Revista Paulista de Pediatria
Conee— BT TA PAULISTA DI EE—

P I AT RI A ISSN: 0103-0582

e rpp@spsp.org.br
Sociedade de Pediatria de Sado Paulo

Brasil

Pyles P. Kanegae, Marilia; Akune Barreiros, Lucila; Lira Sousa, Jusley; Brito, Marco
Antonio S.; Borges de Oliveira Junior, Edgar; Pereira Soares, Lara; Themudo L.
Mazzucchelli, Juliana; Quiorato Fernandes, Débora; Marchezi Hadachi, Sonia; Maia
Holanda, Silvia; Guimaraes, Flavia Alice T. M.; Boacnin, Maura Aparecida P. V. V.;
Pereira, Marley Aparecida L.; Bueno, Joaquina Maria C.; Sevciovic Grumach, Anete; Di
Gesu, Regina Sumiko W.; dos Santos, Amélia Miyashiro N.; Bellesi, Newton;
CostaCarvalho, Beatriz T.; CondinoNeto, Antonio
TRIAGEM NEONATAL DE IMUNODEFICIENCIAS GRAVES COMBINADAS POR MEIO
DE TRECS E KRECS: SEGUNDO ESTUDO PILOTO NO BRASIL
Revista Paulista de Pediatria, vol. 35, num. 1, enero-marzo, 2017, pp. 25-32
Sociedade de Pediatria de Séo Paulo
Sao Paulo, Brasil

Disponivel em: http://www.redalyc.org/articulo.oa?id=406050411006

Como citar este artigo

NUmero completo

Mais artigos

Home da revista no Redalyc

Sistema de Informacéo Cientifica
Rede de Revistas Cientificas da América Latina, Caribe , Espanha e Portugal
Projeto académico sem fins lucrativos desenvolvido no ambito da iniciativa Acesso Aberto

redalyc Y


http://www.redalyc.org/revista.oa?id=4060
http://www.redalyc.org/revista.oa?id=4060
http://www.redalyc.org/articulo.oa?id=406050411006
http://www.redalyc.org/comocitar.oa?id=406050411006
http://www.redalyc.org/fasciculo.oa?id=4060&numero=50411
http://www.redalyc.org/articulo.oa?id=406050411006
http://www.redalyc.org/revista.oa?id=4060
http://www.redalyc.org

).O.L,

http://dx.doi.org/10.1590/1984-0462/;2017;35;1;,00013

ARTIGO ORIGINAL

TRIAGEM NEONATAL DE IMUNODEFICIENCIAS
GRAVES COMBINADAS POR MEIO DE TRECS E
KRECS: SEGUNDO ESTUDO PILOTO NO BRASIL

Newborn screening for severe combined immunodeficiencies
using TRECs and KRECs: second pilot study in Brazil

Marilia Pyles P. Kanegae®*, Lucila Akune Barreiros®*, Jusley Lira Sousa®,

Marco Anténio S. Brito®, Edgar Borges de Oliveira Junior?, Lara Pereira Soares®,
Juliona Themudo L. Mazzucchelic, Débora Quiorato Fernandes®, Sonia Marchezi Hadachie,
Sivia Maia Holanda', Flavia Alice T. M. Guimardes®, Maura Aparecida P. V. V. Boacnin”,
Marley Aparecida L. Pereird, Joaquina Maria C. Bueno®, Anefe Sevciovic Grumach),
Regina Sumiko W. Di Gesu, Amélia Miyashiro N. dos SantosS, Newton Bellesi,

Beatriz T. Costa-Carvalhot, Anfonio Condino-Neto®

RESUMO

Objetivo: Validar a quantificacao de T-cell receptor excision circles
(TRECs) e kappa-deleting recombination circles (KRECs) por reacao
em cadeia de polimerase (polymerase chain reaction, PCR) em
tempo real (QRT-PCR), para triagem neonatal de imunodeficiéncias
primarias que cursam com defeitos nas células T e/ou B no Brasil.
Métodos: Amostras de sangue de recém-nascidos (RN) e controles
foram coletadas em papel-filtro. O DNA foi extraido e os TRECs
e KRECs foram quantificados por reacao duplex de gRT-PCR.
O valor de corte foi determinado pela anélise de Receiver Operating
Characteristics Curve, utilizando-se o programa Statistical Package
for the Social Sciences (SSPS) (IBM®, Armonk, NY, EUA).

