e Ty
19

@\\épec

Hospital de la Ceguera

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO
FACULTAD DE MEDICINA
DIVISION DE POSGRADO E INVESTIGACION

ASOCIACION PARA EVITAR LA CEGUERA EN MEXICO L.A.P.
HOSPITAL “LUIS SANCHEZ BULNES?”

TESIS
PARA OPTAR POR LA ESPECIALIDAD EN OFTALMOLOGIA
PRESENTA

LIC EN MED. JESSICA ROGEL RODRIGUEZ

ESTANDARIZACION DE LA TITULACION DE ANTICUERPOS DE
CITOMETRIA DE FLUJO PARA LA IDENTIFICACION DE CELULAS INMUNES
EN HUMOR VITREO, EN PACIENTES CON PARS PLANITIS

TUTOR PRINCIPAL.: Dra. Matilde Ruiz Cruz

JEFE DE INVESTIGACION

ASOCIACION PARA EVITAR LA CEGUERA EN MEXICO |.A.P.
COMITE ASESOR; M en C. Karla Tovar Hernandez

UNIDAD DE INVESTIGACION

ASOCIACION PARA EVITAR LA CEGUERA EN MEXICO |.A.P.

M en C. Elvira Pitén Isidro

Dra. Perla Mariana del Rio Estrada

Dr. Santiago Avila Rios

CENTRO DE INVESTIGACION EN ENFERMEDADES
INFECCIOSAS (CIENI)

CD.MX, 2023.




e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



Contenido

| INDICE DE FIGURAS.......ooiuiiieeee ettt ettt ettt e steste s et e etesresraeneas 4
1. INDICE DE TABLAS ..ottt ettt ettt te et te et te s eaesteatesneeteeeesresneanens 5
HI. ABREVIATURAS ..ttt e e e ettt e e e e e e e eaaa s 6
1. INTRODUCCION ..ottt ettt ettt ete ettt te e te e eteetesteereeeeeaeereaneanes 7
1.1, ANtecedentes gENEIAIES......cci it 7
1.1.21 PArS PlanitiS (PP) ......uuuuuiuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii e 7
2 = oo (=10 0] o] (o |- AP 8
1.1.3 Manifestaciones CHNICAS .........uuiiiiiiiiiiiiii e 8
I O B T T [ 101 1o o PSR 9
1.20.5 TrALAMUENTO. ...ttt 9

1.2.  Antecedentes PartiCUlAres ..........ooovvviiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeee e 10
Nt R 1 B 11 1 ST PUPPTTT 10
1.2 2 HLADR ettt e e e e aa s 10
1.2.3 CDLLT (CoKIt)..o.veeeeeeeeeeeeeeee et 11
L2 4 CDAA ... 11
12,5 D38 . et a e e e e e 12

L 2.8 DA ittt aa s 12
i A 1 B X S SO U PP UPPTTPRU 13
< T 1 B L PRSPPI 13

L 2.0 G .. ettt e aeaa s 13
L1.2.00 CDLB .ottt a ettt aear s 14
L1.2.00 CCRO et ettt r e e e aa s 14
L1.2.02 CDB9 ..ttt a et 15

1.2 03 CDB5B et 15
L.2.04 G4 ..t a e 15
0t L T 1 1 = PSP 16
L1.2.06 CDI03B ..ot e e et e et e e e e e e e eaaa s 16
Nt A 1 I 1 I SRS 16

L 2. 08 G R T e e et e et e a e aa s 17

B o 1] =10 =] S TR 18
3. JUSTIFICACION ...ttt ettt s b e e nenens 18

4. OBJIETIVOS ..ot e e e 19



4.1 ODJEtiVO GENEIAL ... e e e e e e aaane 19

4.2 ODJEtiVOS PArtiCUIAIES ......uuuiiiiiiiiiii e 19
5. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL ...uuii et 20
6. MATERIALES Y METODOS .....oiieieeeiee ettt ettt ettt eteate e aeeaeanesneaneas 21

6.1 LINEAS CEIUIAIES. ...ttt e e e e e 21
(oI 0] 4q] 1= F57= (o (o] =13 U 21
6.3 Titulacion de ANTICUBIPOS .......ceeiiiiiiiiiieeee ettt e e e e e e as 23
7. RESULTADOS ...ttt ettt e e e et e e ettt e e e e et e e aeabaaeaanes 23
7.1 Procesamiento Celular ... 23
7.2 Titulaciones de antiCUBIPOS .......coeeiiiiiiiiiiiieieee e 25
7.2.1 Anticuerpos titulados €n PBMCS..........couiiiiiiiiecccce e 25
7.2.2 Anticuerpo titulado en linea celular Y-79.......cc.uuieiiiiiiiiiiiieeeeeieeeee e 27
7.2.3 Anticuerpo titulado en linea celular ARPE.............cooiiiiiiiiiiii e, 27
8. DISCUSION. ..ottt ettt ettt ettt e e et e et e e te et e eteateateereeetesteareareaneas 29
9. CONCLUSION. ..ottt ettt ettt et e te et s eteetesteare e e e eteareareeneas 33

10. REFERENCIAS ... 34



I. INDICE DE FIGURAS

Fig 1. Esquema representativo de la anatomia del ojo en condiciones normales y
en Pars Planitis.

Fig 2. Imagenes de citometria de flujo del analisis de expresion de HLADR; CD38,
CD19; CD3; CD14; CD8; CD16; CCR6; CD69; CD56; CD4; CCR2; CD103; CD15;
CCR7 en PBMCs de pacientes sanos.

Fig 3. Imagenes de citometria de flujo del andlisis de expresion de CD133 en células
Y-79.

