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PALAVRAS-CHAVE Resumo

Avaliacao Objetivos: Os erros inatos da imunidade sao caracterizados por quadros infecciosos e manifes-
imunologica; tacoes de desregulacao imunologica. A diversidade de fendtipos clinicos pode dificultar o dire-
Imunodeficiéncias; cionamento da investigacao laboratorial. Este artigo tem por objetivo realizar uma atualizacao
Erros inatos da sobre a investigacao da competéncia imunoldgica no contexto dos defeitos primarios do siste-
imunidade; ma imunologico.

Diagnostico; Fonte dos dados: Realizadas buscas no Pubmed por artigos de revisdo dos ultimos cinco anos,
Investigacao; em inglés, francés ou espanhol, utilizando os termos “diagnosis” OR “investigation” AND
Exames laboratoriais “immunodeficiency” or “primary immunodeficiency” or “inborn errors of immunity” NOT

“HIV”. Edicoes recentes de livros textos também foram consultadas.

Sintese dos dados: A investigacdo da competéncia do sistema imunoldgico deve ser iniciada a
partir de fenotipos clinicos. Sdo dados relevantes: caracterizacdo dos quadros infecciosos (lo-
cal, recorréncia, tipos de agentes infecciosos, resposta ao tratamento), idade de inicio dos
sintomas e manifestacdes associadas (interferéncia no crescimento, alergia, autoimunidade,
doencas malignas, febre e sinais de inflamacao sem identificacao de infeccao ou autoimunida-
de) e historia familiar. Esses dados contribuem para a selecdo de exames a serem realizados.
Conclusoes: A investigacao diagnostica dos erros inatos da imunidade deve ser guiada pela ca-
racterizacdo clinica dos pacientes, procurando-se otimizar o uso de exames complementares.
Muitos diagnosticos sao possiveis apenas por meio de exames genéticos, nem sempre disponi-
veis. No entanto, a auséncia de diagnostico de certeza jamais deve postergar a instituiciao de
medidas terapéuticas que preservem a vida e a saude dos pacientes.
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Introducao

Os defeitos primarios do sistema imune sao chamados tradicio-
nalmente de imunodeficiéncias primarias (IDP). No entanto,
em decorréncia do grande nimero de defeitos mais recente-
mente descritos, nos quais ha manifestacoes mais relacionadas
a desregulacao do sistema imunoldgico do que propriamente a
sua deficiéncia, essa nomenclatura vem sendo substituida por
erros inatos de imunidade (Ell)."?

A classificacao atual é composta por 416 doencas causadas
por mutacdes em mais de 450 genes.? As manifestacoes de na-
tureza infecciosa sao as mais comuns. Nos ultimos anos, os de-
feitos primarios do sistema imune tém-se relacionado nao so-
mente as infeccdes frequentes ou graves, mas também a
suscetibilidade especifica a certos agentes infecciosos. Além
disso, houve um melhor reconhecimento de outras caracteristi-
cas clinicas, como alergias graves, processos inflamatoérios, lin-
foproliferacao, autoimunidade e, inclusive, malignidades.?

Em decorréncia da diversidade de manifestacoes clinicas, é
importante que a conducao da investigacao laboratorial dos Ell
seja direcionada a partir do fendtipo clinico e de uma triagem
imunolodgica inicial.* Diversos estudos mostram a relevancia da
historia familiar como um sinal de alerta. Os exames comple-
mentares devem seguir uma sequéncia de complexidade cres-
cente, partindo de um simples hemograma e dosagem de imu-
noglobulinas, chegando ao sequenciamento completo do exoma
ou do genoma, por técnica de sequenciamento de nova gera-
cao.>*

Lamentavelmente, muitos dos exames necessarios para o es-
clarecimento diagnodstico de doencas deste grupo nao se encon-
tram disponiveis em laboratorios comerciais, e alguns nem
mesmo em laboratdrios de pesquisa no Brasil. Para alguns exa-
mes disponiveis em laboratorios comerciais, temos ainda o pro-
blema da nao inclusao no rol do Sistema Unico de Satde (SUS)
nem da Saude Suplementar.

Objetivos

Nosso objetivo foi desenvolver uma proposta de abordagem
atualizada para a investigacdo laboratorial da competéncia
imunologica no contexto dos Ell.

