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Resumo

A Imunodeficiéncia combinada grave (SCID) é uma doenga primaria letal, quando ndo empregado tratamento precoce,
diagno6stico por meio da analise do circulo de excisdo do receptor de células T (TREC) e o circulo de excisdo de
recombinacéo kappa (KREC). Por intermédio dos cartdes de Guthrie e do papel filtro, sdo extraidas as informagoes
baseadas no teste molecular de reagdo em cadeia de polimerase (polymerase chain reaction, PCR), em tempo real
(gRT-PCR), para avaliar simultaneamente as deficiéncias de células B e T e rastrear as altera¢des imunoldgicas. Deste
modo, o objetivo desta revisdo sistematica foi verificar a sensibilidade e especificidade da utilizagdo de gRT-PCR, em
TREC e KREC, no diagnoéstico da SCID, conforme publicagdes nas bases de dados PUBMED e SCIELO, entre 2011 e
2021, resultando em 30 artigos completos, apés aplicagdo da metodologia, em que foi possivel concluir que a
quantificagdo de TRECs e KRECs, ao utilizar o teste de qRT-PCR, foi eficiente na detec¢édo das SCIDs e validada em
varios paises, no entanto, ainda pouco empregada no Brasil, evidenciando baixo diagnostico de erros inatos da
imunidade e alta taxa de mortalidade no primeiro ano de vida.

Palavras-chave: Imunodeficiéncia combinada grave (SCID); Triagem neonatal; Real-Time PCRs.

Abstract

Severe Combined Immunodeficiency (SCID) is a primary lethal disease, when early treatment is not employed,
diagnosis through the analysis of the T cell receptor excision circle (TREC) and the kappa recombination circle excision
(KREC). Using Guthrie cards and filter paper, information based on the real-time polymerase chain reaction (PCR)
molecular test (QRT PCR) is extracted to simultaneously assess the deficiencies of B cells and T and track immunological
changes. Thus, the objective of this systematic review was to verify the sensitivity and specificity of using gqRT-PCR, in
TREC and KREC, in the diagnosis of SCID, according to publications in the PUBMED and SCIELO databases,
between 2011 and 2021, resulting in 30 articles complete, after applying the methodology, in which it was possible to
conclude that the quantification of TRECs and KRECs, using the gRT-PCR test, was efficient in detecting SCIDs and
validated in several countries, however, still little used in Brazil, showing low diagnosis of inborn errors of immunity
and high mortality rate in the first year of life.

Keywords: Severe Combined Immunodeficiency SCID; Inborn erros immunity; Real-Time PCRs.
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Introducéo

O sistema imunolégico pode ser
acometido por Doencas Imunodeficientes
Primérias (DIP), que causam erros inatos da
imunidade. Atualmente, mais de 300 alteracdes
genéticas foram  descritas, sendo estas
decorrentes de diversos fatores fisiopatoldgicos,
podendo  classificar-se =~ como  doencas
desregulatérias imunoldgicas; distarbios anti-
inflamatorio; imunodeficiéncia combinadas ou
sindrémicas, aquelas que afetam a imunidade
humoral e celular; deficiéncia de anticorpos,
além de defeitos imunes intrinsecos e inatos,
entre outros?.

Sabe-se que as imunodeficiéncias
podem ser divididas em dois tipos: primérias e
secundarias. As primarias sdo decorrentes,
geralmente, de distlrbios genéticos hereditarios
considerados raros, elas apresentam-se no
nascimento, manifestando-se nos primeiros anos
de vida. A imunodeficiéncia secundaria é
adquirida no decorrer da vida, oriundos de
fatores ambientais associados ou outras
patologias existentes, a mais conhecida é a
Imunodeficiéncia Humana (HIV), que pode

causar a Sindrome da Imunodeficiéncia

Adquirida (AIDS)?
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Avancos em tecnologias de diagndstico
tém permitido que bebés sejam identificados
com PID (Imunodeficiéncia Primaria) grave,
antes das manifestacbes dos sintomas, 0 que,
anteriormente, resultava-se em infecgdes graves
e complicagbes prolongadas pela falta de
identificacdo, hoje as buscas e os diagnosticos
sdo antecipados.t

A incidéncia de pessoas com diagndstico
de Imunodeficiéncia Combinada Severa (SCID)
estd estimada em 1:58.000. Estes pacientes
possuem alteragdes nos elementos do sistema
imunoldgico, podendo apresentar baixos niveis
ou auséncia de células T e inexisténcia ou ndo do
funcionamento das células B, resultando em
suscetibilidade do individuo a infec¢des virais,
fangicas e bactericidas, em que as doengas
oportunistas apresentam risco a vida®.

