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Las Inmunodeficiencias Primarias

* Las inmunodeficiencias primarias son

un grupo heterogéneo de desordenes
del sistema inmune.

* Son desordenes dificil de diagnosticar y
requieren de una evaluacion integral
del sistema inmune.

(Stiehm, et al 2004)
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Las Inmunodeficiencias Primarias en LATAM
Porcentaje(%) | Sindrome | _Enfermedades principales |

52 Deficiencias de anticuerpos Agammaglobulinemia, XLA, CVID,
Sindrome de Hiper IgM X, Hiper IgM
autosomica recesiva, SIGAD,
Deficiencia IgG

19 Inmunodeficiencias bien definidas WASP, Sindrome DiGeorge

9 Inmunodeficiencias combinadas SCID, Sindrome de Omemn,
Deficiencia CD40, Deficiencia de MHC
Clase Il, Ataxia Telangiectasia

6.2 Desordenes autoinflamatorios ALPS
3 Deficiencias del complemento C5, C3, C4, Factor B...
1 Deficiencias en la inmunidad innata Deficiencias de neutrofilos,

1 Enfermedad de la desregulacion del Sistema inmune  XLP, IPEX, CMC, HIES, FHL



La citometria de flujo

e La citometria de flujo es una herramienta util
para el estudio de células. Es un aparato qué
coloca a las células en suspension y las interroga a
través de laseres.

* Permite analizar multiples parametros en
diferentes poblaciones celulares a la vez ya qué
colorea a las células con un tinte sensible a la luz,
obteniendo informacion de millones de células en
segundos.

* Los datos se adquieren rapido, son cuantitativos,
los analisis son multiparamétricos, cada evento o
célula puede ser analizada individualmente.
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Beneficios de la citometria de flujo en el diagnodstico

* La citometria de flujo permite conocer el problema
de raiz, ya que podemos analizar las caracteristicas de
las células y como se comportan.

* Posibilita un diagndstico mucho mas precoz por lo
qgue reduce costos y el numero de diferentes pruebas.
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* Una vez identificada la causa de la enfermedad nos
permite dar seguimiento a los pacientes ante el
tratamiento que se les ha brindado.
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(Flores-Gonzalez, et al 2020)



La citometria de flujo en el diagnostico

* La citometria de flujo es una herramienta
sensible e indispensable para la evaluacion
rapida del sistema inmune.

* Aplicaciones
inmunodeficiencias

diagnostico de
alergias,

para el
primarias,

autoinmunidad y cancer:

1.
2.

El estudio de poblaciones especificas.
Proteinas especificas de la membrana
celular.
Proteinas
intranucleares.
Anormalidades funcionales.
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Estudio de poblaciones espemﬂcas

* Para diagnosticar las
inmunodeficiencias primarias
estudiamos la presencia a bajos niveles
y/o ausencia de poblaciones celulares
totales.

* Algunas poblaciones importantes:

1. Granulocitos (Neutréfilos, Basofilos y
Eosinofilos).
de

2. Poblaciones células

(subpoblaciones).

T v B

3. Células Natural Killer.
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Estudio de poblaciones especificas

* Los pacientes con inmunodeficiencias severas combinadas (SCID) carecen de
células T, el cual tiene un impacto directo en las células B v NK.
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Proteinas especificas de la membrana celular

* Algunas inmunodeficiencias
primarias se caracterizan por la falta
de receptores proteicos en |la
superficie de las poblaciones
celulares.

* Los pacientes con el sindrome de
hiper I1IgM ligado al cromosoma X
fallan en expresar un receptor en la
superficie de células T activadas y en
algunos casos hay falla en |Ia
expresion de proteinas en células B.
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Deficiencia de adhesion leucocitaria:

Es una inmunodeficiencia en |la que las células del sistema inmune fallan en adherirse a la

pared de las vesiculas sanguineas. Las células no son capaces de llegar al sitio de
inflamacion/infeccion.