ABSTRACT

Objective: To validate the quantification of T-cell receptor excision
circles (TRECs) and kappa-deleting recombination excision circles
(KRECs) by real-time polymerase chain reaction (qRT-PCR) for
newborn screening of primary immunodeficiencies with defects
in T and/or B cells in Brazil.

Methods: Blood samples from newborns and controls were
collected on filter paper. DNA was extracted and TRECs,
and KRECs were quantified by a duplex real-time PCR.
The cutoff values were determined by receiver operating
characteristic curve analysis using SPSS software (IBM®,
Armonk, NY, USA).
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Triagem neonatal para SCID por meio de TRECs e KRECs

Resultados: 6.881 amostras de RN foram analisadas quanto a
concentracao de TRECs e KRECs. Os valores de TRECs variaram entre
1 e 1.006 TRECs/uL, com média e mediana de 160 e 139 TRECs/uL,
respectivamente. Trés amostras de pacientes diagnosticados com
imunodeficiéncia grave combinada (severe combined immunodeficiency,
SCID) apresentaram valores de TRECs abaixo de 4/uL e um paciente
com Sindrome de DiGeorge apresentou TRECsindetectaveis. Os valores
de KRECs encontraram-se entre 10 e 1.097 KRECs/pL, com média e
mediana de 130 e 108 KRECs/L, e quatro pacientes com diagndstico
de agamaglobulinemia tiveram resultados abaixo de 4 KRECs/pL.
Os valores de corte encontrados foram 15 TRECs/uL e 14 KRECs/(L,
e foram estabelecidos de acordo com a analise da Receiver Operating
Characteristics Curve, com sensibilidade de 100% para deteccao de
SCID e agamaglobulinemia, respectivamente.

Conclusdes: A quantificacdo de TRECs e KRECs foi capaz de
diagnosticar criancas com linfopenias T e/ou B em nosso estudo,
validando a técnica e dando o primeiro passo para aimplementacdo
da triagem neonatal em grande escala no Brasil.
Palavras-chave: Imunodeficiéncia combinada grave (SCID);
Agamaglobulinemia; Triagem neonatal; Sindromes de
imunodeficiéncia; Crianca.

INTRODUCAO

A imunodeficiéncia grave combinada (SCID — do inglés
severe combined immunodeficiency) é formada por um grupo
heterogéneo de doengas e caracteriza-se pelo baixo nimero
ou auséncia de linfécitos T. Um defeito na produgio de anti-
corpos, que pode ser resultante de defeitos intrinsecos dos
linfécitos B ou da atividade inadequada das células T, geral-
mente estd presente.' Os pacientes com SCID sao sauddveis
ao nascimento; no entanto, desenvolvem infeccées bacteria-
nas, virais ou flngicas nos primeiros meses de vida e, quando
nio tratados adequadamente, vio a dbito antes de comple-
tarem um ano de idade.*® O tratamento curativo é o trans-
plante de células-tronco hematopoiéticas (TCTH) ou, em
alguns casos, a terapia génica. Quanto mais precocemente o
TCTH for realizado, melhor o prognéstico desses pacientes.

Desde 2008, estd disponivel nos EUA a triagem neonatal para
SCID. A metodologia consiste na quantificagio de 7-cel/ receptor
excision circles (TRECs), que sao pequenos marcadores produzidos
durante o desenvolvimento dos linfécitos T no timo. Durante a
recombinacio dos genes do receptor da célula T, segmentos de
DNA sio excisados, formando pequenos circulos denominados
TRECs, que podem ser amplificados por reacio em cadeia da
polimerase (polymerase chain reaction— PCR), e sua quantidade

no sangue periférico reflete diretamente a atividade timica.*’

Results: Around 6,881 samples from newborns were collected
and TRECs and KRECs were quantified. The TRECs values ranged
between 1 and 1,006 TRECs/uL, with mean and median of 160
and 139 TRECs/uL, respectively. Three samples from patients with
severe combined immunodeficiency (SCID) showed TRECs below
4/uL and a patient with DiGeorge syndrome showed undetectable
TRECs. KRECs values ranged from 10 to 1,097 KRECs/ulL,
with mean and median of 130 and 108 KRECs/pL. Four patients
with agammaglobulinemia had results below 4 KRECs/uL. The
cutoff values were 15 TRECs/uL and 14 KRECs/uL and were
established according to the receiver operating characteristic curve
analysis, with 100% sensitivity for SCID and agammaglobulinemia
detection, respectively.

