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RESUMO

Introducéo: Os circulos de excisio do receptor da célulaT (TRECs) em linfocitos T-CD31* correlacionam-se com
células recentemente emigradas do timo (RTEs). Objectivo: Avaliar o efeito da SIT no nimero de TRECs presentes em
linfécitos T periféricos em doentes alérgicos a Dermatophagoides pteronyssinus (Dpt), bem como os efeitos decorrentes
da resposta alérgica especifica. Metodologia: Foram estudados 85 doentes com alergia respiratéria a Dpt: 4| doentes
(Grupo Il) em SIT de manutengao (21 por via sublingual; 20 por via subcutinea); 44 doentes (Grupo ), sem terapéutica
especifica, sendo que 22 deles foram submetidos a prova de provocacao especifica (nasal=22; conjuntival=22). Todos
foram submetidos a estudo de celularidade basal no dia do estudo. Apos administragiao do extracto terapéutico ou da
solucao alergénica procedeu-se a novo estudo aos 60 ou 240 minutos. Foi quantificado o nimero de TRECs presentes
em células CD4*CD3 1" e CD8*CD31" e os resultados expressos por 100000 células. Amostras de 10 individuos sau-

daveis (Grupo lll) foram analisadas nos mesmos tempos. Resultados: O valor de TRECs em RTEs foi constante no
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grupo controlo. Nos doentes do Grupo | a quantificagio de TRECs em células CD4"CD3 1" apresentaram diferencas
intra-individuais relativamente ao valor basal, estatisticamente significativo aos 240 minutos. Nos doentes do Grupo |
observou-se, também, marcada variabilidade intra-individual, independentemente da via de administragdo. Os valores
basais obtidos no Grupo lll foram significativamente superiores aos obtidos na determinagao basal dos restantes grupos.
Conclusdes: A actividade funcional timica esta precocemente envolvida na resposta alérgica e na SIT. A exposicio a
alergénios determina, precocemente, a presenca de RTEs na periferia, particularmente do fenétipo CD4*CD31*/TRECs.
Nos doentes submetidos a SIT, a redugiao de RTEs circulantes podera resultar da necessidade de maturagao e diferen-
ciacao linfocitaria. Estes resultados sugerem um envolvimento do tecido funcional timico nos mecanismos centrais da

alergia e da SIT.

Palavras-chave: Asma, CD31, Dermatophagoides pteronyssinus, imunoterapia especifica, linfocitos, mecanismos alérgicos,

rinite, teste provocagao nasal, TREC.

ABSTRACT

Introduction: T cell receptor excision circles (TRECs) on CD3 1+ T cells are related to recent thymic emigrant cells (RTEs).
Aim: Evaluation of specific immunotherapy effects on number of TREC in peripheral T cells in patients allergic to Dermatopha-
goides pteronyssinus (Dpt). Method: 85 respiratory allergic patients (both genders), 41 (Group Il) under maintenance treat-
ment to Dpt SIT (21 sublingual, SLIT, and 20 subcutaneous, SCIT), were selected. The allergic patients (Group 1) without spe-
cific treatment underwent an allergen challenge test (22 nasal and 22 conjunctival). Peripheral cell analysis was performed
immediately before treatment and 60 or 240 minutes after allergenic extract administration. TREC count was performed in
CD4+CD3 1+ and CD8+CD3 1+ cells. The results were expressed per 100,000 RTE-related cells. Samples from 10 healthy
individuals (Control — Group Ill) were obtained using the same method. Results: The value of TRECs on RTEs was constant in
control groups. Group | patients’TREC count in CD3 | +-T cells showed relevant individual changes, even in the patients tested
earlier (60 minutes), and statistical significant at 240 minutes. Both SCIT and SLIT also demonstrated enormous individual
changes, particularly on TRECs/CD4+CD3 | + cell assay. Basal values in Group Ill were significantly higher than those observed
in active patient groups. Conclusions: Thymic functional activity has early involvement in the allergic reaction and SIT. IgE-
mediated allergy is able to induce RTEs in the periphery, particularly TRECs/CD4+CD3 |+ cells. Both SLIT and SCIT showed
reduced RETs in the periphery, probably due to maturation of regulatory T cells. Our results suggest a crucial role of the func-
tional thymic tissue in the central mechanism of this therapy.

