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Resumen 
Actualmente el único tratamiento inmunológico para los pacientes con conjuntivitis 

alérgica es la inmunoterapia sublingual antígeno 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 dendríticas las cuales 

son cruciales para la adecuada activación y polarización de esta respuesta 

inflamatoria a través de la expresión de moléculas de coestimulación. 

La expresión de las moléculas de coestimulación clave que han sido estudiadas en 

los procesos alérgicos son las pertenecientes a la familia B7, en específico: 

B7.2(CD86), CD275(ICOS-L), CD273(PDL-2) y CD274(PDL-1). Estas moléculas 

regulan los procesos de activación o inhibición y supervivencia de las células T, y se 

ha observado que están implicadas en la inducción de la respuesta Th2, sin esta 

señalización, generalmente se induce un estado muerte celular o anergia en los 

linfocitos T. 

De igual forma diversos estudios han intentado identificar factores de trascripción 

expresados por células dendríticas asociados a fenómenos alérgicos, sin embargo, 

hasta el momento no se ha descrito alguno de forma contundente. 

El presente trabajo exploró como se modifica la expresión de las moléculas de 

coestimulación de la familia B7 y el factor de transcripción IRF4 en un modelo in vitro 

de Mo-DCs estimuladas con LPS y posteriormente en pacientes con conjuntivitis 

alérgica. 

La expresión de moléculas de coestimulación CD86(B7.2), CD275(ICOS-L), 

CD273(PDL-2) y CD274(PDL-1) y del factor de transcripción IRF-4 se determinaron, 

por citometría de flujo en cultivos de células dendríticas diferenciadas a partir de 

monocitos de sangre periférica. Utilizando el método de ELISA, se determinó la 

concentración de las formas solubles de las moléculas de coestimulación sCD86, 

sICOSL, sPDL1, sPDL2   y la producción de citocinas IL-6, IL-10, TNF, IFN-γ e IL-2 

en el sobrenadante de los cultivos de Mo-DCs se determinó por el método de CBA. 

Finalmente se determinó la expresión de las moléculas de coestimulación en Mo-

DCs de pacientes con conjuntivitis alérgica. 

Los resultados demostraron que la expresión de las moléculas de coestimulación es 

diferencial y depende de alcanzar un umbral de la concentración y tiempo de 
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estímulo.  Nuestro trabajo propone que las células dendríticas están propensas a 

responder de manera sigilosa y propensas a enviar señales tolerogénicas: PDL1, 

PDL2 , sPDL1,sPDL2 hasta que se alcance un umbral de tiempo y concentración 

antigénico para dar inicio a la expresión de moléculas con capacidad de promover la 

activación de células T como ICOSL,CD86,IFN-γ e IL-2. 

Con relación a lo evaluado en conjuntivitis alérgica, nuestros hallazgos demostraron 

que existe una expresión disminuida de las moléculas coninhibitorias PDL1, PDL2 y 

de ICOSL en células dendríticas de paciente con CA. 

Este proyecto de investigación nos permitió una mejor comprensión de la 

participación de las células dendríticas, la expresión de las moléculas de 

coestimulación (solubles y de membrana) así como la producción de citocinas en 

respuesta a estímulos antigénicos y permitió 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-γ 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-γ 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-γ 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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(IL-9) Interleucina 9 
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1. Marco Teórico

1.1. Conjuntivitis Alérgica 

La conjuntivitis alérgica (CA) o alergia ocular se define como una inflamación bilateral 

de la conjuntiva mediada por mecanismos de hipersensibilidad de tipo I. (Sanchez-

Hernandez, et al 2015) (Figura 1)

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 

población 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 clínicas se presentan a lo largo de todo el año (persistentes) o 

fluctúan dependiendo de la estación del año en la que son más frecuentes ciertos 

alergenos (intermitente). 
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En la conjuntivitis alérgica perene los individuos alérgicos están sensibilizados 

generalmente a alergenos persistentes y de constante exposición como caspa de 

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

 

 

Tabla 1. Clasificación clínica e inmunopatológica 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 

mediada por IgE 

No mediada por IgE 

Intermitente SAC   

Persistente PAC VKC CPG 

crónico  AKC CDC 

IgE, Inmunoglobulina E; SAC, Conjuntivitis alérgica estacional; PAC, Conjuntivitis alérgica Perenne, 

VKC, Kerato Conjuntivitis Vernal; AKC, Keratocnojuntivitis atópica; CPG,Conjuntivitis papilar gigante; 

CDC, Dermatoconjuntivitis por contacto. 

 

La conjuntivitis alérgica, generalmente afecta ambos ojos y los pacientes reportan 

síntomas como prurito conjuntival (principal síntoma), lagrimeo, sensación de ardor 

visión 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 publicó el Documento Consenso de Conjuntivitis Alérgica emitió un 

documento (DECA, evidencia nivel D; 2++) donde se propone una clasificación de la 

frecuencia y severidad de la conjuntivitis alérgica con la finalidad de homogenizar 

criterios. (Figura 2) Esta es una de las clasificaciones más aceptadas y propone: para 

la frecuencia: presencia de signos y/o síntomas hasta 4 días por semana o hasta 4 

semanas consecutivas, como CA intermitente. O si existe la presencia de signos y/o 

síntomas más de 4 días por semana o más de 4 semanas consecutivas como 

persistente. Con relación a la severidad, el DECA propone que: se debe considerar 

CA leve cuando los síntomas no son molestos, no afectan la visión o el desempeño 

en actividades ocupacionales o académicas o actividades diarias como la lectura o 

los deportes; se deberá considerar como moderada cuando se reúnen 1-3 de las 

condiciones antes mencionadas o severa cuando se reúnen todas las características 

mencionadas. (Sánchez-Hernández et al, 2015) 
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Figura 2. Clasificación de la Conjuntivitis Alérgica propuesta por la DECA.  Tomado de Sanchez-Hernandez 2015 

1.1.1. Fisiopatología 

La CA, como otras enfermedades alérgicas, comparte mecanismos y patrones de 

inflamación en común, es decir, se compone por una fase de sensibilización y una 

fase efectora. En cada una de ellas existen diversas poblaciones celulares que 

participan y una función predominante, por ejemplo, linfocitos B y T son mediadores 

celulares de la respuesta inmune alérgica en la fase tardía, los mastocitos median 

principalmente la fase efectora temprana de la respuesta alérgica, mientras que, las 

células Dendríticas (Dendritic Cells, DC) actúan como iniciadoras y moduladoras de 

esta respuesta. Su actividad es crítica para determinar la naturaleza de la respuesta 

alérgica, fenómeno que ocurre durante la fase de sensibilización. (Kumar y 

Bhatia,2013)    

1.2.  Células Dendríticas 

Las DC poseen características particulares que las identifican como células centinela 

que incluyen: su  capacidad fagocítica, una extensa distribución en epitelios y tejidos, 

además, poseen una gran diversidad de receptores para antígenos, también tienen 

la capacidad de migrar en respuesta a gradientes químicos, son capaces de activar 

células T (vírgenes y de memoria) y, de manera muy importante, a través de la 

producción de diversas citocinas  y moléculas de coestimulación, modulan  la 
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intensidad y la polarización de la respuesta inmune. (Hamida  y Lambrecht, 2008) 

(Velazquez Soto, et al, 2022) (Figura 3) 

 

Figura 3 . Modelo de las tres señales durante la sinapsis inmunológica. Tomado de Velázquez et al 2022. (1) 

