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Objetivos

e Conocer como puede estudiarse la funcion del
sistema inmune

* Interpretar los resultados de técnicas que usan
como base las interacciones antigeno-anticuerpo

* Conocer las aplicaciones de las distintas técnicas en
la clinica y en investigacion



Técnicas basadas en |3
interaccion
antigeno-anticuerpo




Interaccion antigeno-anticuerpo

* Interaccidn primaria ) ¢ Interaccidn secundaria

* No visualizable  Visualizable
* Antigeno monovalente * Antigeno multivalente
* Requieren método de * Requieren altas
revelado concentraciones de
Ag/Ac

Lo



Algunos conceptos

* Sensibilidad

* Especificidad

e Técnicas cuantitativas

* Técnicas cualitativas

e Técnicas semi-cuantitativas
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Caso 1

Enrique, de 71 anos, consulta por o
presentar fiebre de 3 dias de
evolucion (39.5°C), tos con &
expectoracion purulenta y dolor /
punzante en la parrilla costal
derecha. La radiografia muestra
una imagen compatible con

neumonia en base derercha. :

¢Como espera encontrar los
valores de leucocitos circulantes?
¢Y las proteinas?




Hemograma vy eritrosedimentacion

Eritrosedimentacion

Hemograma con recuento y
formula leucocitaria

Recuento manual:
camara de Neubauer

Recuento automatizado:

autoanalizadores
(también calculan
formula leucocitaria)
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Formula leucocitaria y frotis

____— Eosindfilo

o —— Neutrdfilo
Linfocito +——__

—  Basofilo

Monocito «——

2.500 a 8.000 mil/mm’
ot [ weron | rowesmomnar |
[Eosinofilos | 1ad% | 50 a 500 mil/mm’
|Bas¢ﬁ|os || 0al% || 25 a 100 mil/mm’




Valores normales de subpoblaciones de
linfocitos en adultos

Tabla 1. Intervalos de referencia de subpoblaciones linfocitaras en adultos sanos de acuerdo a sexo, ciudad de Lima, Perd

§ubp<_>blaci s Masct':lg:o (n=197) - Fmt'l%o (n=121) S .
linfocitarias Media = DE [iC 90%) {iC 90%) Media = DE {iC 90%) {iC 90%)

CD3+ (linfocitos T)

Recuento absoluto 08 29 08 28

(10° células/pL) 160£05 58 p9) (2.5-30) 16205  57.09) (25-30) 0724

473 809 52,7 826
M M (%) “.8 3 7.9 (45.7 = 51 / 4) m's =\ &'3) 53.8 x 7.7 (48.0 - !-5.1) (81 .o ¥ 87.7) 0.w1
CD3+ CD4+ (linfocitos T cooperadores)

Recuento absoluto 4310 16010 4370 1600,0

(células/ul) Solfh T (3&22 gaa 0 (4230- 16190) S £210 mgz 5390) (13940~ 16790) LS
CD3+ CD8+ (linfocitos T citotéxicos)

Recuento absoluto 2340 985.0 2370 11140

(célulasiul) 538,0 £ 200,0 542012180 0,867

“76'36 534.0) (910'°5b,12°82'0) (213,%; 375,0) (913, 0425 18406 0)

08 09
CD3+CD4+/CD3+CD8+ 17x05 (07-09) @ 8 3 1) 19106 (0.8-1,0) @ 8 3 3) 0,083
CD19+ (linfocitos B)
Recuento absoluto 1520 7070 170,0 7610
(célulasiyl) 3730+ 1300 396,01 1550 (1360- 1740)  (6630-772,0) 0,156

(13001630) _(6330.7230) ] 0.7
Recuentoporcentual (%) 134236  ¢5"75  (194.218  12%43 69789  (43-260) 0086
CD3.CD56+ (linfocitos NK)

Recuento absoluto 1430 765.0 96,0 799,0
(céhulasiul) 48901690 (1330-2000)  (76198130) 41501820 (610; 1440 (1120-9030 0,003
Recvenoporcentual (%) 184243 657900)  (0i202) 51252 geies  atisg) <000

DE: desviacion estandar, LRI: limite de referencia inferior, LRS: limite de referencia superior. IC: intervalo de confianza
Nota: valores hallados por percentiles (intervalo del 95%) y sus intervalos de confianza (CLSI C28-A3) ™

Rev. peru. med. exp. Salud publica vol.30 no.2 Lima abr. 2013



Caso 2

Marcela, de 27 anos, padece Lupus Eritematoso
Sistémico. Hace una semana que presenta episodios
de hematuria y tension arterial elevada. Usted
sospecha una nefritis lupica, lesion que se produce
por deposito de complejos inmunes en el glomérulo.