Key-words: Allergy mechanism, asthma, CD3 | cells, Dermatophagoides pteronyssinus, lymphocytes, nasal challenge test, rhi-
nitis, specific imnmunotherapy, TREC.
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INTRODUCAO

caracter sistémico da alergia por mecanismo IgE

€ um pressuposto consensual e com plena evi-

déncia traduzida em inimeros trabalhos em
modelos experimentais e em humanos'. O mecanismo
imune subjacente implica intervengao de mdltiplas células
imunoinflamatérias e mediadores bioldgicos, sendo que os
efeitos patoldgicos resultantes de uma resposta especifica
a alergénios terao, necessariamente, de resultar num en-
volvimento de 6rgios imunes centrais®3.

A imunoterapia especifica por via subcutanea (SCIT)
ou sublingual (SLIT) constituem, na actualidade, as Unicas
formas de tratamento que permitem modificar a historia
natural da doenga®8. Os mecanismos pelos quais resulta a
tolerancia imunologica, apesar de profusamente estudados,
nio sio completamente conhecidos®'?. Um estudo com
administragao do extracto alergénico terapéutico directa-
mente no ganglio linfatico, para além da demonstragdo da
eficacia num tempo muito curto de tratamento, permitiu
sustentar a necessidade de intervengao de estruturas imu-
nes centrais na indugio de mecanismo imune central''.

A reacgio alérgica mediada por IgE determina um efei-
to sistémico muito precoce, que se desenvolve em simul-
taneo ao mecanismo imunoinflamatorio no local de expo-
sicao a alergénio. Em estudos in vivo pudemos observar
que, em paralelo a actividade inflamatéria no local onde
se procedeu a provocagao alergénica, decorre envolvimen-
to de estruturas linfoganglionares regionais adjacentes em
simultaneo a recirculagao de células circulantes que infil-
tram estruturas relacionadas ao sistema imune central,
nomeadamente medula dssea e tecido funcional timico'?.
A focalizagio de actividade inflamatéria em areas anato-
micas reportadas ao sistema imune central pressupoe, nao
s6 o efeito sistémico da alergia mediada por IgE, mas tam-
bém o envolvimento célere e central do sistema imunita-
rio. Da mesma forma, pudemos observar que a imunote-
rapia especifica (SCIT ou SLIT) determina intervengao
precoce destas estruturas com potenciais implicagoes no

mecanismo imunomodulador'?®'*. O inicio do efeito da

administragdo terapéutica de alergénios especifico ocorre
muito precocemente, sendo que o efeito sistémico é mais
célere que a actividade inflamatéria local. Nao existem
diferengas significativas na magnitude da resposta nos o6r-
gaos imunes centrais relativamente ao tipo de extracto e
a via de administragao. No entanto, admite-se a existéncia
de um mecanismo indutor local distinto entre a SLIT e a
SCIT, embora com idéntico efeito sistémico, dependente
da heterogenia fenotipica das células dendriticas presentes
na mucosa sublingual e no tecido subcutineo.

De facto, se os trabalhos do grupo de Denburg JA et
al. sao inquestionaveis quanto ao contributo da medula
ossea na inflamagao alérgica, a intervengao e persisténcia
de actividade timica ao longo da vida tem mais dificuldades
de demonstragio de forma directa. O nosso grupo pode
evidenciar essa actividade na resposta alérgica IgE media-
da e a que decorre da administragao de imunoterapia es-
pecifica, independentemente da via de administragao ser
SLIT ou SCIT)'2!3 e, nesta Gltima, do tipo de extracto
(aquoso, depot ou polimerizado).

A involugao glandular timica na idade adulta foi tradi-
cionalmente assumida'®. Porém, varios estudos recentes
tém evidenciado que a fungao timica persiste ao longo da
vida em individuos saudaveis. Em humanos, a pool de célu-
las T circulantes inicia o seu desenvolvimento, ainda no
periodo fetal,apos a passagem e a maturagao de timocitos
através do microambiente timico e a posterior migragao
de timocitos maduros para a periferia, ganglios linfaticos
e baco'%

O timo é, pois, o Unico 6rgao linféide responsavel pela
produgdo de células naive T, com tolerancia self,bem como
de linfécitos T naturalmente reguladores para antigénios
self-especificos'”. Apesar da diferente magnitude, o nime-
ro absoluto de células T ndive na crianca e no idoso é
relativamente estavel e a imunidade T-CD4" est3, inequi-
vocamente, mantida na idade adulta, embora estas células
possam proliferar num estadio pos-timico, mantendo o
fenotipo funcional naive'8. Frequentemente sio conside-
rados dois subtipos destas células:um quiescente altamen-

te representativo de células recentemente emigradas do
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timo (recent thymic emigrants — RTEs) e um segundo sub-
tipo compreendendo células T-CD4" naive que tiveram
proliferagdo na periferia'®.

