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RESUMO

OBJETIVO: Avaliar a resposta imune celular de uma pacienta o diagnéstico de
doenca granulomatosa cronica (DGC) e hipotireoidismtoimuneMETODOS: Foi realizada
a analise de uma paciente que aos 14 anos apresentgpeita de DGC e diagnéstico de
hipotireoidismo autoimune pela clinica e detecg&@a de autoanticorpos tireoidianos anti-TPO
e anti-Tireoglobulina. E aos 16 anos, foi confirmaa diagndstico de DGC pelo teste da
dihidrorodamina (DHR 123). O estudo foi realizadw Instituto de Medicina Integral Prof.
Fernando Figueira (IMIP) e Laboratorio de Pesquirsenslacional do IMIP no periodo de agosto
de 2014 a julho de 2015. Para andlise da respostmei celular, foi realizada a
imunofenotipagem das células T, B, NK, NKT e iNK®rpcitometria de fluxo, utilizando
anticorpos monoclonais anti-CD3, anti-CD4, anti-CB8ti-CD19, anti-CD27, anti-CD16, anti-
CD56, anti-iTCR. Os valores obtidos da pacientarfocomparados a um controle saudavel e
aos valores de referéncia para a populacdo BrasiRESULTADOS: A paciente apresentou
valores absolutos normais de leucécitos totais 0(5.Eélulas/mr), neutréfilos (2.747
células/mm), linfécitos (2.502 células/mijp e plaquetas (220.0Q0/). Valores relativos e
absolutos normais de linfécitos T totais (1873 leéllmm3, percentil 50-90), TCD8+ (416
células/mm3, percentil 10-50), TCD4+ (1166 célutanB, percentil 50-90) e relacdo
CD4+/CD8+ normal (2,8). Valores absolutos dimingidde células NK (86 células/mma3,
percentil < p10). Valores relativos e absolutogmais de linfcitos B totais (465 células/m
percentil 10-50). Valores percentuais diminuidoscétilas B de memdria (8,58%) quando
comparados ao controle saudavel (44,39%). Elevadmeptual de células NKT totais (7,61%) e
subpopulagdes de células INKT (1%) quando compaaadoontrole saudavel (2,58% e 0,4%,
respectivamente]CONCLUSAO: Conclui-se que existe uma associacdo entre |Pilizrcas
autoimunes. O estudo sugere que exista envolvimgasocélulas NKT na fisiopatologia do
hipotireoidismo autoimune. Os resultados dessedest@o inéditos na literatura, e contribuira
para um melhor entendimento dos mecanismos enwslvid resposta imune celular nas doencas
autoimunes.

Palavras-chavesDoenca granulomatosa cronica, células NKT, hipotdismo autoimune.



ABSTRACT

OBJECTIVE : Evaluation of the cellular immune response inaigmt diagnosed with chronic
granulomatous disease (CGD) and autoimmune hypathgm. METHODS: Analysis of a 14
years old patient with suspected CGD and diagnafsaitoimmune hypothyroidism by clinical
sings and the serum detection of autoantibodiesttarbid peroxidase and anti-thyroglobulin.
At the age of 16, the diagnosis of CGD was confirbg the dihydrorhodamine (DHR 123). The
study was performed at the Prof. Fernando Figueitegral Medicine Institute (IMIP) and at
IMIP’s Translational Research Laboratory from Augf814 to July 2015. In order to analyze
the cellular immune response, immunophenotypindldwy citometry of the T, B, NK, NKT e
INKT cells were performed, by applying the monoelbantibodies anti-CD3, anti-CD4, anti-
CD8, anti-CD19, anti-CD27, anti-CD16, anti-CD56,tiaMCR. The patient’'s acquired cell
levels were compared to a healthy control and fereace values for the Brazilian population.
RESULTS: The patient showed normal levels of total leutesy(5,700 cells/mi), neutrophils
(2,747 cells/mr), lymphocytes (2,502 cells/minand platelets (220,0Qd/). Relative and
absolute levels of total T lymphocytes (1,873 dells’, 53"-90" percentile), TCD8 (416
cells/mn?, 13"-50" percentile), TCD4 (1,166 cells/my 53"-90" percentile) were normal. The
CD4'/CDS8' ratio was normal (2.8). It was observed reducesblaite levels of NK cells (80
cells/mn?, 10" percentile). Normal relative and absolute leveigotal B lymphocytes (465
cells/mni, 10"-50" percentile). Relative levels of memory B cells eveeduced (8.58%), when
compared with healthy control (44.39%). Elevatect@etage levels of total NKT cells (7.61%)
and subset of iINKT cells (1%) when compared withthealthy control (2.58% and 0.4%,
respectively).CONCLUSION: In summary, it was observed an association betweenary
immunodeficiencies and autoimmune diseases. Ty stuggests that there is an involvement
of NKT cells in the pathophysiology of the autoimmeuhypothyroidism. The results of this
work are unpublished in the literature, and willntrdoute to a better comprehension of the
underlying mechanisms of the cellular immune respdn autoimmune diseases.