Conforme estudos que avaliam a triagem
de recém-nascidos?, a SCID é uma doenca
imunodeficiente primaria letal, quando ndo
empregado tratamento precoce. Caso 0
diagnostico e o tratamento sejam realizados,
ainda, nos primeiros meses de vida, os resultados
sdo satisfatorios, estudo cita, também, que o
diagnostico descreve andlise do Circulo de
Excisdo do Receptor de Células T (TREC) e

Circulo de Excisdo de Recombinacdo Kappa



(KREC), por meio dos cartdes de Guthrie, (papel
filtro), em que sdo extraidos TRECs baseados na
Reacdo em Cadeia da Polimerase, ferramenta
atil para diagnostico de SCIDs.

Para avaliar simultaneamente as
deficiéncias de células B e T, pesquisa utilizou-
se da PCR triplex*. Outro achado® relata ainda
que criangcas que receberam transplante de
células hematopoiéticas para tratar a SCID,
apresentavam altas taxas de sobrevivéncia, com
taxas de sobrevida de 94% para criangas com 3,5
meses de idade ou menos, 90% para aquelas sem
infecOes anteriores e mais velhas e 82% para as
criangas com infecgdes tratadas.

Criangas com diagnostico precoce para
imunodeficiéncia combinada severa apresentam
taxa de sobrevida maior, para que este
diagndstico ocorra em tempo habil e, assim,
serem tratadas antecipadamente. Para tanto, faz-
se necessaria busca por formas alternativas e
eficazes de triagem e diagnodstico. Logo, este
trabalho objetivou explanar sobre a deteccéo de
TREC E KREC com a técnica do gRT-
PCR, como método de diagnéstico eficaz em

bebés com SCID.

Métodos
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Esta revisdo sistematica foi baseada nas
diretrizes do método PRISMAS, tendo como o
principal objetivo verificar a sensibilidade e
especificidade da utilizacdo de gRT-PCR, em
TREC e KREC, no diagndstico SCID. Para a
pesquisa, consultaram-se as bases de dados
National Library of Medicine National Institutes
of Health (PubMed) e Scientific Electronic
Library Online (SCIELO), considerando o
periodo de 2011-2021. Como descritores,
utilizaram-se dos mesmos em lingua inglesa,
com cinco combinagBes diferentes: Severe
Combined Immunodeficiency; Neonatal
screening, TREC; KREC; PCR, Neonatal
screening; PCR, Speciticity; Sensitivity; PCR;
TREC; KREC; e Inborn Immunity Error,
Neonatal Screening for SCID. A estratégia de
busca utilizada foi 0 uso do operador booleano
“AND”, que permitiu a busca exata por temas
relacionados a pesquisa.

Como critério de elegibilidade,
selecionaram-se os estudos resultantes da busca
de dados e efetuou-se a analise dos artigos. A
presente avaliacdo foi realizada por cinco
pesquisadores, sendo dividida em trés etapas.
Primeiramente, ocorreu a busca nas bases de

dados, seguida da leitura de titulos e resumos e,

por fim, a leitura dos artigos na integra. Avaliou-



se a pergunta de pesquisa e a formulou
considerando os elementos da estratégia PICO,
em que P refere-se a Recém-nascidos; I, a Teste
de TREC e KREC; C equivale a gqRT-PCR; e O
corresponde a Sensibilidade e Especificidade
dos testes para diagndstico de SCID. Esta auxilia
nessas defini¢Bes, pois orienta a construcdo da
pergunta de pesquisa, da busca bibliografica e
permite que o profissional da area clinica e de
pesquisa, ao ter dlvida ou questionamento,
localize de modo acurado e rapido a melhor
informacéo cientifica disponivel’. Os critérios de
exclusdo foram artigos que abordassem
parcialmente o tema; preprints; estudos na forma
de teses, dissertacdes, videos ou livros; carta
para o editor; com resultados de estudos
experimentais em animais de laboratério; artigos
duplicados; literatura cinzenta; e artigos
publicados antes do ano de 2011.

No total, a busca encontrou 715
trabalhos publicados, destes, 30 foram
selecionados, de acordo com os critérios de
elegibilidade mencionados, conforme Figura 1.
Dos artigos que foram lidos na integra e apos 0s
elegidos para participar desta revisdo, em

planilha do Excel, registraram-se dados, como

plataforma em que estdo disponiveis, autores e
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ano de publicag&o, pais de publicacéo, objetivos

e resultados.
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Figura 1 - Diagrama de fluxo do PRISMA 2020 para revisdes
sistematicas atualizadas, sobre a extracéo das pesquisas dos bancos
de dados, registros e outras fontes.