¢ Qué marcadores séricos le resultaria util medir?



Inmunodifusion radial
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Caso 3

Pablo, de 22 afnos, es traido a la guardia por una
ambulancia tras un accidente de moto en la
Autopista Buenos Aires-La Plata. Pablo presenta una
lesion cortante con sangrado activo en el miembro
inferior derecho. Su tension arterial es 70/50.
Ademas de la expansion con solucion fisiologica,
usted se plantea la necesidad de una transfusion

¢Qué estudio de laboratorio debe hacer previo a la
transfusion? ¢ Por qué?



Determinacion de grupo vy factor
A Antigeno D A Antigeno B A Antigeno A

_

En presencia de Ac
antiA,antiByantiD




Determinacion de la presencia
y/o concentracidn de antigenos
Y anticuerpos



Repaso — Respuesta B

7)) 1° DOSIS 2° DOSIS

© | |DE ANTIGENO DE ANTIGENO
@

T

€ N
(4]

(¢}]

v

o

2 v
o

Tiempo




1° DOSIS
DE ANTIGENO

Titulo de anticuerpos

2° DOSIS
DE ANTIGENO

IgM

Tiempo




Primaria Secundaria
Tiempo requerido 9-10 dias 1-3 dias
Intensidad menor mayor
|sotipos IgM > IgG IgG, IgA, IgE
Afinidad Ac Baja Alta
Inmunogeno Hidratos de Proteinas,
carbono, lipidos, glicoproteinas,
proteinas, glico- vy lipoproteinas
lipoproteinas




Caso 4

Usted se encuentra
realizando el control de salud
de Filomena, de 55 anos,
oriunda de Santiago del
Estero. En la radiografia de
torax y el ECG evidencia
cardiomegalia y alteraciones
funcionales. Usted decide
descartar el diagnodstico de
Enfermedad de Chagas

¢Qué puede buscar en el
suero del paciente para
realizar el diagnéstico?




Hemaglutinacion indirecta

DILUCION
DELSUERO 2 4 8 16 32 64 128 256 512

Paciente 1
Paciente 2

Paciente 3

Agqlutinacion pasiva o indirecta

Partlcula inert

< Agsoluble

At especifioo ——%
REVERSA




Caso 5

Joaquin, de 16 anos, concurre a la consulta con su
médico de cabecera por segunda vez. En la primera habia
expresado preocupacion porque mantiene relaciones
sexuales sin preservativo, y en el colegio le contaron que
es posible contraer algunas enfermedades por esta via.
Usted solicitd en la pasada consulta los estudios
pertinentes, y hoy trae los resultados, los cuales son
todos negativos con excepcion de un titulo de VDRL de
128

¢Queé significa titulo? ¢ Qué significa seroconversion?



Titulo

Diluciones de los sueros

Ag particulado:
c




Fendmeno de prozona

DILUCION
DEL SUER!

Paciente 1

Paciente 2

Paciente 3

Cant. de complejos Ag-Ac precipitado

Ag adicionado



Titulo 1gG e IgM

Tratamiento con 2-mercaptoetanol (2ME)




Conceptos en practica
| Primeramuestra | Segundamuestra |

IgM + Infeccion aguda
IgG -

IgM - IgM - Infeccion aguda
gG - IgG +

IgM - IgM - Infeccion aguda
IgG + lgG + (aumento 4

veces)

IgM- lgM - Infeccion ya resuelta
lgG + IgG + (sin aumento) 0 cronica

[ éTitulo basal? }




Caso 6

Filomena, la paciente referida en el caso 4,
vuelve al consultorio con un resultado 256
para HAl de Enfermedad de Chagas; pero
usted sabe que segun la “Guia para la
atencion del paciente infectado con
Trypanosoma cruzi’, a fin de confirmar
infeccion crénica, usted debe tener dos
resultados positivos por dos técnicas
diferentes

¢Qué otra técnica serologica emplearia?
¢Como puede revelarse la interaccion Ag-
Ac primaria?




