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RESUMO

Introdução: Os círculos de excisão do receptor da célula T (TRECs) em linfócitos T -CD31+ correlacionam -se com 
células recentemente emigradas do timo (RTEs). Objectivo: Avaliar o efeito da SIT no número de TRECs presentes em 
linfócitos T periféricos em doentes alérgicos a Dermatophagoides pteronyssinus (Dpt), bem como os efeitos decorrentes 
da resposta alérgica específica. Metodologia: Foram estudados 85 doentes com alergia respiratória a Dpt: 41 doentes 
(Grupo II) em SIT de manutenção (21 por via sublingual; 20 por via subcutânea); 44 doentes (Grupo I), sem terapêutica 
específica, sendo que 22 deles foram submetidos a prova de provocação específica (nasal=22; conjuntival=22). Todos 
foram submetidos a estudo de celularidade basal no dia do estudo. Após administração do extracto terapêutico ou da 
solução alergénica procedeu -se a novo estudo aos 60 ou 240 minutos. Foi quantificado o número de TRECs presentes 
em células CD4+CD31+ e CD8+CD31+ e os resultados expressos por 100 000 células. Amostras de 10 indivíduos sau-
dáveis (Grupo III) 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 I a quantificação de TRECs em células CD4+CD31+ apresentaram diferenças 
intra -individuais relativamente ao valor basal, estatisticamente significativo aos 240 minutos. Nos doentes do Grupo II 
observou -se, também, marcada variabilidade intra -individual, independentemente da via de administração. Os valores 
basais obtidos no Grupo III foram significativamente superiores aos obtidos na determinação basal dos restantes grupos. 
Conclusões: A actividade funcional tímica está precocemente envolvida na resposta alérgica e na SIT. A exposição a 
alergénios determina, precocemente, a presença de RTEs na periferia, particularmente do fenótipo CD4+CD31+/TRECs. 
Nos doentes submetidos a SIT, a redução de RTEs circulantes poderá resultar da necessidade de maturação e diferen-
ciação linfocitária. Estes resultados sugerem um envolvimento do tecido funcional tímico nos mecanismos centrais da 
alergia e da SIT.

Palavras -chave: Asma, CD31, Dermatophagoides pteronyssinus, imunoterapia específica, linfócitos, mecanismos alérgicos, 
rinite, teste provocação nasal, TREC.

ABSTRACT

Introduction: T cell receptor excision circles (TRECs) on CD31+ 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 II) under maintenance treat-
ment to Dpt SIT (21 sublingual, SLIT, and 20 subcutaneous, SCIT), were selected. The allergic patients (Group I) 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+CD31+ and CD8+CD31+ cells. The results were expressed per 100,000 RTE-related cells. Samples from 10 healthy 
individuals (Control – Group III) were obtained using the same method. Results: The value of TRECs on RTEs was constant in 
control groups. Group I patients’ TREC count in CD31+-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+CD31+ cell assay. Basal values in Group III 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+CD31+ 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, CD31 cells, Dermatophagoides pteronyssinus, lymphocytes, nasal challenge test, rhi-
nitis, specific immunotherapy, TREC. 
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INTRODUÇÃO

O carácter sistémico da alergia por mecanismo IgE 
é um pressuposto consensual e com plena evi-
dência traduzida em inúmeros trabalhos em 

modelos experimentais e em humanos1. O mecanismo 
imune subjacente implica intervenção de múltiplas células 
imunoinfl amatórias e mediadores biológicos, sendo que os 
efeitos patológicos resultantes de uma resposta específi ca 
a alergénios terão, necessariamente, de resultar num en-
volvimento de órgãos imunes centrais2,3.

A imunoterapia específica por via subcutânea (SCIT) 
ou sublingual (SLIT) constituem, na actualidade, as únicas 
formas de tratamento que permitem modificar a história 
natural da doença5 -8. Os mecanismos pelos quais resulta a 
tolerância imunológica, apesar de profusamente estudados, 
não são completamente conhecidos9,10. Um estudo com 
administração do extracto alergénico terapêutico directa-
mente no gânglio linfático, para além da demonstração da 
eficácia num tempo muito curto de tratamento, permitiu 
sustentar a necessidade de intervenção de estruturas imu-
nes centrais na indução de mecanismo imune central11.