Resultados

Os artigos selecionados apo6s a leitura na
integra estdo representados no Quadro I. A
triagem neonatal para SCID era realizada pelo
histérico familiar ou quando os bebés
apresentavam sintomas clinicos caracteristicos
desta patologia. Embora as criangas recebam das

mées anticorpos que permitam nascimento e



desenvolvimento normal nos primeiros anos de
vida, nota-se que quando ndo tratadas as
infeccdes oportunistas e recorrentes até aos dois
anos de vida, estas podem se tornar fatal, quando
se possui SCID. A diminuicdo do tempo de
diagnostico e realizagdo de tratamento, como
terapia genética, transplante de células tronco
hematopoiéticas e terapia de reposi¢do
enzimatica, sdo cruciais na sobrevida dos bebés®.

A imunodeficiéncia combinada severa é
manifestada pelos baixos niveis de linfécitos T
ou pela auséncia destes. Para o diagnostico,
inicialmente, utilizava-se de hemograma
completo, com contagem de linfécitos, porém,
observou-se sensibilidade nula, posteriormente,
a citometria de fluxo sanguineo no cordao
umbilical para analise de células T, também, foi
utilizada. Contudo, por ser método dispendioso
e demorado, optou-se por outras triagens para
linfopenia de células T*.

A SCID pode ser diagnosticada pela
contagem de TRECs em cartdes de Guthrie, com
manchas de sangue secas, utilizando-se da
técnica da Reacdo em Cadeia da Polimerase em
tempo real (qPCR), para estimar os niveis de
TRECs. Estes, sendo baixos, caracterizam-se

como linfopenia de células T, visto que estes

TRECs, decorrentes de recombinagdo do
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receptor da célula T, sdo subprodutos do DNA®.

Estudos apresentaram a viabilidade do
uso de TRECs, como biomarcador para
diagndstico de SCID que, quando comparado a
ensaios clinicos retrospectivos, a incidéncia da
imunodeficiéncia combinada severa foi de 1 em
58.000 nascidos, diferente da incidéncia
sugerida de 1 em 100.000, em dados
retrospectivos??.

Achados demonstram que a combinagao
de TREC e KREC permite o diagnéstico de DIP
graves com linfopenia de células B e T, além da
SCID, estas combinacGes podem ser utilizadas,
pois ndo ha alteracdo complexa na técnica de
desenvolvimento  do

diagnéstico.  Esta

combinagdo  ainda  permite  identificar
precocemente erros inatos de imunidade, como
sindrome de DiGeorge, agamaglobulinemia,
ataxia-teleangiectasia, entre outras'?.

Ensaios de TREC e KREC
multiplexados, quando comparados a triagem
TREC isolada, apresentam diversas vantagens,
além da verificacdo de defeitos nas células B,
auxiliam no diagnostico de diferentes PID, que
ndo sdo identificadas em teste TREC isolado?.

Na Suica, para triagem de deficiéncias

graves de células B e T de recém-nascidos,

utiliza-se do ensaio que quantifica TRECs e



KRECs, por meio de qPCR, a partir de circulos
de excisdo do receptor de células T. Nestes,
encontram-se fragmentos de DNA,
caracterizados pelo formato de anéis, em que, no
Timo, ap6s maturar as células T, sdo produzidas
residualmente, durante a recombinagdo somatica
do lécus do gene receptor da célula T, assim
como circulos de excisdo de recombinagao, com
delecdo de kappa que sdo formados na
maturacgdo e recombinagéo do receptor de célula
B. Observa-se que em criancas com linfopenia
de células T grave ou com SCID, os TRECs séo
pouco detectaveis ou ausentes, diferentes das
criancas saudaveis, em que os TRECs sdo
produzidos em niveis altos 2.

Pesquisadores, no ano de 2017,
descrevem em estudos que o diagndstico de
SCID séo decorrentes da PCR amplificada, sabe-
se que resultados com niveis baixos podem ser
consequentes de artefatos, amostra de sangue
seco inadequada, inibidores da DNA polimerase,
ou falha na eluicdo do DNA. Para que o resultado
ndo seja falso-positivo, incluem-se,
simultaneamente, na PCR um gene da
ribonuclease P, gene da beta-actina, RPP30 ou
ACTB. Com isso, a0 detectar-se um gene na
faixa desejada, indica que a quantificacdo do

TREC ¢é de confianca e as amostras séo
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amplificadas®®. Para que seja estabelecido
controle positivo no teste que avalia TREC e
KREC, na Suica, 0 marcador beta-actina auxilia
na avaliacdo da quantidade de copias, ou seja,
este marcador sempre sera usado junto aos testes
de TREC e KREC %,

