.3. Células Dendriticas y su participacion en la
polarizacion de la respuesta inmune adaptativa

Respecto a la participacion de las citocinas en la polarizacion de la respuesta (tercera
sefal), se ha descrito ampliamente que la produccion de las citocinas IL-4 e IL-13
producidas por la célula dendritica en respuesta a estimulos alergénicos favorecen
una respuesta de tipo Th2, perfil caracteristico de una respuesta alérgica. (Walsh y
Mills, 2013)

Experimentos in vitro han demostrado que la concentracién del antigeno y la
duracion de la interaccion de la primera sefial (MHC-TCR) es un factor determinante
de la polarizaciéon, sin embargo, estos resultados no son del todo concluyentes ya
gue se demuestra que existe activacion y proliferacion sin que necesariamente haya

polarizacion de la respuesta. (Langenkamp, et al 2000)
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Como segunda sefial durante la activacion de células T, las células dendriticas
expresan diversas moléculas de coestimulaciéon en su superficie: CD80, CD86,
ICOSL, Estas moléculas de coestimulacion tienen la funcion de generar sefiales de
activacion o regulacién al interactuar con sus receptores CD28, CTLA4 e ICOS en
las células T. (Hubo, et al 2013) (Figura 5)

Dentro del grupo de moléculas de coestimulacion se han descrito también las que de
manera predominante participan en la modulacion de respuestas de tolerancia
periférica, a través de mecanismos de induccion de anergia. (Chen y Flies 2013)
Dentro de estas moléculas denominadas moléculas de coinhibicion se encuentran
PD-L1 y PD-L2 cuyo receptor es el PD1 y cuya interaccion ha sido estudiada
brevemente en el contexto de alergia sugiriendo una participaciéon de regulacion.
(Tordesillas, et al 2018; Abinav, et al 2011)

Dendritic cell T cell

CTLA-4 -« inhibition

CD28 * activation

ICOS « activation/inhibition
(dependent on CD28-signaling)

MHC:peptide

CD40L -+ activation

0X40 « inhibition

PD-1 « inhibition

Figura 5. Moléculas coestimuladoras, coinhibidoras y sus receptores en la célula T. Tomado de Hubbo et al 2013.

22



1.4. Moléculas de coestimulacion en alergia

La expresion de las moléculas y su interaccion se ha estudiado en distintos
fendbmenos inmunoldgicos; particularmente, en el caso de las enfermedades
alérgicas, existe evidencia que demuestra su activa intervencion en la regulacion del

proceso inflamatorio en el asma. (Lombardi, Singh y Akbari, 2010)

1.4.1. Moléculas de coestimulacion en CA

B7-2 (CD86)

CD86 es una molécula coestimuladora cuya interaccion con su receptor CD28 en
linfocitos T promueve la activacion, proliferacion y la polarizacion. Al evaluar esta
molécula en el contexto de CA se ha identificado un incremento en su expresion en
Mo-DC, asi como en células de Langerhans de biopsias de conjuntiva ocular de
pacientes. (Manzouri, et al 2010 ; El-Asrar 2001)

ICOSL (CD275)
Al igual que CD86, ICOSL es una molécula coestimuladora perteneciente a la familia

B7. Aunque ICOSL es una molécula no explorada en conjuntivitis alérgica, se ha
visto su participacion favoreciendo la produccion de citocinas Th2 posterior al reto
alergénico en modelos murinos de asma. (Kadkhoda, et al, 2011). Por otra parte, en
pacientes sensibilizados y en tratamiento con inmunoterapia para veneno de avispa
se demostré que la estimulacion de ICOS (CD278) promovia produccion de citocinas
asociadas a perfiles proinflamatorios Th2 y Thl. (Bellinghausen, et al 2004)

PDL1 (CD274)
PDL1 es uno de los ligandos descritos para PD1 en células T. Aunque no hay

estudios que exploren su participacion en conjuntivitis alérgica, investigaciones en
rinitis alérgica han descrito que la forma soluble de PDL1 (sPDL1) puede ser
detectado a nivel sérico y correlaciona de forma inversa con la severidad de la

enfermedad. (Kalmarzi, et al, 2017)

PDL2 (CD273)
Con relacién a PDL2, en un modelo murino de conjuntivitis alérgica se observo que

el bloqueo de esta molécula tiene un impacto incrementando el infiltrado eosinofilico
y la produccién de citocinas asociadas a la respuesta inflamatoria alérgica.
(Fukushima, et al ,2006)
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1.5. Formas Solubles de las moléculas de coestimulacion
B7

Ademas de la expresion en la membrana en diversas células del sistema inmunitario,
incluidas células dendriticas; se ha descrito que formas solubles de estas moléculas
de coestimulacion son detectables en fluidos corporales en distintas enfermedades
como lo reportado para sCD86 en lavado broco alveolar y en suero de pacientes con
asma. (Liang et al ,2006; Shi, et al 2004) De igual manera se ha detectado sPDL1 en

el suero de pacientes con rinitis alérgica. (Kalmarzi, et al 2017)

1.6. Citocinas en el contexto de la Conjuntivitis Alérgica

Como se describid en el apartado de fisiopatologia de la CA, las citocinas tienen una
participacion crucial en la polarizacion de la respuesta alérgica. Diversos estudios
han reportado cambios en la produccién de citocinas a nivel de lagrima o a nivel
sérico: estudios reportan incremento de IL-1, IL6, IL-12, IL.5 e IL-2 se encuentra
incrementado en lagrima de individuos con CA en comparacion de individuos sanos
(Leonardi, et al, 2006), de igual manera un incremento de TNF-a en lagrima ha sido

reportado en individuos con CA. (Salazar, et al 2019)

1.7. IRF4 como factor de transcripcion asociado a
polarizacion de la respuesta inmune

Diversos grupos de investigacién han centrado su trabajo en investigar factores de
transcripcion expresados en células dendriticas que regulan su diferenciacion y
maduracién, fendmeno indispensable para la correcta presentacidén antigénica y para

la polarizacién de la respuesta inmunolégica. (Bharadwaj y Agrawal 2007)

Dentro de estos factores de transcripcion estudiados, IRF4 se ha asociado a la
polarizacion de la respuesta inmune ademas de participar en el proceso de
diferenciacion. Se ha atribuido la expresion de IRF4 en la polarizacion a perfiles
Th17. (Schlitzer,et al, 2013), Th2 (Williams, et al, 2013) y T Reg a través de la
regulacion de la expresion de PDL2 en DCs en modelos murinos . (Vander,et al
,2017)
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1.8. Tratamiento con Inmunoterapia Sublingual Antigeno
Desensibilizante

Actualmente la inmunoterapia alergeno especifica (AIT), ya sea por la via de
administracion subcutanea (SCIT) o sublingual (SLIT); es el Unico tratamiento
recomendado por guias clinicas de alergia y tiene como objetivo restaurar la
tolerancia hacia los alergenos desencadenantes de la inflamacion alérgica. (S6zener
et al, 2020)

La AIT se describe como un tratamiento basado en la administracion controlada del
alergeno al que el paciente se encuentra sensibilizado, logrando modificar la
respuesta inflamatoria Th2 y que induce tolerancia a largo plazo. (Matzukoa et al,
2013)

El tratamiento basado en SLIT para los sujetos alérgicos, ha demostrado tener un
perfil farmacolégico mas seguro y tiene efecto a nivel de células Ty B en la
polarizacion a respuesta reguladora y produccion de anticuerpos IgG1, IgG4 e IgA.
En relacidon con las células dendriticas se ha demostrado que induce la produccion
de IL-10 pero poco se conoce acerca de como modula la expresion de moléculas de
coestimulacion. (Larché M, Akdis C. 2006)

J. Tissue numbers
J. Mediator release

1 Allergen-specific
proliferation

J Numbers in late-
phase reaction

FceRl o Eosinophil

lTlandT,2 M Clinical parameters
cytokines in blood ::eElllSt T Quality of life
T THl cytokines in 1 Symptoms and drug usage
J':cl_lszues - /_\\ I 1 Allergen-challenge test
i cytokinesin > " responses
tissues , @ |t N‘:E:;ﬂ?::::lﬁc — | | Size of, and number of cells
T Regulatory T cells, \\J/ PY in, late-phase reaction
IL-10 and TGFB 1 1 Skin-prick-test reactivity
* Prevention of progression
| Allergen-specific IgE % N [Eesrtion of new
| sensitization
1 Seasonal |
increases in IgE l\___,/
1 IgE-facilitated antigen Monocyte

presentation
T Blocking antibodies:
IgG1,1gG4 and IgA
TIL-10

Figura 6. Efecto de la inmunoterapia antigeno desensibilizante en la respuesta inmune. Tomado de Larché y Akdis

2006
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El estudio de las moléculas de coestimulacion en el contexto de la CA es un tema
poco explorado, sin embargo, un estudio mas profundo permitira una mejor
comprension de la enfermedad, y del efecto de la SLIT, proponer biomarcadores y

en un futuro desarrollar nuevos blancos terapéuticos.

2. 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 induccién 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.

3. 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 de sangre periférica durante el tratamiento con SLIT comparado con la

expresion de estas moléculas antes del tratamiento?

4. Justificacion

La SLIT, en la conjuntivitis alérgica es la Unica terapia capaz de modificar la
respuesta inmune al alérgeno. Por lo que el estudio de las moléculas coestimulacion

de la familia B7 y el factor de transcripcion IRF4, proporcionara conocimientos para
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entender de una mejor manera el mecanismo de accion de la SLIT y proponer

biomarcadores para el monitoreo de la eficacia de este tratamiento.

5. Hipotesis

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 células dendriticas

de pacientes con conjuntivitis alérgica durante el tratamiento con SLIT.

Hipotesis nula:

No existen diferencias en la expresion de moléculas de coestimulacién en células

dendriticas de pacientes con conjuntivitis alérgica tratados con SLIT.

6. Objetivos

6.1. Objetivo General:

Evaluar la expresion de moléculas de coestimulacion de la familia B7 y el factor de
transcripcion IRF4 en células dendriticas derivadas de monocitos de sangre
periférica de pacientes con conjuntivitis alérgica antes y después del tratamiento con
SLIT.

6.2. Objetivos Especificos:

-Establecer un modelo de cultivo de células dendriticas a partir de células
mononucleares de sangre periférica (Mo-DCs).
-Determinar la cinética de expresion de las moléculas de coestimulacion CD86,
ICOSL, PDL1 y PDL2y el factor de transcripcién IRF4 en Mo-DCs.

-Evaluar la produccién de formas solubles de las moléculas de coestimulaciéon de la

familia B7 por Mo-DCs.

-Determinar la produccion de citocinas TNF-q, IL-6, IL-10, IFN-y e IL-2 por Mo-DCs.
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-Evaluar la expresion de las moléculas de coestimulacion CD86, ICOSL, PD-L1, PD-
L2 y el factor de transcripcion IRF4 en células dendriticas de pacientes con

conjuntivitis alérgica antes y después del tratamiento con SLIT.

7. Metodologia

7.1. Tipo de estudio:

Estudio piloto, longitudinal, experimental.

7.2. Universo de estudio:

Poblacién objetivo: Pacientes en edad pediatrica con conjuntivitis alérgica y sujetos

sanos en edad pediatrica.

Poblacion accesible/estudio: Pacientes con conjuntivitis alérgica de 7 a 17 afios, que
sean atendidos en el Instituto Conde de Valenciana durante el periodo de febrero
2019 a enero del 2021.

7.3. Tamano de muestra:

El muestreo sera realizado a conveniencia.

7.4. Criterios de seleccidn sujetos con conjuntivitis
alérgica:

7.4.1. Criterios de Inclusion

e Sujetos entre los 7 a 17 afios, con diagnéstico oftalmoldgico de Conjuntivitis
alérgica activa, de moderada a severa.

e Pruebas cutaneas positivas al acaro de polvo (Der-p).

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

e Firma de consentimiento y asentimiento informado.
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7.4.2.

