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Resumo

Endotoxinas bacterianas s3o lipopolissacaridos da membrana externa das bactérias
Gram-negativas e sdo responsaveis pela libertagdo de citocinas no organismo humano.
Estas citocinas podem exacerbar a sintomatologia de determinadas patologias,
nomeadamente do foro pulmonar, agravando a sua situagdo clinica. A procura de
melhor conforto habitacional, com a criagdo de micro ambientes “artificiais” dentro de
casa, oferece bem-estar, mas por vezes arrasta consigo uma maior quantidade de
poluentes aéreos indoor, nomeadamente bioaerossdis. A influéncia das bactérias Gram-
negativas em suspensdo indoor nos niveis basais dos marcadores analiticos sanguineos
de resposta inflamatéria e alérgica, é um ponto importante a ter em consideragéo quando
se pretende elevar o grau de conforto de uma habitagdio sem implicagdes negativas para
a saide humana. Este estudo demonstra que a presenga das endotoxinas bacterianas
indoor, na auséncia de patologia aguda, ndo prejudica o ser humano e a melhoria das
condi¢8es habitacionais ndo degrada o estado fisiolégico dos individuos.

Bacterial endotoxins versus Inflammatory and allergic response

Summary

Bacterial endotoxins are lipopolysaccharides found in the outer membrane of Gram-
negative bacteria and are responsible for the release of cytokines in the human body.
These cytokines may exacerbate the symptoms of certain diseases, including pulmonary
events, worsening their medical condition. The demand for better housing comfort with
the creation of "artificial” micro-environments in the house, offers well-being, but often
brings a greater quantity of indoor air pollutants, including bioaerosols. The influence
of suspended indoor Gram-negative bacteria in basal levels of blood analytical markers
of inflammatory and allergic rhinitis, is an important point to consider when attempting
to raise the comfort level of a dwelling without negative implications for human health.
This study proves that the presence of indoor bacterial endotoxin in the absence of
acute pathology, do not affect humans and the improvement of living conditions does
not degrade the physiological status of individuals.
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Abreviaturas

ol-AT — alfa 1-antitripsina

ALB - Albumina

AMPc¢ — Adenosina monofosfato ciclico

APCs — Células apresentadoras de antigénio
CAM:s — Moléculas de adesfo celular

CD — Cluster de diferenciagdo

CRP — Proteina C reactiva

CTLs — Células linféides citotoxicas

ECF-A — Factor quimiotatico eosinofilico de
anafilaxia

FceRI — Receptor de alta afinidade para a IgE
Fe — Ferro

FIB — Fibrinogénio

G-CSF — Factor estimulante de colénias de
granulécitos

GlyCAM - Molécula de adesdo celular dos
géanglios linfaticos

GM-CSF — Factor estimulante de col6nias de
granul6citos/mondcitos

GRA - Granuldcitos

HPA — Eixo hipotalamo-pituitaria-adrenal
ICAM - Molécula de adesdo intercelular

IFN-y — Interferfio-gama

IgE — Imunoglobulina E

IgG — Imunoglobulina G

IgSF - Superfamilia das imunoglobulinas

IL - Interleucina

IRA - Insuficiéncia renal aguda

IRF — Factor regulador do interferéo

ITAM — Imunoreceptor activador de tirosina
LAT — Linker de activagio das células T

LBP — Proteina ligadora do lipopolissacarido
LFA - Fun¢dio linfocitaria associada ao
antigénio

LIF — Factor inibidor de leucemia

LPS - Lipopolissacarido

MAC — Complexo de ataque da membrana
MAdCAM - Molécula de ades@io celular da
mucosa adressina

MASP - Serina proteases activadoras do
complemento

MBL - Lectina ligadora da manose

MBP - Proteina ligadora da manose

MC — Célula mastocitaria

M-CSF - Factor estimulante de col6nias de
monocitos

MIP — Proteina inflamatéria macroféagica

MN - Mondcitos

MyD88 - Factor de diferenciagdo miel6ide 88
NCF — Factor quimiotéatico neutrofilico