A molécula de superficie CD31 (platelet endothelial cell
adhesion molecule-| — PECAM-I) pode ser de enorme uti-
lidade para distinguir células T-CD4" ndive timicas/CD31*
no sangue periférico de humanos saudaveis'®.

Para além do fendtipo CD4*CD31* que sustentam as
RTEs os circulos de excisdo do receptor da célulaT (T cell
receptor excision circles — TRECs) sao outro interessante
marcador'820, Os TRECs sio episomas estaveis de ADN
formados durante o rearranjo do receptor T em células
a/P e que se localizam no citoplasma celular'®. Na cons-
tituicao do receptor é gerado um signal joint TREC duran-
te o proprio processo de rearranjo em cerca de 2/3 de
células Th 0/B2°. Como os TRECs nio se replicam duran-
te a mitose permite aquilatar o fenétipo de célula RTE'S,

No individuo saudavel a variabilidade na quantificagao
de TRECs em células periféricas € muito reduzida ao lon-
go do tempo, sustentando que a fungao timica se mantém
de uma forma relativamente constante?’. Sio detectados
em RTEs CD4* e CD8*,células T-CD45RA* e -CD45RO*
ou em células mononucleares circulantes'®. Assim, a ana-
lise paralela de CD3|-TRECs ¢, por definicao,um marcador
de desenvolvimento estreitamente relacionado com a fun-
¢ao timica, e a concentragao a periferia pode ser preconi-
zada para estimar a produgao e a reconstituigao imune.

O objectivo deste estudo foi avaliar a producao de
células RTEs e do nimero de TREC: linfocitarios que pos-
sam suportar o mecanismo fulcral do tecido funcional ti-
mico na agressao alérgica e na indugao da tolerancia imu-
ne subjacente a imunoterapia especifica, plenamente

reportada na literatura.

MATERIAL E METODOS

Doentes e populacdo saudavel
Foram seleccionados doentes com alergia respira-

toria a Dermatophagoides pteronyssinus (Dpt),com asma

brénquica persistente moderada, controlada?', asso-
ciando rinite persistente moderada/grave??, seguidos
na Consulta de Imunoalergologia dos Hospitais da Uni-
versidade de Coimbra. Todos os doentes adultos, de
ambos os sexos, assinaram o seu consentimento infor-
mado, e o estudo foi aprovado pela Comissio de Etica
do Hospital. O estudo decorreu de Janeiro a Margo de
2009.

Nenhum dos doentes apresentava outra patologia,
para além da doenga alérgica, nomeadamente doenca
inflamatoria, infecciosa ou distlrbio mental. Nao existia
medicagao farmacologica em curso, para além da reque-
rida para a doenga alérgica, excepto anticoncepcionais
orais em algumas mulheres, sendo excluidos estados de
gravidez.

O grupo controlo foi seleccionado de uma populagao
de individuos saudaveis de potenciais dadores de érgao,
tendo sido excluida doenga alérgica.

Foram objecto de estudo os seguintes grupos de
doentes:

— Grupo |:44 doentes alérgicos sem tratamento ante-
rior com imunoterapia especifica, para realizagao de
prova de provocagao alergénica especifica com Dpt
(nasal ou conjuntival).

— Grupo lI: 41 doentes alérgicos em tratamento de
manuteng¢ao com imunoterapia especifica (SCIT ou
SLIT) ha pelo menos | ano e nos quais foi possivel
demonstrar eficacia clinica traduzida pela completa
remissao dos sintomas, auséncia de medicagio anti-
alérgica preventiva, e/ou sintomatica em periodos de
agudizagdo, bem como por evolugdo favoravel de
parametros laboratoriais, nomeadamente redugao
da reactividade cutinea ao alergénio em testes cuta-
neos por picada, reducao da concentragao sérica de
IE especifica relativamente ao inicio do tratamento.
Todos os extractos terapéuticos foram da Bial-Aris-
tegui® (Bilbao, Espanha): SLIT (aquosos, 0,97 ug/ml
de Der p | e Der p2, na dose de 5 gotas) e SCIT
(polimerizados, 1,95 pg/ml de Der p | e Der p2,

correspondendo a injecgao subcutinea de 0,5 cc),
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administrados sob estrita vigilancia hospitalar. O dia
de administragao coincidiu com o previsto no esque-
ma terapéutico de manutengao (mensal para SCIT e
3 vezes na semana para SLIT).
— Grupo llI: 10 individuos saudaveis.
Nos doentes alérgicos foi solicitada a interrupgao de
tratamento de anti-histaminicos sistémicos e/ou locais por
3 dias, e corticosterdides topicos e anti-leucotrienos sis-

témicos nos 8 dias anteriores ao estudo.

