
Investigação	Laboratorial	de	IDPs:

Que	exames	solicitar	e	como	interpretá-los?	



Investigação de IDPs

ü Avaliação do	Histórico Clínico

ü Exames de	Triagem (hemograma,	 Ig,	Imagem,	..)

ü Exames Confirmatórios:	Funcionais /	Genéticos



Avaliação de Fagócitos

ü DHR;	Quimioluminescência (defeitos sistema NADPH	oxidase)

ü Shedding	CD62L;	Dosagem de	TNF-alfa (defeitos de	TLRs)

ü MSMD	– Expressão de	receptores IFN-g	e	IL-12
e	Funcional pSTAT1	e	pSTAT4	(defeitos no	Eixo IL12/IFN-g)



Exames

DHR (Dihidrorodamina)e Quimioluminescência
(Avaliação do burst oxidativo)

Amostra em: tubo com HEPARINA Sódica (tampa verde)
Volume: 3 - 5 ml Citometria | 10 – 15 ml Quimio (sangue)
Acondicionamento: temperaturaambiente
Chegada em nosso laboratório dentro de24 horas após coleta
Resultado: 7 - 10 dias



Sistema NADPH oxidase



Casos Clínicos

Sexo masculino
Consanguidade:	NÃO
Infecções de	repetição:	SIM
Vacina BCG:	SIM	com	1	mês |	Reação adversa:	SIM	
(Adenomegalias,	BCG	disseminada,	Hepatoesplenomegalia)
Primeiramanifestação aos 4	dias de	vida (Impetigo)
Episódios:	2	otites,	4	pneumonias,	3	amigdalites,	3	ITU,	4	infecções de	pele
Granulomas:	NÃO
Hemograma:	Normal



Exame Funcional

DHR (Dihidrorodamina) - Avaliação do burst oxidativo



Genética

Sequenciamentodireto gene CYBB (Sanger)
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Gene CYBB
Mutação nonsense: c.271 C>T; p.Arg91X.
Exon 3

Paciente

WT



Casos Clínicos

Sexo feminino
Consanguidade:	SIM
Infecções de	repetição:	SIM	sem histórico familiar
Vacina BCG:	SIM	com	5	dias |	Reação adversa:	NÃO
Primeiramanifestação aos 23	dias de	vida (Infecções recorrentes,	diarréia)
Episódios:	3	pneumonias	(1	DP),	3	diarréia,	2	ITU,	1	sepse
Granulomas:	NÃO
Hemograma:	Normal



Exame Funcional

DHR (Dihidrorodamina) - Avaliação do burst oxidativo



Sequenciamentodireto gene NCF1 (Sanger)

Gene: NCF1. 
Mutação frameshift: c.75_76	del.GT,	Y26fsX26	
Exon 2

WT
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Paciente

Genética



Exames

Shedding	CD62L	ou dosagem de	TNF-alfa
(Avaliação dos	Tool	Like	Receptors	– TLRs)

Amostra em: tubo com HEPARINA Sódica (tampa verde)
Volume: 3 - 5 ml Citometria | 10 – 15 ml ELISA (sangue)
Acondicionamento: temperatura ambiente
Chegada em nosso laboratório dentro de 24 horas após coleta
Resultado: 10 - 15 dias

Receptores avaliados: TLR1/2; TLR2/6; TLR2/Dectin-1; TLR4; TLR5; TLR7/8.



Tool	Like	Receptors	

TNF-alfa

CD62L



Caso Clínico

Sexo feminino
Consanguidade:	NÃO
Infecções de	repetição:	SIM
Vacina BCG:	SIM	|	Reação adversa:	NÃO
Primeiramanifestação com	1	mês de	vida (OMA)
Episódios:	>	20	otites,	1	pneumonia	aos 3	meses
Granuloma:	SIM
Hemograma:	Normal



Exame Funcional

Shedding	CD62L	(avaliação dos	Tool	Like	Receptors	– TLRs)



Exame Funcional

Shedding	CD62L	(avaliação dos	Tool	Like	Receptors	– TLRs)



Exame Funcional

Dosagem de	TNF-alfa (avaliação dos	Tool	Like	Receptors	– TLRs)



Exame Funcional

Dosagem de	TNF-alfa (avaliação dos	Tool	Like	Receptors	– TLRs)

Resultado NORMAL



Exames

MSMD	(Susceptibilidade	Mendeliana	a	Doenças	por	Micobactérias)	
- Expressão	dos	receptores	IL-12	e	IFN-g
- Teste	funcional	fosforilação	STAT1	e	STAT4

(Realizar	em	conjunto	!!!)