Presentación antigénica a través de MHC/péptido-TCR (2) Expresión de moléculas de coestimulación e 

interacción con sus receptores en la célula T (3) Producción de citocinas e interacción 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 sensibilización, cuando un individuo atópico tiene contacto con un 

alergeno, éste será 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 inducirá un estado de activación en las DC, haciéndolas migrar 

a los nódulos linfáticos proximales (submandibulares, submaxilares, retroauriculares, 

el anillo de Waldeyer, etc.) donde adquirirán un fenotipo característico de maduración 

y de esta forma, llevar a cabo la activación de células T. Durante la activación de las 

células T ocurren tres interacciones cruciales entre la DC y la célula T: la primera 

señal es la presentación antigénica, la segunda comprende la interacción de las 

moléculas de coestimulación con sus receptores en la célula T y la tercera señal se 

caracteriza por la producción de citocinas. Se ha planteado que la polarización hacia 

Th2 inducida por el alérgeno dependerá de estas tres señales en forma individual o 

de manera conjunta.  (Galli, Tsai y Piliponsky , 2008) (Figura 4) 
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Figura 4. Sensibilización a alergenos y polarización de la respuesta inmune adaptativa. Tomado de Galli et al 2008. 

 

 

 

 

1.3. Células Dendríticas y su participación en la 

polarización de la respuesta inmune adaptativa 

Respecto a la participación de las citocinas en la polarización de la respuesta (tercera 

señal), se ha descrito ampliamente que la producción de las citocinas IL-4 e IL-13 

producidas por la célula dendrítica en respuesta a estímulos alergénicos favorecen 

una respuesta de tipo Th2, perfil característico de una respuesta alérgica. (Walsh y 

Mills, 2013) 

Experimentos in vitro han demostrado que la concentración del antígeno y la 

duración de la interacción de la primera señal (MHC-TCR) es un factor determinante 

de la polarización, sin embargo, estos resultados no son del todo concluyentes ya 

que se demuestra que existe activación y proliferación sin que necesariamente haya 

polarización de la respuesta. (Langenkamp, et al 2000)  
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 Como segunda señal durante la activación de células T, las células dendríticas 

expresan diversas moléculas de coestimulación en su superficie: CD80, CD86, 

ICOSL, Estas moléculas de coestimulación tienen la función de generar señales de 

activación o regulación 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 coestimulación se han descrito también las que de 

manera predominante participan en la modulación de respuestas de tolerancia 

periférica, a través de mecanismos de inducción de anergia. (Chen y Flies 2013) 

Dentro de estas moléculas denominadas moléculas de coinhibición se encuentran 

PD-L1 y PD-L2 cuyo receptor es el PD1 y cuya interacción ha sido estudiada 

brevemente en el contexto de alergia sugiriendo una participación de regulación.  

(Tordesillas, et al 2018; Abinav, et al 2011)  

 

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

La expresión de las moléculas y su interacción se ha estudiado en distintos 

fenómenos inmunológicos; particularmente, en el caso de las enfermedades 

alérgicas, existe evidencia que demuestra su activa intervención en la regulación del 

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

1.4.1.  Moléculas de coestimulación en CA  

B7-2 (CD86)  

CD86 es una molécula coestimuladora cuya interacción con su receptor CD28 en 

linfocitos T promueve la activación, proliferación y la polarización. Al evaluar esta 

molécula en el contexto de CA se ha identificado un incremento en su expresión en 

Mo-DC, así 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 participación favoreciendo la producción 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 demostró que la estimulación de ICOS (CD278) promovía producción de citocinas 

asociadas a perfiles proinflamatorios Th2 y Th1.  (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 participación 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 relación a PDL2, en un modelo murino de conjuntivitis alérgica se observó que 

el bloqueo de esta molécula tiene un impacto incrementando el infiltrado eosinofílico 

y la producción de citocinas asociadas a la respuesta inflamatoria alérgica. 

(Fukushima, et al ,2006) 
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1.5.  Formas Solubles de las moléculas de coestimulación 

B7 

Además de la expresión en la membrana en diversas células del sistema inmunitario, 

incluidas células dendríticas; se ha descrito que formas solubles de estas moléculas 

de coestimulación 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 describió en el apartado de fisiopatología de la CA, las citocinas tienen una 

participación crucial en la polarización de la respuesta alérgica.  Diversos estudios 

han reportado cambios en la producción 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 comparación de individuos sanos 

(Leonardi, et al, 2006), de igual manera un incremento de TNF-α en lágrima ha sido 

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

1.7.  IRF4 como factor de transcripción asociado a 

polarización de la respuesta inmune 

Diversos grupos de investigación han centrado su trabajo en investigar factores de 

transcripción expresados en células dendríticas que regulan su diferenciación y 

maduración, fenómeno indispensable para la correcta presentación antigénica y para 

la polarización de la respuesta inmunológica. (Bharadwaj y Agrawal 2007) 

Dentro de estos factores de transcripción estudiados, IRF4 se ha asociado a la 

polarización de la respuesta inmune además de participar en el proceso de 

diferenciación.  Se ha atribuido la expresión de IRF4 en la polarización a perfiles 

Th17. (Schlitzer,et al, 2013), Th2  (Williams, et al, 2013) y T Reg  a través de la 

regulación de la expresión de PDL2 en DCs en modelos murinos .  (Vander,et al 

,2017) 
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1.8.  Tratamiento con Inmunoterapia Sublingual Antígeno 

Desensibilizante 

 

Actualmente la inmunoterapia alergeno especifica (AIT), ya sea por la vía de 

administración subcutánea (SCIT) o sublingual (SLIT); es el único tratamiento 

recomendado por guías clínicas de alergia y tiene como objetivo restaurar la 

tolerancia hacia los alergenos desencadenantes de la inflamación alérgica. (Sözener 

et al, 2020) 

La AIT se describe como un tratamiento basado en la administración 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 farmacológico más seguro y tiene efecto a nivel de células T y B en la 

polarización a respuesta reguladora y producción de anticuerpos IgG1, IgG4 e IgA. 

En relación con las células dendríticas se ha demostrado que induce la producción 

de IL-10 pero poco se conoce acerca de cómo modula la expresión de moléculas de 

coestimulación. (Larché M, Akdis C. 2006) 

 

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

2006 



 

26 
 

 

El estudio de las moléculas de coestimulación en el contexto de la CA es un tema 

poco explorado, sin embargo, un estudio más profundo permitirá una mejor 

comprensión 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 único tratamiento capaz de modificar la fisiopatología 

de la conjuntivitis alérgica, no obstante, se conoce muy poco acerca del uso de la 

SLIT y la inducción de mecanismos tolerogénicos en las células de la inmunidad 

innata por medio de moléculas de coestimulación de la familia B7 y del factor de 

transcripción IRF-4 presentes en las APC de pacientes con conjuntivitis alérgica.  

 

3. Pregunta de Investigación 
En pacientes con conjuntivitis alérgica, ¿Se modificará la expresión de moléculas de 

coestimulación y del factor de transcripción IRF4 en las células dendríticas derivadas 

de monocitos de sangre periférica durante el tratamiento con SLIT comparado con la 

expresión de estas moléculas antes del tratamiento? 

 

4. Justificación 
La SLIT, en la conjuntivitis alérgica es la única terapia capaz de modificar la 

respuesta inmune al alérgeno. Por lo que el estudio de las moléculas coestimulación 

de la familia B7 y el factor de transcripción IRF4, proporcionará conocimientos para 
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entender de una mejor manera el mecanismo de acción de la SLIT y proponer 

biomarcadores para el monitoreo de la eficacia de este tratamiento. 