NF-kB — Factor nuclear kB

OSM — Oncostatina M

PAF — Factor de activagfio plaquetar

PAI — Inibidor do activador do plasminogénio
PC - Fosfocolina

PECAM — Molécula de ades@o do endotélio da
célula plaquetar

PSGL — Glicoproteina de ligag3o especifica da
P-selectina

SLP76 — Dominio leucocitirio com proteina
especifica de 76 kDa

SNC — Sistema nervoso central

SRS-A — Substincia reactiva lenta de anafilaxia
Syk — Proteina cinase iniciadora de sinal

TIBC — Capacidade total de fixa¢3o do ferro
TLR ~ Toll-like receptor

TNF — Factor de necrose tumoral

TRAM - Molécula adaptadora relacionada com
o TRIF

TRF — Transferrina

TRIF — Dominio adaptador na resposta 4
activag3o dos TRLs

UIBC -~ Capacidade de fixagdo do ferro ndo
saturado

VCAM — Molécula de adesdo da célula vascular
VEMS - Volume expiratério maximo por
segundo

VSV — Virus da estomatite vesicular

Palavras-chave: Adesdo celular; Alergia; Amostragem de ar; Asma; Bioaerossois
indoor; Endotoxinas bacterianas; Imunoglobulina E; Inflamagio; Lipopolissacarido;

Sistema do complemento.

Alzira M. L. Louro/2009

6/65



Endotoxinas bacterianas versus Resposta inflamatéria e alérgica

Indice

L. INEPOAUGHOD ..ceeveeerereeeeeeereietraeenrere s ceresenteseaeseenenessasassessssssessnssarssassnssssssass 10

1.1, ReleVANCIA AO LEMA ..ne..eneeeoneeeeeneeeerereecreraeeenressasescsesessesesssesesanssossnnes 10

1.2, ASPectos NISLOTICOS ....cocoverererrecnierermisirisisnesinsesirssnesesesesssnsssssasssssassses 11

1.3.  Organizagdo do trabalRio .................eeciceenienrereirnenenisieissssssssasnne 11

2. ODJECLIVO ..vvverrereereeercnciesssensessesensessessessessresesssssasessssssssssssasssesssssasssssssessassonss 10

3. EXPECIALIVA ...ttt seceieecssssosenasesessassasaosssasssasaeressarasans 13

4. RevisA0 BIBlIOGIAICA ....cccoerureeerieeeeirerccneciriecemsisnsesisisensasnenssas e senesesans 14

4.1.  EndotoxXings DACIEFIANAS .........ceueeeeeveeerererersseesssssessssssessesssssssssnssssases 14

4.1.1. CONCEILOS ESLIULUTAIS ..evveverereiisirerrsvrrerereersessrssmresaeessoressssonssssasess 14

4.1.2. Mecanismos de aCCHD ....ccerverrrrreerenreeccsesristnsssenissersssaresssasasses 16

4.1.2.1. Receptores MEMDBIANATES .......ccecerererrsrsrssnrreerereassssensnmsanensassases 16

4.1.2.2.  Activagdo do Sistema do COmMPIEMENLO .....ceersrvirrsrrerrernensasnraseans 21

4.1.2.3. Formagio do Complexo de Ataque da Membrana ........c.ceeeeeeeecces 23

4.1.3. Migracao de células para o local de inflamaco ........ccceeerrveeraannne 25

4.1.3.1. AdESHO CEIUIAT ..evvvererrrreereerrerssnsennerreresaronravssrssseassesorsssasnesssnes 25

4.13.2. EXtravasamento CEIULAT ........eeveeeeerserrrrenreceersessrreenssaresssssassannas 29

4.1.4. Mediadores da fagocitose € inflamagao .......ccceceeererrecrcenecsersesnans 31

4.1.5. Desgranulagdo celular e libertacdo de mediadores ........ceceveeenenee 32

4.1.6. Alteractes na satide hUIMANA ...c..ovvvereeeercrnrenererereesrasseesssasassscsens 37

4.1.7. Marcadores NAlItICOS .....coceeererereresererssnnerrerssesssrenessereesessassssannase 41

4.2, UtilizGGAO tEFAPBULICA ......c..eoueeueneeeeceerierscisirsesrerissssssssssssnesssssssnns 42