Provas de provocacdo especificas: nasal e conjuntival

Foi utilizado um extracto alergénico de Dpt (23pg/ml
de Der p I, Bial-Aristegui®, Bilbao, Espanha), diluido na
concentracgao de |/10. Esta concentragao foi seleccionada
apos se garantir que era a requerida na indugiao de uma
papula cutinea minima de 3 mm de diametro e que em
estudos anteriores assegurava resposta positiva na prova
nasal e conjuntival'2. Os procedimentos foram realizados
de manha e ap6s uma adaptagao a temperatura ambiente
durante 30 minutos.

A prova de provocagao nasal especifica foi realizada
com aplicagao unilateral de 2 pulverizagoes consecutivas
(volume de 160 pl) da solugio alergénica aerossolizada
por via nasal a nivel do corneto médio, em expiragao.

A prova de provocagao conjuntival consistiu na aplica-
cao unilateral de uma gota (50 pl) da solugao alergénica
no quadrante inferior externo da conjuntiva bulbar, unila-
teralmente.

Os sintomas nasais e conjuntivais foram recolhidos ao
longo de 5 minutos apds a provocagao, utilizando scores
clinicos padronizados que asseguram a positividade da

resposta?®24,

Extracto alergénico terapéutico

Os extractos administrados foram provenientes da
Bial-Aristegui® para todos os doentes. Nas administragoes
subcutaneas foi utilizado um extracto modificado por glu-
taraldeido, num volume de 0,50 cc e de 5 gotas de um
extracto aquoso de Dpt na administragao sublingual, pelas

técnicas comuns>8. Em todos os doentes a dose de manu-

tengao foi administrada respeitando,em absoluto, o esque-

ma individual em curso.

PROCEDIMENTOS LABORATORIAIS

Amostras de sangue

Apos venopungao foi recolhido 30 ml de sangue peri-
férico para tubo revestido de heparina e para PAXgene
Blood RNA Tubes (Qiagen®).

Para todos os doentes e controlos foi efectuada co-
Iheita sanguinea em dois tempos. EmTO antes da prova de
provocacio ou da administragdo da imunoterapia especi-
fica subcutanea ou sublingual e, num segundo tempo, aos
60 minutos (T60) ou 240 minutos apds o procedimento
diagnostico ou terapéutico (T240).

Nos individuos saudaveis do Grupo Il foram realizadas
trés colheitas no mesmo dia com os mesmos intervalos

de tempo idénticos aos do grupo activo de estudo.

Separacao de populagées linfocitarias T

As populagoes CD4+ e CD8+ foram isoladas de poli-
morfonucleares circulantes por imunosselecgiao positiva
utilizando Dynal beads especificos, de acordo com proce-
dimentos especificos (Dynal®, Oslo, Noruega).

O estudo da celularidade para determinagao dos
receptores celulares de superficie foi efectuado por
método de imunofluorescéncia directa em citometro
de fluxo FACSCalibur (Beckton-Dickinson, EUA) usan-
do fluorocromos ligados a anticorpos monoclonais es-
pecificos para CD3, CD4, CD8, CD31, CD45RA e
CD45R0.

Quantificacdo de TRECs por PCR em tempo real

Procedeu-se a quantificagdo dos TRECs em células
CD4*/CD31-, CD4*/CD31*, CD8*/CD3I|- CD8*/CD3I*
por PCR em tempo real (PCR-rt) com 5’-nuclease (TagMan)
num sistema ABI 7900 (Perkin-Elmer®, Norwalk, EUA).
As células foram classificadas por utilizagao de combinagao

de anticorpos monoclonais: CD3-PE (Beckman Coulter),
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CD4-APC (Beckman Coulter),CD8-PercP Cy5.5 (Becton
Dickinson),CD3|-FITC (BD Pharmingen®,San Diego, EUA).
O ADN foi extraido por lise celular com 5pl de proteina-
se K (100 pg/ml) pelo menos durante | hora de incubagao
a 56°C seguido de incubagdo a 95°C durante |5 minutos.
Foi efectuado PCR-rt em 5yl do lisado celular (£50000
células) com primers: F-5'-CACATCCCTTTCAACCATGCT
e R-5"-GCCAGCTGCAGGGTTTAGG, e probe 5'-[6FAM]
ACACCTCTGGTTTTTGTA AAGGTGC CCACT[TAM]
(Sigma-Aldrich, EUA).A reaccao decorreu sob 0,125 pl de
Taq polimerase, 3,5 pl MgCI2 25 mM, 0,5 ul dNTPs 10 mM,
| pl de cada primer 12.5 uM, | pl sonda 5 uM, 0,25 pl de
BD636 de referéncia (Megabases) para um total de 25 pl
de agua. As condi¢oes requereram aquecimento a 95°C
durante 5 minutos, posteriormente na mesma temperatu-
ra durante 30 segundos, a 6°C durante um minuto, para 40
ciclos efectuados. Uma curva estandardizada foi tracada
usando 5 ml do standard com 103, 10* e 10> moléculas de
plasmideo e o nimero de TRECs nas amostras foi obtido
usando sofware SDS2.0 Perkin-Elmer, Norwalk, EUA.