 

5. Hipótesis 
El tratamiento con SLIT disminuirá la expresión de CD86 e ICOSL, incrementará la 

expresión de PD-L1, PD-L2 y el factor de transcripción IRF4 en células dendríticas 

de pacientes con conjuntivitis alérgica durante el tratamiento con SLIT. 

 

Hipótesis nula: 

No existen diferencias en la expresión de moléculas de coestimulación en células 

dendríticas de pacientes con conjuntivitis alérgica tratados con SLIT. 

6. Objetivos 

6.1. Objetivo General: 

Evaluar la expresión de moléculas de coestimulación de la familia B7 y el factor de 

transcripción IRF4 en células dendríticas derivadas de monocitos de sangre 

periférica de pacientes con conjuntivitis alérgica antes y después del tratamiento con 

SLIT. 

6.2. Objetivos Específicos:  

-Establecer un modelo de cultivo de células dendríticas a partir de células 

mononucleares de sangre periférica (Mo-DCs).  

-Determinar la cinética de expresión de las moléculas de coestimulación CD86, 

ICOSL, PDL1 y PDL2 y el factor de transcripción IRF4 en Mo-DCs. 

-Evaluar la producción de formas solubles de las moléculas de coestimulación de la 

familia B7  por Mo-DCs. 

-Determinar la producción de citocinas TNF-α, IL-6, IL-10, IFN-γ e IL-2 por Mo-DCs. 
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-Evaluar la expresión de las moléculas de coestimulación CD86, ICOSL, PD-L1, PD-

L2 y el factor de transcripción IRF4 en células dendríticas de pacientes con 

conjuntivitis alérgica antes y después del tratamiento con SLIT. 

7. Metodología 

7.1. Tipo de estudio: 

Estudio piloto, longitudinal, experimental. 

7.2. Universo de estudio: 

Población objetivo: Pacientes en edad pediátrica con conjuntivitis alérgica y sujetos 

sanos en edad pediátrica. 

Población accesible/estudio: Pacientes con conjuntivitis alérgica de 7 a 17 años, que 

sean atendidos en el Instituto Conde de Valenciana durante el periodo de febrero 

2019 a enero del 2021. 

7.3. Tamaño de muestra: 

El muestreo será realizado a conveniencia. 

7.4. Criterios de selección sujetos con conjuntivitis 

alérgica: 

7.4.1. Criterios de Inclusión 

● Sujetos entre los 7 a 17 años, con diagnóstico oftalmológico de Conjuntivitis 

alérgica activa, de moderada a severa.  

● Pruebas cutáneas positivas al ácaro de polvo (Der-p). 

● Que estén por iniciar tratamiento con inmunoterapia sublingual antígeno 

desensibilizante. 

● Firma de consentimiento y asentimiento informado. 
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7.4.2. Criterios de exclusión 

● Presencia de otras enfermedades inflamatorias de la superficie ocular. 

● Presentar cualquier enfermedad sistémica, endocrinológica, autoinmune, 

neoplásica, infecciosa, crónico degenerativo activa. 

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

de la evaluación y/o toma de muestra. 

● Embarazo y/o lactancia.  

● Con algún tratamiento sistémico, que induzca algún tipo de modificación en la 

respuesta inmunológica, particularmente tratamientos: Naturistas, 

psiquiátricos, bariátricos, corticoesteroides, hormonales o inmunosupresores. 

7.4.3 Criterios de eliminación 

● Retiro voluntario del estudio 

● Falta de apego o abandono al tratamiento  

● Embarazo o lactancia durante el periodo del protocolo. 

● No acuda a citas. 

● Muestra biológica insuficiente. 

7.5. Criterios de selección sujetos sin alergia: 

7.5.1. Criterios de Inclusión 

● Sujetos entre los 7 a 17 años. 

● Sujetos clínicamente sanos, evaluados por el servicio de inmunología del 

Instituto Conde de Valenciana.  

● Firma de consentimiento y asentimiento informado. 

7.5.2. Criterios de exclusión 

● Presenten datos clínicos concluyentes de alergia.  

● Presenten datos por laboratorio concluyentes de alergia. 

● Presencia de enfermedades inflamatorias de la superficie ocular. 

● Presentar cualquier enfermedad sistémica, endocrinológica, inmunológica, 

neoplásica, infecciosa, y crónico degenerativo activa. 

● Embarazo y/o lactancia.  
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● Con algún tratamiento sistémico, que induzca algún tipo de modificación en la 

respuesta inmunológica, particularmente tratamientos: psiquiátricos, 

bariátricos, corticoesteroides, hormonales o inmunosupresores. 

7.5.3. Criterios de eliminación 

● Retiro voluntario del estudio 

● Falta de apego o abandono a las citas.  

● Embarazo o lactancia durante el periodo del protocolo. 

● Muestra biológica insuficiente 

 

 

7.6. Materiales y métodos: Métodos específicos 

 

7.6.1. Sujetos experimentales  

Los sujetos de investigación serán divididos en un grupo control de pacientes con 

diagnóstico de conjuntivitis alérgica de 7 a 17 años candidatos a SLIT y otro grupo 

de sujetos sin alergia de 7 a 17 años. 

 

7.6.2. Valoración clínica 

En la consulta de inmunología del Instituto Conde de Valenciana el médico 

subespecialista en córnea evaluó a los probables sujetos sanos mediante la 

clasificación de severidad de conjuntivitis alérgica propuesta por Robles-Contreras, 

Santacruz-Valdés et al (2011). El médico subespecialista en alergia, evaluó 

clínicamente a los probables sujetos sanos, en caso de descartar diagnóstico del 

espectro alergia, se procederá a la toma de muestras de sangre para iniciar con los 

ensayos experimentales. 
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Figura 7.- Metodología para el análisis de la expresión de las moléculas de coestimulación. 

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

 

 

7.6.3. Recolección de muestras sanguíneas. 

Se verificó la previa firma de consentimiento y asentimiento informado,  

Se realizó el lavado de manos y colocación de guantes. 

Se recolectó sangre periférica mediante venopunción 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 será distribuyó en microtubos de 1.5ml 

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

 

7.6.4. Recolección de lágrima. 

Se colocaron 20 microlitros de solución salina estéril en cada ojo del paciente y la 

película lagrimal será 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 µl, los cuales se 

almacenaron en congelación a -80 ° C hasta su uso.  
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7.6.5. Cultivo de células dendríticas a partir de células mononucleares de 

sangre periférica 

Se realizó la separación de células mononucleares a partir de sangre periférica, por 

medio del método de separación 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% CO2.  Posteriormente las células en suspensión se descartaron, y a las células 

adherentes se les añadió medio RPMI-1640 suplementado con 80 ng/ml de GM-CSF 

y 50 ng/ml de IL-4 para su diferenciación a células dendríticas.  

 

Después de 7 días se realizaron los siguientes ensayos: 

-Inmunofenotipificación de células diferenciadas 

-Estimulación in vitro con proteína Der-p por 12, 24 y 48 horas. 

-Estimulación in vitro con 100ng, 1µg y 10 µg de LPS por 12, 24 y 48 horas. 

7.6.6. Marcaje de antígenos de membrana e intracelular: 

Para evaluar la expresión de las moléculas de coestimulación B7 y el factor de 

transcripción 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 estimulación con LPS o Der p, las células se recolectaron, se añadió 

2%EDTA+Trypsin a las placas de cultivo para lograr una completa recuperación 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 recuperación de los sobrenadantes.  