5. MetOdOolOIa .......ceererrererrerenecerensaesessreseseesestsesesssesesesesassssasssssassssssons 44

5.1.  Andlise microbiolGgica do ar ............ouuveeeerveeorerorineccnrnresresnnsisisasnnes 44

5.1.1. Técnica de aMOSITAZEM .....ceeeecueerervecrsonrenccrcrsuesesseeesssnsessansesnne 44

5.2.  Testes analiticos em amostras SANGUINEAS ..............ccveeeiressvoscressenens 45

5.2.1. MELOdOS dE ENSAIO .eeereerererenrrrreieersserssseneensessossersrnneesssssassssssnnnnns 45

5.2.1.1. Proteina C TEACHIVA ..veeververeeiicrsrsrnereerersessesssnssnsaeessesassrannasssases 46

52.1.2. 1-antitripsina ...cececeeeereeeecseeecsenserenessesesssneesssessessessssnssesanes 46

5.2.1.3. FibINOZENIO «vevveereereeeeerrseeeessisrnecescssnnaessssssaesssesssssssssannessoses 46

5.2.1.4. Granulocitos € MONOCIOS «..evveernesreisisesssseresesesssessssesnsnsesnsansonas 46

5.2.1.5. AIDUMINA cevvunrnnrrereerereesassssiesernrrassesssssessesasssssnssssasasees eeeeans 46

5.2.1.6. TEANSTEITING .ooeeeiireeiiriiieiiieeeieireereeereeeereeseresereserasesesasesesesnsasees 46

5.2.1.6.1. Capacidade Total de Fixag80 do FEITO «eceeeveeeeerronresescracsssecss 47

5.2.1.6.1.1. Capacidade de Fixagdo do Ferro Ndo Saturado ....oveeeseesescesences 47

5.2.1.6.1.2. Ferro S6TiCO cevecercssvstonsscncscsesnasssassessssrssrssssnssansesrssanas 47

5.2.1.7. TMUNOIObULNA B ...cvveeeereeereeciereereeeeeesesessresesssnsassessncsnsesssnas 48

5.2.1.8.  MultiRAST (P6 de €asa € ACATOS) ...c.oveereerereresrerressessessesassnerenes 48

6. RESUIAOS ..ottt et tessstessessesessessessssesssensansanseses 49

6.1. Tratamento e andlise de dadOs ...............ouuuuneeeeeeeeeeceeereereeerersrersseranns 51

6.1.1. Marcadores de resposta inflamatoria ......ccevevererererereereececneeeanaeaeens 51

6.1.1.1. Contagens CEIUIATES .......ceeeeererrereerrriuneecssrsnreresssaneesssssncsssssnnne 51

6.1.1.2. Proteinas de f25€ AZUAR ..eeceeeueeemreeerrerrrrirrrsuneesarsssssssnmasssnsansen 52

6.1.1.3. Proteinas CONSHIULIVAS ..vcceverrvrrcrrerereiersersassssrereessessssssssnnennenses 52

6.1.2. Indicadores de AlETZIa ......cccvuvirerreeeerreerrreeesrneecrrecrsesssssnsasssnsess 52

6.1.3. Caracteristicas das habitagOes ........ceeeerrereeeereruereesrraceescresacasescsnns 54

6.1.4. Patologias ¢ sintomatologia associadas .......c...cceeeeeeernernsnenssenne 55

6.2.  Andlise de iNterferenCias ............cecceveeevnsceuerereeceesercescsessssssssasanns 57

T. CONCIUSTES ..ottt ssenssseesesessesesessssesessenssssassssasesansasensasenen 59

BIBIOGIAia ....c.cveiriceecreirireceiiseteeestst sttt ssns s renssse s seaeasasesaseasosaens 60