Fonte dos dados

Realizamos buscas no Pubmed por artigos de revisao dos ulti-
mos cinco anos, em inglés, francés ou espanhol, utilizando os
termos “diagnosis” OR “investigation” AND “immunodeficien-
cy” or “primary immunodeficiency” or “inborn errors of immu-
nity” NOT “HIV”. Edicbes recentes de livros textos também
foram consultadas.

Resultados

Avaliacao inicial

E importante ressaltar que a abordagem descrita a seguir foca-
ra nos exames imunologicos, embora outros exames laborato-

riais e de imagem sejam relevantes para a investigacao de ma-
nifestacdes nao infecciosas dessas doencas.

A caracterizacao dos quadros infecciosos (local, recorréncia,
tipos de agentes infecciosos, resposta ao tratamento, reacoes
adversas a vacinas), idade de inicio dos sintomas e manifesta-
coes associadas (interferéncia no crescimento, alergia, au-
toimunidade, linfoproliferacao, doencas malignas, febre e si-
nais de inflamacdo sem identificacdo de infeccao ou
autoimunidade) tornam possivel direcionar o setor da resposta
imune mais provavelmente acometido e que deve ser priorita-
riamente avaliado.” Na tabela 1, apresentamos os exames com-
plementares iniciais de acordo com o tipo de infeccao, agentes
infecciosos identificados e manifestacdes nao infecciosas asso-
ciadas.

E importante ter em mente que um passo inicial indispensa-
vel é descartar a presenca de alguma imunodeficiéncia secun-
daria, particularmente a infeccao pelo HIV, e também pelo uso
de medicamentos, perdas renais ou gastrintestinais.”

Um simples hemograma com hematoscopia fornece muitos
dados que podem ser relevantes para direcionar a investiga-
cdo diagndstica: presenca de anemia, plaquetopenia, com
ou sem plaquetas de pequeno tamanho, leucocitose acima
de 20.000, linfopenia, neutropenia, monocitopenia, eosino-
filia e/ou granulos gigantes em neutrdfilos.” A linfopenia,
definida por linfocitos abaixo de 2.500 nos primeiros
meses de vida, pode indicar comprometimento da imunidade
celular.®

A dosagem de subclasses de IgG é um exame de relevancia
discutivel; pode ser importante diante de um paciente com de-
ficiéncia de IgA que apresente infeccoes bacterianas recorren-
tes importantes, mas sempre deve ser associada a avaliacdo da
resposta funcional de anticorpos.>’

A dosagem de iso-hemaglutininas em criancas acima de 1
ano e que nao sejam do grupo sanguineo AB pode auxiliar na
avaliacao da capacidade de producao de anticorpos, pois sao
anticorpos naturais IgM contra antigenos polissacarideos do
grupo sanguineo.’” Para a pesquisa de resposta a antigenos pro-
teicos, avaliamos resposta vacinal e habitualmente solicitamos
sorologias para sarampo, rubéola, caxumba, tétano, poliovirus
e difteria. Em pacientes que ja estejam recebendo reposicao
de imunoglobulina, a opcao, em nosso meio, seria avaliar res-
posta a vacina para a raiva.’

Aresposta a antigenos polissacarideos deve ser obtida solici-
tando-se dosagens de IgG para 23 sorotipos de pneumococos
antes e quatro a seis semanas apo6s a aplicacdo da vacina pneu-
mococica ndo conjugada (23 valente). Considera-se uma res-
posta normal a polissacarideos a presenca na dosagem pos-va-
cinal de titulos acima de 1,33 ou aumento de duas vezes em
relacdo aos titulos pré-vacinais, para mais de 50% dos 11 soro-
tipos em menores de 6 anos e 70% em maiores de 6 anos (2, 8,
9N, 10A, 11A, 12F, 15B, 17F, 20, 22F e 33F) ausentes de qual-
quer uma das vacinas conjugadas aplicadas no primeiro ano de
vida.”” A avaliacao de apenas sete sorotipos presentes em qual-
quer uma das vacinas conjugadas nao € apropriada para esse
diagnostico.