Las células fueron re-suspendidas en 300 µl de PBS y transferidas a tubos de 

12x75mm. Los tubos fueron centrifugados y decantados. Las células ser 

resuspendieron en 50 µl de medio PBS y se añadieron los anticuerpos conjugados a 

fluorocromos, las muestras se incubaron durante 30 minutos en oscuridad a 4°C. 

Para la tinción intracelular de IRF4, las células fueron tratadas previamente con una 

solución fijadora y permeabilizante. 

Se realizó un último lavado y las células se Re suspendieron en 300µl. Los tubos se 

mantuvieron en oscuridad hasta el momento de su adquisición en el citómetro de 

flujo. 

         

7.6.7. Análisis de los datos de citometría de flujo. 

Los análisis 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 siguió la estrategia de análisis para determinar la IMF de las células dendríticas 

derivadas de monocitos de sangre periférica. Se seleccionaron los singlets (células 

individuales) usando FSC-H (altura)/FSC-A (área), después dependiendo de su 

tamaño 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 población el IMF de cada molécula de 

coestimulación. 

 

7.6.8. Determinación de moléculas de coestimulación solubles. 

Se utilizaron las muestras de lagrima, suero y sobrenadantes de cultivos celular para la 

determinación de las formas solubles para las moléculas de coestimulación a través de 

método de ELISA sanwich. Se utilizaron los kits de ELISA de (Cloud Clone, Kathy, Texas, 

EUA) para detección de sCD86, sICOSL, sPDL1 y sPDL2. Los sobrenadantes fueron 

incubados en las placas de ELISA conteniendo un anticuerpo de captura específico para 

cada molécula de coestimulación soluble, y con un anticuerpo secundario acoplado a 
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peroxidasa de rábano se obtuvo una reacción colorimétrica. La densidad óptica fue 

extrapolada con las concentraciones de la curva estándar para realizar la determinación en 

ng/ml de cada molécula de coestimulación. 

Los límites de detección 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. Determinación de citocinas en cultivo de Mo-DCs. 

Se determinaron las citocinas IL-2, IL-6, IL-10, TNF e IFN-γ 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 específicos 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 concentración permitiendo cuantificar la concentración de las citocinas. 

Los límites de detección son: IL-2: 2.6 ng/mL, IL-6: 2.4 ng/mL, IL-10:4.5 ng/mL, TNF- 

: 3.8, and IFN-γ: 3.7 ng/mL. 

 

7.6.10. Análisis estadístico de los resultados: 

Todos los experimentos se realizaron al menos tres veces de forma independiente, 

con triplicados de cada condición. Se utilizo el software GraphPad Prism version 8.0. 

Se utilizó la escala de colores para daltónicos en las gráficas de barras coloreadas. 

Se realizó una prueba de normalidad a todos los datos obtenidos. Se aplicó la prueba 

Kruskal-Wallis para comparar 3 o más grupos para determinar diferencias 

estadísticas en las moléculas de coestimulación de membrana. Se aplicó la prueba 

de Dunnet para determinar las diferencias estadísticas en la concentración de las 

formas solubles de las moléculas de coestimulación. La prueba de Tukey se utilizó 

para analizar las diferencias estadísticas en la producción de citocinas. En las 

pruebas de correlación se utilizó la prueba de Pearson o Spearman dependiendo de 

la distribución de los datos. En todos los casos se consideró p<0.05 como 

estadísticamente significativo. 
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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 ejecución de proyectos de 

investigación para la salud en seres humanos, la cual concuerda con la norma 

internacional “Declaración 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 investigación y documentación 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 lágrima se llevó en el área de toma de muestra en 

el 4to piso del edificio de hospitalización del Instituto Conde de Valenciana de 

acuerdo con el manual de procedimientos del área de toma de muestra de la misma 

institución. 

Durante la realización de los ensayos experimentales del presente trabajo de 

investigación, se vigiló el cumplimiento de las siguientes Normas Oficiales Mexicanas 

(NOM): 

NOM-017-STPS-2008 Para el equipo de protección personal- Selección, 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 químicas 

peligrosas. 

NOM-018-STPS-2000. Para la identificación y comunicación de riesgos por 

sustancias químicas en los centros de trabajo. 
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NOM-087-ECOL-SSA1-2002.  (NOM-087-SEMARNAT-SSA1-2002). Para la 

protección ambiental- Salud ambiental- Residuos peligrosos-biológico-infecciosos- 

Clasificación y especificaciones de manejo. 

10.  Financiamiento y sitio de la 

investigación 
Fue otorgado por el departamento de Bioquímica de la Facultad de Medicina de la 

UNAM/Unidad de investigación del Instituto de Oftalmología “Fundación Conde de 

Valenciana” IAP. 

11. Declaración 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 investigación 

de moléculas de coestimulación en células dendríticas 

derivadas de monocitos en sujetos sanos 

Exploración de la dinámica de expresión de moléculas de coestimulación B7 e IRF4 

en membrana de Mo-DCs, determinación de moléculas solubles en sobrenadante de 

cultivos y determinación de citocinas producidas Mo-DCs. 

12.2. Verificación de fenotipo 

Para confirmar la diferenciación de monocitos a células dendríticas se evalúo la 

expresión de las moléculas CD14, CD11c y HLA-DR al día 0 de cultivo y al día 7 de 

cultivo con factores de crecimiento. (Figura 8) 

 

 

Figura 8. Verificación de fenotipo en monocitos y células dendríticas diferenciadas.  Se evalúo la expresión de 

CD11c y HLA-DR. Histogramas negros continuos representan los monocitos con tinción, histogramas negros punteados son 

monocitos sin tinción, histograma rojo continuo representa a las células dendríticas teñidas y el histograma rojo punteado 

representa células dendríticas sin tinción. 
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12.3. Estrategia de análisis para datos de citometría de 

flujo 

A partir de células individuales se seleccionó la región que por tamaño y granularidad 

corresponde a células dendríticas, seleccionando la población HLA-DR+ se procedió 

a evaluar la expresión de las distintas moléculas de la estimulación en las distintas 

condiciones de tiempo y concentración de estimulación en histogramas 

superpuestos. (Figura 9) 

 

 

 

Figura 9.- Estrategia de análisis para citometría de flujo.    

Células individuales fueron seleccionadas de acuerdo con los parámetros de área y altura (FSC-A vs FSCH). Se 

seleccionaron eventos sugerentes de células dendríticas de acuerdo con su tamaño y granularidad. (FSC-A vs 

SCA). Células HLA-DR+ se seleccionaron para realizar la evaluación de IMF para las distintas moléculas de 

coestimulación en las distintas condiciones experimentales. 
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12.4.  Expresión de las moléculas de coestimulación en 

células dendríticas. 

Para evaluar el efecto de la concentración de LPS y el tiempo de estimulación sobre 

la expresión de moléculas de coestimulación B7 de membrana, se estimularon Mo-

DCs con 100ng, 1µg o 10 µg de LPS durante 12, 24 o 48h o fueron dejadas sin 

estimular.   