Criterios de exclusion
Presencia de otras enfermedades inflamatorias de la superficie ocular.
Presentar cualquier enfermedad sistémica, endocrinologica, autoinmune,
neoplasica, infecciosa, crénico degenerativo activa.
Presencia de dermatitis alérgica, rinitis alérgica o0 asma activa en el momento
de la evaluacion y/o toma de muestra.
Embarazo y/o lactancia.
Con algun tratamiento sistémico, que induzca algun tipo de modificacion en la
respuesta  inmunologica, particularmente  tratamientos:  Naturistas,

psiquiatricos, bariatricos, corticoesteroides, hormonales o inmunosupresores.

7.4.3 Criterios de eliminacion

7.5.

7.5.1.

7.5.2.

Retiro voluntario del estudio

Falta de apego o abandono al tratamiento

Embarazo o lactancia durante el periodo del protocolo.
No acuda a citas.

Muestra biologica insuficiente.

Criterios de seleccion sujetos sin alergia:

Criterios de Inclusion

Sujetos entre los 7 a 17 afos.
Sujetos clinicamente sanos, evaluados por el servicio de inmunologia del
Instituto Conde de Valenciana.

Firma de consentimiento y asentimiento informado.

Criterios de exclusion
Presenten datos clinicos concluyentes de alergia.
Presenten datos por laboratorio concluyentes de alergia.
Presencia de enfermedades inflamatorias de la superficie ocular.
Presentar cualquier enfermedad sistémica, endocrinoldgica, inmunologica,
neoplasica, infecciosa, y cronico degenerativo activa.

Embarazo y/o lactancia.
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e Con algun tratamiento sistémico, que induzca algun tipo de modificacion en la
respuesta inmunoldgica, particularmente tratamientos: psiquiatricos,

bariatricos, corticoesteroides, hormonales o inmunosupresores.

7.5.3.  Criterios de eliminacion
e Retiro voluntario del estudio
e [alta de apego o abandono a las citas.
e Embarazo o lactancia durante el periodo del protocolo.

e Muestra biologica insuficiente

7.6. Materiales y métodos: Métodos especificos

7.6.1.  Sujetos experimentales
Los sujetos de investigacion seran divididos en un grupo control de pacientes con
diagndstico de conjuntivitis alérgica de 7 a 17 afios candidatos a SLIT y otro grupo

de sujetos sin alergia de 7 a 17 afios.

7.6.2.  Valoracion clinica

En la consulta de inmunologia del Instituto Conde de Valenciana el médico
subespecialista en cérnea evalud a los probables sujetos sanos mediante la
clasificacion de severidad de conjuntivitis alérgica propuesta por Robles-Contreras,
Santacruz-Valdés et al (2011). EI médico subespecialista en alergia, evalu6
clinicamente a los probables sujetos sanos, en caso de descartar diagnéstico del
espectro alergia, se procedera a la toma de muestras de sangre para iniciar con los

ensayos experimentales.
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Inclusién de Toma de Cultivo de Estimulacién in || Inmunomarcaje (CD11c, Determinacién de
pacientes con muestra de monocitosy vitro HLA-DR,CD14,TLR4,IRF4, moléculas de
CA sangre y diferenciacion Der p (Alergeno) ICOSL, CD86, coestimulacién
lagrima a celulas LPS (Control PD-L2,PDL1) solubles, citocinas y
(0,3 y6 dendriticas positivo) analisis de los
meses de resultados.
tratamiento) ) (Citometria, ELISA)

Figura 7.- Metodologia para el analisis de la expresion de las moléculas de coestimulacién.

Los sujetos con conjuntivitis fueron reclutados de la consulta de Inmunologia del Instituto Conde de Valenciana.

7.6.3. Recoleccidon de muestras sanguineas.

Se verifico la previa firma de consentimiento y asentimiento informado,

Se realiz6 el lavado de manos y colocacion de guantes.

Se recolectd sangre periférica mediante venopuncion en tubos de EDTA y 1 tubo
amarillo sin anticoagulante. Las muestras de sangre obtenidas de los tubos EDTA,
se procesaron inmediatamente. Las muestras de sangre de los tubos amarillos se
centrifugaron a 1500 rpm por 5min, el suero sera distribuyé en microtubos de 1.5ml

y almacenados en congelacion a -20°C hasta su uso.

7.6.4. Recoleccion de lagrima.

Se colocaron 20 microlitros de solucion salina estéril en cada ojo del paciente y la
pelicula lagrimal sera obtuvo de ambos ojos desde el menisco lagrimal lateral inferior
mediante capilaridad. Usando un tubo capilar de borosilicato diferente por cada ojo.
Las muestras obtenidas se depositaron en microtubos de 10 pl, los cuales se

almacenaron en congelacion a -80 ° C hasta su uso.
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7.6.5. Cultivo de células dendriticas a partir de células mononucleares de
sangre periférica

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

Las células mononucleares se cultivaron en medio RPMI-1640 en placas de cultivo
de 24 pozos, y se incubaron en la incubadora por 2 horas a 36°C, en una atmosfera
de 5% COz2. Posteriormente las células en suspension se descartaron, y a las células
adherentes se les afladié medio RPMI-1640 suplementado con 80 ng/ml de GM-CSF

y 50 ng/ml de IL-4 para su diferenciacion a células dendriticas.

Después de 7 dias se realizaron los siguientes ensayos:
-Inmunofenaotipificacion de células diferenciadas
-Estimulacion in vitro con proteina Der-p por 12, 24 y 48 horas.

-Estimulacién in vitro con 100ng, 1pg y 10 ug de LPS por 12, 24 y 48 horas.

7.6.6. Marcaje de antigenos de membrana e intracelular:

Para evaluar la expresion de las moléculas de coestimulacion B7 y el factor de
transcripcion IRF4 se utilizaron los anticuerpos monoclonales acoplados a
fluorocromos distribuidos en dos paneles:

Panel 1:

Alexa Fluor 488 Anti-human CD11c, PE/Cy7 Anti-human HLA-DR, PerCP Anti-
human CD14, PE Anti-human IRF4, APC Anti-human CD273 (B7-DC, PD-L2),
Brilliant violet 421 Anti CD284 (TLR4).

Panel 2:

Alexa Fluor 488 Anti-human CD11c, PE/Cy7 Anti-human HLA-DR, PerCP Anti-
human CD14, PE Anti-human CD86, APC Anti-human CD275 (B7-H2, ICOSL),
Brilliant violet 421 Anti CD274 (B7-H1, PD-L1).

Posterior a la estimulacion con LPS o Der p, las células se recolectaron, se afiadio

2%EDTA+Trypsin a las placas de cultivo para lograr una completa recuperacion de
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las células adherentes. Las células recolectadas fueron transferidas a microtubos de
1.2 ml. Los tubos fueron centrifugados para la recuperacion de los sobrenadantes.
Las células fueron re-suspendidas en 300 ul de PBS y transferidas a tubos de
12x75mm. Los tubos fueron centrifugados y decantados. Las células ser
resuspendieron en 50 pl de medio PBS y se afiadieron los anticuerpos conjugados a
fluorocromos, las muestras se incubaron durante 30 minutos en oscuridad a 4°C.
Para la tincion intracelular de IRF4, las células fueron tratadas previamente con una
solucién fijadora y permeabilizante.

Se realizé un ultimo lavado y las células se Re suspendieron en 300pl. Los tubos se
mantuvieron en oscuridad hasta el momento de su adquisicion en el citbmetro de

flujo.

7.6.7.  Andlisis de los datos de citometria de flujo.

Los andlisis se realizaron en el software Flow Jo V10. Se analizaron las intensidades
medias de fluorescencia (IMF) a las distintas marcas en Mo-DCs de sujetos sanos y
en Mo-DCs de pacientes antes y durante el tratamiento con inmunoterapia
sublingual.

Se siguié la estrategia de analisis para determinar la IMF de las células dendriticas
derivadas de monocitos de sangre periférica. Se seleccionaron los singlets (células
individuales) usando FSC-H (altura)/[FSC-A (area), después dependiendo de su
tamafo celular y granularidad usando FSC/SSC en un dot plot, se seleccionaron los
eventos sugerentes de Mo-DCs, finalmente se seleccionaron los eventos HLA-DR+
para determinar a partir de esta poblacion el IMF de cada molécula de

coestimulacion.

7.6.8. Determinacion de moléculas de coestimulacion solubles.

Se utilizaron las muestras de lagrima, suero y sobrenadantes de cultivos celular para la
determinaciéon de las formas solubles para las moléculas de coestimulacion a través de
método de ELISA sanwich. Se utilizaron los kits de ELISA de (Cloud Clone, Kathy, Texas,
EUA) para deteccion de sCD86, sICOSL, sPDL1 y sPDL2. Los sobrenadantes fueron
incubados en las placas de ELISA conteniendo un anticuerpo de captura especifico para

cada molécula de coestimulacion soluble, y con un anticuerpo secundario acoplado a
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peroxidasa de rdbano se obtuvo una reaccion colorimétrica. La densidad o6ptica fue
extrapolada con las concentraciones de la curva estandar para realizar la determinacién en

ng/ml de cada molécula de coestimulacion.

Los limites de deteccion son los siguientes: CD86: 0.057 ng/mL, ICOS-L: 0.062 ng/mL,
PDL1: 0.061 ng/mL y PDL2: 0.075 ng/mL.

7.6.9. Determinacion de citocinas en cultivo de Mo-DCs.

Se determinaron las citocinas IL-2, IL-6, IL-10, TNF e IFN-y por Cytometric Bead
Array (BD Biosciences, San Jose, CA, EUA) Los datos fueron analizados utilizando
el software FCAP Array™.0 (BD Biosciences, San Jose, CA, USA).

Los sobrenadantes fueron incubados con las perlas de captura acopladas a FITC
con anticuerpos especificos para cada citocina determinada, posteriormente se
agrego el anticuerpo conjugado a PE permitiendo detectar la citocinas en
sobrenadante. Los valores de fluorescencia relativa fueron extrapolados con la curva
de concentracion permitiendo cuantificar la concentracion de las citocinas.

Los limites de deteccién son: IL-2: 2.6 ng/mL, IL-6: 2.4 ng/mL, IL-10:4.5 ng/mL, TNF-
: 3.8, and IFN-y: 3.7 ng/mL.

7.6.10. Analisis estadistico de los resultados:

Todos los experimentos se realizaron al menos tres veces de forma independiente,
con triplicados de cada condicion. Se utilizo el software GraphPad Prism version 8.0.
Se utilizé la escala de colores para dalténicos en las graficas de barras coloreadas.
Se realiz6 una prueba de normalidad a todos los datos obtenidos. Se aplicé la prueba
Kruskal-Wallis para comparar 3 0 mas grupos para determinar diferencias
estadisticas en las moléculas de coestimulacién de membrana. Se aplicé la prueba
de Dunnet para determinar las diferencias estadisticas en la concentracion de las
formas solubles de las moléculas de coestimulacién. La prueba de Tukey se utilizo
para analizar las diferencias estadisticas en la produccion de citocinas. En las
pruebas de correlacion se utilizé la prueba de Pearson o Spearman dependiendo de
la distribucion de los datos. En todos los casos se considerd p<0.05 como

estadisticamente significativo.

34



8. Consideraciones éticas

A todos los sujetos experimentales (pacientes y controles sanos), que participaron
en el estudio, dieron su 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 con conjuntivitis alérgica no tuvieron costo para

los padres o responsables durante el periodo de estudio.

9. Aspectos de bioseguridad

La toma de muestra de sangre y lagrima se llevo en el area de toma de muestra en
el 4to piso del edificio de hospitalizacion del Instituto Conde de Valenciana de
acuerdo con el manual de procedimientos del area de toma de muestra de la misma

institucion.

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

NOM-017-STPS-2008 Para el equipo de proteccion personal- Seleccién, 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 quimicas en los centros de trabajo.
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NOM-087-ECOL-SSA1-2002. (NOM-087-SEMARNAT-SSA1-2002). Para la
proteccion ambiental- Salud ambiental- Residuos peligrosos-biolégico-infecciosos-

Clasificacion y especificaciones de manejo.

10. Financiamiento y sitio de la
investigacion

Fue otorgado por el departamento de Bioquimica de la Facultad de Medicina de la
UNAM/Unidad de investigacion del Instituto de Oftalmologia “Fundacién Conde de

Valenciana” |IAP.