Conclusions: Quantification of TRECs and KRECs was able to
diagnose children with T- and/or B-cell lymphopenia in our
study, which validated the technique in Brazil and enabled us
to implement the newborn screening program for SCID and
agammaglobulinemia.

Keywords: Severe combined immunodeficiency (SCID);
Agammaglobulinemia; Newborn screening; Immunologic deficiency
syndromes; Child.

Recentemente, Borte et al.® descreveram um ensaio mul-
tiplex capaz de detectar TRECs e kappa-deleting excision cir-
cles (KRECs) em uma mesma reagio para triagem neonatal
de imunodeficiéncias primdrias. Os KRECs sio formados de
maneira semelhante aos TRECs durante o desenvolvimento
de linfécitos B e sua quantificagio permite o diagndstico pre-
coce de defeitos nas células B, como a agamaglobulinemia
ligada ao X (XLA, do inglés X-linked agammaglobulinemia) ou
a autossOmica recessiva, doencas caracterizadas pela deficiéncia
de células B causadas por mutagoes nos genes que codificam
componentes do receptor de célula B (BCR) ou seu precursor
(pré-BCR), levando a redugio dos niveis séricos de imunoglo-
bulinas. O defeito predominante é a XLA, correspondendo a
85% dos casos. Os portadores dessa patologia sao suscetiveis a
infecgbes virais e bacterianas, sendo as bactérias encapsuladas
— Haemophilus influenza e Streptococcus pneumonia — as causas
mais comuns de infec¢oes. Os sintomas da agamaglobulinemia
comegam a aparecer entre trés e seis meses de idade, quando
caem os niveis de imunoglobulinas maternas; quando nio h4
antecedentes familiares, o diagndstico geralmente ¢ realizado
tardiamente.”® A identificagio precoce de portadores de aga-
maglobulinemias é muito vantajosa, uma vez que essas crian-
cas sdo propensas ao desenvolvimento de infecgdes respiratdrias
cronicas e debilitantes.*
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Um trabalho anterior de nosso grupo, pioneiro no pais, vali-
dou a metodologia de quantificagio de TREC:s para triagem neo-
natal de SCID.” O presente trabalho teve como objetivo validar
a quantificagio de TRECs e KRECs em uma mesma reagio por
PCR quantitativa em tempo real (QRT-PCR), para triagem neo-
natal de imunodeficiéncias primdrias que cursam com defeitos nas

células T e/ou B, ampliando, assim, a gama de doencas triadas.

METODO

Este estudo transversal incluiu amostras de recém-nascidos (RN)
cujos pais/responsdveis aceitaram participar do projeto de pes-
quisa. As amostras de sangue foram coletadas em papel-filtro a
partir de pungio no calcineo do RN seguindo-se as normas éti-
cas vigentes (CAAE: 36364214.8.0000.5467), entre setembro
de 2014 e julho de 2015. Foram coletadas e analisadas amos-
tras provenientes de trés hospitais da Regido Metropolitana de
Sao Paulo (Amparo Maternal, Hospital Geral de Carapicuiba e
Hospital Municipal Sao Luiz Gonzaga), uma clinica de Belém
(PA — CLIMEP), um hospital de Sao José dos Campos (SP —
Hospital Municipal Dr. José de Carvalho Florence) e um hospital
de Porto Alegre (RS — Hospital Nossa Senhora da Concei¢ao).
Vinte e trés amostras de pacientes com suspeita diagndstica de
imunodeficiéncia primdria (Quadro 1)'°foram encaminhadas
para investigacio por pediatras imunologistas de todo o pais.
Como controles positivos para a validagio do teste foram uti-
lizadas amostras de trés pacientes previamente diagnosticados
com SCID e quatro com agamaglobulinemia.

Para a PCR, realizamos a elui¢do do DNA a partir de discos

de 3,2 mm de didmetro provenientes das amostras coletadas em

Quadro 1 Dezsinais de imunodeficiéncia primaria na crianca.