(Adaptado de Pease, et al 2006)



Deficiencia de adhesion Leucocitaria (LAD)

* Infecciones severas
bacterianas/fungicas recurrentes
(principalmente en I|a piel y las
mucosas).

* Fallas en la reparacion de heridas

* Neutrofilia en la sangre (10,000-
40,000/mm3) pero neutropenia en
tejido.

(x1,

SSC-A

1-A:
1-B:
1-C:

CD11B markers.
CD18 marker in leukocytes of normal individual. Control.
CD18 marker in leukocytes of the patient.
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Allergol mimunopathol (Madr). 2012;40:254-8

(Garcia et al 2012)



Proteinas especificas intracelulares

e Algunas inmunodeficiencias se
caracterizan por la baja expresion de
proteinas especificas intracelulares.

* Ejemplo Los pacientes con el
sindrome de Wiskott-Aldrich
(WASP) tienen bajos niveles de
expresion de |a proteina WAS
intracelular en linfocitos y células
mieloides.
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Enfermedad Cronica Granulomatosa (CGD)

* La enfermedad cronica granulomatosa es un
desorden en el que un fagocito (célula que ayuda a
eliminar infecciones) no funciona de manera
adecuada.

* Los pacientes con CGD tienen infecciones en la piel,
higado, estomago, intestinos, cerebros y ojos. Entre
estos estan asociados a: fiebre, irritacion en la piel,
sistemas gastrointestinales, entre otros.

e Se forman granulomas, coleccion de células
inmunes que se agrupan entre si cuando no pueden
eliminar patégenos. Se forman alrededor de todo el
cuerpo.

(Leidwig, et al 2013)

Lymph nodes Lung
(infection) (pneumonia)
Liver Stomach
(abscess) (granuloma)
Colon O— Urinary tract
(colitis) (granuloma)
Bone Skin
(infection) (abscess, infection,
granuloma, acne)

(Actimmune, Ultima visita Sep 2023)



Cell count

Prueba DHR

* La prueba DHR tiene la habilidad de evaluar la
produccion de superodxidos en los neutrofilos, el cual
es un indicador de riesgo en infecciones serias.

* La prueba DHR puede distinguir entre enfermedad
crénica granulomatosa (CGD) autosdmica recesiva y la
vinculada al cromosoma X.
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Paciente con CGD vinculada al cromosoma X
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Bronquiectasia

e Se define como una dilatacion anormal de los bronquios

y esta caracterizada por infeccion cronica en el tracto
respiratorio por bacterias.

* Entre los sintomas principales predominan tos cronica,
produccion de esputo, dificultad para respirar, sinusitis y
fatiga.

* Las personas adultas con bronquiectasia tienen sintomas
a largo plazo desde la nifiez y recurrentes en el tracto
respiratorio superior. Esto sugiere qué hay una disfuncion
inmune. (La hipogammaglobulinemia se ha asociado con la
bronquiectasia, especificamente en respuestas hacia H.
influenzae, S. pneumoniae y S. aureus ).

Il >40 studies

B 171-15 studies
B 16-20 studies
B 6-10 studies

<5 studies

(Chalmers, et al 2017)

¢
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Bronquiectasia

Oxidative burst
 King et al, realizaron un analisis de diferentes

: : 1000 ‘
componentes del sistema inmune. Entre ellos - :
examinaron las poblaciones celulares en la sangre < 9 itk gk
(neutrofilos, eosindfilos, linfocitos) y las S5 ':E"' t
inmunoglobulinas. = 3 100} . e

L e : il
) ) O (@) s
* Posteriormente, se enfocaron en las diferentes @ 3
subpoblaciones de linfocitos (T y B) y la funcion de :
neutréfilos  (fagocitosis y  explosién  oxidativa) 10

(diagndstico comun en la enfermedad granulomatosa Control - Bronchiectasis

cronica y/o cuando se observa la formacién de
granulos) estimulando con una preparacién de S.
aureus.

(King, et al 2006)



Proliferacion células T Proliferacion células B

oy

Célula T CD4+ ( ’

Naive

CélulaT &
Memoria %
a 5 Células B
e
Falla en proliferacion de célula T Falla en proliferacion de célula B

T o\
H ‘:..