A reacção alérgica mediada por IgE determina um efei-
to sistémico muito precoce, que se desenvolve em simul-
tâneo ao mecanismo imunoinflamatório no local de expo-
sição a alergénio. Em estudos in vivo pudemos observar 
que, em paralelo à actividade inflamatória no local onde 

se procedeu à provocação alergénica, decorre envolvimen-
to de estruturas linfoganglionares regionais adjacentes em 
simultâneo à recirculação de células circulantes que infil-
tram estruturas relacionadas ao sistema imune central, 
nomeadamente medula óssea e tecido funcional tímico12. 
A focalização de actividade inflamatória em áreas anató-
micas reportadas ao sistema imune central pressupõe, não 
só o efeito sistémico da alergia mediada por IgE, mas tam-
bém o envolvimento célere e central do sistema imunitá-
rio. Da mesma forma, pudemos observar que a imunote-
rapia específica (SCIT ou SLIT) determina intervenção 
precoce destas estruturas com potenciais implicações no 
mecanismo imunomodulador13,14. O início do efeito da 

administração terapêutica de alergénios específico ocorre 
muito precocemente, sendo que o efeito sistémico é mais 
célere que a actividade inflamatória local. Não existem 
diferenças significativas na magnitude da resposta nos ór-
gãos imunes centrais relativamente ao tipo de extracto e 
à via de administração. No entanto, admite -se a existência 
de um mecanismo indutor local distinto entre a SLIT e a 
SCIT, embora com idêntico efeito sistémico, dependente 
da heterogenia fenotípica das células dendríticas presentes 
na mucosa sublingual e no tecido subcutâneo.

De facto, se os trabalhos do grupo de Denburg JA et 
al. são inquestionáveis quanto ao contributo da medula 
óssea na inflamação alérgica, a intervenção e persistência 
de actividade tímica ao longo da vida tem mais dificuldades 
de demonstração de forma directa. O nosso grupo pôde 
evidenciar essa actividade na resposta alérgica IgE media-
da e a que decorre da administração de imunoterapia es-
pecífica, independentemente da via de administração ser 
SLIT ou SCIT)12,13 e, nesta última, do tipo de extracto 
(aquoso, depot ou polimerizado).

A involução glandular tímica na idade adulta foi tradi-
cionalmente assumida15. Porém, vários estudos recentes 
têm evidenciado que a função tímica persiste ao longo da 
vida em indivíduos saudáveis. Em humanos, a pool de célu-
las T circulantes inicia o seu desenvolvimento, ainda no 
período fetal, após a passagem e a maturação de timócitos 
através do microambiente tímico e a posterior migração 

de timócitos maduros para a periferia, gânglios linfáticos 
e baço12.

O timo é, pois, o único órgão linfóide responsável pela 
produção de células naïve T, com tolerância self, bem como 
de linfócitos T naturalmente reguladores para antigénios 
self -específicos17. Apesar da diferente magnitude, o núme-
ro absoluto de células T naïve na criança e no idoso é 
relativamente estável e a imunidade T -CD4+ está, inequi-
vocamente, mantida na idade adulta, embora estas células 
possam proliferar num estadio pós -tímico, mantendo o 
fenótipo funcional naïve18. Frequentemente são 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+ naïve que tiveram 
proliferação na periferia19.

A molécula de superfície CD31 (platelet endothelial cell 
adhesion molecule -1 – PECAM -1) pode ser de enorme uti-
lidade para distinguir células T -CD4+ naïve tímicas/CD31+ 
no sangue periférico de humanos saudáveis18.

Para além do fenótipo CD4+CD31+ que sustentam as 
RTEs os círculos de excisão do receptor da célula T (T cell 
receptor excision circles – TRECs) são outro interessante 
marcador18 -20. Os TRECs são episomas estáveis de ADN 
formados durante o rearranjo do receptor T em células 
α/β e que se localizam no citoplasma celular19. Na cons-
tituição do receptor é gerado um signal joint TREC duran-
te o próprio processo de rearranjo em cerca de 2/3 de 
células Th α/β20. Como os TRECs não se replicam duran-
te a mitose permite aquilatar o fenótipo de célula RTE18.