11. Declaracion de conflicto de intereses de
los investigadores

No existe conflicto de interés
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12. Resultados

12.1. Establecimiento de un modelo para investigacion
de moléculas de coestimulacion en células dendriticas
derivadas de monocitos en sujetos sanos

Exploracién de la dinamica de expresion de moléculas de coestimulacion B7 e IRF4
en membrana de Mo-DCs, determinacion de moléculas solubles en sobrenadante de

cultivos y determinacioén de citocinas producidas Mo-DCs.

12.2. Verificacion de fenotipo
Para confirmar la diferenciacion de monocitos a células dendriticas se evallo la
expresion de las moléculas CD14, CD11c y HLA-DR al dia O de cultivo y al dia 7 de

cultivo con factores de crecimiento. (Figura 8)

230k = . N 5ok L pCs
; . 258

[S3a0rY

FSC-A

e DCs Con tincién
------ DCs Sin tinciéon
— Monocitos Con tincién
...... Moenocitos Sin tincion

Dia0 Dia7
HLA-DR 904 21906
CD14 36503 961

Figura 8. Verificacidon de fenotipo en monocitos y células dendriticas diferenciadas. Se evalto la expresién de
CD11cy HLA-DR. Histogramas negros continuos representan los monocitos con tincion, histogramas negros punteados son
monocitos sin tincién, histograma rojo continuo representa a las células dendriticas tefiidas y el histograma rojo punteado

representa células dendriticas sin tincidn.
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12.3. Estrategia de analisis para datos de citometria de
flujo

A partir de células individuales se seleccioné la region que por tamafio y granularidad

corresponde a células dendriticas, seleccionando la poblacién HLA-DR+ se procedio

a evaluar la expresion de las distintas moléculas de la estimulacion en las distintas

condiciones de tiempo y concentracion de estimulacion en histogramas

superpuestos. (Figura 9)
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Figura 9.- Estrategia de analisis para citometria de flujo.

Células individuales fueron seleccionadas de acuerdo con los pardmetros de areay altura (FSC-A vs FSCH). Se
seleccionaron eventos sugerentes de células dendriticas de acuerdo con su tamafio y granularidad. (FSC-A vs
SCA). Células HLA-DR+ se seleccionaron para realizar la evaluacion de IMF para las distintas moléculas de

coestimulacioén en las distintas condiciones experimentales.

38



12.4. Expresion de las moléculas de coestimulacidon en

células dendriticas.

Para evaluar el efecto de la concentracion de LPS y el tiempo de estimulacion sobre
la expresion de moléculas de coestimulacion B7 de membrana, se estimularon Mo-
DCs con 100ng, 1pg o 10 pug de LPS durante 12, 24 o 48h o fueron dejadas sin

estimular.

Se encontr6 que las moléculas coninhibitorias PDL1 y PDL2 aumentan su expresion
luego de 12h de estimulacion con todas las concentraciones evaluadas. PDL1
aumento progresivamente su expresion en el tiempo. Por otra parte, las moléculas
de coestimuladoras CD86 e ICOSL aumentan su expresion hasta las 48h de
estimulacién con cualquier concentracion de LPS. (Figura 10 y Tabla 2)

Tabla 2. Cinética de expresion de las moleculas de coestimulacion. Se muestra la MFI promedio para

CD86,ICOSL,PDL1 y PDL2. MoDCs de donadores sanos se estimularon con 100ng, 1 pg, o 10 ug de LPS por
12, 24 0 48 horas o con medio RPMI (SE). Se muestra la mediana y rangos intercuartiles.

Molecula B7 Tiempo de estimulacion
SE 12h 24h 48h p
CD86100ng 437 (242-1123)* 399 (236.5-1135) 516 (340-1193) 951 (558-5623)  *0.021
CD861ug 437 (242-1123)* 502 (264.5-1292) 695 (479-1103) 688 (620-5277)*  *0.044
CD8610ug 437 (242-1123)* 387 (243-1271) 707 (356-1636) 680 (560-3474) *  *0.044
ICOSL 100ng 1259 (952-1755) 925 (542-3280) ;g?g)* (8915 45 0066
526 (272-1135)*
ICOSL1ug 526 (272-1135)* 1684 (981-2538)* 907 (505-3743)  1062(842-221)  *0.0034
ICOSL 10ug 526 (272-1135)* 1462 (807-2089)  759(442-3728) 1768 (940-2850)* *0.0066
1523(1217- . 3389 (3181- ] X
PDLL100NG  5ot3C 4132(1681-4554) o0 3426(2987-8315)¥ *0.012,9<0.0001,¥0.0003
1523(1217- 33548 (2487- 5073(3496- ] X
POLLIUG  jooiiicy ooy Sroas 5511(3933-9136)¥ *0.0003,9<0.0001,¥<0.001
1523(1217- gy 3805(3634- ] .
POLLi0NG  5oodCE 2073 (1863-3465)* 20010 4293(3824-9020)¥ *0.003,9<0.0001,¥<0.0001
PDL2100ng  1238(725-1501)* 1508 (1268-2692)* 1004(295-2212) 1474 (1321-1706) *0.0170
PDL21ug  1238(725-1501)  1555(1281-3835)* 1055(896-1759)  1789(1619-1904) *0.0259,0.0009
PDL2 10ug  1238(725-1501) 1655 (1348-3801)* 1205(1074-1797) 1609(1397-2107)f *0.0096,90.0199




Con relacién a IRF4 se observo que su expresion se incrementa a las 12h de
estimulaciéon con 100ng de LPS y a las 48h con 1 pg o 10 pug de LPS.
Interesantemente esta dinAmica de expresion coincide con la de PDL2 y existe

correlacion entre estas dos moléculas. (Figura 11)

En otro abordaje, se analiz6 el nimero de veces que estas moléculas incrementaban
su expresion. Los resultados demostraron que C86 se incrementa tres veces a las
48 de estimulo, ICOSL incrementa 1 vez en todos los tiempos evaluados, PDL1
incrementa de forma gradual a lo largo del tiempo, y PDL2 incremente 1 vez a las 12

h de estimulo. (Figura 12)
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Figura 10. Expresion de las moléculas de coestimulacién en Mo-DCs.

Mo-DCs de sujetos sanos fueron estimuladas con LPS durante 12, 24 o 48h con 100ng, 1ug o 10 ug
de LPS o sin estimular (US). La grafica representa la media y desviacién de 3 ensayos
independientes realizados por triplicado.
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Figura 11. Expresion de IRF4 en Mo-DCs y su correlacidn con PDL2. Mo-DCs de sujetos sanos fueron estimuladas con
LPS durante 12, 24 o 48h con 100ng, 1ug o 10 pg de LPS o sin estimular (US). (a)Histograma representativo de la expresion
de IRF4 en las diferentes condiciones experimentales. (b) Media y desviacion de 3 ensayos independientes realizados por

triplicado. (c) Correlacién de Pearson entre IRF4 y PDL2.
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Figura 12. Incremento de la expresion de las moléculas de coestimulacién B7 en Mo-DCs. El incremento de
expresion de las moléculas de coestimulacidn se calculé dividiendo el promedio del IMF de la condicidn experimental entre
el promedio de la IMF en células sin estimular. La grafica representa la media y desviacién de 3 ensayos independientes
realizados por triplicado. La linea punteada representa la expresion basal de la molécula en cuestién.

* p < 0.05, ** p<0.005, *** p < 0.0005, **** p < 0.0001.

12.5. Evaluacion de la concentracion de formas
solubles de las moléculas de coestimulacion.
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Para determinar las concentraciones de las formas solubles de las moléculas de
coestimulacién, se recuper6 el sobrenadante de células dendriticas estimuladas con LPS, y
se determinaron las concentraciones de sCD86, sICOSL, sPDL1 y s PDL2. Nuestros
resultados mostraron que sPDL1 y sPDL2 son las moléculas con mayor concentracion sin
importar la condicion de estimulo de las células dendriticas. sPDL1 y sPDL2 se encontraron
en una proporcion 2:1 en comparacion con sCD86 (400ng:200ng). sICOSL no fue detectado

en ninguna de las condiciones evaluadas. (Figura 13 y Tabla 3)
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Figura 13. Concentracion de las formas solubles de CD86, ICOSL, PDL1 y PDL2.

Mo-DCs de sujetos sanos fueron estimuladas con LPS durante (a)12, (b) 24, o (c) 48h con 100ng,
1ug o 10 pg de LPS o fueron cultivadas sin estimular (SE). La gréfica representa la media 'y
desviacidn de 3 ensayos independientes realizados por triplicado.

Tabla 3. Concentracién de sCD86, sICOSL, sPDL1 y sPDL2. MoDCs de donadores sanos se estimularon con
100ng, 1 ug, o0 10 ug de LPS por 12, 24 o 48 horas o con medio RPMI (SE). El sobrenadante fue recolectado y
se determinaron las formas solubles de las moléculas de coestimulacion. (ICOSL no se detect6 en ninguna de
las condiciones evaluadas. Se muestra la media y desviacion estandar. *p<0.05

Concentracion de LPS Molécula coestimuladora soluble en ng/ml

12h sCD86 sICOS-L sPDL-1 sPDL-2

SE 203+15.41* 0+0 419.8+6.249* 399.2+29.17*
100 ng 166.5+31.68* 0£0 441.7+£12.5% 360.4£7.765*
1ug 167.6+21.5* 00 455.3+£32.47% 324.5+£24.96*
10ug 158.2+21.6* 0+0 464.8+70.43* 405.2+16.16*
24h sCD86 sICOS-L sPDL-1 sPDL-2

SE 203+15.41* 0+0 419.8+6.249* 399.2+29.17*
100 ng 158.2+17.44* 00 448.5+4.724* 364.8+£15.53*
lug 183+5.4* 0+0 376.2+43.74* 346.9+28*
10ug 178.2+21.5* 0£0 445.7+45.06* 342.4+42.76*
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48h sCD86 sICOS-L sPDL-1 sPDL-2

SE 203+15.41* 0+0 419.8+6.249* 399.2429.17*
100 ng 158.2+17.44* 0+0 448.5+4.724* 364.8415.53*
1ug 183+5.4* 0+0 376.2+43.74*q 346.9+28*
10ug 178.2+21.5* 0+0 445.7+45.06* 342.4+42.76*
12.6. Citocinas en sobrenadante de cultivos.

Se recupero el sobrenadante de Mo-DCs estimuladas con LPS y se determinaron las
concentraciones de las citocinas TNF-a, IL-6, IL-10, IFN-y e IL-2.

Se identifico que las citocinas TNF-q, IL-6 e IL-10 incrementaban su concentracion a
las 12 h de estimulo mientras que IFN-y e IL-2 hasta las 48h. Interesantemente, la
concentracion de IFN-y incrementaba conforme a la concentracién del estimulo con
LPS. (Figura 14y Tabla 3)

La correlacion entre citocinas y expresion de moléculas de coestimulacion ha sido
sugerida por investigaciones previas. A través de pruebas de correlacion de Pearson,
se encontrd una correlacion positiva entre IFN-y e IL-2 con CD86 y PDL1. (Figura 15
y Tabla 5)

Tabla 4. cinética de produccion de citocinas solubles. El sobrenadante de los cultivos fue recolectado y se
determin6 TNF-q, IL-6, IL-10, INF-y, e IL-2 como se describe en materiales y métodos. Se muestra la media y

desviacion estandar de 3 ensayos independientes.