ATICXO oeeeeeeteeteeiectereeesiessresaresesssesaesssessbessesssesssessasstessaessessesssensearsansaeranessnensans 63
Akzira M. L. Louro/2009 7/65



Endotoxinas bacterianas versus Resposta inflamatéria e alérgica

Indice de Figuras

Figura 4-1 (Modelo molecular das membranas interna ¢ externa da E. coli) vueeverserereeneaseess 14
Figura 4-2 (Estrutura do Kdo2-lipido A na E. coli K-12) c.cerueersrereesiesressnsseassessessaseans 15
Figura 4-3 (Lipopolissacéridos bacterianos: constitui¢#0 quimica) ........coeereesnrnsseserssvens 15
Figura 4-4 (Estrutura quimica do LPS/Componentes do complexo receptor TLR4-MD2-CD14)17
Figura 4-5 (Sinalizagao do TLR4-MD2 dependente ¢ independente do CD14) ...cceeeervrvnvenes 17
Figura 4-6 (Detecgfio da endotoxina pelas células e fungdo de sinalizagéo do receptor TLR4) . 18
Figura 4-7 (Reconhecimento das superficies bacterianas pela MBL) «.ccceeervecsenneecrersessnens 19
Figura 4-8 (Fungdes da lectina ligadora da Manose) .........cccervesversesseraessessasnassasessesses 19
Figura 4-9 (CRP ligada s bactérias ou a superficies celulares alteradas) «.......cecseevseressvens 20
Figura 4-10 (Vias do sistema do COMPIEMENTO) ....cereervrerreeserereessersesereesansssesnsssssnne 20
Figura 4-11 (Activagdio da cascata do COMPIEMENLO) ceveurerrrearerrienrecnncnsercrensrocersesascese 22
Figura 4-12 (Resultado final da activagio do COMPIEMENLO) ..c..vverevreruersrenssressvasnnnensas 23
Figura 4-13 (Estrutura da C5 CONVETASE) ceveevereeseesererserersssssescnssessrssesnssnssesnssnasesnes 23
Figura 4-14 (Formagao do complexo de ataque da membrana) .........oeeesseessessnesanesnsosans 24
Figura 4-15 (Fungiio facilitadora da fagocitose pelo complemento) «.....c.cceversesevesuecsansees 24
Figura 4-16 (Principais familias de moléculas de adesdo celular - CAMS) ....eocveereecvesseeenes 26
Figura 4-17 (Tipos de SEIECHNAS) ..veeveerereerearoarsnrmeerereresssrsnanareaasasessnnssosssessssossses 27
Figura 4-18 (Estrutura das integrings) .......ceceeeucrcracseuensaees reeeereeesasseeseessnnnesssrnaene 27
Figura 4-19 (Neutréfilos deixando o sangue e migrando para os locais de infecgao) ............ 28
Figura 4-20 (Adesio dos leucéeitos ao endotélio/Representagdo das superficies moleculares) . 30
Figura 4-21 (Importéincia das citocinas secretadas pelos MACTOTAZOS) cevereererrcevessressssssenes 32
Figura 4-22 (Estrutura do receptor de alta afinidade da IgE - FCERI) .cocerersreruinscssersesanane 33
Figura 4-23 (Ligago ao imunoreceptor FceRI e fosforilagio das tirosinas) «...eeeeeereesesosene 34
Figura 4-24 (Mecanismo de secrego doS MAStOCIOS) «.erevereeerersessuersersrssessessaesesnsaness 35
Figura 4-25 (Efeitos biolégicos dos mediadores quimicos libertados por mastdcitos activados) 36
Figura 4-26 (Efeitos locais e sistémicos da libertagio de TNF-a pelos macréfagos) .......see-- 39
Figura 4-27 (Actividade biol6gica do TNF-@) .cc.cccvtrenereerucersssssessanessssesssssnssessasersens 42
Figura 5~1 (Spin Air — Dispositivo de amostragem de ar) .......eeeeeeeseecrscmseseseacsassrscansans 44
Figura 5-2 (Placas de Petri de Agar MacConkey com desenvolvimento de UFCS) ......ceeunene 45