Se encontró que las moléculas coninhibitorias PDL1 y PDL2 aumentan su expresión 

luego de 12h de estimulación con todas las concentraciones evaluadas. PDL1 

aumento progresivamente su expresión en el tiempo. Por otra parte, las moléculas 

de coestimuladoras CD86 e ICOSL aumentan su expresión hasta las 48h de 

estimulación con cualquier concentración de LPS. (Figura 10 y Tabla 2) 

Tabla 2. Cinética de expresión de las moleculas de coestimulación.  Se muestra la MFI promedio para 

CD86,ICOSL,PDL1 y PDL2. MoDCs de donadores sanos se estimularon con 100ng, 1 μg, o 10 μg de LPS por 

12, 24 o 48 horas o con medio RPMI (SE). Se muestra la mediana y rangos intercuartiles. 

 

 Molecula B7 Tiempo de estimulación  

 SE 12h 24h 48h p 

CD86 100ng 437 (242-1123)* 399 (236.5-1135) 516 (340-1193) 951 (558-5623) *0.021 

CD86 1 ug 437 (242-1123)* 502 (264.5-1292) 695 (479-1103) 688 (620-5277)* *0.044 

CD86 10ug 437 (242-1123)* 387 (243-1271) 707 (356-1636) 680 (560-3474) * *0.044 

      

ICOSL 100ng 
526 (272-1135)* 

1259 (952-1755) 925 (542-3280) 
1395 (891.5-
2576)* 

*0.0066 

ICOSL 1ug 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 

      

PDL1 100ng 
1523(1217-
2483)*¶¥ 

4132(1681-4554)* 
3389 (3181-
4851)¶ 

3426(2987-8315)¥ *0.012,¶<0.0001,¥0.0003 

PDL1 1ug 
1523(1217-
2483)*¶¥ 

33548 (2487-
5079)* 

5073(3496-
6193)¶ 

5511(3933-9136)¥ *0.0003,¶<0.0001,¥<0.001 

PDL1 10ng 
1523(1217-
2483)*¶¥ 

2973 (1863-3465)* 
3805(3634-
5782)¶ 

4293(3824-9020)¥ *0.003,¶<0.0001,¥<0.0001 

      

PDL2 100ng 1238(725-1501)* 1508 (1268-2692)* 1004(295-2212) 1474 (1321-1706) *0.0170 

PDL2 1 ug 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)¶ *0.0096,¶0.0199 
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Con relación a IRF4 se observó que su expresión se incrementa a las 12h de 

estimulación con 100ng de LPS y a las 48h con 1 µg o 10 µg de LPS. 

Interesantemente esta dinámica de expresión coincide con la de PDL2 y existe 

correlación entre estas dos moléculas. (Figura 11) 

En otro abordaje, se analizó el número de veces que estas moléculas incrementaban 

su expresión. Los resultados demostraron que C86 se incrementa tres veces a las 

48 de estímulo, 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 estímulo. (Figura 12) 

 

Figura 10. Expresión de las moléculas de coestimulación en Mo-DCs.  

Mo-DCs de sujetos sanos fueron estimuladas con LPS durante 12, 24 o 48h con 100ng, 1µg o 10 µg 

de LPS o sin estimular (US). La gráfica representa la media y desviación de 3 ensayos 

independientes realizados por triplicado. 
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Figura 11. Expresión de IRF4 en Mo-DCs y su correlación con PDL2. Mo-DCs de sujetos sanos fueron estimuladas con 

LPS durante 12, 24 o 48h con 100ng, 1µg o 10 µg de LPS o sin estimular (US). (a)Histograma representativo de la expresión 

de IRF4 en las diferentes condiciones experimentales. (b) Media y desviación de 3 ensayos independientes realizados por 

triplicado. (c) Correlación de Pearson entre IRF4 y PDL2. 

 

 

Figura 12. Incremento de la expresión de las moléculas de coestimulación B7 en Mo-DCs. El incremento de 

expresión de las moléculas de coestimulación se calculó dividiendo el promedio del IMF de la condición experimental entre 

el promedio de la IMF en células sin estimular. La gráfica representa la media y desviación de 3 ensayos independientes 

realizados por triplicado. La línea punteada representa la expresión basal de la molécula en cuestión.  

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

 

 

 

 

12.5.  Evaluación de la concentración de formas 

solubles de las moléculas de coestimulación. 
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Para determinar las concentraciones de las formas solubles de las moléculas de 

coestimulación, se recuperó el sobrenadante de células dendríticas 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 concentración sin 

importar la condición de estímulo de las células dendríticas. sPDL1 y sPDL2 se encontraron 

en una proporción 2:1 en comparación con sCD86 (400ng:200ng).  sICOSL no fue detectado 

en ninguna de las condiciones evaluadas. (Figura 13 y Tabla 3) 

 

 

Figura 13. Concentración 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, 

1µg o 10 µg de LPS o fueron cultivadas sin estimular (SE). La gráfica representa la media y 

desviación de 3 ensayos independientes realizados por triplicado. 

 

Tabla 3. Concentración de sCD86, sICOSL, sPDL1 y sPDL2. MoDCs de donadores sanos se estimularon con 

100ng, 1 μg, o 10 μg 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 coestimulación. (ICOSL no se detectó en ninguna de 

las condiciones evaluadas. Se muestra la media y desviación estándar. *p<0.05 

Concentración 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*¶ 

 1µg 167.6±21.5* 0±0 455.3±32.47*¶ 324.5±24.96*¶ 

10µg 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* 0±0 448.5±4.724*¶ 364.8±15.53*¶ 

 1µg 183±5.4* 0±0 376.2±43.74* 346.9±28* 

10µg 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* 399.2±29.17* 

100 ng 158.2±17.44* 0±0 448.5±4.724* 364.8±15.53* 

 1µg 183±5.4* 0±0 376.2±43.74*¶ 346.9±28*¶ 

10µg 178.2±21.5* 0±0 445.7±45.06* 342.4±42.76* 

 

12.6.  Citocinas en sobrenadante de cultivos. 

Se recuperó el sobrenadante de Mo-DCs estimuladas con LPS y se determinaron las 

concentraciones de las citocinas TNF-α, IL-6, IL-10, IFN-γ e IL-2. 

Se identifico que las citocinas TNF-α, IL-6 e IL-10 incrementaban su concentración a 

las 12 h de estímulo mientras que IFN-γ e IL-2 hasta las 48h. Interesantemente, la 

concentración de IFN-γ   incrementaba conforme a la concentración del estímulo con 

LPS.  (Figura 14 y Tabla 3) 

La correlación entre citocinas y expresión de moléculas de coestimulación ha sido 

sugerida por investigaciones previas. A través de pruebas de correlación de Pearson, 

se encontró una correlación positiva entre IFN-γ e IL-2 con CD86 y PDL1. (Figura 15 

y Tabla 5) 

 

Tabla 4. cinética de producción de citocinas solubles. El sobrenadante de los cultivos fue recolectado y se 

determinó TNF-α, IL-6, IL-10, INF-у, e IL-2 como se describe en materiales y métodos. Se muestra la media y 

desviación estándar de 3 ensayos independientes. 