Ctiocinas Tiempo de estimulacién
us 12h 24h 48h p
TNF-a 100 ng 1.93+0.6437*( 812.2+278.7*¥ 547.1+96.17 213.1+24.2¥% *0.007,10.0085,¥0.0049
TNF-a 1ug 1.93+0.6437*| 1406+51.6*¥ 778.1£262.87® 290+66.37¥P *<0.0001,1/0.0006,¥<0.0001,$0.0107
TNF-a10ug 1.93+0.6437*(¥ 1182+75.75*® 923.8+145 354.1+98.750 *<0.0001,9]<0.0001,¥<0.0085,0<0.0001
IL-6 100 ng 0.4833+0.4252*1¥ 1589+389.5% 2122+491.61 2038+289.3¥ *0.0022,10.003,¥0.004
IL-6 1ug 0.4833+0.4252*1¥ 3468+684.3* 2375+10951 2369+484.3¥ *0.0012,10.0125,¥0.127
IL-6 10ug 0.4833+0.4252*1¥ 2868+785.6* 2495+693.71 3194+907.4¥ *0.0043,10.0097,¥0.0022
IL-10 100 ng 0.2067+0.358* 15.31+6.757 23.28+9.245* 15.38+3.913 *0.007
IL-10 1pg 0.2067+0.358* 48+9.982* 26.62+21.29 15.3+8.726 *0.007
IL-10 10ug 0.2067+0.358* 35.06+19.29* 21.76+7.466 24.89+10.34 *0.0253
IFN-y 100 ng 0£0* 10.91+3.6271 35.64+27.42¥% 140.7+59.75*¥ *0.0047,90.0065,¥0.0178
IFN-y 1ug 0+0* 21.17+4.699 97.47+39.96¥ 572.4+133.5*¥ *<0.0001,<0.0001,¥0.0001
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IFN-y 10ug 0+0* 21.11+16.571 195+46.82¥% 957.8+413*T¥ *0.0022,10.0025,¥0.0087

IL-2 100 ng 0+0 0.2033+0.3522 0.6967+0.2892 3.817+3.816
IL-2 1ug 0+0* 1.127+0.9981 1.64+0.6235 2.69+0.7712* *0.0068
IL-2y 10ug 0+0*q 1.653+0.774¥% 3.143+0.7006* 4.323+1.437¥% *0.0105,10.0015,¥0.0252
(a) 100ng LPS 10 ug LPS (b) 100ng LPS 1ug LPS 10 ug LPS
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Figura 14. Produccién de citocinas solubles en sobrenadante de células dendriticas. Mo-DCs de sujetos sanos
fueron estimuladas con LPS durante 12, 24 o 48h con 100ng, 1ug o 10 ug de LPS o fueron cultivadas sin estimular (SE). El
sobrenadante fue recolectado y se determinaron las citocinas (a) TNF-a, IL-6 IL-10 y (b) IFN-y e IL-2. La gréfica representa

la media y desviacidn de 3 ensayos independientes realizados por triplicado.
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Figura 15. Correlacion entre concentracion de citocinas y expresién de moléculas de coestimulacion.

La prueba de correlacién de Pearson se realizd entre las variables de concentracion de citocinas y la IFM para

las moléculas de coestimulacion en las distintas condiciones experimentales. (a) IFN-y vs. CD86, (b) IFN- y vs.

PDL1,

(c) IL-2 vs. CD86, (d) IL-2 vs. PDL1.

Tabla 5. Matriz de correlacién entre citocinas vs moléculas de coestimulacién e IRF4. Se muestra el valor de r

para las diferentes correlaciones evaluadas por la prueba de Spearman. *p<0.05

TNF-a
IL-6
IL-10
IFN-Y
IL-2

Ctiocinas

CD86
-0.54
0.31
0.04
0.89*
0.86*

Moléculas de coestimulacién

ICOSL
0.25
0.32
0.54
0.47
0.35

PDL1
-0.19
0.32
0.07
0.93*
0.67*

PDL2
0.65
0.45
0.41
-0.07
0.01

IRF-4
-0.31
-0.18
-0.45
0.07
0.03

Los hallazgos de este primer parte del trabajo de investigacion se pueden observar de forma resumida

en la Figura 16. Modelo integrativo explicativo de la dinamica de expresion de moléculas de

coestimulacién.
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Figura 16. Modelo integrativo explicativo de la dinamica de expresion de moléculas de coestimulacion. Las
moléculas de coestimulacién B7 se expresan de forma diferencial. Mo-DCs incrementan la expresion de PDL1 y PDL2
durante las etapas tempranas de estimulacion. IRF4 tiene una dinamica de expresion semejante a PDL2 y se
sugiere que favorece su expresién. A 24 h de estimulacion la expresion de PDL1 se mantiene y se puede observar
el incremento de la expresion de ICOSL. A las 48 de estimulo PDL2 e IRF4 vuelven a tener un incremento en su
expresion al igual que PDL1 y CD86. Respecto a las citocinas TNF-a, IL-6 e IL-10 muestran un pico de produccion
a las 12h de estimulo mientras que IFN-y and IL-2, lo hacen hasta las 48 h. Finalmente, las moléculas solubles
mostraron un comportamiento constante sin importar el tiempo o la concentracion del estimulo: sPDL1 y sPDL2

se encuentra en una concentracion dos veces mayor que CD86.
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12.7. Expresion de moléculas de coestimulacidon en
pacientes con conjuntivitis alérgica.

Evaluacion de la expresion de las moléculas de coestimulacién en sujetos con

conjuntivitis alérgica.

Se reclutaron 3 sujetos sanos y 2 pacientes que cumplian con los criterios de
inclusion descritos en el capitulo 7.4. Se realizé la obtencion de Mo-DCs y se realiz6
la tincién para citometria de flujo descrita en el capitulo 7.6.

Al analizar la expresion de las moléculas de coestimulacion B7 en Mo-DCs de sujetos
con conjuntivitis alérgica se encontré6 un incremento en la expresion para CD86

Gnicamente en la condicién de estimulo de LPS+ Der P. (Figura 17)

Para el caso de la molécula de ICOSL, se observo que ninguna condicion de estimulo
indujo la expresion de esta molécula, a diferencia de los sujetos sanos en quienes

Su expresion se incremento con el estimulo de LPS. (Figural8)

Para el caso de las moléculas coinhibidoras PDL1y PDL2, se encontré un fenomeno
semejante; su expresion no se incrementa con ninguno de los estimulos evaluados.
(Figura 19y 20)

Finamente el factor de transcripcién IRF4 mostr6 una disminucion cuando las Mo-
DCs de pacientes con conjuntivitis alérgica eran estimuladas con el alergeno Der p.
(Figura 21)
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Figura 17. Expresion de CD86 en DCs de pacientes con CA activa. IMF para la expresion de CD86 en sujetos

sanos y sujetos con conjuntivitis alérgica (CA). Se representa la media y desviacion estandar de 3 sujetos sanos

y dos sujetos con conjuntivitis alérgica.

_ p=0.0091 .
: p=0.0307 . '
) p=0.0091 . i
 p=00091 .

 p=0.0066 ' '
3000+ I =1

7 2000

o

Q

n _

S 10004

. I | |

| |
Sin estimulo

10ug LPS

| |
Sin estimulo

10ugLPS  100ng Der-p  100ng Der-p
+ 10ug LPS

Sano

CA

Figura 18. Expresion de ICOSL en DCs de pacientes con CA activa. IMF para la expresion de ICOSL en sujetos

sanos y sujetos con conjuntivitis alérgica (CA). Se representa la media y desviacion estandar de 3 sujetos sanos y dos

sujetos con conjuntivitis alérgica.
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Figura 19. Expresién de PDL1 en DCs de pacientes con CA activa. IMF para la expresion de PDL1 en sujetos
sanos y sujeros con conjuntivitis alérgica (CA). Se representa la media y desviacion estandar de 3

sujetos sanos y dos sujetos con conjuntivitis alérgica.
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Figura 20. Expresion de PDL2 en DCs de pacientes con CA activa. IMF para la expresion de PDL2 en sujetos
sanos y sujetos con conjuntivitis alérgica (CA). Se representa la media y desviacién estandar de 3 sujetos sanos y

dos sujetos con conjuntivitis alérgica.
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Figura 21. Expresién de IRF4 en DCs de pacientes con CA activa. IMF para la expresion de IRF4 en sujetos sanos
y sujetos con conjuntivitis alérgica (CA). Se representa la media y desviacidn estandar de 3 sujetos sanos y dos sujetos

con conjuntivitis alérgica.
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13. Discusion

Las células dendriticas tienen una participacion crucial en la regulacién de los
procesos inflamatorios. (Cantrell, et al 2015) Su gran capacidad como células
presentadoras de antigeno profesionales y la expresion de las moléculas de
coestimulacion, asi como de citocinas orquestan las funciones de las células T.
(Dustin,et al 2014) En este sentido es importante profundizar el conocimiento que se

tiene acerca de sefales que de forma integral la DC esté enviando a las células T.

Si bien; el modelo de las 3 sefales durante la sinapsis inmunoldgica esta bien
descrito: 1) interaccion MHC-péptido/TCR, 2) interaccibn de moléculas de
coestimulacion con sus receptores y 3) citocinas y sus receptores (Velazquez-Soto
et al, 2022), no se tenia conocimiento sobre la manera en la que las células

dendriticas integraban dinamicamente estas sefiales.

Como lo han descrito otros autores, no es importante Unicamente la funcion si no la
interaccion espacio temporal de estas moléculas para generar una instruccion idénea

hacia la respuesta inmune adaptativa de células T. (Garcia, et al, 2020)

Estudios previos han explorado la participacion de estas moléculas en distintos
modelos experimentales, diversas enfermedades o diversas lineas celulares
estimulando con distintos antigenos y en tiempos no definidos, lo cual no permite
tener un conocimiento claro de la expresion de estas moléculas. (Velazquez-Soto et
al, 2022) Lo anterior vuelve imperioso poder explorar la dinAmica de expresion de
estas moléculas en un contexto homogéneo y de condiciones controladas como

concentracion de antigeno y tiempo de estimulo.

Por lo anterior, el primer objetivo de esta investigacion consisti6 en explorar la
dindmica de expresién de las moléculas B7, sus formas solubles, el factor de
transcripcion IRF4 y las citocinas secretadas en un modelo in vitro ante condiciones
de tiempo y concentraciones de estimulo en cultivos de células dendriticas derivadas
de monocitos. Se selecciond la molécula LPS como antigeno modelo por sus
caracteristicas inmunogénicas reportadas. Si bien LPS no compone parte activa del
alergenos se ha reportado que puede ser reconocido por TLR4 y activar su via de
sefalizacion al igual que el alergeno Der p (Dixon, et al, 2001; Park ,et al ,2015 ) De
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igual manera los tiempos de estimulacion se seleccionar con base en lo reportado
en la literatura. (Carenza et, al 20019; Hoebe et al 2001; Skidmore, et al,1975)

Los hallazgos de estos ensayos nos han permitido observar que las moléculas
evaluadas tienen una dinamica de expresion heterogénea. No existe un tiempo o
concentracion de estimulo que nos permita ver el pico maximo de expresion de todas
las moléculas de coestimulacion. Nuestros resultados demostraron que la expresion
de las moléculas de coestimulacion de la familia B7 es diferencial y dependen del
tiempo de exposicion y concentracion del estimulo (LPS) coincidiendo con lo

sefalado Langenkamp. (Langenkamp, et al 2010)

Nuestro estudio demostré que a tiempos tempranos de estimulo antigénico y desde
bajas concentraciones se incrementan las moléculas PDL1, y PDL2 probablemente
favorecido por el factor de transcripcion IRF4. Mientras que las moléculas CD86 e
ICOSL incrementaron su expresion hasta tiempos tardios de estimulacion sin
importar la concentracion antigénica. Respecto a las formas solubles de las
moléculas B7 encontramos un incremento para sPDL1 y sPDL2 dos veces sobre la
concentracion de CD86 (400ng: 200ng) sin importar la condicion experimental

evaluada.

Con relacion a las citocinas, encontramos que las ctiocinas TNF-a, IL-6 IL-10
comienzan su produccién desde las 12 h posteriores al estimulo mientras que IFN-y
e IL-2 tienen un pico maximo de produccion hasta las 48h. Interesantemente, la
produccion de IFN-y e IL-2 coinciden con los tiempos de expresion y ademas
muestran una correlacion positiva con las moléculas CD86 y PDL1, sugiriendo que

las primeras pueden influenciar la expresion de las ultimas.

Finalmente, integrando todos los hallazgos, nuestro trabajo propone que las células
dendriticas se mantendran en un estado de reposo, trasmitiendo preferentemente
sefiales tolerogénicas (PDL1, PDL2, sPDL1, sPDL2 e IL10) hasta que cierto umbral
de tiempo o de concentracién de antigeno promueva un cambio en la expresion de
moléculas que promuevan la activacion de células T y la inflamacion (CD86, ICOSL,
IFN-y e IL-2). (Figura 16 y Figura 22)
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Figura 22. Dindmica de expresién de las moléculas de coestimulacion membranales, solubles y citocinas
secretadas por Mo-DCs.