Keywords: Chronic granulomatous disease, NKT cells, autoimertuypothyroidism.



1. INTRODUCAO

As Imunodeficiéncias Primarias (IDP) sdo geralmerdras, porém como grupo sua
frequéncia é de aproximadamente 1:1.200 na populagd geral,estimando que exista nos
Estados Unidos 250.000 afetados para uma poputke@d 0 milhdes. (1,2). As IDPs possuem
mais de 180 diferentes tipos, e manifestam-se rgerde nos primeiros anos de vida,
acompanhadas de complica¢fes, e com elevada rdadal{3). Além disso, existe um grupo de
IDPs bem caracterizadas como monogénicas, em ga&tlos sistematicamente apresentam
manifestacdes de autoimunidade e em alguns caso®sj primeiros meses de vida (Bste
grupo de doencas fala a favor de que existam algenss, que quando sofrem determinadas
mutacdes, podem, por si, levar a manifestagcbesnaunes graves, aparentemente em muitos
casos sem a necessidade de grande influénciaatesfambientais. A freqiéncia das doencas
autoimunes (DAI) nos paises ocidentais alcancadmtje 5 e 7% da populacéo geral e encontra-
se em ascensdo. Admite-se que a interacdo dedajengéticos e ambientais constitua a base da
patogenia das DAIs. Nas duas primeiras décadavidls as DAIs mais comumente
identificadas sdo as tireoidopatias, o diabeteditasetipo 1, a artrite idiopatica juvenil (AlJ), a
doenca celiaca, a purpura trombocitopénica imuthgyus eritematoso sistémico juvenil (LESJ)

e a hepatite autoimune (HAI).

1.1 Doenca granulomatosa crénica e Hipotieroidisaitoimune

Dentre as IDPs, destaca-se a Doenca Granulomatrdsec& (DGC) que faz parte do
grupo de doencas de defeitos de fagocitos. Em 231t3do realizado em centro de referencia no
Brasil mostrou que dos 1008 pacientes com IDPgxapadamente 3,9% apresentavam DGC

(3). A DGC é caracterizada pela deficiéncia da raaznicotinamida adenina dinucleotideo



fosfato (NADPH) oxidase presente nos fagocitos. ADRH participa da formacao de espécies
reativas de oxigénioROS - reactive oxygen spegieEste processo é nomeado loirst
oxidativo e possui um papel importante na elimioad@ microorganismos (2,5,6).

As doencas tireoidianas autoimunes (DTAI) como ariga de Graves e a Tireoidite de
Hashimoto (TH), resultam de uma desregulacdo denssés imune que leva a uma resposta
imune celular e humoral contra autoantigenos ptesema tiredide (7). A TH é caracterizada
pela producéo de autoanticorpos antitireoglobulamdi-Tg) e anti-tireoperoxidase (anti-TPO), e
infiltracdo de linfocitos no parénquima da tiregidmusando a destruicdo progressiva da
glandula, e, consequentemente, ao hipotireoidighoAs DTAI sdo consideradas os disturbios
autoimunes mais frequentes, as quais possuemgéataultifatorial como a hereditariedade e
fatores ambientais, sendo também associadas asoddencas autoimunes, como o lUpus
eritematoso sistémico (LES), artrite reumatoidedseadiabetes mellitusipo | (DMTI) a mais

associada (7,9,10).