O ndmero de cépias de TRECs em cada amostra foi
calculado pela interpolagao na curva-padrao e os resulta-
dos reportados a 100000 células. Os resultados foram
efectuados em duplicado em cada amostra para minimiza-

¢ao de erro.

Quadro |. Caracterizacao da amostra

Estudo estatistico

A concentragao foi expressa em média e desvio-padrao
referente a 100 000 células. O teste de Wilcoxon signed-rank
(amostras emparelhadas) foi usado para comparar as de-
terminagdes em tempos distintos. O teste de Kruskal-Wallis
(one-way analysis of variance) e o teste de Mann-Whitney U
foram usados para aferir diferengas entre grupos distintos.

Foi considerado significancia para p<0,05.

RESULTADOS

No Quadro | apresentam-seas caracteristicas demograficas
e clinicas da amostra de doentes e dos controlos saudaveis.

Todos os doentes submetidos a provocagao alérgica
especifica apresentaram scores clinicos compativeis com a
positividade do teste. Nos doentes submetidos a imuno-
terapia especifica nao foram observados efeitos adversos
locais ou sistémicos. Nio existiram diferencas relevantes
nas caracteristicas clinicas dos doentes estudados nos di-
ferentes grupos e subgrupos.

Relativamente ao numero total de células CD4" e CD8*
nao foram observadas diferencas significativas nos doentes
submetidos a provocacao alérgica especifica (nasal e con-

juntival) nos dois tempos considerados. O mesmo ocorreu

Grupo | Grupo Il Grupo lll
Nasal Conjuntival SCIT SLIT
TO-T60 | TO-T240 | TO-T60 | TO-T240 | TO-T60 | TO-T240 | TO-T60 | TO-T240
n 12 10 I I 10 10 10 I 10
F/M 6/6 6/4 8/3 714 6/4 64 91 8/3 6/4
Idade(a) | 32,5+8,7 | 25,3%11,7 | 28,3650 | 27,9+6,8 | 31,9£7,5 | 358+11,7 | 30,4+9,6 | 28,3%10,3 | 29,5+6,4
Evol (a) 13,4+4,5 12,7£5,2 10,7£7,1 11,9+4,9 12,1+4,3 13,1£6,1 9,9+5,5 10,6+6,7
slgE-1 | 31,24%12,5| 32,5+13,8 | 37,2+28,1 | 41,2178 | 12,4%9,2 | 132£12,7 | 18,4155 | 17,4x14,2
sigE-2 17,8158 | 22,7+19,5 | 21,6+14,6 | 22,9£16,5

n= nimero, F: feminino; M: masculino; a: anos; Evol: evolugdo doenga em anos; sIgE-1: IgE especifica a Dpt antes do tratamento;
slgE-2: IgE especifica a Dpt a data do estudo. Os resultados de IgE sao expressos kU/L.
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no grupo de doentes submetidos a tratamento com imu-
noterapia (subcutanea ou sublingual).

No grupo controlo de individuos saudaveis nao foi ob-
servada diferenca relevante individual na determinacao do
nimero de TRECs em 100000 células CD4*CD31* ou
CD8*CD31*. Nestes individuos as determinacdes obtidas

| hora e 4 horas apds a primeira colheita ndo revelaram os-
cilagdes relevantes, sustentando um metabolismo constante.

Em alguns doentes nao foi possivel obter resultados
por dificuldades técnicas, da qualidade das amostras de
ADN, particularmente no grupo em tratamento com SCIT

estudado | hora apos a administragao.