Amostra em: tubo com HEPARINA Sódica (tampa verde)
Volume: 3 -5 ml (sangue)
Acondicionamento: temperaturaambiente
Chegada em nosso laboratório dentro de24 horas após coleta
Resultado: 15 - 20 dias



Eixo IL12-23/IFN-gama

STAT4



Eixo IL12-23/IFN-gama

STAT4EXPRESSÃO



Eixo IL12-23/IFN-gama

STAT4

FUNÇÃO



Casos Clínicos

Reduced surface expression of IL12Rβ2 on CD4+ T cells from P5
Low STAT4 phosphorylation in response to IL-12 activation

Resting Stimulated

STAT4  fluorescence 

Fluorescence 

IL-12Rβ1

Patient

Control

IL-12Rβ2



A396V affects the secondary structure of IL-12Rβ2 leading to
Impaired downstream signaling and low STAT4 phosphorylation in P5

P5 IL-Rβ2 

p. A396V 

Wild type IL-Rβ2 

Superposed 

Genética



Reduced surface expression of  IL12Rβ1 on CD4+ T cells from P6
Low STAT4 phosphorylation in response to IL-12 stimulation
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Casos Clínicos



p.V477A affects the secondary structure of IL-12Rβ1 leading to

Impaired downstream signaling and low STAT4 phosphorylation in P6

P6 IL-12Rβ1

p.V477A 

Wild type IL-12Rβ1

Superposed

Genética
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Investigação	Laboratorial	de	IDPs:

Que	exames	solicitar	e	como	interpretá-los?



Triagem Neonatal: SCID
•Imunodeficiência	Combinada	Severa;

•Recém-nascido	geralmente	assintomáticos;

•Ausência	ou	baixo	número	de	células	T,	Deficiente	de	células	B	
e/ou	NK	funcional;

•Infecções	recorrentes;

•Frequente	diarréia	e	falha	no	desenvolvimento	da	criança;

•Severa,	algumas	vezes	fatal,	reação	adversa	a	vacinação;

•Fatal	sem	reconstituição	imune;



Casos Clínicos

Kelly et al, 2013. Clin Epidemiol.16;5:363-9



TREC

Serana et al., 2013

T	cell Receptor Excision Circles



KREC

• K-deleting recombination excision circles

Van	Zelm et	al.,	2011.	Frontiers in	Immunol.





Ensaio de TREC/KREC
DNA	
elution

Analysis



Triagem Neonatal

Low/	absent	TRECs

Retest	TRECs
+

Test	DNA	integrity
(beta-actin)

Low	beta-actin
+

Low	TRECs

Inconclusive
+

New	sample

Normal	beta-actin
+

Low	TRECs

Abnormal	report
+

Additional	 tests
(Immunophenotypin
g,	immunoglobulins)

Normal	TRECs No	further	action



Casos Clínicos (TREC)

•Uma	criança	de	7	meses	de	idade	com	dificuldade	de	ganho	de	peso	e	eczema	
atípico	(Peso	4,960	Kg /	Peso	nascimento	3,010	Kg)

•Rx tórax	com	infiltrado	intersticial	(indicado	internação)

• Evoluiu	com	insuficiência	respiratória	grave,	hipoxemia,	ventilação	mecânica

•PCR	para	Citomegalovírus e	Epstein Barr negativo

•Imunoglobulinacom	valores	abaixo	do	normal

•Contagem	de	subpopulações	de	linfócitos diminuídos	(iniciou	gamaglobulinaEV)

•TRECs indetectáveis	



Triagem Neonatal: Laudo

PacienteIndivíduo	Saudável



Imunofenotipagem: Laudo

*Mediana	(p10	a	p90)	de	valores	de	3	a	6	meses	de	idade	de	crianças	brasileiras	sadias



Triagem Neonatal

Puck,	 JM.	Curr Opin Allergy	Clin Immunol.	2007,	7:	522-527.



Triagem Neonatal

Van	Zelm et	al.,	2011.	Frontiers in	Immunol.



Deficiente de CD40L



Deficiente de CD40L

•Infecções recorrentes e Defeito na troca de classe de Imunoglobulina

•IgM: Normal ou Elevado
IgG, IgA, IgE: Ausente ou Baixo



Deficiente de CD40L

Cabral-Marques	et al.,	2014.	J	Clin Immunol.	34:	146-156.



Deficiente de CD40L: Laudo



Avaliação de anticorpos Anti-Pneumococos

•Resposta a vacinação por antígenos proteicos normal, porém
contra polissacarídeos prejudicada

•Crianças com mais de 2 anos com infecções respiratórias
bacterianas recorrentes

•Realizada antes e após (4-8 semanas) a imunização

•Metodologia de ELISA contra 6 sorotipos (1, 5, 6B, 9V, 14, 18C) no
Soro



•Deficiência específica a anticorpos (Baixos níveis de tipo IgG2)

•Deficiência de IgA

•Ataxia Telangiectasia (AT) - Deficiência de IgA e Altos níveis de IgM
são frequentes; Baixos níveis de IgG2)

•Síndrome de Wiskott-Aldrich (SWA)- IgG:Normal; IgM:
moderadamente variável; IgA e IgE:Muitas vezes elevados

•Imunodeficiência Comum Variável – Associado a infecções
respiratórias e sequelas pulmonaresmais graves

•Síndrome de DiGeorge - Incidênciamais baixas que SWA e AT

Casos Clínicos



•Critério de soroconversão: Níveis iguais ou superiores a 1,3 mg/L
contra pelo menos 4 sorotipos, ou níveis pós-vacinação pelo menos
4 vezes acima aos níveis pré-vacinação

Resultado do exame



Não	Imunizado

Imunizado

Imunizado

Anticorpos Anti-Pneumococos: Laudo
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