1.2 Células Natural Killer T (NKT)

Na resposta imune celular, diversas populacdes s&n associadas as doencas
autoimunes, incluindo as céluldiatural Killer T (NKT). As NKT reconhecem glicolipideos no
contexto de moléculas CD1d expressas por célulateadas, entre elas, estdo as ceélulas
apresentadoras de antigenos, como as ceélulas tisagjrilinfécitos B e macréfagos. As
moléculas CD1d s&o responsaveis pela apresentacantigenos glicolipidicos para as células
NKT que expressam receptores de células NK (CDBEKE.1) e receptores do complexo de
reconhecimento antigénico de células T (CD3 e TCR),12). Além disso, existem as

subpolucdes de célulaavariant NKT que apresentam receptores de antigeno de células T



(invariant TCR M14X18 - iTCR e o marcador CD3 (6). As células iNKT estdo éridas

com o aumento ou supressdo da resposta imune gor daerapida producdo de citocinas
proinflamatodrias e antiinflamatodrias. As célulasKiN ativadas promovem uma produgéo
importante de citocinas (Interferon (IFM)-Interleucina (IL)-4 e IL-17) e de proteinas
citotoxicas (granzima B e perforina) (13). As cit@as estimulam diferentes respostas imunes de
acordo com os padrdes secretados, 0 que pode rigreseima cascata de eventos que resultara
na ativacdo de varias outras células incluitddural killers (NK), neutrofilos e macrofagos
(13). Por esta razao, existem varios estudos eratitra que relatam em modelo experimental e
seres humanos a associacao das iINKT com doengasianés e cancer (11,14-16).

Diante disto, considerando que as IDPs podem esswciadas a autoimunidade, o

objetivo deste trabalho foi investigar a respostarie celular em uma paciente com DGC e

hipotireoidismo autoimune.



2. METODOS
2.1 Avaliacéo clinica

A paciente aos 14 anos apresentava suspeita de eD@@gnostico de hipotiroidismo
autoimune com detecgdo sérica de autoanticorpesidianos anti-TPO (11,1Ul/uL) e anti-
Tireoglobulina (10,2UI/uL).

Aos 16, anos, foi confirmado o diagndstico de DG&lopteste da dihidrorodamina
(DHR) 123 com indice de oxidacdo de neutrdéfilos I©BI0 (Valor de referencia ION > 80). Ao
exame fisico, apresentava peso de 53,4kg {>pd&entil), estatura de 1,56 m (>°p&rcentil),
afebril e anictérica, com um episddio de purpuoanbrocitopénica idiopatica (PTI), colelitiase,
infeccdes de repeticdo (pneumonia e varicela disseta), abscesso hepéatico, e esplenomegalia.
Os exames laboratoriais mostraram concentracdieas@ormais de 1gG (1793 mg/dL, percentil
50-90), IgA (383 mg/dL, percentil 50-90) e IgM (16&)y/dL, percentil 50-90) de acordo com a
faixa etaria. Baixas concentracdes séricas deiimox T4 livre (0,97 ng/dL), elevadas de
hormonio tireoestimulante - TSH (17,06 mUI/L) e mais de tri-iodotironina (T3 - 168 ng/dL).
N&o houve deteccdo de autoanticorpos p-ANCA, FARn&-musculo liso, com excecdo c-
ANCA com titulos 1/40. Concentracdes normais deswmeninases hepaticas (TGO e TGP),
fosfatase alcalina e gama-GT. Proteina C reativelecidade de hemossedimentacdo foram

normais.

2.2 Imunofenotipagem T, B, NK, NKT e iNKT

A imunofenotipagem de linfocitos T totais (CD3linfocitos TCD4 (CD3/CD4’),
linfocitos TCD8 (CD3/CDS8"), linfocitos B (CD19), linfécitos B de memoria

(CD19'/CD27/IgD"), células NK (CD3CD16/CD56'), células NKT (CD3CD56) e células



iINKT (CD56+/CD3/iTCR") foi realizada por citometria de fluxo em sanguegiférico. Os
anticorpos monoclonais BD Pharmingen utilizadosrforanti-CD3, anti-CD4, anti-CD8, anti-

CD19, anti-CD27, anti-CD16, anti-CD56, anti-iTCR.