ELISA

ELISA “SANDWICH"” ELISA

DIRECTO INDIRECTO
Sustrato| . Sustrato

Conjugado  color Suero Conjugado color
Anticuerpo Muestra (Ac) (Suero +)| Antigeno problema (Ac) (Suero +)

INCUBAR Y LAVAR INCUBAR Y LAVAR

Detectar Antigenos Detectar Anticuerpos

Técnica de interaccidn primaria Técnica cualitativa o cuantitativa




Caso /

Sebastian, de 29 afnos, consulta por
episodios repetidos de rinitis, sobre
todo en primavera, y algunos
episodios de dermatitis que se han
agravado en los ultimos meses.
Usted sospecha que sus molestias
podrian tener un origen alérgico.

¢Qué le interesaria medir en el
suero del paciente? ¢Usaria una
técnica de interaccion Ag-Ac
primaria o secundaria? ¢Por qué?
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Determinaciones de IgE

PRIST RAST
Digco S pagl con IGE presanks on | Disco de papel &on IgE &spacifica
Ac.da captura -il'lu—'ﬂE shiprg dal pacienta Hllr?m‘.! adsabide presanta &n &l Suso
dal nba
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pacienle rrarcado radicactivameanle radizactividad pacients marcado radicactivamente radicactividad
rd o
IgE total IgE especifica
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en suero (mg/ml)




lInmunomarcacion




Caso 8

Marcela, la paciente referida en el caso 2, fue
finalmente internada con diagndstico presuntivo de
nefritis lupica. Usted querria saber si Marcela
presenta depositos de complejos inmunes a nivel
glomerular.

¢Qué tipo de muestra necesita? ¢COmo evidenciaria
la presencia de complejos inmunes?



Inmunomarcacion en portaobjetos

INMUNOMARCACION DIRECTA INMUNOMARCACION INDIRECTA

Ac secundario marcadqQ

Ac marcado—» Ac primaria

Ag Ag
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Caso 9

Santino, de 5 anos, presenta fiebre y adenopatias de
varios dias de evolucion. En el hemograma presenta los
siguientes resultados: GB 25.600; Neu 18%; Lin 77%; Mon
3%; Eo 2%; Bas 0%. Luego de descartar Mononucleosis
infecciosas y otros sindromes mononucleosiformes, usted
sospecha una leucemia de la estirpe linfoide.

¢ Qué otra informacion sobre los linfocitos le interesaria
saber?



APLICACIONES DE LA CITOMETRIA DE FLUJO

DETERMINACON DE MARCADORES DE SUPERFICIE

CITOQUINAS

APOPTOSIS

CICLO CELULAR
PROLIFERACION CELULAR
FACTORES DE TRANSCRIPCION

PROTEINAS DE SENALIZACION



Citometria de flujo
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Citometria de flujo - Protocolo

~ + Ac control/es de isotipo*

de isotipo

Control
> Tubo 1 ) - |ncubar, lavar, resuspender

l'. .'ll
W

~ + Ac contra Ag a analizar
Tubo 2 , ‘ ——3  |ncubar, lavar, resuspender

| |
II.
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ANALISIS con marcaciones

Los datos colectados se pueden observar de 2 maneras:

1) Histogramas

Eventos
medidos

00 © 90
O

Intensidad de Fluorescencia



Intensidad de fluorescencia y sitios de
union

FITC FITC
FITC

NUmero
de
eventos

FITC

FITC

Intensidad de fluorescencia FITC



Histogramas de fluorescencia: analizo un solo marcador

40 &0 20 100

20

Niamero de células

1 L ine 12 TiL
Intensidad de fluorescencia



Los datos colectados se pueden observar de 2 maneras:
1) Histogramas

2) Graficos Dot-plots
1000

100

Red

10

1 . 10 . 100 1000
Green
—_— .
Analizo dos marcadores



Citometria de flujo - Analisis

Control de 0
Isotipo 5 3
Eleccion de |
marcador e "
g, Leucociios de sangre periférica 851&'0 de pDEiCién basal
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2 . > i, .
.;_,En E = Linfocitos
T P e W o
Tamofio celular {FSC)
Seleccidn de una poblacién mediante la Solapamie
determinacion de una region o “gate” para

posterior analisis (por ejemplo, células
linfoides).