Duas ou mais pneumonias no Gltimo ano

Quatro ou mais novas otites no Gltimo ano

Estomatites de repeticdo ou moniliase por mais de
dois meses

Abcessos de repeticdo ou ectima

Um episédio de infeccdo sistémica grave (meningite,
osteoartrite, septicemia)

InfeccOes intestinais de repeticdo/diarreia cronica/
giardiase

Asma grave, doenca do coldgeno ou doenca autoimune

Efeito adverso ao BCG e/ou infeccdo por micobactéria

Fenotipo clinico sugestivo de sindrome associada a
imunodeficiéncia

Historia familiar de imunodeficiéncia

Fonte: Grupo Brasileiro de Imunodeficiéncia Primaria (BRAGID).
BCG: Bacillus Calmette-Guérin atenuado.

papel-filtro."" O DNA foi entao amplificado em uma duplex de
gRT-PCR para TRECs e KRECs em volume final de 20 pL, con-
tendo 10 pL de Tagman Gene Expression Master Mix, 8 pL da
solu¢io de DNA, 0,8 uL de albumina sérica bovina 10 mg/mL
e primers e sondas descritos por Sottini et al.'? As concentragoes
finais dos primers para TRECs e KREC:s foi, respectivamente, de
300 e 600 nM e as sondas foram utilizadas na concentracio de
200 nM. A amplificagio de beta-actina foi realizada na mesma
placa, somente para amostras que apresentaram TRECs e/ou
KREC:s abaixo do valor de corte, com primers e sonda descritos
por Baker et al.,’ nas concentragdes finais de 250 ¢ 150 nM, res-
pectivamente. As concentracoes das moléculas de TREC, KREC
e beta-actina (controle endégeno) foram calculadas utilizando-se
uma curva-padrio construida por meio da dilui¢ao de plasmideos
contendo as sequéncias especificas descritas por Sottini et al.'?

Para determinar se uma amostra se encontrava dentro dos
pardmetros normais, utilizamos um valor de corte inicial para
TRECs e KRECs de 25 cépias/pL, baseando-nos em trabalho
de Baker et al.> Quando a amostra apresentou valores abaixo
dessa concentracio na primeira andlise, repetimos todo o pro-
cesso de extracdo e amplificacdo, juntamente com a quantifi-
cagdo de beta-actina. Apds essa segunda etapa, nos casos em
que TRECs e/ou KRECs se mantiveram abaixo do normal,
com beta-actina acima de 8.000 cdpias/pL, os pacientes foram
contatados e encaminhados para imunologista pedidtrico para
avaliagio e realizagao de exames confirmatdrios (imunofenoti-
pagem de linfécitos e subpopulagoes).

A andlise final dos dados foi realizada utilizando-se esta-
tistica descritiva. Por meio do teste de Kolmogorov-Smirnov,
determinamos a distribui¢io nio Gaussiana da amostra e os
dados foram entio apresentados segundo mediana e valores
interquartis. As concentragdes de TRECs e KRECs em RN
a termo e pré-termo foram analisadas utilizando-se o teste de
Mann-Whitney no programa GraphPad Prism 5.0 (San Diego,
CA, EUA). Por fim, realizamos a andlise da Receiver Operating
Characteristics Curve (4rea sob a curva) para determinar um
valor de corte final, com 100% de sensibilidade para deteccio
de SCID e agamaglobulinemia, utilizando o Statistical Package
for the Social Sciences (SSPS) (IBM®, Armonk, NY, EUA).

RESULTADOS

Foram coletadas 6.881 amostras de RN, que foram analisadas
quanto 4 concentragio de TRECs e KRECs. Do total de amos-
tras, 1.853 (26,90%) foram provenientes da CLIMEP (Belém/
PA), 146 (2,10%) do Hospital Municipal Dr. José de Carvalho
Florence (Sio José dos Campos/SP) e 40 (0,58%) do Hospital
Nossa Senhora da Concei¢ao (Porto Alegre/RS); o restante veio

dos hospitais localizados na Regido Metropolitana de Sao Paulo.
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Os valores de TRECs variaram entre 1 e 1.006 moléculas/
microlitro, com média e mediana de 160 e 139 moléculas/
microlitro, respectivamente. Trés amostras de pacientes diag-
nosticados com SCID apresentaram valores de TRECs abaixo
de 4/uL, e um paciente com Sindrome de DiGeorge apresen-
tou TRECs indetectdveis apesar da amplificagio normal de
beta-actina (Tabela 1).!* Os valores de KRECs encontraram-se
entre 10 e 1.097 moléculas/microlitro, com média e mediana
de 130 e 108 moléculas/microlitro, e quatro pacientes com
diagnéstico de agamaglobulinemia tiveram resultados abaixo
de 4 moléculas/microlitro.