Fig 4. Imagenes de citometria de flujo del analisis de expresiéon de CD44 en células

ARPE.



ll. INDICE DE TABLAS

Tabla 1. Listado de los anticuerpos utilizados en la estandarizacion de los Ab para
la inmunofenaotipificacion de células inmunes en pacientes con PP.

Tabla 2. Resumen de las lineas celulares utilizada para la estandarizacion de la
técnica con los Ab.

Tabla 3. Resumen de las disoluciones finales a utilizar obtenidas del panel de

identificacion de acuerdo con los resultados de citometria de flujo.



Ill. ABREVIATURAS

aa Aminoacidos

Ab Anticuerpo

ARPE Células de Epitelio Pigmentado de Retina
CD Cluster de Diferenciacion

CS Corticosteroides

FcyRlIll Receptor Fc

FSC Factor de células madre

HA Hialuronano

IL-6 Interleucina 6

LB Linfocitos B

LT Linfocitos T

MHC | Complejo principal de histocompatibilidad |
NK Natural Killer

OPN Osteopontina

PMBC Células mononucleares de sangre periférica

PP Pars Planitis



1. INTRODUCCION

1.1. Antecedentes generales

1.1.1 Pars Planitis (PP)

La PP es una enfermedad ocular inflamatoria cronica caracterizada por infiltracion
linfocitaria en la pars plana y la cavidad vitrea, asi como por la presencia de
vasculitis retiniana periférica (Arellanes-Garcia et al., 2008). Se caracteriza por la
forma tejido fibrovascular y agregacion de células inflamatorias o también
denominados “bancos de nieve” en la pars plana y los “copos de nieve” que se
refiere a la acumulacion de células en la cavidad vitrea (Fig. 1). Por lo general, esta
condicioén es bilateral, aunque puede manifestarse asimétricamente (Guest et al.,
2001).

Pars planitis

Copos de nieve

Normal

Bancos de nieve

Created with BioRender.com

Fig 1. Esquema representativo de la anatomia del ojo en condiciones normales y
en Pars Planitis. A) Representaciéon del cumulo celular denominado bancos de nieve
observado en los pacientes con PP. B) Copos de nieve observados en fondo de ojo
en pacientes con PP.



1.1.2 Epidemiologia

Presenta una incidencia de hasta el 15 %, principalmente en nifios y adultos jévenes
de forma bilateral y asimétrica. La severidad de la respuesta inmune, el nivel y tipo
de células inflamatorias y sus efectos, influyen en el dafio estructural de la retina.
En México, la incidencia de esta patologia en un centro de referencia de tercer nivel
durante un periodo de estudio de 9 afios fue de 2.92 % entre todos los pacientes
con uveitis (Forrester, 2007); (Concha del Rio et al., 2020).

1.1.3 Manifestaciones clinicas

Los principales hallazgos clinicos que se encuentran son: células en camara
anterior, queratopatia en banda, membrana ciclitica, inflamacion de camara vitrea,
bancos y copos de nieve (Berker et al., 2018). Los pacientes con Pars Planitis tienen
los niveles de IL-6 mas altos respecto a otras entidades de uveitis. Dicha
interleucina es importante en la respuesta inmune del huésped al producir
reactantes de fase aguda, inducir fiebre, activacion de macréfagos, movilizacion de
neutréfilos e iniciar la respuesta inmune adaptativa (Perez et al., 2004).

Las membranas cicliticas son proliferaciones fibrovascualres formadas por la
migracion de macréfagos en el epitelio ciliar que posteriormente se diferencian en
fibroblastos, se extienden desde la parte interna del cuerpo ciliar de la base vitrea 'y
la retina periférica hacia la capsula posterior del cristalino y la hialoides anterior.
Poseen actividad contractil, es decir que si se rompe puede producir
desprendimiento del cuerpo ciliar, coroides y retina periférica (Concha del Rio et al.,
2020).

No obstante, se desconoce cuales son las células del sistema inmune que se
relacionan al desprendimiento de retina, vitritis severa cronica o hemorragia vitrea

en pacientes con Pars Planitis.



1.1.4 Diagnéstico

El diagndstico se basa en lo hallazgos clinicos, no existe un estudio de laboratorio
especifico para esta patologia, por lo que es un diagnostico de exclusién y es
indispensable descartar enfermedades sistémicas. En nifios se tiene que hacer el
diagnéstico diferencial con uveitis anterior, artritis idiopatica juvenil, sarcoidosis.
Sindrome de Bau, esclerosis multiple, toxocariasis, toxocara y retinoblastoma. En
adultos es importante descartar sarcoidosis, tuberculosis, esclerosis mudltiple,
sindrome de Behcet, sindrome uveitico de Fuchs y enfermedad de Lyme. En los
adultos mayores el diagnostico diferencial mas importante es el linfoma primario
intraocular (Ozdal et al., 2015).

1.1.5 Tratamiento

En 1984 se describio por primera vez en abordaje terapéutico que consiste en cuatro
pasos:

1.- Inyecciones perioculares de corticosteroides (CS) y prednisona oral.

2.- Crioterapia o fotocoagulacién con laser.

3.- Vitrectomia pars plana.

4.- Tratamiento inmunosupresor.

En la actualidad el primer paso con CS sigue siendo el pilar del tratamiento. Los CS
tépicos se usan solo si hay inflamacion del segmento anterior. Son ineficaces para
el tratamiento de la uveitis intermedia, especialmente en casos faquicos. Sin
embargo, en la mayoria de los pacientes se requieren CS sistémicos o perioculares.
Los pacientes con afectacion bilateral, inflamacién ocular grave o enfermedad
unilateral que no responden al tratamiento con CS periocular deben recibir
tratamiento sistémico. La mayoria de los especialistas en uveitis prefieren una dosis
de 1-1,5 mg/kg/dia de prednisona que se reduce gradualmente segun la respuesta
clinica. La terapia con pulsos de metilprednisolona intravenosa (1 gr/dia para
adultos, 30 mg/kg para nifios) puede administrarse cuando se necesita una accion

mas rapida y potente (Ozdal et al., 2015).