Criterio general para interpretar dobles marcaciones y dot plots en
citometria de flujo

-n
D
-
O
=

O
o
o0

+
>

mmm) Fenotipo B*A*
|
* Fenotipo B-A*

Marcador B

Fenotipo B-A-

Marcador A



Citometria de flujo - Analisis

Leucocitos de sangre periférica
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Citometria de flujo — Ag intracelulares
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Diagnostico de Enfermedad Granulomatosa Crdnica
y Mosaicismo (DHR)
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Evaluacion de apoptosis y necrosis (Anexina/Propidio)
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s |
18,83

@2
4,32

Comp-PercP-A

s @i

Comp-FITC-A

1145

a2
42,0

3 4
10 10

Comp-PerCP-A

(3
0,11

|—|—|—|—rrrn'|—|—|—|-rrrr|—|—|—|—rrn'r|—

]
10

>



Evaluacion de proliferacion celular en células T (CFSE)
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Pruebas funcionales




Estudio de capacidad proliferativa

- Sembrar células (CMSPs)
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Intradermoreaccion — Prueba de Mantoux

Respuesta a vacuna BCG en nifio
Evaluacidon de contacto reciente
con TBC en adultos

Estudio de la respuesta inmune
celular in vivo (pacientes
sospechados de padecer IDP)

Estudio de pacientes con
hipersensibilidad




Caso 10

Ramiro, de 7 anos, es internado en la
sala de pediatria con diagndstico de
neumonia. Ha presentado desde los 2
anos, multiples episodios de dermatitis,
?/ en ocasiones, abscesos en multiples
ocalizaciones,  otitis, diarreas vy
adenomegalias. Después de descartar
causas comunes de infecciones
recurrentes, usted cree que tal vez
Ramiro tenga algun defecto en |la
funcién de sus fagocitos.

¢Qué mecanismos de acci.én cree que
uedan estar comprometidos? ¢COmo
os estudiaria?




Evaluacion del estallido respiratorio

Reduccion NBT

NBT

G formazan
- g SELEC >  MICTOSCOpPIO
PMN e - 3
"
(activados
conPMA) 95% azules: SANO

20-80% azules: Enf. Granul. Crénica

Individuo normal Paciente con EGC
,, —




Evaluacion del estallido respiratorio

Reduccion de la 1,2,3 Dihidrorodamina (DHR)
NADPHox

» Compuesto fluorescente

2

Analisis por citometria de flujo

Normal Paciente con EGC Padre Madre

Técnica cuantitativa Estudio funcional




Evaluacion de actividad bactericida

Control de 37°C
S. aureus

Leucocitos del 3700
paciente +

muestras

cada 30
min

(durante
2 hs)

S. aureus

% Muerte
Bacteriana

Individuo sano

/ Paciente (EGC)

tiempo

Técnica cuantitativa

=)

plaqueo
agar-
sangre

Recuento de colonias a
cada tiempo y calculo
del % de muerte
bacteriana basado en
el control

Estudio funcional




Caso 11

Melina, de 33 anos, lo consulta
preocupada porgue en un control
de salud que se realizo obtuvo un
resultado positivo para HIV por una
técnica de ELISA. El diagndstico
debe ser confirmado por otra
técnica.

¢Qué otra técnica le permitiria
detectar anticuerpos contra
distintas proteinas del HIV?




Western Blot
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Second:
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Anticuerpos monoclonales




Anticuerpos monoclonales

- Inmortalizacion de plasmocitos por fusion con
células de mieloma de raton.

- Las ceélulas fusionadas (hibridomas) produciran
inmunoglobulinas idénticas a las que producia
el plasmocito.

* Por dilucion terminal se puede aislar(clonar)
cada hibridoma, mantenerlo y expandirlo en
cultivo.



Murine Chimeric Humanized Fully Human

(0% human) (65% human) (> 90% human) (100% human)
Generic suffix -omab -xirﬁab -zumab -umab

Potential for immunogenicity

Circulation. 2013;127:2222-2230



Nuevas y complejas técnicas......
cada vez mas accesibles



Secuenciacion del genoma humano

Cost per genome (USD)

Genome sequencing cost as estimated by NHGRI
(September 2001 to April 2014)

100,000,000
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Secuenciacion de ARN (RNAseq): permite el analisis y
cuantificacion de todos los transcriptos en una poblacion
celular o tejido

Controles Agonistadel
receptor AHR

Transcriptoma de
células dendriticas

V3 V1 vV2 T3 T1 T2

Genome-Wide Transcriptional Analysis Reveals Novel AhR
Targets That Regulate Dendritic Cell Function during
Influenza A Virus Infection

ImmunoHorizons June 1, 2019, 3 (6) 219-235; DOI:
https://doi.org/10.4049/immunohorizons.1900004
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