TO-T60 TO0-T240
Conijuntival Conijuntival
35000 140000
30000 | 120000
25000 100000
20000 80000 -
15000 |- 60000
10000 40000
5000 |- 20000 | @
0t 0 -
TREC-CD4CD31-T0  TREC-CD4CD31-T60 TREC-CD4CD31-T0  TREC-CD4CD31-T240
p=0312 p=0,027
Nasal Nasal

180000 60000 |-
160000 I

- 50000 |- /
140000 |- I
120000 - 40000
100000 -
F 30000 -
80000 |- I
60000 20000
40000 -
3 10000 |-
20000 |- I
(N ¢ 0k

TREC-CD4CD31-T0  TREC-CD4CD3I-T60 TREC-CD4CD31-T0  TREC-CD4CD31-T240
p=0,5469 p=0,039

Figura |. Ndmero de TRECs por 100000 células CD4* CD31* em doentes (Grupo |) submetidos a prova de provocagio alérgica
especifica (nasal e conjuntival). Os resultados sao indicados para cada doente, em condigdes basais e aos 60 ou 240 minutos apos a

primeira colheita sanguinea.
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Nos doentes alérgicos submetidos a provocagio es-
pecifica (Grupo ) sao patentes significativas variagoes do
numero de TRECs em linfocitos periféricos. A provocagao
alergénica por via nasal, comparativamente a administragao
de alergénio na conjuntiva, parece ser a que induz uma

resposta mais expressiva (TRECs/CD4*CD31"),com uma

elevagao mais pronunciada, particularmente no grupo em
que a segunda amostra ocorreu a 4.* hora (Figura 1).

O ndmero de TRECs em células CD4*CD3 1" pa-
rece reduzir-se sob efeito da imunoterapia especifica,
particularmente no grupo estudado apos 240 minutos

da administracao do extracto terapéutico, apesar de
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Figura 2. Nimero de TRECs por 100000 células CD4* CD31* em doentes (Grupo |l) submetidos a imunoterapia especifica
(SCIT e SLIT). Os resultados sao indicados para cada doente, em condi¢Ses basais e aos 60 ou 240 minutos apos a primeira

colheita sanguinea.
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alguns doentes apresentarem efeitos divergentes (Fi-
gura 2).

Relativamente ao numero de TRECs na populagio
CD8*CD31|* foram observadas diferencas induzidas quer
pela provocagdo especifica quer por efeito terapéutico

(Figuras 3 e 4). Comparativamente aos resultados na cé-

lula CD4*CD31", verificou-se uma maior inconsisténcia
dos resultados com valores muito divergentes nos doen-
tes incluidos nos diferentes subgrupos.

Apesar de ser mais importante a avaliagao do compor-
tamento individual da resposta dindmica ao alergénio ou

ao tratamento, analisamos também os valores médios ba-
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Figura 3. NGmero de TRECs por 100000 células CD8* CD31* em doentes (Grupo |) submetidos a prova de provocagio alérgica
especifica (nasal e conjuntival). Os resultados sao indicados para cada doente, em condigdes basais e aos 60 ou 240 minutos apos a

primeira colheita sanguinea.
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sais de TRECs/100000 células CD4*CD31* obtidos na
totalidade dos 3 grupos em estudo. Nos doentes em IT
em fase de manutengao, com excelente resposta terapéu-
tica, o valor médio, ainda que mais elevado, nao tem signi-
ficado estatistico (p=0,32) comparativamente aos doentes

alérgicos nao sujeitos a tratamento especifico (Figura 5).

No plano clinico, quer a provocagao nasal, quer a pro-
vocagao conjuntival, determinaram scores de positividade
da reacgao alérgica. Da mesma forma, quer a SCIT, quer a
SLIT demonstraram, no plano clinico, excelente resposta.
Os resultados obtidos, particularmente para o niumero de
TRECs/100 000 células CD4*CD3 | *,determinaram varia-

TREC-CD8CD3I-T0 TREC-CD8CD31-T60

p=0,425
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Figura 4. Nimero de TRECs por 100000 células CD8* CD31* em doentes (Grupo Il) submetidos a imunoterapia especifica
(SCIT e SLIT). Os resultados sao indicados para cada doente, em condi¢Ses basais e aos 60 ou 240 minutos ap6s a primeira

colheita sanguinea.
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Figura 5. Média do nimero de TRECs por 100000 células obtidas nos trés grupos (lll-controlo saudavel; I-provocagao alérgica, II-
-administragao de imunoterapia especifica) em condi¢des basais (TO).

¢oes nos tempos considerados, muito diferentes do ob-
servado em individuos saudaveis.

Quando analisados os valores médios obtidos para a
totalidade dos doentes submetidos a teste de provocagao,
verifica-se que a resposta alérgica, nos doentes avaliados
| hora e 4 horas apés o contacto com o alergénio, deter-
mina uma elevagao progressiva (sem significado estatistico),
inversamente ao observado apds a administragao do ex-

tracto terapéutico.