La terapia inmunosupresora ahorradora de esteroides debe considerarse como un
segundo paso en pacientes que requieren tratamiento a largo plazo. El metotrexato
(especialmente en pacientes pediatricos), el micofenolato mofetilo, la azatioprina y
la ciclosporina pueden usarse solos o en combinacion. La eleccién del agente
inmunosupresor puede cambiar segun la preferencia y la experiencia del
oftalmoélogo y también segun los hallazgos clinicos y la edad del paciente. El
metotrexato es el agente inmunosupresor de primera linea mas utilizado en nifios
con uveitis cronica no infecciosa debido a su historial de seguridad a largo plazo y

su buena tolerancia (Ozdal et al., 2015).

1.2. Antecedentes particulares

1.2.1 CD133

CD133 o prominina-1, una glicoproteina de superficie celular de cinco dominios
transmembrana, inicialmente asociada con el colesterol y luego descrita como un
biomarcador especifico para seleccionar células progenitoras hematopoyéticas
humanas. CD133 se reconoce como un biomarcador importante para identificar y
aislar la subpoblacion celular especifica denominada "células madre cancerosas"
en muchos tipos de neoplasias, incluido el cancer de mama. Las células CD133+
tienen propiedades de troncalidad tales como resistencia a farmacos,
autorrenovacion, capacidad de diferenciacion; alta proliferacion y son capaces
también de formar tumores en xenoinjertos. En el contexto del sistema inmune, el
marcador CD133 ha sido identificado en ciertas células del sistema inmune, pero su

funcion precisa aun no esta completamente comprendida (Tume et al., 2016).

1.2.2 HLADR

HLA -DR es una molécula tipicamente expresada por células presentadoras de
antigenos y esta asociada con la presentacion de antigenos. Curiosamente, HLA -

DR también se expresa en las células T y se ha asociado con la activacion de las



células T. Sin embargo, no se comprende por completo por qué y como las células

T activadas expresan HLA -DR (Tippalagama et al., 2021).

1.2.3 CD117 (c-kit)

CD117 (cKit) es el receptor del factor de células madre (FSC) y juega un papel
importante en la hemopoyesis temprana. Mostramos que CD117 también se
expresa después del cebado de células T CD8* humanas maduras in vitro y es
detectable después de la infeccidon primaria in vivo . La expresion de CD117 esta
mediada por una via intrinseca y es suprimida por IL-12. Es importante destacar
que el grado de expresion de CD117 estd inversamente relacionado con la fuerza
del estimulo activador y el compromiso posterior con el SCF unido a la célula
aumenta notablemente la susceptibilidad a la apoptosis. Por lo tanto, es probable
que CD117 dé forma al patrén de CD8* inmunodominancia de las células T durante
una respuesta inmunitaria primaria al hacer que las células con poca avidez por el
antigeno sean mas propensas a la apoptosis. Ademas, las células T CD117* son
muy sensibles a la apoptosis mediada por galectina-1, una molécula comiunmente
expresada en el microambiente tumoral y, por lo tanto, la expresion de CD117 puede
representar un mecanismo novedoso y potencialmente objetivo de evasién inmune

tumoral (Frumento et al., 2019).

1.2.4 CD44

CD44 es una molécula de adhesion celular que juega un papel importante en la
progresion tumoral y la metastasis. El papel de CD44 en la tumorigénesis se debe
a su union a los componentes de la matriz extracelular, incluidos el hialuronano (HA)
y la osteopontina (OPN), y a las moléculas mensajeras, como los factores de
crecimiento presentes en el microambiente tumoral. HA y OPN son muy abundantes
en el nicho de células madre leucémicas y en tumores sélidos de varios tipos de
cancer, donde contribuyen al mantenimiento de la troncalidad de las células

malignas. En consecuencia, CD44 ha sido reconocido como un marcador de células



madre cancerosas en varios tipos de canceres, lo que ha sido un tema de muchas

investigaciones recientes (Morath et al., 2016).

1.2.5 CD38

Es una glicoproteina de cadena unica que tiene 300 aminoéacidos, codificada en el
cromosoma 4. Tiene un segmento transmembrana se localiza en la superficie
celular y también se ha encontrado intracelular en el reticulo endoplasmico,
membrana nuclear y mitocondria, Regula la liberacion de citocinas, adhesion y
migracion celular a los sitios de inflamacién. Se encuentra expresado en células
epiteliales prostaticas, astrocitos de los islotes pancreaticos, células de musculo liso,
rifidn, intestino, cerebro, asi como en células B, células natural killer, neutrdéfilos,

monocitos, macrofagos y células dendriticas (Piedra-Quintero et al., 2020).

1.2.6 CD19

CD19 es una proteina codificada por un gen localizado en el cromosoma 16p11.2.
Tiene un peso de 95 kDa; se expresa en células de linaje B a excepcion de las
células plasmaticas. CD19 forma parte del correceptor de los linfocitos B (LB) junto
con CD21 y CD81 (TAPA-1). Este complejo es de vital importancia en la activacion
de los LB pues son capaces de transducir sefiales secundarias para la activacion
de estos por medio de la union de CD21 a C3d, que recubre algunos antigenos (Ag)
luego de la activacion del complemento. CD19 cumple junto con CD21 y CD81 un
papel importante en la activacion de LB pues ayuda a la transduccion de sefiales
secundarias que disminuyen el umbral de activacion gracias a la capacidad de CD19
para unirse a varias proteinas que participan en varias vias de sefalizacion
favoreciendo la activacion de factores de transcripcion. Es un regulador positivo de
la funcion de células B porque amplifica la activacion PTK de la familia Src y mejora
la actividad de la proteina quinasa activada por mitdbgeno (MAPK) y promueve la
proliferacion celular (Li et al., 2017).