A dosagem de imunoglobulinas séricas constitui uma triagem
nao somente da imunidade mediada por anticorpos, mas tam-
bém de alguns defeitos combinados de células B (CD19* ou
CD20*) e T (CD3+), principalmente se as associarmos a avalia-
cado da resposta vacinal. Imunodeficiéncias associadas a qua-
dros sindromicos também podem ser triadas por essa avaliacao,
tais como na sindrome de hiper-IgE, ataxia telangiectasia ou
displasia ectodérmica.’
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Tabela 1

Avaliacao imunoloégica de acordo com o tipo de infeccao, de agente infeccioso e manifestacdes associadas

Infeccoes

Outras manifestacées Ell suspeitos

Exames iniciais

Graves, disseminadas, por
virus, bactérias, fungos,
protozoarios, germes
oportunistas
Citomegalovirus
Herpesvirus
Micobactérias

Candida sp.

Aspergillus sp.
Toxoplasmose

P. jirovecii
Cryptosporidium sp.
Reacdo a vacina BCG

Bacterianas, germes
encapsulados do trato
respiratorio, articular, sepse,
graves e/ou recorrentes
Pneumococo

Hemofilus

Micoplasma

Giardia lamblia

Bactérias intestinais:
Campylobacter sp.,
Salmonella sp.
Enterovirus (pdlio vacinal)
Norovirus

Bacterianas, germes
encapsulados do trato
respiratorio, articular ou
meninges, sepse
Pneumococo

Neisseria sp.

Hemofilos

Nao significativas, nao graves
Candidiase

InfeccOes bacterianas

Virus de Epstein-Barr

Imunodeficiéncias
combinadas de
células T e B - SCID

Inicio precoce
Comprometimento do
crescimento

Diarreia cronica
Auséncia de timo
Microcefalia, com ou sem
dismorfismos faciais

Imunodeficiéncias
combinadas
associadas a
sindromes

Malformacoes e dismorfismos
faciais

Displasia 6ssea

Fraturas

Escoliose

Baixa estatura

Microcefalia
Hematomas/sangramentos
Ataxia cerebelar
Telangiectasias oculo-cutaneas
Atraso global do
desenvolvimento

Déficit intelectual
Hipermotilidade articular
Eczema extenso

Ictiose

Displasia ectodérmica

Defeitos
predominantemente
de anticorpos

Inicio dos sintomas acima dos 6
meses

Auséncia de amigdalas/
adenoides

Linfoproliferacao

Hiperplasia nodular linfoide
Atraso do desenvolvimento
Cromossomopatias

Defeitos do
complemento

Manifestacées de
autoimunidade, lGpus-simile,
glomerulopatia

Inicio precoce
Linfoproliferacao
Linfo-histiocitose
hemofagocitica

Albinismo 6culo-cutaneo
parcial

Atraso do desenvolvimento
Citopenias autoimunes
Endocrinopatias autoimunes
Doenca inflamatoria intestinal
grave

Doencas com
imunodesregulacao
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Hemograma

contagem de linfocitos (CD3,
CD4, CD8, CD19, CD56)
TREC

dosagem de imunoglobulinas

Hemograma

Dosagem de imunoglobulinas
Contagem de linfocitos B
KREC

C3, C4, CH50

Hemograma
Hematoscopia
Autoanticorpos
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Tabela 1 (Continuacéo)

Infeccoes

Outras manifestacées

Ell suspeitos

Exames iniciais

Infeccoes cutaneas
recorrentes

Abscessos profundos
Pneumonias necrotizantes
Osteomielite

Germes catalase positivos:
Stafilococcus sp., Klebsiela
sp., Serratia sp., Pseudomonas
sp.,

Aspergilus sp.

Candida sp.,

Burkholderia cepacia,

M. tuberculosis

Infeccbes recorrentes por
apenas um tipo ou poucos
tipos de microrganismo
Bacterianas, invasivas, sepse,
meningite, artrite,
osteomielite

Pneumococos

Infeccdes recorrentes por
apenas um tipo ou poucos
tipos de microrganismo
Micobactérias

Fungos e bactérias
intracelulares

InfeccOes recorrentes por
apenas um tipo ou poucos
tipos de microrganismo
Verrugas disseminadas por
HPV com ou sem infeccoes
bacterianas

Encefalite recorrente por
herpes simples

Reacoes graves as vacinas
triplice viral, da febre
amarela

InfeccOes recorrentes por
apenas um tipo ou poucos
tipos de microrganismos
Infeccdes cutaneas e/ou
invasivas por fungos,
principalmente Candida sp.,
com ou sem infeccoes
cutaneas por estafilococos