Alzira M. L. Louro/2009

8/65

<RS7
) ZJ_y

&
L)
2y iad



Endotoxinas bacterianas versus Resposta inflamat6ria e alérgica

Indice de Tabelas

Tabela 4.1 (Proteinas de fase ABUAA) corerreriuniinircniirieiresnsssissesirssssessnssesnesercenennsans 41
Tabela 6.1 (Resultados obtidos nos métodos analiticos) «v..vereseeseessrssesseseesereessscessenens 49
Tabela 6.2 (Respostas obtidas N0S QUESHONATIOS) «eeeererrerenersecreecrareassennsassssnsesssssnssasees 50

fndice de Graficos

Graficos 6.1 (Correlagfo entre as percentagens celulares € as UFCS/L de ar) ...cceeveeeneenenns 51
Grafico 6.2 (Correlagso entre a proteina C reactiva e as UFCS/L d€ ar) ..ee.eeeeeerereuenveenees 52
Gréaficos 6.3 (Correlagio das proteinas fibrinogénio e a1-antitripsina com as UFCs/L de ar) .. 52
Gréficos 6.4 (Correlagio entre as proteinas constitutivas € as UFCS/L d€ ar) «...oeeveeenerreenens 53
Grafico 6.5 (Comparagao entre os niveis de IgE € as UFCS/L € ar) w.uveveeveveeeneeeereesneaene 53
Grafico 6.6 (Comparagdo dos resultados do teste MultiRAST com as UFCs/L de ar) ........... 53
Gréficos 6.7 (Correlagio entre a idade das habitagdes ¢ as UFCS/L de ar) vveveverreeruervecssens 54
Graficos 6.8 (Comparag#io entre o piso ¢ a ventilagdo das habitagdes com as UFCs/L de ar) .. 54
Griéficos 6.9 (Comparagao entre a existéncia de doenga crénica e as UFCS/L de ar) ............ 55
Gréaficos 6.10 (Comparagao entre alergia ou espirros/irritagio e as UFCS/L de ar) ...veveeennee. 56
Grafico 6.11 (Comparagdo entre a toma de medicamentos ¢ as UFCS/L de ar) ...ceeeiencncanne 56
Gréficos 6.12 (Influéncia dos medicamentos nas contagens celulares) v.oecceeeresrerececanaeccas 57
Graficos 6.13 (Influéncia dos medicamentos nos marcadores de resposta inflamatéria) ........ 57
Graficos 6.14 (Influéncia dos medicamentos nas proteinas CONSHIULIVAS) +vveerererseersereranene 58
Gréaficos 6.15 (Influéncia dos medicamentos nos marcadores de alergia) «....eeeserseeseessene 58