1.2.7 CD3

El antigeno CD3 comprende un complejo proteico que se codifica en el brazo corto
del cromosoma 11 y es de gran importancia en la transduccion de sefales en los
linfocitos T (LT). EI CD3 estd compuesto por tres cadenas 7 polipeptidicas
designadas como vy, 6, € y ¢ no polimoérficas, que se unen para formar los
heterodimeros CD3ye, CD36¢ y adicionalmente a estas cadenas se une el
homodimero CD3(C. Los heterodimeros poseen segmentos peptidicos de 5-10
aminoécidos (aa) ricos en cisteina que desempefian un papel importante en la
transduccion de sefales. Es un marcador empleado tradicionalmente para la
deteccidén de LTCD3*. El complejo CD3-receptor de células T (TCR) juega un papel
central en la inmunorespuesta mediada por células T, ya que esté involucrado en el
reconocimiento de antigenos y la subsiguiente transduccion de sefiales y activacion

de linfocitos T inmunocompetentes (Yang et al., 2005).

1.2.8CD14

Es un co-receptor para los receptores tipo toll para activar las respuestas de
inmunidad innata a los patégenos y la lesion tisular en macréfagos y monocitos, es
indispensable para trastornos inflamatorios. Se codifica en el cromosoma 5g23-q31.
Se ha detectado en enterocitos, hepatocitos y células beta de los islotes
pancreaticos. Puede servir como un marcador de prondstico para la artritis
reumatoide y su respuesta al metotrexate. Se ha encontrado niveles elevados en
esclerosis sistémica, enfermedad de Kawasaki, pancreatitis aguda, osteoartritis,
vasculitis y colangitis biliar primaria. Es un mediador temprano critico de la
respuesta inmune innata a la sepsis, lesibn de organos y enfermedades

inflamatorias cronicas como aterosclerosis y cancer (Wu et al., 2019).

1.2.9 CD8

CD8 es una proteina codificada en el brazo largo del cromosoma 2. Al igual que
CD4, CD8 es una molécula que desempefia un papel como correceptor de los LT al



interactuar con MHC | de forma similar a como lo hace la molécula CD4 en los LTh.
Se caracteriza por ser una glicoproteina con un peso cercano a 68kDa, con dos
isoformas, CD8af3 conformada por dos cadenas diferentes denominadas CD8a y
CD8pB unidas por dos enlaces disulfuro y la isoforma CD8aa, un homodimero de
cadenas CD8a. Se ha descrito que las isoformas de CD8 se expresan de forma
diferente; por ejemplo, CD8aa se expresa a nivel intestinal en los linfocitos
intraepiteliales, LT yd, algunas células dendriticas y subpoblaciones de células NK,
mientras que la isoforma CD8af se expresa en timocitos TCRap y en LT af3
maduros. Actualmente se sabe que la afinidad de unién al MHC entre las isoformas
de CD8 es similar; sin embargo, se ha propuesto que CD8aa desempena alguna
funcion como regulador negativo de la activacibn de algunas poblaciones
linfocitarias al impedir la formacion de raft lipidicos donde se localizan el TCR/CD3
y CD8 (Flynn & Gorry, 2019).

1.2.10 CD16

CD16 es una molécula codificada en el brazo corto del cromosoma 1, tiene un peso
molecular entre 50 y 80 kDa. También es llamado el receptor de baja afinidad de la
porcidn Fc de la IgG (FcyRIll), existen dos isoformas, FcyRllla y FcyRIlIb. En las
células NK CD16 cumple un papel en la activaciéon siendo muy importante en el
proceso de citotoxicidad mediada por anticuerpos. El patron de las dos isoformas
es diferente, mientras que FcyRIlla se expresa en mastocitos, macrofagos y células

NK, FcyRIIIb se expresa en exclusivamente en neutrdfilos (Bryceson et al., 2006).

1.2.11 CCRG6

Es un receptor acoplado a proteina G (GPCR), se produce una red de sefializacion
cuando se une al ligando CCL20. Es una pieza importante en procesos biolégicos
como la homeostasis, proliferacién, quimiotaxis celular y se ha visto implicada en
enfermedades como el cancer, la psoriasis, la esclerosis multiple, la infeccion por

VIH o la artritis reumatoide. Se expresa en células B, células dendriticas inmaduras



células linfoides innatas, células de Langerhans, neutrdfilos, células T reguladoras
y células Th1l7. Las células TH17 expresan los receptores y citocinas inflamatorias
son las encargadas de esparcir la respuesta inflamatoria (Gémez-Melero & Caballero-
Villarraso, 2023).

1.2.12 CD69

Es una proteina de lecina C transmembrana tipo Il que se expresa en los linfocitos
y ciertos subtipos de células T reg y de memoria; es un marcador de activacion
temprana inducido por la activacion de células T. Se asocia con la regulacion de
salida de células T del timo y de los érganos linfoides periféricos. Es expresado por
el gen CD69 en el cromosoma 12. Se ha encontrado sobre expresado en

enfermedades inflamatorias crénicas y autoinmunes (Gorabi et al., 2020).