Os valores de corte encontrados foram 15 TRECs/uL e
14 KRECs/pL, e foram estabelecidos de acordo com a andlise
da Receiver Operating Characteristics Curve, com sensibilidade
de 100% para detecgao de SCID e agamaglobulinemia, res-
pectivamente (Fig. 1). As amostras com resultados abaixo dos
valores de corte, descritos anteriormente, foram submetidas a

nova extracio de DNA e reanalisadas adicionando-se a andlise

de beta-actina para controle de qualidade da extracio. Somente
duas amostras provenientes da triagem neonatal mantiveram
valores baixos de TRECs e¢/ou KRECs, conforme mostra a
Fig. 2. Esses pacientes foram contatados para que fossem enca-
minhados ao pediatra imunologista, colaborador do trabalho.
O primeiro paciente, cujos resultados foram 1 TREC/pL e
211 KRECs/pL, faleceu no sexto dia apés o nascimento em
decorréncia de um derrame pleural ocorrido aos seis meses de
gestacio e, por esse motivo, os pais receberam aconselhamento
genético e amostra de sangue seguiu para sequenciamento gené-
tico. O segundo paciente (157 TRECs/uL e 10 KRECs/pL)
compareceu 3 primeira consulta, quando nio se constatou
histéria prévia relacionada a imunodeficiéncias primdrias ou
consanguinidade, porém nio retornou para coleta de exames
especificos. Vinte e trés amostras de pacientes com suspeita
diagnéstica de imunodeficiéncias primdrias (tridngulos pretos
na Fig. 2) foram encaminhadas por pediatras imunologistas de
todo o Brasil. Dessas, cinco resultaram em valores de TRECs

Tabela 1 Imunofenotipagem de linfécitos de trés pacientes com imunodeficiéncia grave combinada e um com
Sindrome de DiGeorge ja diagnosticados encaminhados para uso como controles na triagem neonatal.

Pacientes com suspeita clinica de SCID

Idade 7 meses 4 meses 7 meses 1ano
TRECs/ulL 0 0 4 0
KRECs/uL 1 158 0 25
Hipétese diagnédstica SCID SCID SCID Sindrome de DiGeorge
Linfocitos totais 871 (13,6%) 2760

CD3 104,9 (12,1%)* 1529 (55,4%) 77* 994
CD3y8 1142,6 (41,4%)

CD4 20,1 (2,3%)* 109,6 (3,9%)* 47 (35,0%) 558 (24,0%)*
CD4+CD45RA+CD27+ 1,8 (9,2%)*

CD4+CD45RA-C27+ 6,9 (34,3%)*

CD4+CD45RA-CD27- 9,4 (46,6%)

CD4+CD45RA+CD27- 1,9 (9,8%)

CD8 90,7 (10,4%)* 292,3(10,6%)* 23 (18,0%) 432 (18,0%)
CD8+CD45RA+CD27+ 0,8 (0,9%)*

CD8+CD45RA-CD27+ 16,2 (17,9%)

CD8+CD45RA-CD27- 56,9 (62,8%)

CD8+CD45RA+CD27- 16,5 (18,3%)

CD16+CD56+ 14,8 (1,7%)* 39,2 (1,4%)*

CD19 4,9 (0,57%)* 1145,4 (41,5%) 19

*abaixo do p10 para criancas brasileiras, sequndo Moraes-Pinto et al.™.
KRECs: kappa-deleting recombination circles, TRECs: T-cell receptor excision circles, SCID: imunodeficiéncia grave combinada.
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e/ou KREC:s abaixo do valor de corte, resultado que corrobo-
rou a suspeita clinica. Um desses pacientes é portador da tris-
somia do cromossomo 21 e apresentou valores de 6 TRECs/pL

e 14 KRECs/pL.