Alzira M. L. Louro/2009

9/65

SRS/

%)
= 2
po! -]
0
Oy reiad



S RS7H

Endotoxinas bacterianas versus Resposta inflamatoria e alérgica 2\4 ),
5 %
)
i

1. Introdugéo

1.1. Relevancia do tema

As habitagbes tém sido adaptadas ao longo dos tempos, de modo a se tornarem mais
eficientes em termos energéticos e de conforto, processo que parece estar associado ao
aumento da concentragdo de certos contaminantes na atmosfera. O aumento da
prevaléncia da asma e outras doengas respiratorias ao longo das tltimas décadas, veio
alertar para o papel importante dos microorganismos em suspensdio na atmosfera
(bioaerossoéis) e outros alergénios nessas alteragGes. As alergias e a asma estfio entre as
disfungdes mais comuns, constituindo problemas sérios para a saude publica. As
reac¢des alérgicas sdo, de uma forma simplificada, respostas a um estimulo antigénico,
resultando numa resposta imunoldgica baseada principalmente na produgéio de
imunoglobulina da classe IgE. A exposi¢io ao antigénio (ou alergénio) desencadeia a
libertag@io de moléculas mediadas pela IgE, causando sintomas que variam de espirros e
dermatite até a inflamag¢do dos pulmdes no ataque asmatico. A atopia e a exposi¢éo a
alergénios ambientais sfio exacerbantes conhecidos da asma, mas actualmente €
atribuido um importante papel causal dos alergénios indoor no desenvolvimento da

doeng:a.l’z’3

As endotoxinas s3o ubiquas no ambiente e representam um componente importante dos
bioaerossois, podendo a sua inalagio induzir efeitos adversos na saide humana. Como
as bactérias podem ser encontradas em qualquer local da habitagfio, as hipéteses de
libertagdio s3io elevadas. O lipopolissacarido (LPS), componente major da membrana
exterior das bactérias Gram-negativas, € libertado quando a bactéria se rompe ou
desintegra e ¢ detectado pelas células dos mamiferos através de Toll-like receptors
(TLR), resultando na activagdo de citocinas precursoras pro-inflamatdrias. As
endotoxinas, uma vez libertadas, interagem com varios sistemas celulares € humorais,
podendo causar inflamagfo nas vias aéreas e conduzir aos sintomas da asma, visto
induzirem uma resposta imunolégica inata. A diversidade de respostas fisiolégicas €
direccionada a eliminagfio das endotoxinas, dos seus fragmentos, e até mesmo das
bactérias Gram-negativas, € em seguida promover a reparaco das lesSes teciduais.
Porém, devido a altas concentragdes ou a maior sensibilidade a endotoxinas, as ac¢les
dos sistemas de defesa tornam-se incontrolaveis e, em vez de contribuir, muitas destas

respostas acabam por ser prejudiciais ao paciente.*>%7%
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1.2. Aspectos historicos

Os estudos sobre a qualidade do ar interior evoluiram concomitantemente com a
pesquisa cientifica sobre a qualidade do ar exterior. A importancia da qualidade do ar e
da sua relagdo com a satide humana € secular, mas foi no século XIX que a atengdo da
popula¢do em geral despertou para este tema. No inicio do século XIV este tema era ja
discutido, sendo sugerida a ventilagdo adequada dos ambientes como solu¢do para os
problemas de qualidade do ar interior (Roger W. Haines e Lewis Wilson). Em 1942,
Neal e col., estabeleceram pela primeira vez a relagdo entre a presenca de bactérias
Gram-negativas e sintomas pulmonares. No entanto, até recentemente, os efeitos da
poluigdo do ar interior na satide humana tinham recebido pouca ateng¢&o da comunidade
cientifica. O aumento do nimero de casos de individuos com sintomatologia
inflamatéria e doengas do foro alérgico, assim como o numero crescente de reclamagdes
relativas ao conforto humano dentro das habitagdes, vém incentivando as pesquisas no

Ambito da qualidade do ar interior.>"

Nas ultimas décadas ocorreram diversas modificagdes que poderdio estar na origem do
aumento da prevaléncia da asma. Mudou o estilo de vida, tornando-se mais sedentario e
passando os individuos mais tempo dentro de edificios, em interiores mais ricos em
alergénios e com maior polui¢io ambiental. A partir da década de setenta observou-se
um aumento do uso de sistemas de ar condicionado nos edificios. Esta tendéncia
influenciou o projecto de edificios onde a comunicagio com o ar externo é minimizada,
0 que pode originar uma maior concentragio de poluentes gerados no ambiente

interior.>!!