Nos Estados Unidos, alguns estados possuem
protocolo em que se repetem ensaios de TRECs
em recém-nascidos prematuros, até que possuam
ao menos 36 semanas de idade gestacional
corrigida, pois sabe-se que 0s recém-nascidos
possuem valores mais baixos de TRECs &
Outros achados 2 justificam ainda que valores
baixos de TREC e KREC em recém-nascidos
prematuros podem ser derivados da imaturidade
do sistema imunoldgico. Desta maneira, criangas
gue possuem TREC detectaveis, porém baixos,
serdo acompanhados de sinais clinicos, assim
como repetidos, a cada duas semanas, 0S ensaios
TREC e KREC, até que o bebé atinja 37 semanas

gestacional ajustada.



Quadro I: Sintese dos artigos finais da busca de dados.
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AUTORES
IANOS

PAISES

OBJETIVOS

PRINCIPAIS RESULTADOS

Kanegae,
MPP, et al.,,
2016

Brasil

Aplicar o ensaio TREC, por
meio da reacdo em cadeia da
polimerase, em tempo real, no
Brasil, para triagem de SCID,
analisando a viabilidade de
implantagdo deste ensaio no
Brasil. Populagdo-alvo de
8715 amostras de RN.

A técnica de TREC mostrou-se confiavel,
podendo ser empregada na triagem
neonatal no Brasil, apds treinamento de
equipes de saude.

NourizadehM,
et al., 2018

Identificar os pontos de corte
do numero de copias TREC /
KREC, com base na analise de
amostras DBS de recém-
nascidos iranianos saudaveis,
bem como amostras de uma
série de pacientes com DIP
com diagnostico definitivo.
Populacdo de 2.160 recém-
nascidos.

Para determinar os valores de corte,
curvas ROC para nimeros de cdpias,
TREC / KREC foram desenhadas. Os
valores de corte foram estimados com
sensibilidade de 100% para TREC e 97%
para KREC, em detrimento da
especificidade, na deteccdo de casos de
SCID, XLA e CID. Os pacientes com
SCID com fendtipos diferentes (sem um
ou mais compartimentos de células T, B
ou NK) ndo tinham coépias TREC
detectaveis, mas numeros variaveis de
copias KREC, o que esta de acordo com
seu fendtipo. Pacientes com SCID
autossomico  recessivo  apresentaram
copias KREC baixas ou ausentes, exceto
para pacientes com IL-7Ra. No entanto,
0s pacientes com SCID vinculados
mostraram nivel normal de KREC e zero
copias de TREC.

Kanegae
MPP, et al.
2017

Brasil

Validar a quantificacdo de
TREC e KREC POR gRT-
PCR para triagem neonatal de
imunodeficiéncias  primarias
que cursam com defeitos nas
células T e/ou B no Brasil.
Populacdo-alvo de 6.881 de
RN.

Os ensaios com KRECs e Trechos
permitiram o diagndstico de criancas
com linfopenias B/T, validando técnica e
permitindo melhor triagem neonatal no
Brasil.

Fronkova E, et
al., 2014

Republica
Tcheca

Identificar qual propor¢édo de
pacientes com DGS poderia
ser identificada no nascimento
por triagem combinada de
TREC e KREC, além de
avaliar alteracoes em
linfocitos pos-natais.
Populacdo-alvo 32 criangas.

Embora a maioria dos pacientes
analisados tenham apresentado niveis de
KREC e TREC normais, observa-se que
com a idade pacientes com DGS
apresentam baixa nos niveis de KREC e
TREC, podendo ser decorrente de
alteracdes imunoldgicas com o decorrer
da idade.

Barbaro M, et
al., 2017

Suécia

Analisar criangas com
linfopenia de células T e B, a
fim de identificar aquelas com
formas graves de