No indivíduo saudável a variabilidade na quantificação 
de TRECs em células periféricas é muito reduzida ao lon-
go do tempo, sustentando que a função tímica se mantém 
de uma forma relativamente constante20. São detectados 
em RTEs CD4+ e CD8+, células T -CD45RA+ e T -CD45RO+ 
ou em células mononucleares circulantes18. Assim, a aná-
lise paralela de CD31 -TRECs é, por definição, um marcador 
de desenvolvimento estreitamente relacionado com a fun-
ção tímica, e a concentração à periferia pode ser preconi-
zada para estimar a produção e a reconstituição imune.

O objectivo deste estudo foi avaliar a produção de 
células RTEs e do número de TRECs linfocitários que pos-
sam suportar o mecanismo fulcral do tecido funcional tí-
mico na agressão alérgica e na indução da tolerância imu-
ne subjacente à imunoterapia específica, plenamente 
reportada na literatura.

MATERIAL E MÉTODOS

Doentes e população saudável
Foram seleccionados doentes com alergia respira-

tória a Dermatophagoides pteronyssinus (Dpt), com asma 

brônquica persistente moderada, controlada21, asso-
ciando rinite persistente moderada/grave22, 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 Comissão de Ética 
do Hospital. O estudo decorreu de Janeiro a Março de 
2009.

Nenhum dos doentes apresentava outra patologia, 
para além da doença alérgica, nomeadamente doença 
inflamatória, infecciosa ou distúrbio mental. Não existia 
medicação  farmacológica em curso, para além da reque-
rida para a doença alérgica, excepto anticoncepcionais 
orais em algumas mulheres, sendo excluídos estados de 
gravidez.

O grupo controlo foi seleccionado de uma população 
de indivíduos saudáveis de potenciais dadores de órgão, 
tendo sido excluída doença alérgica.

Foram objecto de estudo os seguintes grupos de 
doentes:

– Grupo I: 44 doentes alérgicos sem tratamento ante-
rior com imunoterapia específica, para realização de 
prova de provocação alergénica específica com Dpt 
(nasal ou conjuntival).

– Grupo II: 41 doentes alérgicos em tratamento de 
manutenção com imunoterapia específica (SCIT ou 
SLIT) há pelo menos 1 ano e nos quais foi possível 
demonstrar eficácia clínica traduzida pela completa 
remissão dos sintomas, ausência de medicação anti-
alérgica preventiva, e/ou sintomática em períodos de 
agudização, bem como por evolução favorável de 
parâmetros laboratoriais, nomeadamente redução 
da reactividade cutânea ao alergénio em testes cutâ-
neos por picada, redução da concentração sérica de 
IgE específica relativamente ao início do tratamento. 
Todos os extractos terapêuticos foram da Bial -Aris-
tegui® (Bilbao, Espanha): SLIT (aquosos, 0,97 μg/ml 
de Der p 1 e Der p2, na dose de 5 gotas) e SCIT 
(polimerizados, 1,95 μg/ml de Der p 1 e Der p2, 
correspondendo a injecção subcutânea de 0,5 cc), 
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administrados sob estrita vigilância hospitalar. O dia 
de administração coincidiu com o previsto no esque-
ma terapêutico de manutenção (mensal para SCIT e 
3 vezes na semana para SLIT).

– Grupo III: 10 indivíduos saudáveis.
Nos doentes alérgicos foi solicitada a interrupção de 

tratamento de anti -histamínicos sistémicos e/ou locais por 
3 dias, e corticosteróides tópicos e anti -leucotrienos sis-
témicos nos 8 dias anteriores ao estudo.