DISCUSSAO

A determinagao do output timico por quantificagdo de
TRECs é uma linha de investigagdo com enorme interesse
na transplantagao, infecgdo, autoimunidade e imunodefi-
ciéncias?®. Nio temos conhecimento, até ao presente, de
que esta metodologia tenha sido empreendida no estudo

da alergia respiratéria mediada por IgE.

Os individuos saudaveis apresentam uma muito
reduzida variabilidade das contagens de TRECs ao lon-
go do tempo, sustentando a funcionalidade e metabo-
lismo funcional do timo, apesar do declinio com a
idade2®. No nosso grupo controlo foram observados
valores para cada doente em espectros muito variados,
mas estaveis pelo menos durante as 4 horas de obser-
vacao.Varios estudos salientam a reducido do nimero
total de TRECs em doengas inflamatorias croénicas
comparativamente a controlos saudaveis, nomeada-
mente na dermatite atdpica, artrite reumatodide ou
lGpus eritematoso?:2%:3°,

O nosso grupo, em estudos anteriores, pode demons-
trar in vivo a precocidade da resposta a alergénios nos
orgios imunes centrais'?'4, bem mais céleres do que os
sustentados por varios trabalhos em estudos de biopsias
medulares?®28 A persisténcia ao longo da vida da integri-
dade imunoldgica da célula T é garantida por uma activi-

dade funcional timica, apesar da involugao anatémica, que

REVISTA PORTUGUESA DE

IMUNOALERGOLOGIA

43



Celso Pereira, Graca Loureiro, Antonio Martinho, Artur Paiva, Beatriz Tavares, Daniel Machado,
Rodrigo Nunes, Susana Pedreira, Maria Luisa Pais, Antonio Segorbe-Luis

44

pode ser visualizada por cintigrafia de leucocitos marcados
e essa intervencao, também ela, ocorre de forma muito
precoce na alergia IgE mediada.

A determinagao de TRECs reflecte nido sé a fungao do
timo, mas é também influenciado pelo metabolismo da
célula T na periferia. A avaliagio do nimero de TRECs
presentes em 100000 células CD31* de duas populagdes
T possibilita uma maior aproximacao a efectiva actividade
timica, traduzida por jovens e imaturas RTEs. Estas sdo
células T ndive periféricas sem proliferagcao periférica ou
selecgio antigénica'®. Apesar de ndo existir um marcador
exclusivo destas células, a metodologia que desenhamos,
determinacio de TRECs em células CD31*, constitui o
parametro actualmente mais proximo de afericao da ac-
tividade timica em humanos.

Neste contexto, é de extrema relevancia a avaliagao
dos resultados individuais obtidos nos diferentes sub-
grupos de doentes estudados, uma vez que a enorme
variabilidade individual ndo permite uma inequivoca ava-
liacao dos valores médios da amostra. Um grupo con-
trolo de doentes alérgicos ndo pareceu relevante, uma
vez que o tempo TO dos doentes do Grupo | constitui
um controlo.

Nos diferentes grupos e subgrupos considerados, a
andlise dos resultados tendo como base a média dos va-
lores obtidos tem uma diminuta importancia,uma vez que
€ mais importante avaliar a dindmica individual da respos-
ta nos tempos de estudo definidos. De facto,apesar de em
cada doente se ter observado uma variagao apreciavel dos
valores reportados a RTEs, nao foram detectadas diferen-
cas significativas nos valores médios da percentagem de
células CD4"CD31* ou CD8"CD31* face ao nimero to-
tal de células CD4* ou CD8", respectivamente.

Nos nossos doentes com alergia respiratoria, apesar
de o estudo ter ocorrido em periodo de estabilizagao
clinica, o valor basal de TRECs em células CD4*CD3 1| foi
inferior, comparativamente ao grupo controlo. Esse valor
basal foi, porém, mais elevado no grupo de doentes sob
tratamento com [T, corroborando o mecanismo central

deste tratamento.

A variabilidade da determinagao na maioria dos grupos
activos em estudo foi muito expressiva, atestando a acti-
vidade funcional do sistema imune central. Foi, também,
evidente que a resposta individual de cada doente é muito
variavel, naturalmente dependente da expressio génica
desse doente, apesar de uma clinica semelhante e de uma
idéntica sensibilizagdo alérgica, neste caso a Dermatopha-
goides pteronyssinus.

O teste de provocagido especifico nasal e ocular de-
terminou idéntico perfil de output de RTEs no sangue pe-
riférico logo apds os primeiros 60 minutos. Embora no
mesmo doente nao tenha sido efectuada uma segunda
determinagdo, o grupo de doentes estudados a 4.* hora
parece descrever um aumento, dependente do tempo, es-
tatisticamente significativo (Figura 2).