Ante un estimulo por LPS, las células dendriticas (12 h) inicia la expresion de PDL2 favorecido por IRF4, citocinas
como IL10, TNF-a e IL6 incrementan su concentracion. Para las 24h, ICOSL incrementa su expresion y se
pueden detectar citocinas como INF-y e IL-2. Para las 48 h , se alcanza el pico maximo de expresién para CD86,
PDL1 y PDL2 e IRF4; INF-y e IL-2 alcanzan su concentracién maxima. Las formas solubles de coestimulacion
sPDL1y sPDL2 se producen en concentraciones constantes sin importar el tiempo y estimulo antigénico, siempre
conservando una proporcidn 2:1 en comparacion de CD86.

Este trabajo, ademas de aportar conocimiento relevante a la biologia de las células
dendriticas y su participacion en la modulacién de la respuesta inmune nos permitié
identificar y seleccionar las condiciones ideales para la visualizacion de las distintas

moléculas de coestimulacion en pacientes con conjuntivis alérgica.

Con relacién a lo explorado en los sujetos con CA, si bien, limitados por el nUmero
de pacientes evaluados encontramos resultados preliminares interesantes que
pueden ayudar a explicar mejor la fisiopatologia y la participacién de estas moléculas

en un contexto de inflamacion alérgica.

La evaluacion de las moléculas de coestimulacion B7 en sujetos con conjuntivitis
alérgica demostré que ante estimulos alergénicos a los que el individuo ha sido
sensibilizado previamente modifican la expresibn de las moléculas de

coestimulacion.
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Es importante mencionar que la poblacion de estudio de nuestro proyecto fueron
individuos alérgicos al acaro de polvo Dermatophagoides pteronyssinus y que uno
de los alergenos mayores, el Der p es reconocido por TLR-4 y es capaz de activar

vias semejantes a las que se activan con el LPS de E. coli. (Park ,et al ,2015)

Nuestra evaluacion demostré que la molécula coestimuladora CD86 muestra un
incremento ante el estimulo alergénico (Der-p+LPS) en individuos alérgicos
semejante al incremento observado en Mo-DCs estimuladas con LPS de individuos
sanos, estos hallazgos coinciden con lo reportado en pacientes con alergia

alimentaria por Wang y colaboradores. (Wang, C. M., & Chuang, J. J. 2013)

Por otra parte, las moléculas ICOSL, PDL1 y PDL2 mantuvieron una expresion basal
constante en todas las condiciones experimentales, en contraste con las Mo-DCs de
sujetos sanos son capaces de incrementar su expresion ante estimulos con LPS.
Interesantemente, aunque esto no se ha reportado en conjuntivitis alérgica un
fendbmeno semejante se ha reportado en pacientes con lupus eritematoso activo en
donde se encuentra disminuida la expresion de PDL1 y PD1. (Javan, et al, 2016)
(Figura 23)

factor IRF4

Transcription
NZNY7 N7\ 7N

Membrane
B7
molecules

cDs6

PDL1 ICOSL
PDL2

Figura 23. Expresion de moléculas de coestimulaciéon B7 en Mo-DCs de sujetos con Conjuntivitis alérgica.
Mo-DCs de pacientes con Conjuntivitis Alérgica muestran una expresion disminuida de las moléculas

coinhibidoras PDL1, PDL2 e ICOSL. CD86 se incrementa al estas expuesto al alergeno Der-p.
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14. Conclusiones

El presente trabajo permiti6 demostrar que la expresion de la molécula de
coestimulacion CD86 en células dendriticas de pacientes con CA que no han recibido
ITSL se incrementa ante estimulos alergénicos, mientras que el factor de
transcripcion IRF4 disminuye su expresion.

Las moléculas ICOSL, PDL1 y PDL2 no incrementan su expresion y mantienen los

niveles basales ante los estimulos con Der p.

15. Perspectivas

Uno de los principales hallazgos de las evaluaciones in vitro de este trabajo
experimental demostré la relacion entre la expresion de PDL2 e IRF4 por lo que
planteamos como una perspectiva realizar ensayos de inhibicién para el factor de
transcripcion IRF4 que permitan demostrar de forma contundente esta relacion con

la expresion de PDL2.

En segundo lugar, es importante reconocer que una de las principales limitantes del
trabajo fue el nimero de pacientes con conjuntivitis alérgica reclutados, por lo que
es necesario continuar con el reclutamiento de pacientes y evaluar la expresion de

las moléculas estudiadas a lo largo del tratamiento con ITSL.
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17. ANEXOS

17.1. Metodologia evaluacidn clinica

17.1.1. Prueba de Schirmer

Se colocé una tira de papel con escala milimétrica en el parpado inferior de cada ojo.
Ambas tiras se colocaron simultaneamente y seran retiradas a los 5 minutos de ser
aplicadas. Posteriormente se medira la cantidad de humedad del papel y se reporto

el resultado en milimetros.

17.1.2. Tiempo de ruptura de la pelicula lagrimal

Instilar una gota de tetracaina en el fondo de saco conjuntival inferior de cada ojo, se
le solicitd al paciente que cierre el parpado varias veces para repartir el colorante por
toda la pelicula lagrimal. Posteriormente el médico oftalmélogo observd por medio
de la lampara de hendidura con filtro azul cobalto la superficie ocular. Se le indicé al
paciente que parpadee completo y que mantenga el ojo abierto, y en este momento
se empieza a tomar el tiempo hasta que aparezca la primera mancha oscura, que

indica el rompimiento de la pelicula lagrimal.

17.1.3. Escala de severidad utilizada en la valoracion clinica

Escala de severidad por sintomas
Sintomas evaluados: prurito, lagrimeo, fotofobia, sensacién de cuerpo extrafio y

ardor.
Clasificando como 0=No sucede, 1=Algunas veces, 2=La mitad de las veces, 3=La

mayor parte de las veces, 4=Todo el tiempo.*
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Escala de severidad por signos

Posicidn 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 pseudoapoptosis unilateral o bilateral con presencia de lineas de
Dennie Morgan

4= Severa pseudoapoptosis 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.

Margen palpebral:
0= Sin desplazamiento

1=Desplazamiento de 1/3 de la unibn mucocutanea
2=Desplazamiento de 2/3 de la unién mucocutanea
3=Desplazamiento generalizado de la unién mucocutanea

4=Cicatrizacion o cambios de queratinizacion

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 formacién 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 severa formacion

de plica conjuntival en el fondo de saco.

Descarga conjuntival

0= Sin descarga

1= Descarga acuosa o con pocos debris
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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.

Respuesta de la conjuntiva Tarsal

0=Sin hiperplasia o foliculos

17.1.4. Tratamiento

Medidas no farmacoldgicas:
Uso de Lubricante ocular Hyabak (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: Inmunoterapia desensibilizante sublingual (SLIT)
-Descripcion del medicamento y posologia:

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.

Se administré 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, conforme a la siguiente tabla.

ler dia 1 gota
2do dia

3er dia 2 gotas
4to dia
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5to dia 3 gotas

6to dia
8vo dia 4 gotas
9no dia
10mo dia 5 gotas

Hasta terminar

-Almacenamiento:

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

-Contraindicaciones de uso:
Haya pasado mas de 12 horas sin refrigeracion.

El paciente presente temperatura de 38°C.

Medidas farmacoldgicas: Olopatadina (Tratamiento convencional)

-Descripcién del medicamento y posologia:

La presentacion de la olopatadina 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 0.2%, se aplicd 1 gota en ojo afectado cada 24hrs.

Medidas farmacoldgicas: Loratadina (Tratamiento de rescate)

Usar en caso de presentar lagrimeo, estornudos en salva, prurito ocular nasal u
orofaringeo, o escurrimiento nasal importante, se deberd administrar bajo el
siguiente esquema:

Nifios de 6-12 afios: loratadina jarabe 10mg/10ml, tomar 5ml en caso de presentar
los sintomas previamente mencionados, en caso de que los sintomas persistan
continuar cada 12 horas de 1 a 5dias.

Niflos de 13 afios a 17 afos: loratadina 10mg 1 tableta via oral en caso de presentar
los sintomas previamente mencionados, en caso de que los sintomas persistan

continuar cada 24 horas de 1 a 5dias.
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17.2.

Nomero de Registro
CONBIOETICA-09-CE-023-204668

COMITE DE ETICA EN
INVESTIGACION

Consentimiento y asentimiento informados

INSTITUTQ DE OFTALMOLOGIA CONDE DE VALENCIANA LA.P
UNIDAD DE INVESTIGACION
DEPARTAMENTO DE INMUNOLOGIA

CONSENTIMIENTO INFORMADD
Sujetas con Confuntivitls Alérgica

Nombre del estudio:

Andliss de la expresidn de moléculas de coestimulacidn de la familia 87 y factor de transcripeidn IRF-4
en células dendriticas de pacientes con conjuntivitis alérgico durante el tratamiento con
I rerapla Sublingual Antigeino D ibilsante.

Identificacidn del participante
Nembre del participante: .
Nimero de expediente del participante: '
Edad del participante afios. Fecha de inclusién:
Identificacidn del Investigador.

Nombre del investigador principal: Henry Velizquez Soto

Sitio de Investigacidn: Unidad de Investigacidn del Instituto de Oftalmologia Fundacidn de Asistencia
Privada Conde de Valenciana AP,

Domicilio: Chimalpopoca Mo. 14, Col. Obrera, Del. Cuauhtémoc, C. P. 06800, México D. F. Tel. 5442-1700
Ext, 3725.

Este documento fue revisade y aprobads por el Comité de Etica del Instituto de Oftalmologla Fundacidn
tande de Valenciana. Acorde a los lineamlentos emitidos en el reglamento de la Ley General de 2alud en
Materia de Investigacidn para la Salud.

Este documento tiene la finalidad de explicar en qué consiste y documentar que se encuentra de
acuerdo en permitic que su hijofa particlpe en un estudio de investigacién, Antes de gue tome la
decisidn, debe entender por qué se estd realizando este estudio, qué va a involucrar y cudles son los
posibles riesgos y beneficios. La informacién que se le proporclonard a eentinuacion, le ayudard a tomar
una decisién informada. Por favor, tome tu tiempo para leerla cuidadosamente y haga todas las
preguntas que tenga. Este documento también le informard sobre cémo se utilizard el expediente
midico de su hijo/fa y quién podrd tener acceso a &1, Una vez que haya leido el documento y no tenga
dudas, en caso de decidir que su hljofa participe en este estudio, se le pedird que lo firme. De igual
forma, se le entregard un original de este documento.

& es la conjuntivitis alérgica?
& donjuntivitls alérgica o alergia ocular, es una enfermedad se produce cuando algo a lo que se es
co (el polvo, polen, pelo de animales, etc.) entra en contacto con la conjuntiva, la cual es una
da membrana que cubre la parte blanca del ojo y la parte interior del pirpado (ver Fig. 1)

Corjuntiva s
L ————
- -
———

Fig. 1. Componentes del ojo.
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himero de Regieto

CONBIOETICA-N9-CF1-023-20150830

Los pacientes con conjuntivitls alérgica presentan ardor, comezdn, sensaclén de cuerpo extrafio y ojo
rojo. Actualmente exste un tratamlenta llamado: Inmunaterapla sublingual desensibilizante, consiste
en adminlstrar gotas debajo de la lengua, que contlenen cantidades pequefias de |as sustancias a las que
se es alérgico, por un periodo de tiempa determinado, para promover que el cuerpo se acostumbre a la
sustancia a la que se es alérgico. Muestro euerpo estd formado por células, en especifico existen unas
eélulas que forman parte del oo y también se encuentran en la sangre, llamadas “células dendriticas” y
su trabajo es identificar las cosas a |as que se es alérgico coma el pahvo, polen, pelo de animales, etc.

{Cuil es el objetivo de este estudio?
Queremas comparar saber cémo se comportan estas células dendriticas en los nifios que tienen alergia
ocular antes y durante el tratamiento de la inmunoterapia sublingual desensibilizante

{En qué consiste el estudio?