Células B

Célula T CD4* ( ;
Naive )@
CélulaT
Memoria D

S

Células B

N\

19



Evaluacion funcional celular

Paciente con falla de proliferacion celular

* Podemos evaluar de manera g o

funcional las  poblaciones =5

celulares al exponerlas a un
estimulo especifico y estudiar

su division celular.

-139

VPD 450

Paciente Sano

*En el caso de Ataxia
telangiectasia hay un a baja '
proliferacion de células T y B
ante diferentes estimulos.

1000

Count

500

M 0 102 10° 10* 10° M 2 10° 10* 10°
-139 VPD 450 —106 VPD 450

(De Stefano, et al 2016)



Diagnostico genéetico

* La secuenciacion del exoma, la parte
codificante de proteinas del genoma se
utiliza en la medicina clinica para
diagnosticar enfermedades raras
hereditarias, desordenes congénitos vy
cancer.

* La secuenciacion de exomas es util para
tener un diagnostico preciso que puede
influir en el tratamiento y asesoramiento
genético. Puede detectar mutaciones,
deleciones e inserciones.

A

(U of Arizona 2023)

(Rabbani, et al 2014)
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Secuenciacion de U

tima generacion (Exoma)

* Se analiza la totalidad de genes Secuenciacion de ultima generacion

asociados a cada sospecha clinica
(entre 1 a 21,000 genes).

e Cada gen se analiza en su totalidad
(no mutaciones puntuales).

* No es necesario que el médico
conozca los genes que se desean
evaluar.

* EI meédico puede tener una
sospecha clinica o desear que Ia
prueba genética le brinde el
diagnostico.

DNA

——

_H

ADN del
paciente T«

(Rabbani, et al 2014)
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(De Stefano, et al 202f6)



Secuenciacion de U

® A

tima generacion (Exoma)

Genes Make Proteins

Human
Body

Human
Cell

DNA

Gene

—

Protein

The body is made of cells. Cells contain DNA. Genes are made of DNA, and they make proteins.

Enfermedad

 Cada humano tiene diferentes mutaciones en su exoma, sin embargo,
distinguir entre mutaciones insignificantes y patogénicas es clave para

interpretar los resultados de |la secuenciacion exomica.
(Rabbani, et al 2014)

(Rabbani, et al 2014)
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Distintos enfoques de aproximacion al diagnostico

paciente con
cuadro
clinico claro

paciente con
sobreposicion de
sospechas clinicas

paciente sin
diagnostico clinico
claro

v

v

v

prueba genética

panel genético
especifico

confirmacion del
diagnostico

panel genético dirigido a
sospecha clinicay
diagnostico diferencial

esclarecimiento del
diagnostico

secuenciacion exomica
clinica (6,700 genes)

secuenciacion exomica
completa (21,000 genes)

Determinacion del
diagnostico clinico
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Apoyo diagnostico a diferentes especialidade?.BlotI

medicas
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§ Bioti
Enfermedades relevantes

Pediatria B Inmunologia

Fibrosis quistica e Inmunodeficiencias primarias

Sordera congénita e Agamaglobulinemia
Hipercolesterolemia e Sindrome Hiper IgE

Hemocromatosis e Asma

Neurofibromatosis e Sindrome linfoproliferativo autoinmune
Enfermedad Tay-Sachs
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Nosotros
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* Nos enfocamos en el diagnodstico celular y

molecular utilizando las tecnologias mas
innovadoras y novedosas para el estudio de
enfermedades y sindromes relacionados al
sistema inmune.

e Nuestro laboratorio ofrece un servicio

comprensivo incluyendo: inmunodeficiencias,
alergia, autoinmunidad, cancer, enfermedades
cardiovasculares, errores innatos del
metabolismo y otros.

e Nuestro sistema se basa en el uso de Ia

secuenciacion de nueva generacion, citometria
de flujo y cultivos celulares.
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