Apesar da populagio total de célulasT CD4" e CD8*
circulantes estarem conservadas nos doentes alérgicos,
comparativamente aos controlos saudaveis, a reducao
de RTEs podera ser resultado do estado inflamatério
croénico?02?,

Os mediadores mastocitarios localmente libertados
aumentam a expressao de moléculas de adesao em vénu-
las pos-capilares. Esta situagdo pode permitir um homing
de leucécitos circulantes possibilitando infiltragao celular
a distancia. Existe evidéncia suficiente que sustenta que
nas fases iniciais da reaccao alérgica ocorre um recruta-
mento selectivo de linfocitos T CD4+ para o comparti-
mento extravascular nos locais onde ocorre a estimulacao
alergénica3'. Esta recirculagio celular e a posterior foca-
lizagao torna a doenca alérgica mediada por IgE um pro-
cesso dinamico e sistémico. Resultados anteriores de-
monstram que a resposta celular se inicia em periodos
muito precoces subsequentes ao inicio da reacgao, na fase
imediata do mecanismo de hipersensibilidade tipo I'2.
A resposta mediada por IgE induz envolvimento imuno-
linfatico em estruturas adjacentes. A posterior amplifica-
¢ao da reacgao alérgica a érgaos linfoides locorregionais
é determinante, paralelamente a recirculagao de leucoci-
tos circulantes a estruturas linféides primarias, nomeada-

mente medula ossea e tecido funcional timico. Estas es-
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truturas sao, pois, responsaveis pela indugao de uma
resposta imune sistémica apos exposicao alergénica es-
pecifica e controlada.

Na reaccao alérgica a populagao mais interessada pa-
rece ser TRECs/CD4*CD3 1%, ao contrério do observado
na dermatite atépica?’. Na maioria dos doentes observa-
mos, globalmente, um aumento de células T ndive circulan-
tes, podendo significar uma capacidade para um output de
maturagio de células timicas capazes de controlar a mag-
nitude da propria reacgao.

Na imunoterapia especifica a indugdo de células
T-reg constitui, na actualidade, um dos efeitos mais
relevantes no mecanismo modulador®. A administracio
terapéutica por via intraganglionar pressupoe, natural-
mente, a intervencio directa do sistema imunitario'’,
apesar de as vias subcutanea e sublingual induzirem
idéntico efeito'®'*. Nos nossos doentes em tratamen-
to de manutencao observamos, comparativamente aos
controlos saudaveis, uma reduciao de RTEs circulantes,
embora em valores médios superiores ao grupo de
doentes alérgicos ndo submetidos a este tratamento.
O envolvimento precoce da medula éssea e do tecido
funcional timico é também observado, mas obviamen-
te que os mecanismos e os alvos serdo seguramente
distintos da reacgao alérgica.

A inducao de células T-reg é determinante no meca-
nismo da imunoterapia, apesar de constituirem uma
populagdo heterogénea que inclui: CD4*CD25* naturais
e as induzidas na periferia apés exposigdo antigénica
(Tr1,Th3 e CD8* reguladoras)32. Da analise dos resul-
tados admitimos que a necessidade dessa produgao
necessite de um tempo de maturagao no tecido timico,
motivo pelo que apés a administragao do extracto te-
rapéutico é observada uma redugao circulante de RTEs
(TRECs/CD31%).

Os nossos resultados sustentam que o sistema imune
central é, efectivamente, um alvo da reacgdo alérgica IgE
mediada e na IT. O tecido funcional timico intervém pre-
cocemente, uma vez que o output de RTEs apresenta enor-

me variabilidade, bem diferente do que ocorre no individuo

saudavel, em que esses niveis sdo constantes ao longo do
tempo.Admitimos que na reacgao alérgica a pronta liber-
tagdo de células timicas naive seja resultado do proéprio
mecanismos patogénico e/ou de regulacao da propria re-
acgdo. Ja no mecanismo da IT a aparente redugio destas
células podera traduzir um influxo celular ao tecido fun-
cional timico para posterior maturagao de linfocitos
T-reg.

Presumimos que uma avaliagao mais tardia da provo-
cagao alérgica ou da IT possa evidenciar diferengas mais
significativas na analise individual e de grupo. Considera-se
relevante estudos adicionais de caracterizagao de marca-
dores celulares especificos destas populagdes de RTEs,
capazes de regularem a reconstituicao do compartimen-
to T, capazes de explorar novas estratégias terapéuticas
no tratamento da alergia e da doenca alérgica mediada

por IgE.
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