O estudo permitiu triagem neonatal
ampla, ao utilizar simultaneamente
KREC e TREC, diagnosticando RN com
alteracdes em célulasBe T.
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imunodeficiéncias  primérias
graves, por meio de ensaio de
TREC e KREC.
Populacdo-alvo de 58.834
criangas.
Borte, S, etal., | Suécia Avaliar a triagem simultdnea | A pesquisa demonstrou que 0 ensaio
2012 de deficiéncia de células T e B, | triplex RT-gPCR, ao medir os niveis de
utilizando método novo de | TRECs e KRECs, fornece triagem
PCR triplex, avaliando o | adequada para SCID e linfopeniaB ou T
potencial da aplicacéo clinica. | em RN.
Populacdo-alvo foi de 2.560
amostras de sangue.
Puck JM. | Estados Avaliar a Triagem Neonatal | Os TRECs demonstram ser
2019 Unidos Universal (NBS), por meio do | um biomarcador sensivel e especifico,
TREC para diagndsticos de | observa-se que a utilizagdo do TREC
SCID. permitiu diagndstico e tratamentos de
Populacdo-alvo 3.252.156 RN. | criancas, possibilitando aumento nas
taxas de sobrevida.
Taki M, Miah | Estados Avaliar SCID, por meio do | O ensaio TREC detecta 50% de
T, Secord E, | Unidos ensaio TREC, e condi¢Bes que | linfopenia de células T e possui
2019. resultem na baixa das células | sensibilidade de quase 100% para SCID,
T. Né&o houve populacdo-alvo, | mostrando-se econdmico e altamente
visto que se trata de revisdo | sensivel.
bibliogréfica.
Amatuni GS, | Estados Avaliar o desempenho do | Osensaios com TREC mostram-se eficaz
etal. 2019 Unidos programa de triagem SCID e | na identificacdo de SCID e linfopenia de
os resultados dos bebés que | células T, apresentando alta
foram identificados, por meio | especificidade e sensibilidade.
do ensaio TREC. Populagédo-
alvo foi de 3.252.156 criangas.
King JR, | Estados Identificar precocemente | As DIPs sdo grupos heterogéneos de
Hammarstrom | Unidos criangas assintomaticas com | disturbios, e que ndo ha diagndstico que
L. 2018 doencas graves, para que o | ira identificar todas as formas de
diagnostico e o tratamento | imunodeficiéncia priméaria. Para isso,
antecipado evitem sequelas | faz-se necessario analisar as Varias
graves. Nao houve populacdo- | formas de triagem neonatal.
alvo, visto que se trata de
revisdo bibliogréfica.
Kwan A, et al. | Estados Apresentar dados de triagem | Por meio dos ensaios TREC, lactentes
2014 Unidos neonatal com SCID, | com diagnosticos de alteragdes em
estabelecer incidéncia de base | células T ou SCID foram classificados.
populacional para SCID e | classificados.
outras condicdes com
linfopenia de células T e
documentar a instituicdo
precoce  de  tratamentos
eficazes. Populacdo-alvo foi
de 3030 083 bebés
examinados.
Van der S, et | Holanda Revisar sistematicamente o | Estudo demonstra que estabelecer
al. 2015. desempenho de TREC na | valores de corte para TREC e repeticédo
triagem neonatal para | de teste em pacientes com alteracdes nos

Act. Eli. Sal. (2021)— ISSN online 2675-1208

8




Acta Elit Salutis- AES - (2021)V.5 (1)
ISSN online 2675-1208 — Revisdo Sistemdtica

diagnostico de para SCID. Néo
houve populagdo-alvo, visto
que se trata de revisdo
bibliogréfica.

resultados, seria mais eficaz a triagem de
bebés, em que a adi¢do do ensaio KREC
auxiliaria simultaneamente no
diagndstico de alteracdes nas células B.

Pfisterer JC, et
al. 2014

Brasil

Revisar aspectos
fisiopatologicos, métodos
diagnosticos e tratamentos
utilizados em pacientes com
SCID. Néo houve populagdo
alvo, visto que se trata de

revisdo bibliogréfica.

A revisdo demonstrou dificuldades no
diagnéstico  laboratorial, clinico e
genético-molecular,  enfatizando o
diagnostico e tratamento precoce, 0 que
contribui na qualidade de vida e
prevencdo de infeccBes e complicacBes
clinicas.

Gizewska M,
et al. 2020

Pol6nia e
Alemanha

A pesquisa pretende expandir
0 painel de triagem neonatal
para erros  inatos  do
metabolismo e outras doencas
raras, incluindo SCID.
Populacdo-alvo foi de 44.287
RN.

Conclui-se que os programas de triagem
neonatal, incluindo TREC e KREC,
seguidos de avaliagdo imunoldgica
detalhada, sdo de grande valor para evitar
complicagBes em criangas com DIP néo
diagnosticada.

Ramirez AA,
et al. 2020

Espanha

Detectar imunodeficiéncia
combinada grave, por meio do
teste TREC. Populacdo-alvo
foi de 222.857 bebés.

No programa cataldo, a quantificacdo de
TREC na triagem neonatal para
diagndstico de SCID foi implementada
COM SUCesso.

Truck, J. et al.
2020

Suica

Descrever a triagem realizada
na Suica e recomendar
diagnosticos e medidas de
precaucBes de infeccdo de
criancas com testes alterados
N&o houve populacéo-alvo,
visto que se trata de revisdo
bibliogréfica..