Um total de 1.548 amostras provenientes de Belém (PA) foi
analisado quanto 4 idade gestacional e aos valores de TRECs e
KREC:s, pois h4 relatos na literatura de que prematuros possuem
valores de TRECs mais baixos,'>" o que representaria um risco

A Curva ROC B Curva ROC
1,01 1,01
0,8 0,8
) v
206 Q0,61
= pe
D D
%] %)
304 g 04
n %)
0,21 0,2-
0,0 T T T T 1 0,0 T T T T 1
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0 0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0
1 - Especificidade 1 - Especificidade
Curva ROC: Receiver Operating Characteristics Curve.

Figura 1 (A) Receiver Operating Characteristics Curve para valor de corte de T-cell receptor excision circles de 15/uL,
com &rea sob a curva de 1,00. (B) Receiver Operating Characteristics Curve para valor de corte de kappa-deleting
recombination circles de 14/uL, com area sob a curva de 1,00.

10000
1000 | n g Triagem neonatal
N A A Amostras encaminhadas
2 100 ) R -
= ¥ s Agamaglobulinemia
é ﬂ © ¢ SCID
¥ 10 A "D
””””””” O Hipogamaglobulinemia
A A . .
’ [ Sindrome de DiGeorge
0'1 T T T T T 1
0,1 1 10 100 1000 10000
TRECs/uL
KRECs: kappa-deleting recombination circles, TRECs: T-cell receptor excision circles; SCID: imunodeficiéncia grave combinada.

Figura 2 Concentracdo de T-cell receptor excision circles e kappa-deleting recombination circles de 6.881 amostras
de triagem neonatal e de 23 amostras de pacientes encaminhados por imunologistas pediatricos por suspeita de
imunodeficiéncia primaria. T-cell receptor excision circles e kappa-deleting recombination circles foram quantificados
por reacdo em cadeia da polimerase quantitativa em tempo real. Amostras de portadores ja diagnosticados com
imunodeficiéncia grave combinada, agamaglobulinemia, hipogamaglobulinemia e Sindrome de DiGeorge foram
analisadas como controles para validacdo do método. As linhas tracejadas representam os valores de corte
resultantes da anélise da Receiver Operating Characteristics Curve.
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de falsos-positivos. A Fig. 3 mostra que os valores de TRECs
foram significativamente menores nos prematuros (p<0,05).
Esses apresentaram mediana de 146 TRECs/uL, enquanto
os nascidos a termo obtiveram mediana de 156 TRECs/pL.
Os valores de KRECs nao apresentaram variacoes em relacio

a idade gestacional.

DISCUSSAO

Foram analisadas 6.881 amostras de diferentes Estados do
Brasil, juntamente com controles positivos de SCID e agama-
globulinemia, que validaram o ensaio para quantificar a con-
centracio de TRECs e KRECs.

Para as primeiras 1.000 amostras analisadas, utilizaram-se ini-
cialmente os valores de corte de 25 TRECs/pL ¢ 25 KRECs/puL,
resultando em um alto indice de repeti¢io — 2,5% das amos-
tras tiveram concentracoes abaixo dos valores de corte em uma
primeira andlise —, comparado a trabalho anterior de nosso
grupo,” mas ainda dentro dos valores relatados por outros auto-
res (0,20-3,26%). Uma possibilidade para esse alto indice de
repeticdo foi a utilizagdo de um plasmideo diferente do ante-
riormente empregado — continha somente a sequéncia de
TRECs. Desse modo, decidiu-se pela andlise de um maior

nimero de amostras, juntamente com controles positivos das

1000

800

600 -

400

TRECs/uL de sangue

200

—

26 a 36 semanas 37 a 42 semanas

TRECs: T-cell receptor excision circles.

Figura 3 Concentracdo de TRECs/uLem 180 recém-nascidos
prematuros (26 a 36 semanas) e 1.368 nascidos a termo
(37 a 42 semanas), quantificados por reacdo em cadeia
da polimerase em tempo real. As criancas prematuras
apresentaram concentracoes de T-cell receptor excision
circles mais baixas que os nascidos a termo (146 versus
156 TRECs/uL, respectivamente; *p<0,05, teste de
Mann-Whitney). A concentracdo de T-cell receptor excision
circlesesta representada em box plot mostrando mediana,
25° e 75° percentis e minimos e maximos.