 

Ctiocinas Tiempo de estimulación  

 US 12h 24h 48h p 

TNF-α 100 ng 1.93±0.6437*¶ 812.2±278.7*¥ 547.1±96.17¶ 213.1±24.2¥ *0.007,¶0.0085,¥0.0049 

TNF-α 1µg 1.93±0.6437*¶ 1406±51.6*¥ 778.1±262.8¶Φ 290±66.37¥Φ *<0.0001,¶0.0006,¥<0.0001,Φ0.0107 

TNF-α10µg 1.93±0.6437*¶¥ 1182±75.75*¶Φ 923.8±145 354.1±98.75Φ *<0.0001,¶<0.0001,¥<0.0085,Φ<0.0001 

      

IL-6 100 ng 0.4833±0.4252*¶¥ 1589±389.5* 2122±491.6¶ 2038±289.3¥ *0.0022,¶0.003,¥0.004 

IL-6  1µg 0.4833±0.4252*¶¥ 3468±684.3* 2375±1095¶ 2369±484.3¥ *0.0012,¶0.0125,¥0.127 

IL-6  10µg 0.4833±0.4252*¶¥ 2868±785.6* 2495±693.7¶ 3194±907.4¥ *0.0043,¶0.0097,¥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 1µg 0.2067±0.358* 48±9.982* 26.62±21.29 15.3±8.726 *0.007 

IL-10  10µg 0.2067±0.358* 35.06±19.29* 21.76±7.466 24.89±10.34 *0.0253 

      

IFN-у 100 ng 0±0* 10.91±3.627¶ 35.64±27.42¥ 140.7±59.75*¶¥ *0.0047,¶0.0065,¥0.0178 

IFN-у 1µg 0±0* 21.17±4.69¶ 97.47±39.96¥ 572.4±133.5*¶¥ *<0.0001,¶<0.0001,¥0.0001 
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Figura 14. Producción de citocinas solubles en sobrenadante de células dendríticas. Mo-DCs de sujetos sanos 

fueron estimuladas con LPS durante 12, 24 o 48h con 100ng, 1µg o 10 µg de LPS o fueron cultivadas sin estimular (SE). El 

sobrenadante fue recolectado y se determinaron las citocinas (a) TNF-α, IL-6 IL-10 y (b) IFN-γ e IL-2. La gráfica representa 

la media y desviación de 3 ensayos independientes realizados por triplicado. 

 

IFN-у 10µg 0±0* 21.11±16.57¶ 195±46.82¥ 957.8±413*¶¥ *0.0022,¶0.0025,¥0.0087 

      

IL-2 100 ng 0±0 0.2033±0.3522 0.6967±0.2892 3.817±3.816  

IL-2 1µg 0±0* 1.127±0.9981 1.64±0.6235 2.69±0.7712* *0.0068 

IL-2у 10µg 0±0*¶ 1.653±0.774¥ 3.143±0.7006* 4.323±1.43¶¥ *0.0105,¶0.0015,¥0.0252 
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Figura 15. Correlación entre concentración de citocinas y expresión de moléculas de coestimulación. 

La prueba de correlación de Pearson se realizó entre las variables de concentración de citocinas y la IFM para 

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

PDL1, 

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

 

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

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

  Moléculas de coestimulación 

  CD86 ICOSL PDL1 PDL2 IRF-4 

C
ti
o
c
in

a
s
 TNF-α -0.54 0.25 -0.19 0.65 -0.31 

IL-6 0.31 0.32 0.32 0.45 -0.18 

IL-10 0.04 0.54 0.07 0.41 -0.45 

IFN-Y 0.89* 0.47 0.93* -0.07 0.07 

IL-2 0.86* 0.35 0.67* 0.01 0.03 

 

 

 

 

 

 

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

en la Figura 16. Modelo integrativo explicativo de la dinámica de expresión de moléculas de 

coestimulación. 
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Figura 16. Modelo integrativo explicativo de la dinámica de expresión de moléculas de coestimulación. Las 

moléculas de coestimulación B7 se expresan de forma diferencial. Mo-DCs incrementan la expresión de PDL1 y PDL2 

durante las etapas tempranas de estimulación. IRF4 tiene una dinámica de expresión semejante a PDL2 y se 

sugiere que favorece su expresión. A 24 h de estimulación la expresión de PDL1 se mantiene y se puede observar 

el incremento de la expresión de ICOSL. A las 48 de estímulo PDL2 e IRF4 vuelven a tener un incremento en su 

expresión al igual que PDL1 y CD86. Respecto a las citocinas TNF-α, IL-6 e IL-10 muestran un pico de producción 

a las 12h de estímulo mientras que IFN-γ and IL-2, lo hacen hasta las 48 h. Finalmente, las moléculas solubles 

mostraron un comportamiento constante sin importar el tiempo o la concentración del estímulo: sPDL1 y sPDL2 

se encuentra en una concentración dos veces mayor que CD86.  
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12.7.  Expresión de moléculas de coestimulación en 

pacientes con conjuntivitis alérgica. 

Evaluación de la expresión de las moléculas de coestimulación en sujetos con 

conjuntivitis alérgica. 

Se reclutaron 3 sujetos sanos y 2 pacientes que cumplían con los criterios de 

inclusión descritos en el capítulo 7.4. Se realizó la obtención de Mo-DCs y se realizó 

la tinción para citometría de flujo descrita en el capítulo 7.6.  

Al analizar la expresión de las moléculas de coestimulación B7 en Mo-DCs de sujetos 

con conjuntivitis alérgica se encontró un incremento en la expresión para CD86 

únicamente en la condición de estímulo de LPS+ Der P. (Figura 17) 

Para el caso de la molécula de ICOSL, se observó que ninguna condición de estímulo 

indujo la expresión de esta molécula, a diferencia de los sujetos sanos en quienes 

su expresión se incrementó con el estímulo de LPS. (Figura18) 

Para el caso de las moléculas coinhibidoras PDL1 y PDL2, se encontró un fenómeno 

semejante; su expresión no se incrementa con ninguno de los estímulos evaluados. 

(Figura 19 y 20)  

Finamente el factor de transcripción IRF4 mostró una disminución cuando las Mo-

DCs de pacientes con conjuntivitis alérgica eran estimuladas con el alergeno Der p. 

(Figura 21) 
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Figura 17.  Expresión de CD86 en DCs de pacientes con CA activa.   IMF para la expresión de CD86 en sujetos 

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

y dos sujetos con conjuntivitis alérgica. 

 

Figura 18. Expresión de ICOSL en DCs de pacientes con CA activa. IMF para la expresión de ICOSL en sujetos 

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

sujetos con conjuntivitis alérgica. 
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Figura 19. Expresión de PDL1 en DCs de pacientes con CA activa. IMF para la expresión de PDL1 en sujetos 

sanos y sujeros con conjuntivitis alérgica (CA). Se representa la media y desviación estándar de 3 

sujetos sanos y dos sujetos con conjuntivitis alérgica. 

 

Figura 20. Expresión de PDL2 en DCs de pacientes con CA activa. IMF para la expresión de PDL2 en sujetos 

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

dos sujetos con conjuntivitis alérgica. 
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Figura 21. Expresión de IRF4 en DCs de pacientes con CA activa. IMF para la expresión de IRF4 en sujetos sanos 

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

con conjuntivitis alérgica.  
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13. Discusión 
Las células dendríticas tienen una participación crucial en la regulación de los 

procesos inflamatorios. (Cantrell, et al 2015) Su gran capacidad como células 

presentadoras de antígeno profesionales y la expresión de las moléculas de 

coestimulación, así 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 señales que de forma integral la DC está enviando a las células T. 

Si bien; el modelo de las 3 señales durante la sinapsis inmunológica está bien 

descrito: 1) interacción MHC-péptido/TCR, 2) interacción de moléculas de 

coestimulación con sus receptores y 3) citocinas y sus receptores (Velazquez-Soto 

et al, 2022), no se tenía conocimiento sobre la manera en la que las células 

dendríticas integraban dinámicamente estas señales. 