A triagem neonatal, ao utilizar TREC e
KREC, representa avanco no diagnostico
precoce de SCID, auxiliando em
intervencdes e prevencdo dos casos de
infeccbes, que se associam a
morbimortalidade das criancas.

Biggs, CM, et
al. 2017.

Canada

Descrever a epidemiologia, o
diagnostico e a triagem de
SCID e as formas de
tratamentos existentes. Nao
houve populagdo-alvo, visto
que se trata de revisdo
bibliogréafica.

O tratamento precoce diminui 0s custos
clinicos totais, quando comparado aos
custos com criangas que sdo
diagnosticadas e  tratadas = mais
tardiamente.

Folch. NV. et
al. 2017

Estados
Unidos

Desenvolver método de PCR
digital multiplex (ddPCR) para
medir quantidades absolutas
de TREC em puncdo DBSs.
Populacdo-alvo foi de 610
bebés.

Resultou em sensibilidade de 88,9% e
especificidade de 100% em TRECs.
Desenvolveu-se método ddPCR
multiplex para quantificacdo absoluta de
sangue seco TRECs que pode detectar
SCID e outras condigdes linfopenia de
células T concomitante associadas com
TRECs ausentes ou baixos.

Ramirez, AA,
et al. 2019

Espanha.

Avaliar a deteccéo precoce de
SCID, na tentativa de emprego
de tratamento  acelerado.
Populacdo-alvo iniciou-se com
130.903 amostras, apds 0s
critérios de exclusdo, foram
avaliados 129.614 RN.

A pesquisa demonstrou que a
quantificagdo de TREC para diagnostico
de SCID, por meio de sangue seco, foi
incluida de forma satisfatéria no
programa de triagem neonatal.
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Kwan A, et
al. 2013

Estados
Unidos

Avaliar e relatar o uso do
ensaio TREC na Califérnia,
durante dois anos, na triagem
neonatal. Populagédo-alvo foi
de 993.724 bebés avaliados.

O ensaio TREC para triagem neonatal
mostrou-se  eficiente  no diagnostico
precoce de SCID e outras condi¢fes com
linfopenia de células T, contribuindo no
tratamento e melhorando os resultados.

TagliaferriL,
et al. 2017

Alemanha

Estabelecer e testar método
simplificado, pratico e
econbmico de triagem
neonatal, com base na
quantificagdo de (TRECs), em
sangue seco, por meio de
gPCR. Populacdo-alvo 6.034
RN.

O ensaio TREC mostrou-se altamente
especifico e sensivel, com método com
boa relacdo custo-beneficio, sendo
adequado para triagem de RN com SCID.

Dorsey
M.,Puck J,
2017

Estados
Unidos.

Avaliar, nos Estado Unidos, a
insercdo da triagem neonatal
para avaliacdo de SCID, com
ensaios de TREC. Populagéo
de 993.724 amostras triadas.

Os avancos na triagem neonatal para
SCID nos EUA melhoraram nos ultimos
nove anos. Cada estado desenvolve um
método de TREC, porém, o diagnostico
de SCID tipico com TREC tem sido bem-
sucedido.

Boyarchuk O,
et al. 2021

Ucrania

Realizar triagem para SCID
com TREC e KREC para
identificacdo de linfopenia de
B e T. Ndo houve populacéo
alvo, visto que se trata de
revisdo bibliogréfica.

A eficécia clinica e de custo-beneficio da
triagem de SCID pelo ensaio TREC
TREC / KREC foi comprovada.

Jilkina O, et
al. 2014

Canada

Analisar TREC
confirmados com  SCID,
utilizando cartdes guthrie
arquivados, sendo esta analise
retrospectiva e cega.
Populacdo-alvo foi 18 criangas
com diagnostico de
deficiéncias imunoldgicas
genéticas graves.

em

O método TREC identificou deficiéncia
de células T em SCID e PID. Porém, para
triagem de mutacdes especificas, faz-se
necessaria triagem direcionada ou
multiplexada suplementar.

Al-Mousa H,
et al. 2018.

Arabia
Saudita

Avaliar a incidéncia de SCID
entre a populacdo de recém-
nascidos da Arabia Saudita e
examinar a viabilidade do uso
de painel de genes PID.
Populacdo de amostra foram
8.718 pungdes em cartbes de
Guthrie.

O ensaio com TREC mostrou-se rapido
e econdmico, podendo ser implementado
como parte dos programas NBS para
SCID.

Tagliaferri L,
etal. 2017

Alemanha

Estabelecer e testar método
simplificado, pratico e
econdmico de triagem
neonatal, com base na
quantificagcdo de (TRECs), em
sangue seco, por meio de
gPCR. Populagdo-alvo: 6.034
RN.

