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DIAGNOSTICO DE ALERGIA
POR CITOMETRIA DE FLUJO

APLICACIONES ACTUALES Y
PERSPECTIVAS FUTURAS



CITOMETRIA DE FLUJO







CITOMETRIA DE FLUJO

e Analisis de células
en suspension.

e Tamano relativo

e Complejidad
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e Expresion de
moléculas




CITOMETRIA DE FLUJO

Cesplizgus
de datos

electronicas

Figura 1: Senales producidas por Ia dispersion de 1a Iuz v la fluorescencia convertidas a pulsos
electronicos v reprezentadas graficamente




CITOMETRIADE FUJO
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Figura 4: Identificacion de subpoblaciones celulares basandose en F5C v 55C




m Funcion: seleccion, separacion y
enriguecimiento de particulas de
suspensiones heterogeneas
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DIAGNOSTICO DE ALERGIA

e Métodos usados actualmente:

— Sospecha clinica de una alergia
mediada por IgE basandose en la
historia.

— Cuantificacion del la IgE especifica
sérica (IgE)

— Pruebas de piel

— Pruebas de provocacion.

— Pruebas /n vitro: liberacion de
histamina



DIAGNOSTICO IN VITRO

Las pruebas in vitro actuales fallan en
cuanto a la tecnica por lo que no han
sido validadas y no tienen aplicacion
clinica:

e Test de liberacion de histamina

e Test de liberacion de leucotrienos



DIAGNOSTICO DE ALERGIA

Sin embargo
muchas veces,

la identificacion del
alergeno causante
no puede ser
establecida con
certeza.




ITOMETRIA DE FLUJO

Permitira la cuantificacion de
alteraciones en la expresion de
marcadores de activacion
especificos del basofilo.



ACTIVACION DEL BASOFILO

e Despues de la estimulacion con el alergeno
especifico que se une al receptor de alta
afinidad de la IgE (Fc£ER)) los basofilos
tambien estimulan la sobrexpresion de
diferentes marcadores de activacion
susceptibles de ser medidos célula por célula
en un analisis multicolor por citometria de
flujo, usando anticuerpos monoclonales .



ANTIGENOS DE ACTIVACION DEL BASOFILO

CD63

CD203



CARACTERISTICAS PRINCIPALES

DE CD63

SINONIMO

Gp53 6 lisosima asociada a proteina de
membrana (LAMP)-3

SUPERFAMILIA

Superfamilia Transmembrana-4 (tretaspanins)

Es expresado por basofilos, mastocitos
tisulares, macrofagos y plaguetas

BASOFILO EN | Esta anclado a los granulos
REPOSO intracitplasmaticos y es raramente detectable
fuera de la membrana externa,tanto en
sujetos sanos como en aléergicos.
BASOFILO Se sobre-expresa dentro de 10 minutos
ACTIVADO POR | se expresa en alta densidad (al menos 1 log
IgE escala)




CARACTERISTICAS PRINCIPALES

DE CD203

SINONIMO

Antigeno de superficie de diferenciacion de células
neurales E-NPP3 6 PD-1B, B10, gp130

SUPERFAMILIA

Pirofosfatasa/fosfodiesterasa (E-NPPs)

BASOFILO EN
REPOSO

Constitutivo y se expresa exclusivamente en el basdfilo.
Presente (+)

BASOFILO ACTIVADO
POR IgE

Se sobre-expresa dentro de 5 minutos en respuesta a
estimulacion anti-FcERI.

Pico maximo a los 10-15 minutos

Su sobre expresion es menos prominente que la del
CDG63.




DIAGNOSTICO DE ALERGIA POR
CITOMETRIA DE FLUJO

e El descubrimiento del CD63 como un
antigeno de activacion del basofilo,
constituye el comienzo del desarrollo
de técnicas por citometria de flujo
para analizar y cuantificar in vitro la
activacion de los basofilos en sangre
periférica.



DIAGNOSTICO DE ALERGIA POR
CITOMETRIA DE FLUJO

e La activacion del basofilo puede
seguir dos vias:

— LA DEGRADACION ANAFILACTICA:
caracterizada por rapidos cambios
morfoldgicos, exocitosis de los
granulos intracelulares y liberacion de
mediadores (histamina).



DEGRANULACION EN PIECEMETAL

e Caracterizada por:

— Cambios morfoldgicos lentos sin
exocitosis.



DEGRANULACION ANAFILACTICA
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TECNICAS

e SANGRE COMPLETA

— Menos centrifugadas
— Puede haber interferencia con otros componentes séricos

e BASOFILOS AISLADOS.

— Puede haber pérdida de células en el proceso.

e PRE-ACTIVACION CON IL-3
— sensibilizaa la célula
— Incrementa la liberacién de mediadores
— Incrementala expresion de CD63
— No se han hecho estudios con CD203.



ESTIMULACION CON ALERGENOS

e Apropiada seleccion del alergeno es critica.

e Extractos de alergenos naturales no son
recomendados por ser muy heterogéneos en su
composicion y pueden contener sustancias
iInhibitorias o estimulatorias.

e Alergenos recombinantes.



EXPERIMENTOS DOSIS RESPUESTA

La respuesta puede ser altamente heterogénea entre pacientes.