Nao significativas, nao graves,
nem recorrentes

Inicio precoce

Granulomas

Doenca inflamatoria intestinal
inespecifica

Insuficiéncia pancreatica
Atraso do desenvolvimento
Déficit intelectual

Aftas

Atraso queda coto umbilical
Ma cicatrizacao

Doenca periodontal
Proteinose alveolar pulmonar
Linfedema

mielodisplasia

Pouca ou nenhuma febre
Atraso da queda do coto
umbilical

Melhora com a idade
Auséncia de baco

Reacéo a vacina BCG

Sem outras manifestacoes

Displasia ectodérmica
Endocrinopatias autoimunes

Manifestacoes inflamatorias na
auséncia de agentes infecciosos
ou autoimunidade

Febre recorrente

Erupcao urticariforme sem
prurido

Paniculite

Lipodistrofia

Lesoes liticas dsseas
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Doencas de fagocitos
numeéricas ou
funcionais

Deficiéncia de
imunidade inata -
defeito de IRAK4/
MyD88

Suscetibilidade
mendeliana a
micobactérias

Deficiéncia da
imunidade inata com
suscetibilidade a
infeccdes virais

Deficiéncias da
imunidade inata com
suscetibilidade para
fungos

Doencas
autoinflamatorias

Hemograma

Avaliacao morfologica de
neutrofilos na hematoscopia
Avaliacao de burst oxidativo
(DHR)

Hemograma, dosagem de
imunoglobulinas, fenotipagem
de linfocitos, CH50 para
descartar outros diagnosticos,
Shedding de 62L

Avaliacao funcional do eixo
IFN g-IL12

Dosagem de imunoglobulinas
Hemograma

Fenotipagem de linfocitos
para descartar outros
diagnosticos

Shedding de 62L

Hemograma, dosagem de
imunoglobulinas, fenotipagem
de linfocitos, DHR para
descartar outros diagnosticos

Provas de atividade
inflamatoria

Autoanticorpos, dosagem de
imunoglobulinas e
fenotipagem de linfocitos para
descartar outros diagnosticos
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Tabela 1 (Continuacéo)

Infeccoes Outras manifestacoes

Ell suspeitos Exames iniciais

Artrite

Pioderma grangrenoso
Acne grave

Psoriase pustular
Encefalopatia

Acidentes vasculares cerebrais

Pernio

Fontes: Rosenzweig et al.’; Tangye et al.?; Bousfiha et al.?; Chinen et al.’.

Exames muito usados para a avaliacdo imunologica inicial, as
dosagens de imunoglobulinas A, M, G e E e as contagens de
subpopulacdes de linfocitos (CD3, CD4, CD8, CD19, CD56, res-
pectivamente T, T4, T8, B e NK) devem ser comparadas com
valores de referéncia para a idade e, de preferéncia, na popu-
lacao da qual se origina o paciente.’

Abordando mais especificamente a imunidade mediada por
linfocitos T, os testes intradérmicos de hipersensibilidade tar-
dia podem ser utilizados para a triagem da imunidade celular.
Os antigenos utilizados sdo: candidina, estreptoquinase/dor-
nase, toxina estafilococica, tricofitina e PPD. Pacientes com
menos de 1 ano de idade devem responder (papula de 3 mm)
a pelo menos um dos antigenos testados, em 48 a 72 horas.
Essa forma de avaliacdo tem sido abandonada, pois o acesso a
citometria de fluxo tornou-se mais facil quando foi implemen-
tado o monitoramento de pacientes HIV positivos. A avaliagao
funcional da imunidade mediada por linfocitos T pode ser re-
alizada in vitro. A estimulacao pode ser feita com mitogenos
e antigenos, tradicionalmente pela incorporacao de timidina
tritiada ou, mais recentemente, por meio da incorporacao de
um nucleotideo (EdU) via sistema de fluorescéncia ou por co-
rante (CSFE).>” Trata-se de exame com disponibilidade restri-
ta. Quando indisponivel, os testes intradérmicos in vivo po-
dem ser (teis.