doengas em estudo, para que se estabelecesse um valor de corte
adequado. Assim, ap6s a quantificacao de quase 7.000 amos-
tras, realizou-se a andlise da Receiver Operating Characteristics
Curve e chegou-se a um valor de corte de 15 TRECs/puL e
14 KRECs/pL, com sensibilidade de 100% para detecgio de
SCID e agamaglobulinemia, respectivamente. Esses valores estio
muito préximos dos relatados por Borte et al.® (15 TRECs/pL
e 10 KRECs/pL) e resultaram em uma taxa de repetigio de
0,49% (34 amostras), valor muito préximo ao encontrado em
nosso trabalho anterior.” Apés a reandlise dessas 34 amostras
que ficaram abaixo dos novos valores de corte, somente duas
(0,03%) mantiveram seus valores alterados. A confirmacio de
diagnéstico desses dois individuos nao foi possivel devido a
impossibilidade de seguimento.

O indice de repeticio da metodologia aplicada, ou seja,
a percentagem de amostras a serem reanalisadas, estd direta-
mente relacionado a restri¢ao imposta pelo valor de corte uti-
lizado, sendo que quanto mais baixo for esse valor, menor serd
o ntimero de amostras a terem todo o procedimento repetido.
Ademais, outro fator importante a ser considerado na deter-
minagio dos valores de corte sdo as patologias que se deseja
detectar por meio da triagem neonatal. Uma revisao recente
sobre o rastreio neonatal para SCID/linfopenias T mostrou que
vérias outras doengas que cursam com linfopenia T podem ser
detectadas pela quantificagio de TRECs; no entanto, alguns
desses casos nao apresentam TRECs indetectdveis ou muito
baixos, como no caso da SCID cl4ssica.'

Outro trabalho interessante quantificou TRECs em porta-
dores da delecio 22q11 e mostrou que a variagio no valor de
corte leva a diferentes taxas de sucesso no diagnéstico neona-
tal de portadores dessa sindrome, sendo que quanto menor o
valor de corte, menor o niimero de portadores identificados."”
Em nosso estudo, um paciente com tetralogia de Fallot, hipo-
calcemia e linfopenia (CD3+:994/mm?) foi encaminhado por
suspeita de Sindrome de DiGeorge, mais tarde confirmada pela
detecgio da delegao do 22q11. Os TREC:s desse paciente foram
indetectdveis, resultado compativel com o ntimero de células T,
comprovando, portanto, a utilidade do ensaio na detec¢ao nio
s6 de SCID, mas de outras patologias que cursam com baixo
numero de linfécitos T.

De modo similar aos TRECs, a quantificagio dos KRECs
permite a detecgdo precoce de imunodeficiéncias com defeitos
no desenvolvimento de linfécitos B. A metodologia descrita
neste trabalho permite nao s6 a identificagio de pacientes por-
tadores de agamaglobulinemia, como também auxilia na clas-
sificacdo do tipo de SCID (T-B+; T-B-).® Com o advento da
triagem neonatal para linfopenias T e B, essas criancas podem
ser diagnosticadas logo apds o nascimento, como comprova-
ram nossos resultados.
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Dos trés pacientes controles com SCID participantes do
estudo, dois apresentaram auséncia ou nimero muito redu-
zido de TRECs e KRECs (SCID T-B-) ¢ o terceiro apresentou
fendtipo T-B+, de acordo com o ensaio de qRT-PCR e compa-
tivel com imunofenotipagem de linfécitos prévia. O paciente
com Sindrome de DiGeorge, como esperado, apresentou valor
normal de KREC:s.

Médicos colaboradores da rede BRAGID (Grupo Brasileiro
de Imunodeficiéncias Primdrias, www.bragid.org.br) foram res-
ponséveis pelo encaminhamento de 23 amostras suspeitas de
imunodeficiéncia primdria. Do total de amostras recebidas, cinco
apresentaram valores de TRECs e/ou KREC:s abaixo do valor
de corte, confirmando, portanto, a suspeita médica. Um desses,
paciente, portador da trissomia do cromossomo 21, apresentou
valores de TRECs abaixo do valor de corte, compativeis com
relatos norte-americanos anteriores da triagem neonatal para
SCID;'¢ foi verificada, também nesse paciente, a presenca de
imunodeficiéncia associada, alertando médicos e cuidadores
quanto aos cuidados adicionais a serem tomados.