Provas de provocação específicas: nasal e conjuntival
Foi utilizado um extracto alergénico de Dpt (23μg/ml 

de Der p 1, Bial -Aristegui®, Bilbao, Espanha), diluído na 
concentração de 1/10. Esta concentração foi seleccionada 
após se garantir que era a requerida na indução de uma 
pápula cutânea mínima de 3 mm de diâmetro e que em 
estudos anteriores assegurava resposta positiva na prova 
nasal e conjuntival12. Os procedimentos foram realizados 
de manhã e após uma adaptação à temperatura ambiente 
durante 30 minutos.

A prova de provocação nasal específica foi realizada 
com aplicação unilateral de 2 pulverizações consecutivas 
(volume de 160 μl) da solução alergénica aerossolizada 
por via nasal a nível do corneto médio, em expiração.

A prova de provocação conjuntival consistiu na aplica-
ção unilateral de uma gota (50 μl) da solução alergénica 
no quadrante inferior externo da conjuntiva bulbar, unila-
teralmente.

Os sintomas nasais e conjuntivais foram recolhidos ao 
longo de 5 minutos após a provocação, utilizando scores 
clínicos padronizados que asseguram a positividade da 
resposta23,24.

Extracto alergénico terapêutico
Os extractos administrados foram provenientes da 

Bial -Aristegui® para todos os doentes. Nas administrações 
subcutâneas foi utilizado um extracto modificado por glu-
taraldeído, num volume de 0,50 cc e de 5 gotas de um 
extracto aquoso de Dpt na administração sublingual, pelas 
técnicas comuns5,8. Em todos os doentes a dose de manu-

tenção foi administrada respeitando, em absoluto, o esque-
ma individual em curso.

PROCEDIMENTOS LABORATORIAIS

Amostras de sangue
Após venopunção 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-
lheita sanguínea em dois tempos. Em T0 antes da prova de 
provocação ou da administração da imunoterapia especí-
fica subcutânea ou sublingual e, num segundo tempo, aos 
60 minutos (T60) ou 240 minutos após o procedimento 
diagnóstico ou terapêutico (T240).

Nos indivíduos saudáveis do Grupo III foram realizadas 
três colheitas no mesmo dia com os mesmos intervalos 
de tempo idênticos aos do grupo activo de estudo.

Separação de populações linfocitárias T
As populações CD4+ e CD8+ foram isoladas de poli-

morfonucleares circulantes por imunosselecção positiva 
utilizando Dynal beads específicos, de acordo com proce-
dimentos específicos (Dynal®, Oslo, Noruega).

O estudo da celularidade para determinação dos 
receptores celulares de superfície foi efectuado por 
método de imunofluorescência directa em citómetro 
de fluxo FACSCalibur (Beckton -Dickinson, EUA) usan-
do fluorocromos ligados a anticorpos monoclonais es-
pecíficos para CD3, CD4, CD8, CD31, CD45RA e 
CD45RO.

Quantificação de TRECs por PCR em tempo real
Procedeu -se a quantificação dos TRECs em células 

CD4+/CD31–, CD4+/CD31+, CD8+/CD31 - CD8+/CD31+ 
por PCR em tempo real (PCR -rt) com 5´ -nuclease (TaqMan) 
num sistema ABI 7900 (Perkin -Elmer®, Norwalk, EUA). 
As células foram classificadas por utilização de combinação 
de anticorpos monoclonais: CD3 -PE (Beckman Coulter), 
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CD4 -APC (Beckman Coulter),CD8 -PercP Cy5.5 (Becton 
Dickinson), CD31 -FITC (BD Pharmingen®, San Diego, EUA). 
O ADN foi extraído por lise celular com 5μl de proteina-
se K (100 μg/ml) pelo menos durante 1 hora de incubação 
a 56ºC seguido de incubação a 95ºC durante 15 minutos. 
Foi efectuado PCR -rt em 5μl 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 reacção decorreu sob 0,125 μl de 
Taq polimerase, 3,5 μl MgCl2 25 mM, 0,5 μl dNTPs 10 mM, 
1 μl de cada primer 12.5 uM, 1 μl sonda 5 uM, 0,25 μl de 
BD636 de referência (Megabases) para um total de 25 μl 
de água. As condições requereram aquecimento a 95ºC 
durante 5 minutos, posteriormente na mesma temperatu-
ra durante 30 segundos, a 6ºC durante um minuto, para 40 
ciclos efectuados. Uma curva estandardizada foi traçada 
usando 5 ml do standard com 103, 104 e 105 moléculas de 
plasmídeo e o número de TRECs nas amostras foi obtido 
usando sofware SDS2.0 Perkin -Elmer, Norwalk, EUA.