3. RESULTADOS

3.1 Investigacdo imunoldgica

Ela apresentou valores absolutos normais de leosdtotais (5.700 células/min
neutréfilos (2.747 células/mip linfécitos (2.502 células/min e plaquetas (220.0Q0).
Valores relativos e absolutos normais de linfocitdstais (1873 células/mma3, percentil 50-90),
TCD8+ (416 células/mm3, percentil 10-50), TCD4+ g&1células/mm3, percentil 50-90) e
relacdo CD4+/CD8+ normal (2,8). Valores absolutasiiniidos de células NK (86
células/mma3, percentil < p10) quando comparadosvatmses de referéncia para a populagéo
Brasileira (17). Valores relativos e absolutos raisnde linfocitos B totais (465 células/m
percentil 10-50). Valores percentuais diminuidoscétlas B de memoria (8,58%) quando
comparados ao controle saudavel (44,39%). Elevadmeptual de células NKT totais (7,61%) e
subpopulacfes de células iINKT (0,7%) quando condpaa® controle saudavel (2,58% e 0,2%,

respectivamente-(gura 1 e Figura 2).

4. DISCUSSAO

A paciente tem como doenca de base, a DGC, qua @aiusa de diversas infeccbes
graves de repeticdo durante a infancia, porém pestedo ndo havia relato clinico de alteragbes
autoimune. Isso sugere que as repetidas infecg@repgbdgenos, principalmente por bactérias

extracelulares, possam promover a ativacdo deasékivolvidas em doenca autoimune. As



células NKT participam da resposta imune contragetios extracelulares, incluindo bactérias e

fungos, os quais séo os principais patégenos askica DGC (5,18). A DGC é caracterizada

pela deficiéncia da producéo de espécies reatwasigénio, substancia com acado microbicida

produzida principalmente por neutrofilos e macréfagys quais sdo componentes celulares da
imunidade inata, sendo a primeira linha de defesarganismo (19). A falta destes mecanismos

de resposta contra patdogenos bacterianos na DGE Ipwdr a ativacdo de outras populacdes

celulares que também fazem parte da imunidade, ioata@o as células NKT.

Estudos relatam que repetidas infec¢cdes aumentexprassdo da molécula CD1d nas
células apresentadoras de antigenos e com issoativagdo exacerbada de células NKT, com
elevada producédo de citocinas inflamatérias, quidiea persistente, pode levar a um resposta
imune inadequada (20). A ativacédo e proliferacaacldaees celulares autorreativos, os quais
participam de mecanismos de resposta autoimunegnpaausar doencas como a tireoidite
autoimune (TA) (18). Alguns autores demonstraram mwdelo animal que a TA esti
relacionada com uma elevada a ativacdo das cédds(21,22). Este autores sugerem que a
apresentacdo da tireoglobulina no contexto de m@édCD1d na glandula tireoidiana leva a
uma resposta de células NKT contra a tireoide,aralsa sua leséo tecidual (22).

Na avaliacdo da imunidade celular foram observadosentuais diminuidos de células
B de memoria, sendo esses achados previamentetaesen pacientes com DGC (23). Além
disso, a reducdo desta populacdo tem sido assoeiadlatros tipos de imunodeficiéncias
primarias e doencas autoimunes (24). Também skcoeergue a paciente apresentou reducao no
numero absoluto de células NK. Alguns autores agdat que existe uma associacao entre a

deficiéncia de células NK e doencas autoimunes (25)



5 CONCLUSAO

Conclui-se que existe uma associacao entre IPDercds autoimunes. O estudo sugere que
exista envolvimento das células NKT na fisiopat@odo hipotireoidismo autoimune. Os
resultados desse estudo séo inéditos na liter&weantribuira para um melhor entendimento dos

mecanismos envolvidos na resposta imune celulato@scas autoimunes.
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FIGURAS

Figura 1- Valores relativos de células NKT (CBBD56"), iNKT (CD3"/iTCR"), NK (CD56/CD16. (A) Paciente e
(B) Controle saudavel
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Figura 2- Valores relativos de células linfécitos B TotaiD(®") e células B de Memdria (CDUED27"). (A)
Paciente e (B) Controle saudavel
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