& su hijo se le tomard una muestra de sangre del brazo, donde sentird un suave pellizeo por poca
tlempo, pero es importante gue el brazo de su hijofa permanezca quieto. Puede suceder que su hijo se
sienta sensacion de mareo y tenga un moretdn en el sitio de toma de toma de muestra de sangre.
Después pondremos una gota de agua en cada ofo de su hijofa, y con ayuda de in tubo delgado,
tomaremas un poco de su lagrima, su hija/a podrd sentir una ligera malestia y/o irritacién en el ojo.

Estos dos procesos ocurrirdn tres veces:
&) La primera ver serd antes de iniciar con el primer frasco inmunoterapia sublingual antigeno
desensibilizante,
B) Lasegunda ver serd al terminar el tercer frasco inmunoterapia sublingual antigeno
desensibilizante,

C) ¥latercera vez serd al terminar el sexto frasco de inmunoterapia sublingual antigena
desensibilizante.

Adicionalmente, una vez al mes por sels meses su hijofa tendrd programada una cita en la Clinica de
alergias el Instituto Conde de Valenciana para revisidn, estas consultas meédicas no tendrdn costo.

{Quiénes son los paclentes que pueden participar en este estudio?

- Pacientes con conjuntivitis alérgica activa,

- Enelrango de edad de 7 a 17 afios.

- Patientes que estén por Iniclar la inmunoterapia sublingual desensibilizante

- Que no tengan alguna enfermedad que afecte algin érgano del cuerpo, que no estén embarazadas o
lactando, ¥ que no estén tomando algin medicamento que afecte al sistema inmunelégico

En caso de haber cumplido con estos criterios podrd ser incluido en el estudia.

{Cuiles son los posibles beneficios de que su hijo/a particlpe en este estudio?
1. Ayudarnos a conocer mds sobre la conjuntivitis alérgica y poder crear nuevos y mejores
tratamientos.
2. Las consultas médicas en |a Clinica de Alergias del Institute Conde de Valenclana, durante el

estudio de investigacidn, no tendrén ningdn costo para los padres o responsables durante el
periodo de estudio.

En caso de que durante su valoracidn se determine que es necesario hacer estudios complementarios
gue no estdn descritos en este consentimiento informado, los padres o responsables deberdn cubrir su
costo ya que no tienen relacidn con este protocolo y son parte de tu seguimiento. También el costo de la
vacuna sublingual tendrd que ser cublerto por los padres y o responsables.
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{Tiene su hijo/a que participar en este estudio? ¢Cudles son las alternativas?

La particlpacién en este estudio es completamente voluntarla. S aceptaron, pero después no desean
que su hijo contintie participando en el mismo, podrdn retirarse del estudio en cualquier momento y no
tendrd ninguna repercusion en su atendén brindada en el Instituto de Oftalmologia Fundacién Conde de

Valenciana. No recibirdn ningln pago por participar en el estudio.
Se les pedird que abandonen el proceso del estudio en caso de su hija se embarace, o que su hijo/a no

siga el tratamiento como se solicita, o que no acudan a las citas o que la muestra de sangre y/o lagrima

no sea suficiente para realizar los experimentos.
Al ya no formar parte de este estudio, las consultas médicas tendrén el costo habitual.

:C6mo sera guardada la Informacién? ¢ Tendrd acceso a ella?
Solo personal autorizado tiene acceso a su informacién. La Informacién que se obtenga serd

estrictamente confidenclal y anénima y serd utllizada exclusivamente para fines de Investigacién. De
obtener algin resultado favorable para la Investigacién, éste serd publicado en foros médicos,
resguardando la confidencialidad de todos sus datos. Todos los resultados se e dardn a conocer si usted

lo solicita.

2Qué sucede sl surge alguna duda?
En caso de cualyuier duda favor de comunicate con el Macstro Henry Vealizquez Soto, Investigador

Principal, 3l teléfono: 5442-1700 Ext. 3210, de lunes a viernes de 08:00 a 14:00hrs

También con la Dra. Maria del Carmen Jiménez Martinez, Jefa del Departamento de Inmunologia de la
Unidad de Investigacién del Instituto de Oftalmologia “Fundacién Conde de Valenciana” al teléfono
5442-1700 Ext. 3207. O puede consultar con el Dr. Yonathan Garfias Becerra, Presidente del Comité de
Etica del Instituto de Oftalmologla “Fundacién Conde de Valenciana” al teléfono: 5442-1700 Ext. 3212.
O con la Dra. Marfa del Carmen Jiménez Martinez, Jefa del Departamento de Inmunologia de la Unidad
de Investigacién del Instituto de Oftalmologia “Fundacién Conde de Valenciana” al teléfono 5442-1700

Ext. 3207.
del 20 P

México, D.F. a de
Nombre del Investigador:
Firma del Investigador:

Nimero de Regisiro

COMITE DE ETICA EN
INVESTIGACION
CONBIOETICA-09-CE#-023-201

grl. FIRMAR A CONTINUACION USTED DECLARA QUE:

1. He leldo cuidadosamente (o me ha leido mi representante legal) y he entendido el
consentimiento informado. 2 S

2. Se me ha brindado informacién dara y tiempo suficiente para leer el consentimiento informado
y he adlarado todas mis dudas.

3. Mi particpacién es voluntaria y entiendo que mi hijo/a es libre de retirarme del estudio en

cuzlquier momento que lo decida.

No he sido sometido a ningun tipo de presién para que mi hijo/a participe en el estudio.

Ubremente otorgo mi consentimiento para que mi hijo/a participe en este estudio.

Es de mi conocimiento que mi hijo/a acudird a valoraciones médicas en el Instituto de

Oftalmologfa Fundacién Conde de Valenciana.

7. Entlendo que la atencién médica y los estudios clinicos que forman parte del protocolo
espedficados en esta forma de consentimlento Informado durante el estudio serdn de manera

gratuita.
8. Confirmo que he recibido un original de este documento firmado y fechado, y el otro original es

resguardado por el Investigador.

o0 e

México, D.F.a ___. de del20___.
Nombre del particdipante: b 3

Firma del partidpante:
Direccién:
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{Tiene su hijo/a que participar en este estudio? ¢Cudles son las alternativas?
La participacién en este estudio es completamente voluntaria. Sf aceptaron, pero después no desean
que su hijo continue participando en el mismo, podrdn retirarse del estudio en cualquier momento y no
tendrd ninguna repercusion en su atencién brindada en el Instituto de Oftalmologia Fundacién Conde de
Valenciana. No recibirdn ningln pago por participar en el estudio.
Se les pedird que abandonen el proceso del estudio en caso de su hija se embarace, o que su hijo/a no
siga el tratamiento como se solicita, 0 que no acudan a las citas o que |a muestra de sangre y/o lagrima

no sea suficiente para realizar los experimentos.
Al ya no formar parte de este estudio, las consultas médicas tendrén el costo habitual,

1Como sera guardada la Informacién? ¢Tendrd acceso a ella?
Solo personal autorizado tiene acceso a su Informacién. La Iinformacién que se obtenga serd

estrictamente confidencial y anénima y serd utilizada exclusivamente para fines de Investigacién. De
obtener algin resultado favorable para la Investigacién, éste serd publicado en foros médicos,
resguardando la confidencialidad de todos sus datos. Todos los resultados se le dardn a conocer si usted

lo solicita.

2Qué sucede sl surge alguna duda?
En caso de cualyuier duda favor de comunicate con el Macstro Henry Veldzquez Soto, Investigador

Principal, al teléfono: 5442-1700 Ext. 3210, de lunes a viernes de 08:00 a 14:00hrs

También con la Dra. Maria del Carmen Jiménez Martinez, Jefa del Departamento de Inmunologla de |a
Unidad de Investigacién del Instituto de Oftalmologia “Fundacién Conde de Valenciana” al teléfono
5442-1700 Ext. 3207. O puede consultar con el Dr. Yonathan Garfias Becerra, Presidente del Comité de
Etica del Instituto de Oftalmologla “Fundacién Conde de Valenciana” al teléfono: 5442-1700 Ext. 3212.
0O con la Dra. Marfa del Carmen Jiménez Martinez, Jefa del Departamento de Inmunologia de la Unidad
de Investigacién del Instituto de Oftalmologia “Fundacién Conde de Valenciana” al teléfono 5442-1700

Ext. 3207.

Nombre del Investigador:
Firma del Investigador:

México, D.F. a de del 20 5

FIRMAR A CONTINUACION USTED DECLARA QUE:
1. He leldo cuidadosamente (o me ha leido mi representante legal) y he entendido el

=z o
w g consentimiento informado. ]
< = - 2. Se me ha brindado informacién clara y tiempo suficiente para leer el consentimiento informado
3 O b1 y he adarado todas mis dudas.
na 8 o 3 M participacién es voluntaria y entiendo que mi hijo/a es libre de retirarme del estudio en
- < E s cuzlquier momento que lo decida.
N ‘? ir |' 4. Nohe sido sometido a ningtn tipo de presién para que mi hijo/a participe en el estudio.
(11 ] Q 2 © | 5. Ubremente otorgo mi consentimiento para que mi hijo/a participe en este estudio.
()] = $ 6. Es de mi conocimlento que mi hijo/a acudird a valoraciones médicas en el Instituto de
w n g g - Oftalmologfa Fundacién Conde de Valenciana.
w E 7. Entiendo que la atencién médica y los estudios clinicos que forman parte del pratocolo
E ; S espedficados en esta forma de consentimlento Informado durante el estudio serdn de manera
— m‘m, . ’
o - g 8. Confirmo que he recibido un original de este documento firmado y fechado, y el otro original es
&) 8 resguardado por el Investigador.
México, D.F.a___. de del20___ .
Nombre del participante: i -
Firma del participante:
Direcdén:
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OMITE DE ETICAEN
INVESTIGACION
Ndmero de Registro
ONBIOETICA-09-CE!-023-20160830

-
s

Representante legal o tutor del paclente:

México, D.F. a0 de del20___.
Nombre del Padre o Tutor:
Firma:
Reladén con el participante:
Direcclon:

Huella digital del dedo Indice derecho (en caso de no saber leer y escribir u otra situacién que lo
amerita),

Nombre del Madre:
Firma: el
Reladién con el partidpante:

Direcdén:

Huella digital del dedo Indice derecho (en caso de no saber leer y escribir u otra situacién que lo
amerita).

*La madre, padre o tutor del participante, deberd presentar copla de Identificacién ofidal.

México,D.F.a____de__ del20___.
Testigo 1:
Nombre,
Firma:
Reladén con el partidipante:
Direcdén:
Teléfono:

*Testigo 1, deberd presentar copla de ldentificacién oficlal.

México,DF.a____de__________ del20___.
Testigo 2:
Nombre.
Firma:
Reladén con el participante:
Direcclén:
Teléfono: ’

*Testigo 2, debers presentar copla de identificacién oficlal,

34



mmuwmocumuvaummw
UNIDAD DI INVESTIGACION, DEPARTAMENTO DE INMUNOLOGIA

ASENTIMIENTO INFORMADO
Sufetos con Conjuntbuiris aldrplen

Nombire del eviudio:

Mﬁbw*%*mabhﬂhﬂym*w.}4
uummamMmmwmuMmomm“
Inmunoteroplo Sublinguel Antigeno Desensibilzante,

Mentificadon del paciente
Nombre del participante: ,
Nimero de expedients del participanty:

Udad del participante: ahos. Fecha de Incluside:
Wentificacién del Investigador,

muw«mmw‘mm
W&W:W“WMWO“WWFM“M
Privada Conde de Valenciana IAP,

oummmmue.u.cntoum.mo-ummcr.omo.uumo.r.m $442.1700
Bt 3728,
mmmmvmpuumuamawmmawwrm
m*wmluummmmmumemgimodehm&mddes&nn
Materts de lvestigacién para b Salud.

wMMhWQmuﬂvmmuqmuusdeamudoonpamapumua
thm“udeddupanmw,deba entender por qué se estd realzande
mmunavaMunlmpwudmymuwMu
wamuwammmlmwmmmwmwun
MMymwmmsum Este documento también te isformard
MMuMmmwymmwamaalmmmmmm
dmvmWMnumdubMﬂmewmummw
forma, se te entregard un original de este documenta.