1.2.13 CD56

La molécula CD56 una proteina con un peso entre 120 y 180kDa, se encuentra
codificada en el brazo corto del cromosoma 11. Es una isoforma de NCAM y parece
cumplir un papel como molécula de adhesion a otras células; sin embargo, aun se
desconoce completamente su funcién. En sangre periférica es una molécula
restringida a una subpoblacién de células NK. También se observa en algunos
linfocitos, en tejido neuronal, en algunas leucemias, mielomas y neuroblastomas. La
expresion de CD56 varia en las células NK, por lo que actualmente se han descrito
5 poblaciones de células NK de acuerdo con la expresion en conjunto de CD56 y
CD16: CD56"9"t CD16°, CD569"t CD169™m, CD569™ CD167, CD56%9™ CD16PriaM,
CD56° CD16"9" (Van Acker et al., 2017).

1.2.14 CD4

Esta molécula es una glicoproteina de 55 kDa codificada en el brazo largo del
cromosoma 12. Se expresa en la superficie de varias células hematopoyéticas y

desemperfia un papel fundamental en la activacion de los linfocitos T ayudadores



(LTh) por medio de la unién con el MHC II. Cumple una funcién como transductor
de sefal por medio de la activacion de una proteina tirosina quinasa de la familia
Src. Adicionalmente también se expresa en monocitos y macrofagos (Luckheeram
et al., 2012).

1.2.15 CCR2

Es un receptor de quimiocina involucrado en la movilizacion de monocitos, son 7
dominios transmembrana unidos por bucles intracelulares y extracelulares que
contribuye a la sefalizacion intracelular, es importante en la extravasacion,
adhesion y trasmigracion de monocitos en el tejido inflamado y es esencial para la
migracion de monocitos Ly6C". Durante la inflamacion se expresa en células natural
killer, células T y basdfilo (Chu et al., 2014).

1.2.16 CD103

Integrina aE, la cual se une a la integrina B7 para formar la molécula aER717-19,
que se expresa en las células T epiteliales, células T CD4 y CD8, asi como en
leucocitos en el intestino pulmones y la piel. Dicha molécula se una a la cadherina-
E expresada en células epiteliales intestinales, queratinocitos y células de
Langerhans. Se involucrado en la patogénesis de enfermedades como asma,
hipersensibilidad alérgica de contacto (Fukui et al., 2020).

1.2.17 CD15

El antigeno Lewis x (Le x ), o CD15, es un glicano de la superficie celular que consta
de un trisacarido con la estructura GalB1-4[Fuca1-3]GIcNAc. Inicialmente
identificado por anticuerpos monoclonales a principios de la década de 1980, se
aprecio rapidamente como un marcador Util para la diferenciacién mieloide humana.
En conclusion, el glicano Lewis x (Le x /CD15) es un marcador distintivo para las
células mieloides humanas y media la adhesion de neutréfilos a las células
dendriticas (Gadhoum & Sackstein, 2008).



1.2.18 CCRY

Es un receptor transmembrana de 7 dominios acoplado a proteina G que se
albergan en los ganglios linfaticos de drenaje y pueden activar las células T,
mediando la migracion de células presentadoras dendriticas clasicas y el trafico de
células detriticas plasmocitoides Se codifica en el gen Ccrt7 localizado en el
cromosoma 17g12-g212 y tiene 378 aminoacidos. Tiene dos ligandos, el CCL19y
el CCL21 que son fundamentales en el trafico de células inmunes hacia los ganglios
linfaticos e incluso en la metastasis o invasion de algunas células tumorales maligna
(Hong et al., 2022).



2. HIPOTESIS

La estandarizacion de la titulacion de anticuerpos para la identificacion de células
inmunes en el humor vitreo de pacientes con Pars Planitis permitird una deteccion
mAas precisa de estas células, lo que facilitara la caracterizacion y seguimiento de la
enfermedad, asi como el desarrollo a futuro de estrategias terapéuticas dirigidas y

efectivas a nivel intraocular o periocular y no solamente tratamiento sistémico.

3. JUSTIFICACION

La estandarizacion de la titulaciéon de anticuerpos para la identificacion de células
inmunes en el humor vitreo de pacientes con Pars Planitis nos permitira la
identificacion de células inmunes en el humor vitreo; y una estandarizacion correcta
del panel de anticuerpos para la identificacién ayudara a obtener resultados mas
confiables y mejorar la precision diagnéstica; con ello facilitara valorar el
seguimiento y evolucion de las células inmunes en el humor vitreo de los pacientes,
lo que permitira evaluar la respuesta al tratamiento, identificar recaidas y ajustar las

estrategias terapéuticas de manera mas precisa.



4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo general

Estandarizar la inmunofenotipificacion de las células inflitradas en humor vitreo por
medio de citometria de flujo de pacientes con Pars Planitis en la Asociacion para
Evitar la Ceguera en México I.A.P.

4.2 Objetivos particulares

4.2.1 Establecer los anticuerpos fluorescentes que se utilizaran en el protocolo.

4.2.2 Establecer el protocolo de compensacion adecuado.

4.2.3 Establecer una titulacion de anticuerpos apropiada en cada una de las lineas
celulares a utilizar (PBMCs, ARPE o Y-79).

4.2.4 Analizar los resultados de las citometrias de flujo y determinar concentracion
adecuada de cada anticuerpo.



5. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Estandarizar la inmunofenotipificacion de las células infiltradas en humor vitreo por

medio de citometria de flujo de pacientes con Pars Planitis en la Asociacion para Evitar
la Ceguera en México |.A.P.

Lineas celulares utilizadas

PBMCs ARPE Y-79

! T 1
'

Compensacion

!