A avaliacao de TREC (T-cell receptor excision circles) e KREC
(kappa-deleting recombination excision circles), contagem por
PCR de circulos de excisao que sao descartados durante o pro-
cesso de rearranjo de receptores de superficie, respectivamen-
te de células T e B, constituem interessante exame de triagem
realizado a partir de gotas de sangue em papel filtro (dried
blood spot - DBS)." Com o TREC é possivel avaliar a presenca
de células T naive recém-saidas do timo, e com o KREC, a pre-
senca de linfocitos B imaturos. Habitualmente utilizados para
triagem neonatal de defeitos de células T e B, essa contagem
também pode ser (til na investigacdo em caso de suspeita de
um EI."" Quando ha suspeita de imunodeficiéncia combinada
grave, a marcacao adicional das células NK (CD16*CD56*) possi-
bilita supor os defeitos moleculares associados.*

Considerando-se os defeitos de neutrofilos, a neutropenia
congénita pode ser avaliada, como descrito, por um leucogra-
ma. Entretanto, a neutropenia ciclica exige a realizacao de
leucogramas seriados semanais (duas a trés vezes por semana
por seis semanas) para a deteccao dos periodos de neutrope-
nia acentuada.>" A avaliacao funcional deve ser solicitada de
acordo com a historia clinica, e os testes de nitrobluetetrazo-
lium (NBT) ou di-hidrorodamina (DHR) podem ser aplicados
para os defeitos de morte intracelular, tal como a doenca gra-
nulomatosa cronica. Outra etapa da ativacao de fagdcitos, a
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quimiotaxia de neutrofilos pode ser avaliada com o uso da
camara de Boyden e leitura em microscopio comum ou em
meio agar; no entanto, trata-se de técnica de realizacao tra-
balhosa e de dificil padronizacao, realizada em centros de
pesquisa.>'

A ativacao das vias classica e alternativa do complemento
pode ser avaliada pelo CH50 ou CH100 e pelo AP50. Esses exa-
mes direcionam os componentes possivelmente deficientes
nessas vias. Embora as dosagens dos componentes C3 e C4 se-
jam facilmente disponiveis, as deficiéncias primarias comple-
tas dessas proteinas sao raras. Para o diagnostico das deficién-
cias da via das lectinas, por exemplo, lectina ligadora de
manose (MBL) ou serinoprotease associada a MBL (MASP2), é
preciso fazer ensaios especificos para este fim. E importante
salientar que, ao avaliar o sistema do complemento, valores
alterados devem ser checados - em se tratando de proteinas de
fase aguda e extremamente termolabeis, o consumo diante de
um quadro agudo ou problemas de coleta/manejo da amostra
sdo comuns.” '

Avaliacado por citometria de fluxo

A citometria de fluxo revolucionou a imunologia e o estudo dos
Ell."* Como mencionado anteriormente, o uso desse aparelho
foi impulsionado pela epidemia de AIDS e, com ele, é possivel
detectar a expressao de proteinas de superficie, intracelulares
ou intranucleares, o que possibilita a identificacao de popula-
coes e subpopulacées de células, a deteccao de efeitos biologi-
cos da ativacao celular ou decorrentes de defeitos imunologi-
cos e a avaliacdo de funcao do sistema imune.'” Portanto, além
da quantificacdo de células, muitos ensaios funcionais podem
ser realizados, fornecendo resultados rapidos.'®"”

A avaliacdo mais comumente solicitada é a fenotipagem ba-
sal de linfocitos: B (CD19 ou CD20), NK (CD56/16), T (CD3), T4
(CD3CD4), T8 (CD3CD8). Entretanto, diversas situacoes a seguir
podem demonstrar a abrangéncia desse método. Em casos de
hipogamaglobulinemia com nUmero normal de linfocitos B
(CD19*), é importante a avaliacao de subpopulacées de linfoci-
tos B: naive (CD27-) de memoria (CD27+), com switch de classes
(IgM°) ou sem switch de classes (IgM*).>""

Nos defeitos combinados T e B sem linfopenia intensa, faz-se
necessaria a avaliacdo de mais subpopulacdes de linfdcitos T:
naive (CD3* CD45RA*), de memoria (CD3* CD45R0*), duplo ne-
gativos (CD3* TCRop CD4°CD8") e Th17.>"

A marcacao de subpopulacdes de células NK (CD56 e CD16)
possibilita identificar cinco populacdes: CD56 "t CD16-,
CD56Prist CD164m, CD56¢™ CD16-, CD56¢™ CD16*, CD56CD16".
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Células NK CD56P"t sdo as que mais produzem IFNy; as CD-
569%™ sao as que apresentam maior quantidade de perforina e
granzimas, enquanto as CD16* sao as que atuam na citotoxi-
cidade mediada por anticorpos.>'” As células T NK apresen-
tam CD3 e CD56, atuam na imunidade inata e estao alteradas
em sindromes linfoproliferativas associadas ao virus de Eps-
tein-Barr.