O ensaio TREC mostrou-se altamente
especifico e sensivel, com método com
boa relacdo custo-beneficio, sendo
adequado para triagem de RN com SCID.

Atkins AE, et
al. 2021

Estados
Unidos

Avaliar se ha diferenca nos
TRECs entre recém-nascidos a
termo e prematuros.

Dados sugerem que os TRECs aumentam
em taxa constante com o aumento da
idade gestacional. Esses resultados
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fornecem a justificativa para o
procedimento de triagem de bebés
prematuros, caso haja casos positivos em
RN, realiza-se novamente TREC, ao
invés da citometria de fluxo para SCID.

Puck
2012

M,

Estados
Unidos

Avaliar testes de diagnoéstico
para SCID. Populacéo
ultrapassa mais de 500.000
nascidos examinados.

O teste de circulos de excisdo do receptor
de células T (TRECs), um biomarcador
de DNA do desenvolvimento normal de
células T, provou ser bem-sucedido,
auxiliando em programas de saude
publica.

Roifman CM,
et al. 2012.

Canada

Determinar o0 nUmero de
células T circulantes em
pacientes com SCID, em

oposicdo aqueles com CID,
para estudar sua funcdo e
avaliar  possivel deteccdo
durante a triagem neonatal
usando TREC. Populacdo de
103 pacientes avaliados.

Pacientes com SCID tipica apresentam <
500 células T CD3 + circulantes.
Pacientes que apresentam disfuncéo das
células T apresentam TREC em niveis
normais, ndo conseguindo diagnosticar
SCID apenas com TREC.

Vogel BH, et
al. 2014

Estados
Unidos

Descrever o processo e avaliar
0s resultados nos primeiros
dois anos de triagem neonatal
para SCID no estado de Nova
York. Populagéo triada foi de
485.912 criangas.

Neste estudo, observou-se que dez bebés
com SCID foram identificados, durante
0s primeiros dois anos de triagem no
NYS, apresentando incidéncia de,
aproximadamente, 1 em 48.500 nascidos
vivos, 0 que € consistente com a
incidéncia observada por outros estados
de triagem para SCID.

Kwok JSY, et
al. 202

China

Avaliar a aplicacGes potenciais
do ensaio combinado de TREC
e KREC, com método de PCR
multiplex, em tempo real, para
auxiliar no diagnostico de
PIDD e no monitoramento da
reconstituicdo imunoldgica em
pacientes ndo  neonatais.
Avaliando também os niveis
em diferentes faixas etarias e
sexo. Populacdo de 479
individuos.

Observa-se que os niveis de TREC e
KREC diminuem com a idade. As
doencas de imunodeficiéncia primaria
(PIDD), assim como outras patologias,
sdo diagnosticadas com sucesso TREC e
KREC por RT-PCR.

Ramirez AA,
et al. 2021

Espanha

Avaliar a triagem neonatal
desenvolvida em trés anos na
Catalunha, por meio do ensaio
TREC nas manchas de sangue
seco. A Populacdo de RN
triados foi de 222.857 no total.

A quantificacdo do TREC foi satisfatoria
no diagndéstico de SCID, observando-se
beneficios do diagnostico precoce e do
tratamento curativo desta doenga,
incluindo-a nos programas de triagem
neonatal.

De Felipe B,
etal., 2016

Espanha

Identificar a determinacdo de
TRECs e KRECs usando RT-
PCR triplex (TRECS-KRECS-
B-actina-Ensaio) nas manchas
de sangue seco. Populagéo de
5.160 amostras de sangue
foram testadas.

Total de 5.160 amostras foram testados.
Destes, 1,5% das amostras necessitaram
de nova coleta. As amostras utilizadas
como controle foram identificadas
corretamente, sendo que o0 ensaio
TRECS-KRECS-B-actina  maostrou-se
eficiente na identificacdo correta das
linfopenias de células T e B.
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Fonte: Elaborado pelas autoras.

Discussdo

A partir dos estudos, foi possivel
compreender como utilizar as técnicas TREC e
KREC, para triagem neonatal. No entanto, ainda
existem davidas sobre os valores de corte para
esse teste, tendo em vista diferencas entre as
pesquisas relatadas, ndo apresentando consenso
entre elas. Em pesquisas populacionais, percebe-
se a alteracdo desse valor, motivado pelo
tamanho amostral, base populacional, métodos
utilizados pelo laboratério e algoritmos adotados
nos programas de triagem. Vé-se, ainda, que os
pontos de corte para TREC podem variar de 7 a
252 TRECs/pL*.