A andlise de amostras de RN prematuros e a termo compro-
vou dados j4 relatados anteriormente de que prematuros possuem
valores de TRECs mais baixos (146 versus 156 TRECs/pL).!"**
Desse modo, estabelecemos que as criancas prematuras com
valores de TREC: alterados ao nascimento devem ter sua tria-
gem neonatal para linfopenias T repetida quando completa-
rem a idade gestacional ajustada de 37 semanas. Quanto aos
KRECs, os valores nio diferiram estatisticamente entre prema-
turos e a termo, conforme relato anterior.'®

A incidéncia das imunodeficiéncias primdrias ¢ desconhecida
no Brasil. Acredita-se que muitas criangas sucumbem antes que
o diagndstico seja realizado e, por esse motivo, como ocorria
nos EUA antes da triagem neonatal, a incidéncia provavelmente
estd subestimada.”” No Brasil, somente os pacientes com his-
téria familiar positiva para imunodeficiéncias primdrias tém a
possibilidade de se beneficiar do diagnéstico precoce. O inicio
da triagem neonatal universal para essas patologias possibili-
tard o diagndstico e tratamento precoce para todas as criangas.
Com o advento do TREC na triagem neonatal, foi possivel
estabelecer a incidéncia de SCID nos EUA em 1:58.000.'
Considerando que no Brasil temos 2,9 milhdes nascimentos/ano,
deverfamos diagnosticar aproximadamente 50 pacientes ao ano.
Uma investigagdo recente constatou um nimero reduzido de
casos de SCID diagnosticados no Brasil e alta taxa de mortali-
dade.”” A incorporagio da quantificagio de TRECs A triagem
neonatal de nosso pais beneficiaria um niimero expressivo de
pacientes com SCID.

A SCID se encaixa perfeitamente nos critérios formulados
por Wilson e Jungner para que seja incluida na triagem neo-
natal: inexisténcia de sinais e sintomas clinicos ao exame fisico,

grande prejuizo ao portador se a doenca nio for tratada, tra-
tamento disponivel, melhora da sobrevida e teste de triagem
disponivel a um custo razodvel.”! Sem diagndstico e tratamento
adequados, as criangas com SCID evoluem para o débito nos
dois primeiros anos de vida.' Estudos mostraram que a sobre-
vida em longo prazo, quando o RN é submetido a0 TCTH até
os trés meses ¢ meio de vida, é de 94%. Quando o transplante
ocorre ap6s essa idade, com infecgoes ativas, a sobrevida dimi-
nui para somente 50%.* Analisando-se esses ntimeros, che-
ga-se A conclusdo de que o diagnéstico precoce pode salvar a
vida das criangas portadoras de SCID. A adigao da quantifica-
¢ao dos KRECs 2 PCR a um custo {nfimo permite o diagnds-
tico de imunodeficiéncias primdrias de células B e se mostrou
capaz de detectar pacientes portadores de SCID T-B- e porta-
dores de agamaglobulinemia.

Atualmente, o acesso a exames que quantifiquem linféci-
tos e suas subpopulagées é restrito a grandes centros e labora-
térios de pesquisa. A quantificagio de TRECs ¢ KRECs em
amostras de sangue seco em papel-filtro permite uma tria-
gem dessas amostras vindas de quaisquer 4reas geograficas e
um direcionamento a exames especificos, poupando tempo e
recursos. No Brasil nao existem estudos sobre o custo ao sis-
tema publico de satde de pacientes com imunodeficiéncias
primdrias, mas, nos EUA, estudos jd comprovaram o custo-
-beneficio da inclusao da triagem neonatal para linfopenias T,
mostrando que o tratamento dos pacientes diagnosticados
previamente ao aparecimento das infecgdes e consequentes
internagées custa até quatro vezes menos que dos pacientes
diagnosticados tardiamente.*

Por fim, concluimos que a quantificagio de TRECs e KREC:s
detectou criangas com linfopenias T e/ou B em nosso estudo.
A técnica estd validada e pode ser implantada em grande escala
no Brasil, sem a necessidade de coleta adicional, uma vez que
a coleta usual do teste do pezinho ¢ a utilizada nesse ensaio.
Assim, damos o primeiro passo em dire¢io a inclusao da tria-
gem neonatal para linfopenias T e B em nosso pais, facilitando
o rastreamento, o diagnéstico precoce e o tratamento de indi-

viduos com imunodeficiéncias primdrias no Brasil.
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