Titulacién de anticuerpos

Anticuerpo
BUV395 CD133
Marcador
de
ZOMBIE viabilidad
(biolegend)
BUV496 HLADR
BUVS63 CD117 (c-kit)
BUV661 cD44
BUV805 cD38
Bv421 D19
BV570 CD3
BV605 cD14
BV650 D8
BV711 cD16
BV785 CCR6
PE CD69
PECF594 CD56
PECY5.5 cD4
PECY7 CCR2
APC €D103
AF700 CcD15
APCCY7 CCR7

Citometria de flujo

!

Obtencion de volimenes finales adecuados




6. MATERIALES Y METODOS

6.1 Lineas celulares

La linea celular Y-79 (ATCC HTB-18) LOT: 63743666 se mantuvo y se propago en
medio Roswell Park Memorial Institute (RPMI) de ATCC 1640 suplementado con
10% de suero fetal bovino (SFB) y 1% V/V de antibiético en botellas de cultivo de
75cm?, Las condiciones de incubacién fueron de 37 °C a 5% de CO,. Posteriormente

llegada la confluencia al 70% fueron utilizadas para la titulacion de anticuerpos.

La linea celular ARPE (células del epitelio pigmentado de la retina) se mantuvieron
en medio Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) alto en glucosa y con L-
glutamina (ATCC-30- 2002) suplementado con 10% de suero fetal bovino (SFB) y
1% VIV de antibiético en botellas de cultivo de 75cm?. Las condiciones de
incubacion fueron 37°C y 5% de CO2. Posteriormente llegada la confluencia al 70%

fueron utilizadas para la titulacion de anticuerpos.

Las células PMBCs; fueron obtenidas de pacientes sanos y aisladas por medio del
protocolo de gradiente de densidad o también conocido como Ficoll-Paque. Segun
la densidad diferente de cada poblacion de células sanguineas, se pueden separar
mediante una centrifugacién de un solo paso con el medio de gradiente de densidad
correspondiente. Estas fueron cultivadas en medio R10 (RMPI suplementado con
suero fetal bovino 10%; 1% V/V glutamina y 1% V/V de antibi6tico) en botellas de
cultivo de 75cm?. Las condiciones de incubacién fueron 37°C y 5% de CO..
Posteriormente llegada la confluencia al 70% fueron utilizadas para la titulacion de

anticuerpos.

6.2 Compensaciones

La compensacién es un procedimiento adicional y esencial cuando se utilizan

tinciones policromaticas, ya que es mas probable que exista superposicion entre los



espectros de emision de los fluorocromos utilizados. El proceso de compensacion
permite corregir esta superposicion. Aunque se prefiere el uso de marcadores de
alta densidad para la compensacion, también se reconoce que lo realmente
importante es proporcionar al software una sefial positiva y una sefial negativa, o
dos poblaciones con intensidades de fluorescencia lo suficientemente diferentes y
con la misma autofluorescencia, con el objetivo de evitar la superposicién en los
espectros de emision de los fluorocromos presentes en la tincion y evitar obtener
resultados incorrectos. Las compensaciones en el presente trabajo se realizaron
con perlas de compensacion CompBead (Marca BD, Cat: 51-90-900129); se les
coloco el volumen indicado para cada Ab (Tabla 1) y se dejaron incubar toda la
noche a 4°C. Posteriormente se lavaron con Stain Buffer (BD) y se centrifugaron a

1500 rpm durante 10 minutos; y finalmente resuspendidas en formalina 1%.

Tabla 1. Listado de los anticuerpos utilizados en la estandarizacion de los Ab para

la inmunofenotipificacion de células inmunes en pacientes con PP.

Anticuerpo

CD133
HLADR
CD117 (c-kit)
CD44
CD38
CD19
cD3
CD14
cD8
CD16
CCR6
CCR7
CD69
CD56
CD4
CCR2
CD103
CD15



6.3 Titulacion de anticuerpos

La titulacion de anticuerpos (Ab) es un procedimiento diseflado para evaluar la
concentracion adecuada de Abs a utilizar en técnicas de inmunofenotipificacion. Se
ha mencionado que la concentracion éptima de Ab es aquella que permite una mejor
distincidn entre una célula positiva y una célula negativa, lo cual es esencial para
determinar la relacion entre la sefial (intensidad de fluorescencia de la tincion) y el
ruido (uniones no especificas). Para lograr esto, es necesario obtener la intensidad
media lineal del canal de fluorescencia tanto para las células positivas como para

las negativas o el ruido.

7. RESULTADOS

7.1 Procesamiento celular

La titulacion de anticuerpos se llevé a cabo en la Unidad de Investigacion de la
Asociacion para Evitar la Ceguera en México, I.A.P, se necesitaron células que
expresaran los anticuerpos a titular; se ocuparon tres diferentes lineas celulares
(Tabla 2).

La primera linea celular fue las células PMBCs (peripheral blood mononuclear cell/
monocitos celulares de sangre periférica) extraidas de pacientes sanos; en ellas se
realizé la titulacién para los anticuerpos CD3, CD4, CD8, CD14, CD19, CD3s8,
CD103, CD56, CD69, CCR2, CCR6, HLADR, CD15, CCR7, CD16.

La segunda linea celular empleada fue las ARPE (células del epitelio pigmentado

de la retina) y con ellas se realizaron las titulaciones de los anticuerpos CD44.

Y finalmente en la linea celular Y-79, es una linea celular de retinoblastoma, y con

ella se realizaron las titulaciones de CD133 y CD117 c-kit.

Posteriormente las muestras celulares fueron procesadas en el citbmetro de flujo

del Centro de Investigacion en. Enfermedades Infecciosas (CIENI).



Tabla 2. Resumen de las lineas celulares utilizada para la estandarizacion de la
técnica con los Ab.