O número de cópias de TRECs em cada amostra foi 
calculado pela interpolação na curva -padrão e os resulta-
dos reportados a 100 000 células. Os resultados foram 
efectuados em duplicado em cada amostra para minimiza-
ção de erro.

Estudo estatístico
A concentração foi expressa em média e desvio -padrão 

referente a 100 000 células. O teste de Wilcoxon signed -rank 
(amostras emparelhadas) foi usado para comparar as de-
terminações em tempos distintos. O teste de Kruskal -Wallis 
(one -way analysis of variance) e o teste de Mann -Whitney U 
foram usados para aferir diferenças entre grupos distintos. 
Foi considerado significância para p<0,05.

RESULTADOS

No Quadro 1 apresentam -se as características demográficas 
e clínicas da amostra de doentes e dos controlos saudáveis.

Todos os doentes submetidos a provocação alérgica 
específica apresentaram scores clínicos compatíveis com a 
positividade do teste. Nos doentes submetidos a imuno-
terapia específica não foram observados efeitos adversos 
locais ou sistémicos. Não existiram diferenças relevantes 
nas características clínicas dos doentes estudados nos di-
ferentes grupos e subgrupos.

Relativamente ao número total de células CD4+ e CD8+ 
não foram observadas diferenças significativas nos doentes 
submetidos a provocação alérgica específica (nasal e con-
juntival) nos dois tempos considerados. O mesmo ocorreu 
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Quadro 1. Caracterização da amostra

Grupo I Grupo II Grupo III

Nasal Conjuntival SCIT SLIT

T0 -T60 T0 -T240 T0 -T60 T0 -T240 T0 -T60 T0 -T240 T0 -T60 T0 -T240

n 12 10 11 11 10 10 10 11 10

F/M 6/6 6/4 8/3 7/4 6/4 64 91 8/3 6/4

Idade(a) 32,5±8,7 25,3±11,7 28,36±5,0 27,9±6,8 31,9±7,5 35,8±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

sIgE -1 31,24±12,5 32,5±13,8 37,2±28,1 41,2±17,8 12,4±9,2 13,2±12,7 18,4±15,5 17,4±14,2

sIgE -2 17,8±15,8 22,7±19,5 21,6±14,6 22,9±16,5

n= número, F: feminino; M: masculino; a: anos; Evol: evolução doença em anos; sIgE -1: IgE específica a Dpt antes do tratamento; 
sIgE -2: IgE específica a Dpt à data do estudo. Os resultados de IgE são expressos kU/L.
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no grupo de doentes submetidos a tratamento com imu-
noterapia (subcutânea ou sublingual).

No grupo controlo de indivíduos saudáveis não foi ob-
servada diferença relevante individual na determinação do 
número de TRECs em 100 000 células CD4+CD31+ ou 
CD8+CD31+. Nestes indivíduos as determinações obtidas 

1 hora e 4 horas após a primeira colheita não revelaram os-
cilações relevantes, sustentando um metabolismo constante.

Em alguns doentes não foi possível obter resultados 
por dificuldades técnicas, da qualidade das amostras de 
ADN, particularmente no grupo em tratamento com SCIT 
estudado 1 hora após a administração.