1Qud o3 ks slergla en los ojos?
uwmomwﬂquwmdquemwwmmgﬂmo
o cosas como ef polvo, & polen o pelo de los animales, lo que te causa comesdn, sensacién de una

Madﬂmnwmblumlmwnu.mhamqmmojﬂ
Thon e y refen.

‘- A

: & . o
COMITE DE ETICAEN |~ =
INVESTIGACION

Nmaro e Ragisto =

F e



Actualmente existe un tratamiento llamado: inmunoterapia sublingual desensibilizante, son unas gotas
que se ponen debajo de la lengua, que contienen una pequefia cantidad de lo que eres alérgico. Para
que, con el tiempo, tu cuerpo se acostumbre y ya no tengas tantas molestias como ahora.

&Qué son las células dendriticas?

Una célula es |a parte mds pequefia de los seres vivos, son como son los ladrillos que construyen un
edificio, todo nuestro cuerpo estd formado por células. Existen unas células que se encuentran en la
sangre y en los ojos llamadas “células dendriticas” y su trabajo es atrapar las cosas a las que eres
alérgico (polvo, polen, pelo de animales y otros) y ensefidrselas al sistema inmune.

¢Cudl es el objetivo de este estudio?

Queremos saber cdmo se comportan estas células dendriticas en la alergia ocular cuando los pacientes
estdn tomando el tratamiento de la inmunoterapia sublingual desensibilizante.

ZEn qué consiste el estudio?

Se te tomardn muestras de sangre del brazo, cuando esto ocurra, sentirds un suave pellizco por poco
tiempo, pero es importante que tu brazo permanezca quieto. Te puede salir un pequefio moretén yte
puedes sentir mareado, pero después se te quitara,

Después te pondremos una gota de agua en tu 0jo, y por medio de un tubo tomaremos un poco de tu
lagrima. Puedes sentir una ligera molestia o comezén en el ojo.
Estos dos procesos ocurriran tres veces:
A) La primera vez serd antes de iniciar con el primer frasco inmunoterapia sublingual antigeno
desensibilizante,
B) Lasegunda vez serd al terminar el tercer frasco inmunoterapia sublingual antigeno
desensibilizante,
C) Ylatercera vezserd al terminar el sexto frasco de inmunoterapia sublingual antigeno
desensibilizante.

Adicionalmente, una vez al mes por seis meses tendran una cita en la Clinica de alergias el Instituto
Conde de Valenciana para revisarte, estas consultas médicas no tendrin costo.

{Quiénes pueden participar en este estudio?
Sitienes entre 7 a 17 afios y tienes conjuntivitis alérgica.

Sl el médico considera que vas a Iniciar el tratamiento con inmunoterapia sublingual desensibilizante

INVESTIGACION
Nimero de Registro
ONBIOETICA-03-CE!-023-20160830

OMITE DE ETICAEN

¢Cudles son los posibles beneficios de que participes en este estudio?
1. Ayudarnos a conocer mis sobre tu enfermedad y poder crear nuevos y mejores tratamientos,
2. las consultas médicas realizadas no tendrin ningln costo para tus padres o responsables.
n caso de que, durante la consulta médica, se determine que es necesario hacer estudios
mplementarios que no estdn descritos en este documento, tus padres o responsables deberan cubrir
U COsto ya que no tienen relacién con este protocolo y son parte de tu seguimiento médico. También el
0 de la vacuna sublingual tendré que ser cubierto por tus padres y o responsables,

Tienes que participar en este estudio? ¢Cusles son las alternativas?
libre de decdir si quieres participar o no participar en este estudio. En caso aceptes y después ya no
uleras seguir participando en el estudio, podrés dedrlo en el momento que lo desees y esto no tendra

ingin problema para continuar con tus citas en el Instituto de Oftaimologia Fundacién Conde de
alendana.
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Existen varios motivos por los cuales nosotros te pediremos que ya no continGes en este estudio:
-No sigas el tratamlento como se solicita

-No acudas a las dtas

-No tengamos muestra de sangre suficiente.

Y si eres mujer y te embarazas, también te pediremos que ya no contintes en el estudio.

¢Cémo serd guardada tu Informacién? ¢Tendrds acceso a ella?
No le diremos a otras personas que estas en este estudio, y no compartiremos informacién sobre ti a
nadie que no trabaje en el estudio de investigacién.

&Qué sucede si tienes alguna duda?

Puedes hacerme preguntas ahora o mas tarde,

En caso de cualquier duda favor de comunicate con el Maestro Henry Veldzquez Soto, Investigador
Principal, al teléfono: 5442-1700 Ext. 3210, de lunes a viernes de 08:00 a 14:00hrs

También con la Dra. Marla del Carmen Jiménez Martinez, Jefa del Departamento de Inmunologia de la
Unidad de Investigacién del Instituto de Oftalmologia “Fundacién Conde de Valenciana” al teléfono
5442-1700 Ext. 3207. O puede consultar con el Dr. Yonathan Garfias Becerra, Presidente del Comité de
Etica del Instituto de Oftalmologia "Fundacién Conde de Valenciana” al teléfono: 5442-1700 Ext. 3212,
O con la Dra. Maria del Carmen Jiménez Martinez, Jefa del Departamento de Inmunologia de la Unidad
de Investigacién del Instituto de Oftalmologla “Fundacién Conde de Valenciana” al teléfono 5442-1700
Ext. 3207.

México, D.F.a de del 20 7

Nombre del Investigador:
Firma del investigador:

AL FIRMAR A CONTINUACION USTED DECLARA QUE:

1. He leido cuidadosamente (o me han leido mi padres o tutor) y he entendido el asentimiento
informado.

La informacién es clara y he tenido tiempo suficiente para leer el asentimiento informado y ya
no tengo dudas.

Mi participacién es libre y puedo salir del estudio en cualquier momento que yo quiera.

No me han presionado para participar en el estudio.

Libremente otorgo mi asentimlento para participar en este estudio.

Acudiré a valoraclones médicas en el Instituto de Oftaimologia Fundacién Conde de Valenciana.
Entiendo que las consultas especificadas en este asentimiento informado durante el estudio
serdn de manera gratuita.

NowmaWw

OMITE Dk ETICAEN

-
’

Nimero de Pagistro

'ONBIOETICA-19-CE,. ‘23

INVESTIGACION

8. Confirmo que he recibido un original de este documento firmado con fecha, y el otro original
sera guardado por el Investigador.

20160830

México, D.F. a de ‘del20___

Nombre del participante:
ma del participante:
6n:
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Representante legal o tutor del paclente:

México, D.F.a ____de del20___.

Nombre del Padre o Tutor:
Firma:

Reladén con el participante:
Direccién:

Huella digital del dedo Indice derecho (en caso de no saber leer y escriblr u otra situacién que lo
amerita).

México, D.F.a de del 20

Nombre del Madre:
Firma:

Relacién con el participante:
Direccién:

Huella digital del dedo indice derecho (en caso de no saber leer y escribir u otra situacién que lo
amerita).

5ﬁ_ﬁ;ﬁ}e,badre o tutor del participante, deberd presentar copia de identificacién ofidal.

Testigo 1:

México, D.F. a de del20___.
Nombre

Firma:

OMITE DE ETICA EN

INVESTIGACION

Nimero de Registro

‘ONBIOETICA-09-CE-023-20160830

Reladién con el participante:
Direcdién:

Teléfono: 7 o
*Testigo 1, deberd presentar copia de identificacién oficial.

Testigo 2:

México, D.F. 2 de ‘del20_ .
Nombre .

Firma:
Reladén con el participante:
Direccién:
Teléfono;

*Testigo 2, deberd presentar copla de identificacién oficlal.
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17.3.

Cartas de aprobacion del protocolo de
investigacion por los comités de Investigacion,
Bioseguridad y Etica en investigacion.
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Instituto de Oftalmologia

@“Fundxlén de Asistencia Privada Conde de Valenciana IAP"®
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Drs. Meris C. Jiménez Martinez
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Presente
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16.4. Productos de investigacion derivados del proyecto de

doctorado

16.4.1. Articulo Original

Velazquez-Soto, H., Real-San Miguel, F., Pérez-Tapia, S. M., & Jiménez-Martinez, M. C.

(2022). Kinetic Changes in B7 Costimulatory Molecules and IRF4 Expression in Human

Dendritic

Cells during LPS

https://doi.org/10.3390/biom12070955

Enlace de acceso: https://www.mdpi.com/2218-273X/12/7/955
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ehech far
updates

bt o Vieliee e Sotin, HL;

Fasal S Miggpail, F; P Tapaa,

S M; Jivnivaz- Mastinez, MUC. Kisstic
Chamges in BT Costimmlatoey
Mokeoukes and [RF4 Fxpaession in
Huama Dien dritie Cells duriog LS
Exposune Biomolerules 30122 12, 585
hitpec /' deang 1033590
briaoen 1 (IS5

Academse Editoe Pask Fagone

Fawiveedk 10 Jusre 2072
Aceeplo: & July 2002
Publiahedt 8 fuly 2022

Publisher’s Mok MOFlstay s eutral
with negand fos uarisdictional el i
prablishued snaps and institu Sonal affl
inticms.

‘omom

—
Copyright © 207 by the suthor
Lioensew: MDPL Basel Switzerkhod
This articke is an open scoes astiche
disteibrabed wnder the ferms and
comditions of the Canative Comdiods
Antribeation (O BY) licenss: (hitge,/ /
eativecomumsns. oo, lisenses! by,
40/)

13+

! Department of Immunclogy and Research Unit, Institute of Ophthalmaology “Conds de Vak
Foundation”, Mencico City 06800, Meion; hennpvela quer@instibirtod softalmologia omg (HV-5 )
fer=alod@gmail.oom (FR-SM)

2 Unidad de Desarmiloe Investigacisnen Biopmcesss (UTHBI), Departamento de [nmunologia,

Escuela Nackonal de Ciencias Bioldgicas, Institutn Politémice Nacional, Mexico Cigy 11340 Mexioo;

spem=x tiihud b com mx ’

Department of Biochemistry, Faculty of Medicine, National Autonomous University of Mexioo,

Mexico Cigy M510, Mexico ' ’

Cormspondence: maimenezmhg tmam mx or maimenezm@instiutodenfalmologia org

i

Abstrack A key aspect of the mflammatory phenomenon is the involvement of costimulatory
mokcules expressed by antigen-presenting cells (APCs) and their ability to secrete cytokines to
sel instructions for an adaphive immune response and to generate tolerance or inflammation. In a
nowvel inkegrative approach, we ammed to evaluate the kinetac expression of the membrane and soluble
B costimulatory molecules CD88, IOOS-1, PDLY, PDL2, the transcription factor Interferon Regula-
tory Factor 4 (IRE4), and the cytokines produced by monocyte-derived dendritic cells (Mo-DCa) after
challenging them wath different concentrabions of shmulation with E. oli hpopolysaccharide (LPS)
for different kengths of time. Onr fesults showed that the stimubi concentration and time of exposun:
to an antigen are key factors i modulating the dynamae expeession patien of membrane and soluble
B7 molecules and cytokmes.

Keywords: LPS; costimulatory molecules; dendritic aells; cytokines; PDL1; FDL2; CD8é6; ICOS-1; B7;
wlublecmﬁmmah;ry maolecules; [RFS

L Introduction

Dendritic cells (DCs) are considened to be the primary antigen-presenting cells (APCs)
due to their ability to sense, capture, process, and present antigens to T cells. The initiation
and polarization of adaptative immune responses are well orchestrated by a display of
signals, including the expression of membrane-bound costimulatory molecules, soluble
costimulatory molecules, and the secretion of cytokines by DCs [1,2].

Distinct families of costimulatory molecules have been described. The best known
is the B7 family, belonging to the immunoglobulin superfamily (IgSF) [3]. This family
of molecules comprises costimulatory molecules which promote activation in T cells,
such as CD&6 and ICOS-1, and coinhibitory molecules which regulate the tolerance and
suppression of functions, such as FDL] and PDL2 [4]. Interestingly, previous studies
have proven that soluble forms of B7 molecules (sB7) can be detected in different tissues
and supernatants of cell cultures [5-5]. This finding improves our understanding of the
mechanism of action independently of cell contact interactions. However, it is still unclear
whether a costimulatory or coinhibitory profile of sB7 molecules prevails under the steady
or activation states of dendritic cells, and what signals are conveyed to the T cells.