PBMCs ARPE Y-79

HLADR CD44 CD133
CD38 - CD177 c-kit
CD19 - )
cD3 - ]
CD14 - )
cD8 - ]
CD16 ; )
CCR6 - ]
CCR7 - )
CD69 - )
CD56 - ]
CD4 ) -
CCR2 - ]
CD103 - )
CD15 - )




7.2 Titulaciones de anticuerpos

7.2.1 Anticuerpos titulados en PBMCs
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Fig 2. Imagenes de citometria de flujo del analisis de expresiéon de HLADR; CD38,
CD19; CD3; CD14; CD8; CD16; CCR6; CD69; CD56; CD4; CCR2; CD103; CD15;
CCR7 en PBMCs de pacientes sanos. Se representa las graficas los niveles de

expresion de los anticuerpos (eje horizontal) y la complejidad celular (eje vertical).



7.2.2 Anticuerpo titulado en linea celular Y-79
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Fig 3. Imagenes de citometria de flujo del andlisis de expresion de CD133 en células
Y-79. A la izquierda se representa la grafica de todas las células tumorales
ordenadas segun los niveles de expresion del Ab CD133 (eje horizontal) y la

complejidad celular (eje vertical).

7.2.3 Anticuerpo titulado en linea celular ARPE
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Fig 4. Imagenes de citometria de flujo del analisis de expresién de CD44 en células
ARPE. A la izquierda se representa la grafica de todas las células de retina
ordenadas segun los niveles de expresion del Ab CD44 (eje horizontal) y la

complejidad celular (eje vertical).



La tabla de volumenes finales obtenidas después de titular los anticuerpos se

presentan a continuacion (Tabla 3). Los valores representan las diluciones a utilizar

y las respuestas obtenidas en el ensayo, que reflejan la capacidad del anticuerpo

para reconocer y unirse especificamente a su antigeno objetivo. Estos resultados

son cruciales para determinar la eficacia y la afinidad del anticuerpo, asi como para

evaluar su potencial aplicacion en diagnéstico, terapia o investigacion. La tabla

proporciona una visién detallada de los titulos alcanzados y permite realizar

comparaciones entre diferentes muestras o condiciones experimentales.

Tabla 3. Resumen de las disoluciones finales a utilizar obtenidas del panel de

identificacion de acuerdo a los resultados de citometria de flujo.

Fluorocromo Anticuerpo Células | Dilucion
a utilizar
BUV395 CD133 Y-79 1:50
BUV496 HLADR PMBCs 1:160
BUV563 CD117 (c-kit) Y-79 Falta
titular
BUV661 CD44 ARPE 1:200
BUV805 CD38 PMBCs 1:50
BVv421 CD19 PMBCs 1:20
BV570 CD3 PMBCs 1:20
BV605 CD14 PMBCs 1:160
BV650 CD8 PMBCs 1:320
BV711 CD16 PMBCs 1:500
BV785 CCR6 PMBCs 1:80
PE CD69 PMBCs 15
PECF594 CD56 PMBCs 1:160
PECY5.5 CD4 PMBCs 1:1000
PECY7 CCR2 PMBCs 1:160
APC CD103 PMBCs 1:100
AF700 CD15 PMBCs 1:60
APCCY7 CCR7 PMBCs 1:160



8. DISCUSION

La estandarizacion de las técnicas moleculares es de suma importancia en la
investigacion cientifica y en el ambito clinico por diversas razones. A continuacion,
se discuten algunos aspectos relevantes sobre la importancia de la estandarizacion

de estas técnicas:

1. Reproducibilidad de los resultados: La estandarizacion garantiza que los
protocolos y procedimientos utilizados en las técnicas moleculares sean
consistentes y uniformes. Esto permite la reproduccién de los resultados obtenidos
en diferentes laboratorios y por diferentes investigadores. La falta de
estandarizacion puede conducir a variaciones significativas en los resultados, lo que

dificulta la comparacion y validacion de los hallazgos.

2. Comparabilidad de los datos: Al estandarizar las técnicas moleculares, se
asegura que los datos generados sean comparables entre diferentes estudios y
experimentos. Esto es esencial para poder integrar y sintetizar la informacién
obtenida en diferentes contextos y establecer conclusiones sélidas. La falta de
estandarizacion puede dar lugar a diferencias en los métodos utilizados, lo que
dificulta la comparacion y la interpretacion de los datos.

3. Avance en la investigacion colaborativa: La estandarizacion de las técnicas
moleculares fomenta la colaboracién y el intercambio de conocimientos entre
diferentes laboratorios e investigadores. Cuando todos los involucrados siguen los
mismos protocolos y estandares, se facilita la comparacién de resultados y se
promueve una mayor confianza y fiabilidad en los hallazgos. Esto permite la
generacion de datos robustos y reproducibles, asi como el establecimiento de

consensos cientificos mas solidos.

4. Mejora en el diagnéstico y tratamiento clinico: En el ambito clinico, la

estandarizacion de las técnicas moleculares es fundamental para garantizar la



precision y fiabilidad de los resultados obtenidos. Esto es especialmente relevante
en el diagndstico de enfermedades genéticas, infecciosas y oncoldgicas, donde la
identificacion precisa de mutaciones genéticas, la deteccion de patégenos
especificos o la evaluacién de biomarcadores son cruciales para el manejo clinico
adecuado de los pacientes. La estandarizacion asegura que los resultados sean
comparables entre diferentes laboratorios y facilita la toma de decisiones clinicas
basadas en evidencia sdlida.

5. Calidad y seguridad de los productos biolégicos: En la produccion de productos
biolégicos, como terapias génicas, vacunas y productos sanguineos, la
estandarizacion de las técnicas moleculares es esencial para garantizar la calidad
y seguridad de los productos. La estandarizacion asegura que los procesos de
fabricacion y control sean uniformes y reproducibles, 1o que minimiza el riesgo de
variaciones indeseables y garantiza la eficacia y seguridad de los productos

utilizados en la atencién médica.