Segundo relatério de pesquisa sobre a
triagem neonatal bem-sucedida para SCID na
Nacdo Navajo, demonstrou-se a importancia da
implementacdo desses testes como obrigatérios
e padrGes ouro no diagnodstico de SCID. O
mesmo diagnosticou quatro criangas com o0
TREC ausente, sendo que uma delas apresentou
diagndstico tardio, expondo-o a viroses antes de
iniciar o tratamento. As outras trés criangas
tiveram o diagnostico lampedo, ndo os expondo

avirus e bactérias, com inicio de
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antibioticoterapia profilatica e encaminhados
para os 6rgdos competentes’®.

O estudo relata que a incidéncia de
criangas com SCID ' ¢ subestimada em
territorio nacional e que, por muitas vezes, essas
criangas acabam evoluindo ao Oébito antes
mesmo do diagnostico. Tal condicdo é
decorrente da auséncia de exames que
possibilitem o diagnostico precoce em todas as
criangas. Com o exame de TREC e KREK como
padrdo ouro na investigacdo de SCID, muitos
casos serdo diagnosticados com possibilidade de
tratamento da doenga, minimizando desfechos
tragicos.

Em outro estudo, foi demonstrado que,
no Brasil, ha a subnotificacdo dos casos, visto
que em 15 anos, apenas 70 individuos foram
diagnosticados, com provavel incidéncia de 0,17
caso para SCID a cada 10.000 nascidos vivos,
totalizando, no minimo, 750 casos. Pode-se citar,
também, que os sintomas destas patologias sao
inespecificos, 0 que pode  acarretar
confundimento de diagndstico, passando por
infeccdo neonatal, ou ao déficit de crescimento.
A SCID é caracterizada por ser as unicas
patologias que podem ser diagnosticadas na

triagem neonatal, e que se tem a possibilidade de
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tratamento, muitas vezes, evoluindo para a cura
17.

Conforme pesquisa, nos casos de SCID,
o0 transplante com células hematopoiéticas é o
mais efetivo, tendo um irmdo compativel, este
apresenta-se como um doador ideal. Estudo
apresentou gque guando crianca com menos de
3,5 meses de idade diagnosticada e tratada
apresentara sobrevida de 94%, semelhante
aquela crianga com idade maior que 3,5 meses
sem casos de infec¢des (90%), ou com infecgdes
tratadas anterior ao transplante (82%). Resultado
que difere daquelas criancas que apresentavam
infec¢Bes no momento do transplante, sem irmao
compativel, cuja taxa de sobrevida foi de 50%
18.

Estudo descreve que a avaliacdo do
ensaio de nimero de circulos de excisdo de
receptor de células T presentes na SCID, é
altamente sensivel e especifico, podendo chegar
a 100% de sensibilidade e 99,98% de
especificidade, em coorte de criangas
submetidas a triagem neonatal para SCID *°.

Quando  avaliados 0s  impactos
econdmicos do desenvolvimento de triagem para
SCID %, descreve que para examinar 100.000

recém-nascidos e tratar dois pacientes, o custo é

de, aproximadamente, US$ 1.065.000, menor do
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que o empregado para tratar infeccbes e
hospitalizacGes decorrentes de complicagdes,
devido a falta de triagem. Estima-se que criancas
com diagnostico tardio e acometimento de
infeccbes sdo frequentes, cujos valores dos
custos sdo, aproximadamente, de US$ 2 milhdes,
no primeiro ano de vida.

Observa-se que o custo empregado no
rastreamento de SCID é recompensado com a
reducdo do custo no diagnostico, de tratamentos
das complicacbes e para acompanhar o0

tratamento 2.

Concluséao

A inclusdo do teste de triagem para
distarbios primarios graves de células T e B, no
painel suico de triagem neonatal de rotina,
representa grande passo para melhoria do
manejo clinico dessas doencas raras que estéo,
de outra forma, associadas & morbidade e
mortalidade significativas, pois sem diagndstico
e tratamento adequados, as criangas com SCID
evoluem para a morte nos primeiros dois anos de
vida.

Conclui-se que a quantificacdo de
TRECs e KRECs detectou criangas com
linfopenia de células T e/ou B. A técnica é valida

e pode ser amplamente empregada no Brasil,
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sem a necessidade de coleta adicional de
amostras, podendo ser utilizada a coleta do teste
de triagem neonatal vigente. Portanto, a
iniciativa para inclusdo da triagem neonatal para
linfopenia de células T e B, no pais, estd
evoluindo para facilitar a triagem, o diagnéstico
precoce e o tratamento de pacientes com
imunodeficiéncias primérias. Deste modo, sera
possivel salvar a vida de criangcas com

imunodeficiéncia combinada grave.
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