Na realidade, as subpopulacoes celulares identificadas pela
citometria de fluxo sao muito mais numerosas que as aqui apre-
sentadas e tém permitido nao apenas conhecer melhor os Ell,
como também o funcionamento do sistema imune. s

E possivel marcar, também pela citometria de fluxo, a ex-
pressao de proteinas como BTK, WASp, CD40/CD40L, CD11/
CD18, IL-10R, auxiliando no diagndstico, respectivamente,
da agamagobulinemia ligada ao X, sindrome de Wiskott-Al-
drich, hiper-IgM, defeito de adesao leucocitaria tipo | e do-
enca inflamatoria intestinal precoce e grave por defeito de
IL-10R. Um grande numero de outras moléculas pode ser
marcado. '8

Além disso, ensaios funcionais in vitro podem ser realizados
por citometria de fluxo para avaliar a proliferacao e ativacao
de linfocitos, citotoxicidade de TCD8 e NK, a atividade do eixo
IFN-y-IL-12, burst oxidativo de fagocitos DHR e ativacdo especi-
fica de TLR e muitos outros.'”'

Avaliacdo avancada

Os exames abordados para avaliacao inicial possibilitam a iden-
tificacdo de um consideravel percentual de pacientes com Ell.
Entretanto, ndo tornam possivel o diagndstico de muitos outros
defeitos, mais recentemente descritos. A realizacao de exames
mais especializados e que, em geral, nao estao incorporados
em rotinas laboratoriais, pode ser necessaria.

A avaliacao do repertoério de receptores de células T (TCR)
avaliando cadeia B da regiao variavel (VB) pode ser feita por
citometria de fluxo ou por PCR, identificando sua curva de dis-
tribuicao, oligo (patoldgica) ou policlonal (normal).> Assim,
identificamos doencas nas quais o nimero de linfocitos é nor-
mal, mas a resposta celular é prejudicada por conta de restri-
cao de sua especificidade, de sua capacidade de reconheci-
mento de diferentes antigenos.

A dosagem em sangue periférico da atividade enzimatica de
adenosina deaminase (ADA) e purino nucleosideo fosforilase
(PNP) pode auxiliar no diagnoéstico de casos de imunodeficién-
cia combinada grave (SCID). Esses defeitos, por sua vez, podem
ser tratados com reposicao enzimatica até que seja possivel
realizar o tratamento definitivo com transplante de células-
tronco hematopoiéticas. Um exame de facil realizacao é a do-
sagem de acido Urico, que se encontra extremamente baixa na
deficiéncia de PNP, que atua na metabolizacdo da purina. A
dosagem de alfa fetoproteina encontra-se elevada em pacien-
tes com ataxia-telangiectasia - portanto, um bom exame a ser
utilizado diante dessa suspeita.’

Ensaios de citotoxicidade sdo Uteis diante de suspeitas de
defeitos em células NK, com infeccdes virais importantes,
particularmente por papilomavirus humano (HPV) ou da fa-
milia herpes. Podem ser realizados por meio da avaliacao da
liberacdo de Cromo®! no sobrenadante a partir da célula-alvo
lisada ou a expressao de CD107a na superficie da célula. Na
realidade, o primeiro método avalia a citotoxidade em si e o
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segundo, a capacidade de degranulacao. Em defeitos de per-
forina, por exemplo, ha expressao normal de CD107a na
superficie de NK, mas pouca eliminacdo de Cromo®" no
sobrenadante.®

Ensaios funcionais para avaliacao de defeitos do eixo IFNy—
-IL-12, que causam suscetibilidade mendeliana a micobacté-
rias, sao realizados avaliando-se, in vitro, a producao de IL-12
apos estimulo de células mononucleares periféricas com IFNy,
assim como a producao de IFNy apos estimulo de linfocitos
com IL-12.°