ENVOLVIMENTO TÍMICO NA IMUNOTERAPIA ESPECÍFICA 
E NA ALERGIA RESPIRATÓRIA A DERMATOPHAGOIDES PTERONYSSINUS / ARTIGO ORIGINAL

Figura 1. Número de TRECs por 100 000 células CD4+ CD31+ em doentes (Grupo I) submetidos a prova de provocação alérgica 
específica (nasal e conjuntival). Os resultados são indicados para cada doente, em condições basais e aos 60 ou 240 minutos após a 
primeira colheita sanguínea.
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Nos doentes alérgicos submetidos a provocação es-
pecífica (Grupo I) são patentes significativas variações do 
número de TRECs em linfócitos periféricos. A provocação 
alergénica por via nasal, comparativamente à administração 
de alergénio na conjuntiva, parece ser a que induz uma 
resposta mais expressiva (TRECs/CD4+CD31+), com uma 

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

O número de TRECs em células CD4+CD31+ pa-
rece reduzir -se sob efeito da imunoterapia específica, 
particularmente no grupo estudado após 240 minutos 
da administração do extracto terapêutico, apesar de 
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Figura 2. Número de TRECs por 100 000 células CD4+ CD31+ em doentes (Grupo II) submetidos a imunoterapia específica 
(SCIT e SLIT). Os resultados são indicados para cada doente, em condições basais e aos 60 ou 240 minutos após a primeira 
colheita sanguínea.
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alguns doentes apresentarem efeitos divergentes (Fi-
gura 2).

Relativamente ao número de TRECs na população 
CD8+CD31+ foram observadas diferenças induzidas quer 
pela provocação específica quer por efeito terapêutico 
(Figuras 3 e 4). Comparativamente aos resultados na cé-

lula CD4+CD31+, verificou -se uma maior inconsistência 
dos resultados com valores muito divergentes nos doen-
tes incluídos nos diferentes subgrupos.

Apesar de ser mais importante a avaliação do compor-
tamento individual da resposta dinâmica ao alergénio ou 
ao tratamento, analisamos também os valores médios ba-
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Figura 3. Número de TRECs por 100 000 células CD8+ CD31+ em doentes (Grupo I) submetidos a prova de provocação alérgica 
específica (nasal e conjuntival). Os resultados são indicados para cada doente, em condições basais e aos 60 ou 240 minutos após a 
primeira colheita sanguínea.
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sais de TRECs/100 000 células CD4+CD31+ obtidos na 
totalidade dos 3 grupos em estudo. Nos doentes em IT 
em fase de manutenção, com excelente resposta terapêu-
tica, o valor médio, ainda que mais elevado, não tem signi-
ficado estatístico (p=0,32) comparativamente aos doentes 
alérgicos não sujeitos a tratamento específico (Figura 5).

No plano clínico, quer a provocação nasal, quer a pro-
vocação conjuntival, determinaram scores de positividade 
da reacção alérgica. Da mesma forma, quer a SCIT, quer a 
SLIT demonstraram, no plano clínico, excelente resposta. 
Os resultados obtidos, particularmente para o número de 
TRECs/100 000 células CD4+CD31+, determinaram varia-
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Figura 4. Número de TRECs por 100 000 células CD8+ CD31+ em doentes (Grupo II) submetidos a imunoterapia específica 
(SCIT e SLIT). Os resultados são indicados para cada doente, em condições basais e aos 60 ou 240 minutos após a primeira 
colheita sanguínea.
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ções nos tempos considerados, muito diferentes do ob-
servado em indivíduos saudáveis.

Quando analisados os valores médios obtidos para a 
totalidade dos doentes submetidos a teste de provocação, 
verifica -se que a resposta alérgica, nos doentes avaliados 
1 hora e 4 horas após o contacto com o alergénio, deter-
mina uma elevação progressiva (sem significado estatístico), 
inversamente ao observado após a administração do ex-
tracto terapêutico.

DISCUSSÃO

A determinação do output tímico por quantificação de 
TRECs é uma linha de investigação com enorme interesse 
na transplantação, infecção, autoimunidade e imunodefi-
ciências25. Não temos conhecimento, até ao presente, de 
que esta metodologia tenha sido empreendida no estudo 
da alergia respiratória mediada por IgE.