En el presente trabajo se realiz6 una estandarizacion de un panel de anticuerpos y
es de suma importancia en la citometria de flujo la técnica a utilizar para la
identificacion celular en muestras de vitreo de pacientes con Pars Planitis debido a
gue garantiza una correcta y precisa deteccién de antigenos especificos en las
células. La titulacién permite determinar la concentracién éptima de anticuerpos
necesaria para obtener una sefial de fluorescencia adecuada y distinguir de manera
confiable las células positivas de las negativas. Al estandarizar la titulacion de
anticuerpos, se minimiza la variabilidad entre experimentos y se asegura la
reproducibilidad de los resultados. Esto es esencial para obtener datos confiables,
comparables y precisos en estudios de inmunofenotipificacion, investigacion basica,

diagnéstico clinico y desarrollo de terapias dirigidas.

La titulacién de anticuerpos en la citometria de flujo es un paso critico para obtener
informacion valiosa sobre la expresion de marcadores celulares y con ello

inmunofenotipificacion de estirpes celulares que hasta hoy en dia no se han



identificado. Estas células son de importancia en procesos inflamatorios como la

Pars Planitis y el identificarlas es de suma importancia ya que su infiltracion en el

humor vitreo del paciente tiene consecuencias que afectan la anatomia ocular y el

funcionamiento visual.

Algunas de las principales complicaciones oculares incluyen:

Opacidad y disminucion de la vision: La presencia de células inflamatorias en
el vitreo puede provocar opacidad en este fluido gelatinoso que llena la
cavidad ocular. Esta opacidad puede afectar la transparencia del vitreo y
causar una disminucion en la agudeza visual. Cuanto mayor sea la infiltracion
celular, mayor sera el grado de opacidad y la afectacién visual. La presencia
de células en el vitreo ocasiona liberacion de citocinas que conllevan a la

inflamacion de diferentes tejidos intraoculares.

Formacioén de sinéquias y tracciones: En casos més severos de Pars Planitis,
las células infiltradas en el vitreo pueden llevar a la formacién de sinéquias,
gue son adherencias entre diferentes estructuras o tejidos del ojo. Estas
adherencias pueden provocar tracciones en la retina, el cuerpo ciliar u otras
estructuras, lo que puede ocasionar problemas como desprendimiento de
retina, glaucoma o alteraciones en la producciéon y drenaje del liquido

intraocular.

Edema macular y compromiso de la macula: La presencia de células
inflamatorias en el vitreo puede provocar un aumento en la permeabilidad de
los vasos sanguineos de la retina, lo que puede resultar en la acumulacion
de liquido y edema en la region central de la retina conocida como macula.
El edema macular puede llevar a una disminucién significativa de la agudeza
visual y afectar la visién central, lo que dificulta tareas como leer, reconocer

rostros o ver detalles finos e incluso ceguera.



Cicatrizacion y fibrosis: La respuesta inflamatoria cronica en la PP puede
desencadenar procesos de cicatrizacion y fibrosis en el vitreo y tejidos
adyacentes. Esto puede conducir a cambios estructurales y funcionales en el
0jo, como la formacion de membranas contractiles que ejercen tracciones en
la retina y otros tejidos oculares, alterando aun mas la funcion visual y
aumentando el riesgo de complicaciones graves como el desarrollo de

desprendimiento de retina.

Administracion de inmunosupresores: los inmunosupresores desempefan un
papel importante en el manejo de la PP, pero su uso conlleva riesgos
asociados, como el aumento de la susceptibilidad a infecciones y la
posibilidad de efectos secundarios sistémicos. Ademas, el costo de estos
medicamentos puede ser una barrera para el acceso a un tratamiento

adecuado.



9. CONCLUSION

En conclusion, la estandarizacion de la titulacion de anticuerpos mediante citometria
de flujo para la identificacion de células inmunes en el humor vitreo de pacientes
con Pars Planitis ha demostrado ser un paso crucial en el avance de la
caracterizacion y comprension de esta enfermedad inflamatoria ocular. A través de
este trabajo, hemos logrado establecer un protocolo confiable y reproducible que
nos permitird una deteccidon precisa y cuantificacion de las células inmunes
presentes en el humor vitreo, y en consecuencia una alta precision diagnoéstica. Esto
ha permitido una identificacion mas precisa de las células inmunes involucradas en
la PP, lo que contribuye a una mejor comprension de la fisiopatologia de la

enfermedad y facilita la toma de decisiones clinicas mas informadas.

Este estudio podria también impulsar la investigacion cientifica en el campo de la
Pars Planitis. Al contar con un protocolo estandarizado, los resultados obtenidos
pueden ser comparables y reproducibles, lo que fomenta la colaboracion cientifica
y el intercambio de conocimientos. Ademas, la estandarizacion sienta las bases
para investigaciones futuras y el desarrollo de nuevas terapias dirigidas

especificamente a las células inmunes implicadas en la patogénesis de la PP.

En resumen, la estandarizacion de la titulacién de anticuerpos mediante citometria
de flujo ha sido un logro significativo en el estudio de la Pars Planitis en la Asociacién
para Evitar la Ceguera en México I.A.P. Se mejorara la precision diagnostica, el
seguimiento de la enfermedad y se impulsard la investigacion cientifica en este
campo abriendo una nueva linea de investigacion a futuro. Este avance contribuye
a una atencion médica mas precisa y personalizada, abriendo nuevas puertas para
el desarrollo de terapias y enfoques terapéuticos mas efectivos en el manejo de la
PP.
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