Avaliacao funcional de toll-like receptors (TLR), relevante
apenas no caso de suscetibilidade restrita a um tipo de agente
infeccioso - sugerindo uma deficiéncia da imunidade inata - é
feita por meio do ensaio denominado shedding de CD62L. Me-
diante diversos estimulos especificos para diferentes TLR, ava-
lia-se a quantidade de CD62L liberada por neutroéfilos no sobre-
nadante. O aumento de CD62L identifica vias de sinalizacao
integras.® A dosagem sérica de IFNy é (til na investigacdo de
um grupo de doencas autoinflamatérias denominado interfe-
ronopatias.” "

Exames genéticos

Analise cromossdmica por microarray é uma técnica bastante
utilizada em genética, particularmente quando se esta diante
de um fenotipo sindrémico ou pouco especifico para que se
identifique um ou alguns genes suspeitos.?’ Esse exame identi-
fica perdas e ganhos cromossémicos, nimero de copias de va-
riantes (CNV - copy number variants) em todo o genoma, dele-
coes e duplicagbes com maior sensibilidade que o cariétipo.
Tem a capacidade também para detectar um excesso de homo-
zigose, sugerindo consanguinidade, por vezes restrita a uma
determinada parte do cddigo genético, o que auxilia no dire-
cionamento a busca de mutacdes por sequenciamento de nova
geracdo. O método é bastante utilizado para identificar dele-
cao de 22q11, relacionado a sindrome de DiGeorge (aplasia ou
hipoplasia timica, cardiopatia congénita, hipoparatireodismo
associados).”'

0 sequenciamento genético pelo método de Sanger ainda é
considerado o padrao ouro no diagnoéstico de mutacoes.?®?!
No entanto, o sequenciamento de nova geracao (NGS - new
generation sequencing), adotado a partir de 2010, torna pos-
sivel investigar muitos mais genes simultaneamente e com
custo bem menor. O NGS é feito por meio de painéis de genes,
escolhidos de acordo com o tipo de doenca a investigar, pela
avaliacao completa do exoma (WES - whole exome sequen-
cing), em que se sequencia apenas a parte do genoma que
codifica proteinas (exons), ou ainda pela avaliacdo completa
do genoma (WGS - whole genome sequencing). O WGS tem
maior capacidade diagnostica; no entanto, por conta do ele-
vado custo e da dificuldade em manejar um grande nimero de
informacgoes, ainda ndo é utilizado na pratica clinica. O se-
quenciamento por meio de painéis de genes é mais econémi-
co; no entanto, pode nao tornar possivel o diagndstico em
muitos casos. O WES é uma opcao intermediaria em termos de
custo e quantidade de dados a serem analisados e tem sido
considerado o exame com melhor relacdo custo-beneficio.?
Independentemente do tipo de sequenciamento a ser realiza-
do, é fundamental que seja feita boa caracterizacao clinica e
imunoldgica do paciente, além de completo historico familiar,
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de modo a definir os principais genes suspeitos e possiveis
formas de heranca.?

0 sequenciamento genético trouxe a possibilidade de com-
provar muitos diagnosticos, descrever novos defeitos, propi-
ciando, inclusive, melhor conhecimento acerca do funciona-
mento do sistema imune. Os exames genéticos fornecem o
diagnostico definitivo da maioria dos Ell. Entretanto, trouxe
também muitos desafios, de custo, de acesso e de interpre-
tacdo, com a necessidade de aprimorar a analise dos dados
obtidos e de comprovar a patogenicidade de algumas muta-
coes de significado incerto até o presente momento.?"?> Nes-
se ultimo caso, ensaios funcionais, muitas vezes realizados
por meio da citometria, sdo necessarios para a comprovacao
de sua patogenicidade.

Conclusoes

Uma listagem padrao de exames imunologicos deve ser evita-
da. E preciso otimizar a solicitacao de exames tendo por base
a caracterizacao clinica dos pacientes.

Ha uma série de exames avancados de dificil acesso ou indis-
poniveis em nosso meio. Muitos diagnosticos no grupo dos Ell
sdo possiveis apenas com exames genéticos, nem sempre dispo-
niveis. Apesar das vantagens de um diagnostico preciso para o
manejo dos pacientes, sua auséncia jamais deve postergar a
instituicdo de medidas terapéuticas que mantenham a vida e a
salde dos pacientes.
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