Os indivíduos saudáveis 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 declínio com a 
idade20. No nosso grupo controlo foram observados 
valores para cada doente em espectros muito variados, 
mas estáveis pelo menos durante as 4 horas de obser-
vação. Vários estudos salientam a redução do número 
total de TRECs em doenças inflamatórias crónicas 
comparativamente a controlos saudáveis, nomeada-
mente na dermatite atópica, artrite reumatóide ou 
lúpus eritematoso20,29,30.

O nosso grupo, em estudos anteriores, pode demons-
trar in vivo a precocidade da resposta a alergénios nos 
órgãos imunes centrais12 -14, bem mais céleres do que os 
sustentados por vários trabalhos em estudos de biopsias 
medulares26 -28. A persistência ao longo da vida da integri-
dade imunológica da célula T é garantida por uma activi-
dade funcional tímica, apesar da involução anatómica, que 
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Figura 5. Média do número de TRECs por 100 000 células obtidas nos três grupos (III -controlo saudável; I -provocação alérgica, II-
-administração de imunoterapia específica) em condições basais (T0).
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pôde ser visualizada por cintigrafia de leucócitos marcados 
e essa intervenção, também ela, ocorre de forma muito 
precoce na alergia IgE mediada.

A determinação de TRECs reflecte não só a função do 
timo, mas é também influenciado pelo metabolismo da 
célula T na periferia. A avaliação do número de TRECs 
presentes em 100 000 células CD31+ de duas populações 
T possibilita uma maior aproximação à efectiva actividade 
tímica, traduzida por jovens e imaturas RTEs. Estas são 
células T naïve periféricas sem proliferação periférica ou 
selecção antigénica18. Apesar de não existir um marcador 
exclusivo destas células, a metodologia que desenhámos, 
determinação de TRECs em células CD31+, constitui o 
parâmetro actualmente mais próximo de aferição da ac-
tividade tímica em humanos.

Neste contexto, é de extrema relevância a avaliação 
dos resultados individuais obtidos nos diferentes sub-
grupos de doentes estudados, uma vez que a enorme 
variabilidade individual não permite uma inequívoca ava-
liação dos valores médios da amostra. Um grupo con-
trolo de doentes alérgicos não pareceu relevante, uma 
vez que o tempo T0 dos doentes do Grupo I constitui 
um controlo.

Nos diferentes grupos e subgrupos considerados, a 
análise dos resultados tendo como base a média dos va-
lores obtidos tem uma diminuta importância, uma vez que 
é mais importante avaliar a dinâmica individual da respos-
ta nos tempos de estudo definidos. De facto, apesar de em 
cada doente se ter observado uma variação apreciável dos 
valores reportados a RTEs, não foram detectadas diferen-
ças significativas nos valores médios da percentagem de 
células CD4+CD31+ ou CD8+CD31+ face ao número to-
tal de células CD4+ ou CD8+, respectivamente.

Nos nossos doentes com alergia respiratória, apesar 
de o estudo ter ocorrido em período de estabilização 
clínica, o valor basal de TRECs em células CD4+CD31+ foi 
inferior, comparativamente ao grupo controlo. Esse valor 
basal foi, porém, mais elevado no grupo de doentes sob 
tratamento com IT, corroborando o mecanismo central 
deste tratamento.

A variabilidade da determinação 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 
variável, naturalmente dependente da expressão génica 
desse doente, apesar de uma clínica semelhante e de uma 
idêntica sensibilização alérgica, neste caso a Dermatopha-
goides pteronyssinus.

O teste de provocação específico nasal e ocular de-
terminou idêntico perfil de output de RTEs no sangue pe-
riférico logo após os primeiros 60 minutos. Embora no 
mesmo doente não tenha sido efectuada uma segunda 
determinação, o grupo de doentes estudados à 4.ª hora 
parece descrever um aumento, dependente do tempo, es-
tatisticamente significativo (Figura 2).

Apesar da população total de células T CD4+ e CD8+ 
circulantes estarem conservadas nos doentes alérgicos, 
comparativamente aos controlos saudáveis, a redução 
de RTEs poderá ser resultado do estado inflamatório 
crónico20,29.