Como lo han descrito otros autores, no es importante únicamente la función si no la 

interacción espacio temporal de estas moléculas para generar una instrucción idónea 

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

Estudios previos han explorado la participación de estas moléculas en distintos 

modelos experimentales, diversas enfermedades o diversas líneas celulares 

estimulando con distintos antígenos y en tiempos no definidos, lo cual no permite 

tener un conocimiento claro de la expresión de estas moléculas. (Velazquez-Soto et 

al, 2022) Lo anterior vuelve imperioso poder explorar la dinámica de expresión de 

estas moléculas en un contexto homogéneo y de condiciones controladas como 

concentración de antígeno y tiempo de estímulo. 

Por lo anterior, el primer objetivo de esta investigación consistió en explorar la 

dinámica de expresión de las moléculas B7, sus formas solubles, el factor de 

transcripción IRF4 y las citocinas secretadas en un modelo in vitro ante condiciones 

de tiempo y concentraciones de estímulo en cultivos de células dendríticas derivadas 

de monocitos. Se seleccionó la molécula LPS como antígeno modelo por sus 

características inmunogénicas reportadas. Si bien LPS no compone parte activa del 

alergenos se ha reportado que puede ser reconocido por TLR4 y activar su vía de 

señalización 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 estimulación 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 dinámica de expresión heterogénea. No existe un tiempo o 

concentración de estímulo que nos permita ver el pico máximo de expresión de todas 

las moléculas de coestimulación. Nuestros resultados demostraron que la expresión 

de las moléculas de coestimulación de la familia B7 es diferencial y dependen del 

tiempo de exposición y concentración del estímulo (LPS) coincidiendo con lo 

señalado Langenkamp. (Langenkamp, et al 2010) 

Nuestro estudio demostró que a tiempos tempranos de estímulo antigénico y desde 

bajas concentraciones se incrementan las moléculas PDL1, y PDL2 probablemente 

favorecido por el factor de transcripción IRF4. Mientras que las moléculas CD86 e 

ICOSL incrementaron su expresión hasta tiempos tardíos de estimulación sin 

importar la concentración antigénica. Respecto a las formas solubles de las 

moléculas B7 encontramos un incremento para sPDL1 y sPDL2 dos veces sobre la 

concentración de CD86 (400ng: 200ng) sin importar la condición experimental 

evaluada. 

Con relación a las citocinas, encontramos que las ctiocinas TNF-α, IL-6 IL-10 

comienzan su producción desde las 12 h posteriores al estimulo mientras que IFN-γ 

e IL-2 tienen un pico máximo de producción hasta las 48h. Interesantemente, la 

producción de IFN-γ e IL-2 coinciden con los tiempos de expresión y además 

muestran una correlación positiva con las moléculas CD86 y PDL1, sugiriendo que 

las primeras pueden influenciar la expresión de las ultimas. 

Finalmente, integrando todos los hallazgos, nuestro trabajo propone que las células 

dendríticas se mantendrán en un estado de reposo, trasmitiendo preferentemente 

señales tolerogénicas (PDL1, PDL2, sPDL1, sPDL2 e IL10) hasta que cierto umbral 

de tiempo o de concentración de antígeno promueva un cambio en la expresión de 

moléculas que promuevan la activación de células T y la inflamación (CD86, ICOSL, 

IFN-γ e IL-2). (Figura 16 y Figura 22) 
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Figura 22. Dinámica de expresión de las moléculas de coestimulación membranales, solubles y citocinas 

secretadas por Mo-DCs.   

Ante un estímulo por LPS, las células dendríticas (12 h) inicia la expresión de PDL2 favorecido por IRF4, citocinas 

como IL10, TNF-α e IL6 incrementan su concentración.  Para las 24h, ICOSL incrementa su expresión y se 

pueden detectar citocinas como INF-γ e IL-2. Para las 48 h , se alcanza el pico máximo de expresión para CD86, 

PDL1 y PDL2 e IRF4; INF-γ e IL-2 alcanzan su concentración máxima. Las formas solubles de coestimulación 

sPDL1 y sPDL2 se producen en concentraciones constantes sin importar el tiempo y estimulo antigénico, siempre 

conservando una proporción 2:1 en comparación de CD86. 

 

Este trabajo, además de aportar conocimiento relevante a la biología de las células 

dendríticas y su participación en la modulación de la respuesta inmune nos permitió 

identificar y seleccionar las condiciones ideales para la visualización de las distintas 

moléculas de coestimulación en pacientes con conjuntivis alérgica. 

Con relación a lo explorado en los sujetos con CA, si bien, limitados por el número 

de pacientes evaluados encontramos resultados preliminares interesantes que 

pueden ayudar a explicar mejor la fisiopatología y la participación de estas moléculas 

en un contexto de inflamación alérgica. 

La evaluación de las moléculas de coestimulación B7 en sujetos con conjuntivitis 

alérgica demostró que ante estímulos alergénicos a los que el individuo ha sido 

sensibilizado previamente modifican la expresión de las moléculas de 

coestimulación. 
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Es importante mencionar que la población 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 

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

Nuestra evaluación demostró que la molécula coestimuladora CD86 muestra un 

incremento ante el estímulo 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 expresión basal 

constante en todas las condiciones experimentales, en contraste con las Mo-DCs de 

sujetos sanos son capaces de incrementar su expresión ante estímulos con LPS. 

Interesantemente, aunque esto no se ha reportado en conjuntivitis alérgica un 

fenómeno semejante se ha reportado en pacientes con lupus eritematoso activo en 

donde se encuentra disminuida la expresión de PDL1 y PD1. (Javan, et al, 2016) 

(Figura 23) 

 

Figura 23. Expresión de moléculas de coestimulación B7 en Mo-DCs de sujetos con Conjuntivitis alérgica. 

Mo-DCs de pacientes con Conjuntivitis Alérgica muestran una expresión 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 permitió demostrar que la expresión de la molécula de 

coestimulación CD86 en células dendríticas de pacientes con CA que no han recibido 

ITSL se incrementa ante estímulos alergénicos, mientras que el factor de 

transcripción IRF4 disminuye su expresión.  

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

niveles basales ante los estímulos con Der p. 

15. Perspectivas 
 

Uno de los principales hallazgos de las evaluaciones in vitro de este trabajo 

experimental demostró la relación entre la expresión de PDL2 e IRF4 por lo que 

planteamos como una perspectiva realizar ensayos de inhibición para el factor de 

transcripción IRF4 que permitan demostrar de forma contundente esta relación con 

la expresión de PDL2. 

En segundo lugar, es importante reconocer que una de las principales limitantes del 

trabajo fue el número de pacientes con conjuntivitis alérgica reclutados, por lo que 

es necesario continuar con el reclutamiento de pacientes y evaluar la expresión de 

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

17.1. Metodología evaluación clínica 

 

17.1.1. Prueba de Schirmer 

Se colocó una tira de papel con escala milimétrica en el párpado inferior de cada ojo. 

Ambas tiras se colocaron simultáneamente y serán retiradas a los 5 minutos de ser 

aplicadas. Posteriormente se medirá la cantidad de humedad del papel y se reportó 

el resultado en milímetros. 

 

17.1.2. Tiempo de ruptura de la película lagrimal 

Instilar una gota de tetracaína en el fondo de saco conjuntival inferior de cada ojo, se 

le solicitó al paciente que cierre el párpado varias veces para repartir el colorante por 

toda la película lagrimal. Posteriormente el médico oftalmólogo observó por medio 

de la lámpara de hendidura con filtro azul cobalto la superficie ocular.  Se le indicó 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 película lagrimal. 