Critical regulators at the transcriptional level for B7 molecules have been eported.
Transcription factors for C1DE0, CDS6, and ICOS-L include NFE-kB and U1 [%-12]. Recently,

Bimmolecules 202, 12, 955, https:/  doiorg/ 103380, biom 1 MTKSS

https:f fwww.md picom,/journal fbiomolecules

Exposure. Biomolecules, 12(7),

955.
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16.4.2. Articulo de revision

Historical evolution, overview, and therapeutic manipulation of co-stimulatory molecules

Velazquez-Soto H, Real F, Jiménez-Martinez MC. Historical evolution, overview, and
therapeutic manipulation of co-stimulatory molecules. World J Immunol 2022; 12(1): 1-8
[DOI: 10.5411/wji.v12.i1.1]

Enlace de acceso: https://www.wjgnet.com/2219-2824/full/v12/i1/1.htm
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Abstract

Co-stimulatory molecules are key mediators in the regulation of immune
responses and knowledge of its different families, structure, and functions has
improved in recent decades. Understanding the role of co-stimulatory molecules
in pathological processes has allowed the development of strategies to modulate
cellular functions. Currently, modulation of co-stimulatory and co-inhibitory
molecules has been applied in clinical applications as therapeutic targets in
diseases and promising results have been achieved.

Key Words: Co-stimulatory molecules; Immune modulation; Monoclonal antibodies;
Biclogical therapy; Autoimmune diseases; Oncological diseases

EThe Author(s) 2022. Published by Baishideng Publishing Growp Inc. All rights reserved.

Core Tip: Several reviews of co-stimulatory molecules have been published, however,
this review summarizes the historical aspects, the cellular and molecular mechanisms
of the different families of costimulatory molecules implied in processes of health and
disease. All of this knowledge has been applied to develop different drugs targeting

v molecules in different di like cancer and autoimmune diseases.

Gitation: Velazquez-Soto H, Real F, Jliménez-Martinez MC. Historical evolution, overview, and
therapeutic manipulation of co-stimulatory molecules. World J fmmnno! 2022; 12(1): 1-8
URL: hittps://www. wignet.com/2219-2824 full v 1241/ Lhomn

Jamuary 24, 2022 | Volume12 | lssuel |
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16.4.3. Presentacion en congreso internacional

Toll like receptor 4 ligation promotes B7 family costimulatory molecules expression in a time
and cytokine dependent fashion Henry Velazquez Soto, Fernanda Real, Alberto
Salazar and Maria C Jiménez Martinez J Immunol May 1, 2020, 204 (1 Supplement) 150.28;

Enlace de acceso: https://www.jimmunol.org/content/204/1 supplement/150.28.abstract

theJournal of |
Immunology

Articles = Info = Editors Submit+

Toll like receptor 4 ligation promotes B7 family costimulatory molecules expression in a time and cytokine
dependent fashion

Henry Velazquez Soto, Fernanda Real, Alberto Salazar and Maria C Jiménez Martinez
JImmunol May 1, 2020, 204 (1 Supplement) 150.28;

m nfo & Metrics In this issue

The Journal of Immunaology

Vol 204, Issue 1 Supplement

Abstract 1 May 2020
Table of Contents
Introduction The interplay between costimulatory and coinhibitory molecules allows adequate

integration of instructions for T cell fate. In this study, we explored how antigen concentration

and time exposition to a pathogen associated molecule pattern may modulate the expression

@ Article Alerts
of B7 family costimulatory molecules CD8S, ICOSL, PDL1, PDLZ and the Interferon Regulatory

Factor 4 in human monocyte-derived dendritic cells (MoDCs).

Methods MoDCs were obtained from healthy donors. MoDCs were stimulated with different

concentrations of £ colilipopolysaccharide and stimulated for 12, 24 or 48 h. Supernatant .
Jump to section
from stimulated MoDCs were collected for soluble cytokines determination using cytometric
Article
bead arrays. Cells were collected and membrane stained with fluorochrome-conjugated
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monoclonal antibodies to evaluate PDL1, PDLZ, CD86 and ICOSL trough flow cytometry.

Intracellular staining was performed for IRF4 after cell permeabilization.

. . ; . = Related Articles
Results TNF a and IL-6 were significantly increased at 12 h, while IFN-y and IL-2 were increased

at 48 h. Costimulatory molecules showed a differential expression pattern. ICOSL was . X X
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preferentially incremented at 48 h post stimuli independently of concentration used. PDLT was

induced at low concentrations and short stimulation periods, maintaining their expression all Google Scholar

along with the stimulation kinetic. PDL2 increased its expression at short time of stimulation.

D86 and IRF4 did not show statistically significant differences. » Cited By...

Condusion Our results suggest that costimulatory maolecules have time-dependent exprassion + More in this TOC Section

profile, possibly influenced by the cytokines contained in the microenvironment and a lesser by
the antigen concentration. » Similar Articles
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A key aspect of the inflammatory phenomenon is the involvement of costimulatory molecules
expressed by antigen-presenting cells (APCs) and their ability to secrete cytokines to set
instructions for adaptive immune response and to generate tolerance or inflammation. In a novel
integrative approach, the evaluation of the kinetic expression of the membrane and soluble B7
costimulatory maolecules CD86, 1ICOS-L, PDL1, PDLZ was presented, the transcription factor
Interferan Regulatory Factor 4 (IRF4), and the cytokines proeduced by moneocyte-derived dendritic
cells (Mo-DCs) after challenging them with different concentrations of stimulation with E. coli
lipopolysaccharide (LPS) for warious lengths of time. The evaluation showed that the stimuli
concentration and time of exposure to LPS are critical factors in medulating the dynamic
expression pattern of membrane and soluble BT molecules and cytokines.

B7 molecules Dendritic cells Cytokines RF4 PDL1 PDL2 CDB6 COSL

LPS

Il 1. Intreduction

Whether an inflammatory response is evoked depends on different extrinsic and intrinsic
characteristics of the antigen and the host, which together define immunogenicity 11, One key
aspect of the inflammatory response is the initiation of the adaptive immune response, which
depends on the intertwined interaction between APCs and T cellsl2!

Dendritic cells (DCs) are the primary antigen-presenting cells (APCs) due to their ability to sense,
capture, process, and present antigens to T cells. The initiation and polarization of adaptative
immune responses are well orchestrated by a display of signals, including the expression of
membrane-bound costimulatory molecules, soluble costimulatory molecules, and the secretion of
cytokines by DCs. M2 MHC/peptide-TCR interaction, costimulatory molecules' ligation with
receptors, and cytokine production are the main phenomenon occurring in the immuneological
synapse 21

The best known is the B7 costimulatory family, belonging to the immunoglobulin superfamily
{IgSF).&! This family comprises costimulatory molecules that promete activation, polarization, and
proliferation in T cells, such as CD86 and ICOS-L (inducible T cell costimulator ligand), and
coinhibitory maolecules that regulate the tolerance, suppression, and cellular death, such as PDL1
(programmed death ligand 1) and PDL2 (programmed death ligand 2).22 Interestingly, previous
studies have proven that soluble forms of B7 molecules (sB7) can be detected in different tissues
and supernatants of cell cultures [ZN2NL0NLL This finding improves our understanding of the
mechanism of action independently of cell contact interactions. Howevwer, it is still unclear whether
a costimulatory or coinhibitory profile of sB? moelecules prevails under the steady or activation
states of dendritic cells and what signals are conveyed to the T cells.

Critical regulators at the transcriptional level for B? molecules expression have been reported. For
example, COBO, CDB6, and ICOS-L transcription factors include NF-kB and PU.1. L2304 pacantly,
a novel transcription factor, the Interferon Regulatory Factor 4 (IRF4), was reported to be related
to the expression of PDL1 and PDL2 ILSILENLT]
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Abstract: Allergic conjunctivitis (AC) is one of the most common ophthalmelogical disorders seen
in clinical practice. Growing evidence from recent years suggests that a subset of [L-10-expressing
B cells is involved in inflammatory allergic diseases. In this study, we aimed to evaluate the
potential imvolvement of blood Bregs cells in perennial allergic conjunctivitis (PAC), and interleukins
(ILH1RE, IL-6, IL-8, IL-10, and IL-12, and tumor necrosis factor (TNFjl-x, were measumred in
tear samples and compamned with healthy controls (HC) using flow cytometry. Non-significant
differences in CDMY7IL-10" cell frequency between PAC patients and healthy controls (HC) were
observed. Nevertheless, when we analyzed the mean fluorescence intensity (MFI) of 11-10 on
CD19*CDasle Med MM pated cells, we observed a significant decrease in MFI in all Bregs subsets
in PAC patients. Additionally, tear ortokines showed 2.8 times lower levels of 11-10 than
TNF-a in PAC patients when compared to HC. Our findings demonstrate an immunological
dysregulation in patients with allergic conjunctivitis, characterized by the low expression of IL-10in
circulating CD19+CD38 Bregs subsets and an inverted tear IL-10,/TNF-x ratio, promoting a local
pro-inflammatory microenvironment. These findings highlight the novel pathologic changes invobred
in ocular allergic diseases. Understanding systemic and local mechanisms will aid the design of
immunomodulating therapeutics at different levels.

Keywords: IL-10; TNF-a; tears; Bregs; allergic conjunctivitis

L Introduction

Allergic conjunctivitis (AC) is one of the most common ophthalmological conditions seen in
clinical practice [1]. The prevalence varies from country to country, with rates between 15% and
407% [2], and children being the most affected population [3]. Clinically, it is characterized by bilateral
injection of the conjunctiva with itching as the predominant symptom, and it is often also associated
with nasal symptoms [4]. Ocular allergy may present as severe forms of chronic inflammation affecting
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Abstract

Objectives: Bacterial components are used to improve immune responses in patients with respiratory infections.
Pharmacological formulations of bacterial components include a mixture of bacterial antigens, some of which are complete
inactivated bacteria, that is, named bacterial suspensions; while others are fragments of bacteria, which are presented as
bacterial lysates. Although bacterial lysates have been broadly used as immune-stimulators, the biological support for the
therapeutic effectiveness of bacterial suspension has not yet been studied. Thus, the aim of our study was to investigate the
immunological activity induced by bacterial suspension.

Methods: This work was an exploratory translational study. Peripheral blood mononudear cells were obtained from
healthy donors and cultured in time-dose dependent assays with a commercial bacterial suspension. Alow cytometry was
used for phenotypic analysis and for determining soluble cytokines in culture supernatants.

Results: YWe observed that bacterial suspension activates B cells in a dose-dependent manner. Peripheral blood mononuclear
cells were able to secrete L-6 and IL- 10 after 24h of bacterial suspension stimulation. TLR2 expression was observed mainly
on CDI9+ CD38™ B cells after 72h of culture; remarkably, most of the TLRZ+ CD19+ cells were also IL-10+.
Conclusion: Our findings suggest that bacterial suspension induces the activation of B cell subsets as well as the secretion of
IL-& and IL-10. Expression of TLR2 on CD19+ cells could act as an activation loop of IL-10+ B regulatory cells. The clinical
implications of these findings are discussed at the end of this article.

Keywords
B cells, Bregs, IL-6. IL-10, bacterial suspension, immunomodulation
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Although BL are broadly used as immune-stimulators, the
biological argument about the therapeutic effectiveness of
BS has not been studied yet. Recently, some strains of
bacteria were reportedly able to enhance the therapeutic
effects of antigen-specific immunotherapy in asthma by the

Introduction

Bacterial antigens or inactivated bacteria from different
species are widely used to prevent recurrent respiratory
infections in children and to improve immune responses in
clderly patients."* Commercially differing in their pharma-
ceutical formulations, the complete inactivated bacteria are

referred to as bacterial suspensions (BSs), while fragments
of bacteria are referred to as bacterial lysates (BLs). BS and
BL vary in the number and type of bacteria they contain, and
depending on whether they are lysates or suspensions, their
biological effects are different. Some BL preparations can
induce IL-1b, IL-6, and TNF-a in vitro® while others acti-
vate i vivo T and NK cells* and produce a protective Thl/
ThiT memory immune rr::i]:u.]rl_-il:,S induce nasal human beta-
defensins,” or increase the percentage of circulating B cells.’”
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