Os mediadores mastocitários localmente libertados 
aumentam a expressão de moléculas de adesão em vénu-
las pós -capilares. Esta situação pode permitir um homing 
de leucócitos circulantes possibilitando infiltração celular 
à distância. Existe evidência suficiente que sustenta que 
nas fases iniciais da reacção alérgica ocorre um recruta-
mento selectivo de linfócitos T CD4+ para o comparti-

mento extravascular nos locais onde ocorre a estimulação 
alergénica31. Esta recirculação celular e a posterior foca-
lização torna a doença alérgica mediada por IgE um pro-
cesso dinâmico e sistémico. Resultados anteriores de-
monstram que a resposta celular se inicia em períodos 
muito precoces subsequentes ao início da reacção, na fase 
imediata do mecanismo de hipersensibilidade tipo I12. 
A resposta mediada por IgE induz envolvimento imuno-
linfático em estruturas adjacentes. A posterior amplifica-
ção da reacção alérgica a órgãos linfóides locorregionais 
é determinante, paralelamente à recirculação de leucóci-
tos circulantes a estruturas linfóides primárias, nomeada-
mente medula óssea e tecido funcional tímico. Estas es-
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truturas são, pois, responsáveis pela indução de uma 
resposta imune sistémica após exposição alergénica es-
pecífica e controlada.

Na reacção alérgica a população mais interessada pa-
rece ser TRECs/CD4+CD31+, ao contrário do observado 
na dermatite atópica20. Na maioria dos doentes observa-
mos, globalmente, um aumento de células T naïve circulan-
tes, podendo significar uma capacidade para um output de 
maturação de células tímicas capazes de controlar a mag-
nitude da própria reacção.

Na imunoterapia específica a indução de células 
T -reg constitui, na actualidade, um dos efeitos mais 
relevantes no mecanismo modulador6. A administração 
terapêutica por via intraganglionar pressupõe, natural-
mente, a intervenção directa do sistema imunitário11, 
apesar de as vias subcutânea e sublingual induzirem 
idêntico efeito13,14. Nos nossos doentes em tratamen-
to de manutenção observamos, comparativamente aos 
controlos saudáveis, uma redução de RTEs circulantes, 
embora em valores médios superiores ao grupo de 
doentes alérgicos não submetidos a este tratamento. 
O envolvimento precoce da medula óssea e do tecido 
funcional tímico é também observado, mas obviamen-
te que os mecanismos e os alvos serão seguramente 
distintos da reacção alérgica.

A indução de células T -reg é determinante no meca-
nismo da imunoterapia, apesar de constituírem uma 

população heterogénea que inclui: CD4+CD25+ naturais 
e as induzidas na periferia após exposição antigénica 
(Tr1, Th3 e CD8+ reguladoras)32. Da análise dos resul-
tados admitimos que a necessidade dessa produção 
necessite de um tempo de maturação no tecido tímico, 
motivo pelo que após a administração do extracto te-
rapêutico é observada uma redução circulante de RTEs 
(TRECs/CD31+).

Os nossos resultados sustentam que o sistema imune 
central é, efectivamente, um alvo da reacção alérgica IgE 
mediada e na IT. O tecido funcional tímico intervém pre-
cocemente, uma vez que o output de RTEs apresenta enor-
me variabilidade, bem diferente do que ocorre no indivíduo 

saudável, em que esses níveis são constantes ao longo do 
tempo. Admitimos que na reacção alérgica a pronta liber-
tação de células tímicas naïve seja resultado do próprio 
mecanismos patogénico e/ou de regulação da própria re-
acção. Já no mecanismo da IT a aparente redução destas 
células poderá traduzir um influxo celular ao tecido fun-
cional tímico para posterior maturação de linfócitos 
T -reg.

Presumimos que uma avaliação mais tardia da provo-
cação alérgica ou da IT possa evidenciar diferenças mais 
significativas na análise individual e de grupo. Considera -se 
relevante estudos adicionais de caracterização de marca-
dores celulares específicos destas populações de RTEs, 
capazes de regularem a reconstituição do compartimen-
to T, capazes de explorar novas estratégias terapêuticas 
no tratamento da alergia e da doença alérgica mediada 
por IgE.
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