 

17.1.3. Escala de severidad utilizada en la valoración clínica 

 

Escala de severidad por síntomas 

Síntomas evaluados: prurito, lagrimeo, fotofobia, sensación de cuerpo extraño 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.4 
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Escala de severidad por signos 

Posición y aspecto de la piel del párpado:  

0= Sin edema palpebral. 

1= Edema localizado en el parpado superior o inferior, sin presencia de líneas de 

Dennie Morgan 

2= Edema palpebral superior e inferior generalizado con ligero pseudoapoptosis 

y con presencia de líneas de Dennie Morgan 

3= Moderada pseudoapoptosis unilateral o bilateral con presencia de líneas de 

Dennie Morgan 

4= Severa pseudoapoptosis unilateral o bilateral con presencia de líneas de 

Dennie Morgan, con cambios en la textura y pigmentación de la piel con signo de 

Hertogue presente. 

Margen palpebral: 

0= Sin desplazamiento 

1=Desplazamiento de 1/3 de la unión mucocutánea 

2=Desplazamiento de 2/3 de la unión mucocutánea 

3=Desplazamiento generalizado de la unión mucocutánea 

4=Cicatrización o cambios de queratinización 

 

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 formación de plica conjuntival en el fondo de saco. 

3= Hiperemia conjuntival mayor a +++, con más de 2/3 de apariencia de edema 

en conjuntiva, con engrosamiento de los vasos conjuntivales y severa formación 

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-grisácea en el fondo de saco o localizado adyacente a 1/3 

del limbo o conjuntiva tarsal.  

3=Descarga grisácea-amarillenta con abundantes filamentos mucosos en el 

fondo de saco o localizado adyacente a 2/3 del limbo o la conjuntiva tarsal.  

4=Secreción abundante de filamentos mucosos adheridos principalmente a la 

superficie corneal. 

 

Respuesta de la conjuntiva Tarsal 

0=Sin hiperplasia o folículos 

 

 

17.1.4. Tratamiento 

Medidas no farmacológicas: 

Uso de Lubricante ocular Hyabak (Hialuronato sódico) gotas oftálmicas al 0.15%, 

aplicar 1 gota en ojo afectado cada 4 horas. 

Usar compresas frías en ojo afectado en caso de presentar síntomas leves de 

alergia. 

Medidas farmacológicas:  Inmunoterapia desensibilizante sublingual (SLIT) 

-Descripción del medicamento y posología: 

La presentación de la SLIT consta de una bolsa de aluminio con una etiqueta blanca 

que contiene el nombre del paciente, número de gotero y fecha de caducidad; dentro 

contiene un gotero de plástico con etiqueta blanca que contiene el nombre del 

paciente, número de gotero y fecha de caducidad.  

Se administró todos los días por vía sublingual en los sujetos con conjuntivitis 

alérgica siguiendo un esquema terciado hasta alcanzar la dosis máxima de 5 gotas 

por día, conforme a la siguiente tabla. 

 

 

1er día 1 gota 

2do día 

3er día 2 gotas 

4to día 
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5to día 3 gotas 

6to día 

8vo día 4 gotas 

9no día 

10mo día 5 gotas 

Hasta terminar 

 

-Almacenamiento: 

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

 

-Contraindicaciones de uso: 

Haya pasado más de 12 horas sin refrigeración. 

El paciente presente temperatura de 38ºC. 

 

Medidas farmacológicas:  Olopatadina (Tratamiento convencional) 

-Descripción del medicamento y posología:  

La presentación de la olopatadina consta de un gotero de plástico con etiqueta 

blanca, que contiene el nombre comercial del medicamento, el nombre del principio 

activo, fecha de caducidad, e indicaciones generales. 

Gotas oftálmicas al 0.2%, se aplicó 1 gota en ojo afectado cada 24hrs. 

 

Medidas farmacológicas:  Loratadina (Tratamiento de rescate) 

Usar en caso de presentar lagrimeo, estornudos en salva, prurito ocular nasal u 

orofaríngeo, o escurrimiento nasal importante, se deberá administrar bajo el 

siguiente esquema: 

Niños de 6-12 años: loratadina jarabe 10mg/10ml, tomar 5ml en caso de presentar 

los síntomas previamente mencionados, en caso de que los síntomas persistan 

continuar cada 12 horas de 1 a 5días. 

Niños de 13 años a 17 años: loratadina 10mg 1 tableta vía oral en caso de presentar 

los síntomas previamente mencionados, en caso de que los síntomas persistan 

continuar cada 24 horas de 1 a 5días. 
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17.2. Consentimiento y asentimiento informados 
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17.3. Cartas de aprobación del protocolo de 

investigación por los comités de Investigación, 

Bioseguridad y Ética en investigación. 
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16.4. Productos de investigación derivados del proyecto de 

doctorado 

16.4.1. Articulo Original 

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

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

Dendritic Cells during LPS Exposure. Biomolecules, 12(7), 955. 

https://doi.org/10.3390/biom12070955 

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

 

https://www.mdpi.com/2218-273X/12/7/955
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16.4.2. Artículo de revisión 

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

 

Velazquez-Soto H, Real F, Jiménez-Martínez 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 

 

https://www.wjgnet.com/2219-2824/full/v12/i1/1.htm
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16.4.3.  Presentación 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 Martínez J Immunol May 1, 2020, 204 (1 Supplement) 150.28; 

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

 

 

 

 

https://www.jimmunol.org/content/204/1_supplement/150.28.abstract
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16.4.4.  Difusión en página web 

B7 Molecules on Dendritic Cells after LPS Stimulation 

Velázquez-Soto, H.; Jiménez-Martínez, M.C. B7 Molecules on Dendritic Cells after LPS 

Stimulation. Encyclopedia. Available online: https://encyclopedia.pub/entry/25836 

(accessed on 15 August 2022). 

Enlace de accesso: https://encyclopedia.pub/entry/25836 

 

 

https://encyclopedia.pub/entry/25836
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16.5 Otros productos de investigación logrados durante el 

doctorado 

16.5.1.  Artículo original (coautor) 

Salazar, A., Casanova-Méndez, I., Pacheco-Quito, M., Velázquez-Soto, H., Ayala-Balboa, 

J., Graue-Hernández, E., Serafín-López, J., & Jiménez-Martínez, M. (2019). Low 

Expression of IL-10 in Circulating Bregs and Inverted IL-10/TNF-α Ratio in Tears of 

Patients with Perennial Allergic Conjunctivitis: A Preliminary Study. International Journal of 

Molecular Sciences, 20(5), 1035. https://doi.org/10.3390/ijms20051035 

Enlace de acceso: https://www.mdpi.com/1422-0067/20/5/1035/htm 

 

https://www.mdpi.com/1422-0067/20/5/1035/htm
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16.5.2.  Artículo original (coautor) 

Salazar, A., Nieto, J. E., Velazquez-Soto, H., & Jiménez-Martínez, M. C. (2020). Activation 

of IL-10+ B cells: A novel immunomodulatory mechanism for therapeutic bacterial 

suspensions. SAGE open medicine, 8, 2050312120901547. 

https://doi.org/10.1177/2050312120901547 

Enlace de acceso : https://journals.sagepub.com/doi/full/10.1177/2050312120901547 

 

https://journals.sagepub.com/doi/full/10.1177/2050312120901547
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