La sobre-expresion del CD63 y CD203 generalmente no es restringida
a una estimulacién unica sino que se hace a diferentes
concentraciones en escala logaritmica.

Concentracion 6ptima que discrimina entre pacientes.

Determinar concentraciones citotoxicas
— para evitar resultados falsos positivos o negativos

Desafortunadamente no todos los alergenos se comportan igual

— Las drogas como los agentes bloqueadores neuro-musculares tienen
rangos muy pequenos.



ANALISIS IN VITRO DE BASOFILOS
ACTIVADOS DE PACIENTES

e Actualmente se puede hacer el diagnodstico de diferentes
alergias mediadas por IgE:

— Pdlenes, polvo casero:
« Sensibilidad y especificidad mayor al 90%
— Alergia a alimentos:
« Se ha confirmado la sensibilidad al olivo, aditivos alimentarios
como guar gum y sensibilidad oral a la papaya
« Alergia a alimentos por reaccion cruzada con poélenes
— Alergia al latex:

* Discrimina las reacciones cruzadas con determinantes
carbohidratos

— Alergia a venenos de Himenopteros:
— Alergia a drogas
— Sensibilizacion a transfusiones sanguineas mediada por IgE



ESTUDIOS REPORTADOS
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DROGAS Y COMPONENTES RELACIONADOS

e Diagnostico dificil:

— Amplio espectro de respuestas inmunoldgicas y
no inmunoldgicas.

— Epitopes desconocidos.
— Test de provocacion complicado o no realizable.

— Uso de multiples medicamentos simultaneamente



BLOQUEADORES NEUROMUSCULARES

e Puede discriminar entre una reaccion anafilactoide y una
verdadera reaccion anafilactica en agentes que tienen un
amonio cuaternario, con una sensibilidad de 64 y especificidad
del 93%.

e En un estudio con rocuroniun se comparo a pacientes con
anafilaxia y pacientes que lo toleraron, encontrando una
sensibilidad y especificidad de 91.7 y 100% respectivamente.

e Podria servir para demostrar reactividad cruzada entre el
rocuronium y otros relajantes como el vecuronium.



BETA

Un analisis comparativo
entre cuantificacién de
IgE especificay
activacion de basoéfilos.

58 pacientes con test de
piel + a beta-lactamicos

30 individuos sanos

Sensibilidad y
especificidad fue de 38%
y 87% para la IgE

Sensibilidad y
especificidad por CF fue
de 50% y 94%

LACTAMICOS
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ASPIRINA Y AINES

Tabla 1. Sensibilidad. especificidad, puntos de corte y valores predictivos positivo y negative del TAB

o 2 eStUdIOS evaluaron |a para antibidticos betalactamicos v metamizol.
hipersensibilidad a ASA,
metamizol y AINES:

— Primer estudio: Ejemplo |
sensibilidad Yy Basa Control metamizol metamizol
es peCIfICId ad 42 y 5 positivo i 20 mg/ml -.-5 mg/ml
100% e - ‘I
— Segundo estudio: la '
sensibilidad para los _ |
diferentes AINES vari6 IR gL
desde 15 hasta 55%
para el Naproxeno y la
ip - Basal Conirol metamizol metamizol
especificidad fue del peditsio 20 mg/ml
90%. ;
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MISCELANEOS

e EXPANSOR DEL PLASMA HIDROXIL ETIL SULFATO
(emulsificador de laciclosporina intravenosa)

e ALBUMINA SERICA BOVINA presente en el semen para la
inseminacion artificial.

OMEPRAZOL

HEPARINAS DE DIFERENTES PESOS MOLECULARES
HIALURONIDASA

CLORHEXIDINA

VISCOTOXINAS DE MISTLETOE

COLORANTE AZUL



ANALISIS DE BASOFILOS ACTIVADOS IN
VITRO

e Puede ser aplicada a alérgicos y no alergicos.

e Deteccion de anticuerpos liberadores de mediadores
para la urticaria cronica inmune (sueros autologos).



CONCLUSIONES, PERSPECIVAS Y
ESPECULACIONES

e En las ultimas 2 décadas, el desarrollo de la CF ha
expandido su uso en diferentes campos de la
Medicina:

— Hematologia
— Oncologia
— Inmunologia



CONCLUSIONES, PERSPECIVAS Y
ESPECULACIONES

La aplicacion del analisis in vitro de
los basofilos activados aplicando el
CD63 y el CD203c puede constituir
un instrumento que provea al medico
un nuevo abordaje diagnostico.



CONCLUSIONES, PERSPECIVAS Y
ESPECULACIONES

e La téecnica ha sido validada para varias
alergias mediadas por IgE, incluyendo:

— Alergia a inhalantes

— Alergia a alimentos primarias y secundarias
— Alergia al latex

— Alergia al veneno de Himenopteros

— Alergia a drogas.



CONCLUSIONES, PERSPECIVAS Y
ESPECULACIONES

e La téecnica podria ser adoptada para:

discriminar entre resultados IgE irrelevantes

Evaluar la alergenicidad residual a alergenos naturales o
recombinantes.

Inmunoterapia especifica
Demostrar la ocurrencia de tolerancia natural

Seguimiento de inmunoterapia (estimulacion submaxima,
estimulacion maxima)

Diferenciar entre reacciones anafilactoides independientes
de IgE