1.3. Organizagdo do trabalho

O trabalho esta distribuido por sete capitulos. Neste primeiro capitulo pretendeu fazer-se
uma abordagem geral sobre a temética a desenvolver e explicar o porqué da importancia
deste estudo. Nos segundo e terceiro capitulos faz-se referéncia ao objectivo e a
expectativa esperada. O capitulo quatro € dedicado a revisdo bibliografica dos conceitos
de endotoxina bacteriana e sua acg¢fio no organismo humano. Faz-se ainda a descrigéo
dos mecanismos de resposta inflamatoria e alérgica, assim como a interferéncia das
endotoxinas nestes processos. Os capitulos cinco e seis dizem respeito ao “trabalho de
campo”, informando sobre a metodologia utilizada, os resultados obtidos e a respectiva
andlise. O sétimo capitulo dedica-se as conclusdes finais, apresentando-se no final a
bibliografia consultada.
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3. Expectativa

Tendo os aparelhos de ar condicionado e humidificadores influéncia negativa na satide
humana, sendo as endotoxinas bacterianas prejudiciais em determinadas patologias ¢
permanecendo os individuos progressivamente mais tempo em ambientes interiores,
espera estabelecer-se uma relagio directa entre a concentragfio das bactérias Gram-
negativas em suspensdio no ar interior das habitagdes ¢ o nivel basal de alguns
marcadores analiticos da resposta inflamatéria e alérgica dos seus habitantes. Espera-se
ainda, que os niveis mais elevados de endotoxinas estejam associados a caracteristicas
particulares das habitagdes em causa, podendo assim fornecer-se alguma ajuda para a
melhoria do estado de satde dos individuos.

Alzira M. L. Louro/2009 13/65
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5.2.1.1. Proteina C reactiva

A CRP foi determinada por ensaio imunoturbidimétrico com intensificagdo da reacg¢do
por particulas. A CRP humana aglutina-se com particulas de latex revestidas com
anticorpos monoclonais anti-CRP. O precipitado é determinado turbidimetricamente.*’

5.2.1.2. al- antitripsina

A sua determinagio foi efectuada por ensaio imunoturbidimétrico. A ol-antitripsina
humana forma um precipitado com um antisoro especifico, que é determinado
turbidimetricamente a 340 nm.*

5.2.1.3. Fibrinogénio

O principio do teste baseou-se no facto de, em presenga de excesso de trombina, o
tempo de coagula¢do de uma amostra de plasma diluido ser inversamente proporcional a

concentragio de ﬁbrinogénio.63

5.2.1.4. Granuldcitos e Monocitos

A classificagdo dos leucdcitos foi efectuada pelo método de citometria de fluxo,
utilizando um laser semicondutor. A citometria de fluxo utiliza a emisséio de luz de
proteinas coradas (RNA ¢ DNA) a fim de separar as populagbes de células através de
programas de analise de diagramas de dispersdo. As células sanguineas passam em linha
pelo centro da célula de fluxo e € emitido um feixe de laser semicondutor para estas
células. A luz dispersada em frente é recebida pelo fotodiodo, sendo a luz dispersada e a
luz fluorescente laterais recebidas pelos tubos fotomultiplicadores. Esta luz ¢ convertida
em impulsos eléctricos, que possibilitam a obtengdo de andlises detalhadas em
diagramas de dispersdo bidimensionais.®*

5.2.1.5. Albumina

A albumina, com um valor de pH de 4.1, apresenta um caracter suficientemente
catidnico para se ligar com verde de bromocresol, um corante aniénico, formando um
complexo azul esverdeado. A intensidade da cor é directamente proporcional a
concentragdo de albumina da amostra € ¢ medida fotometricamente.®®
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5.2.1.6. Transferrina

A determinagio da transferrina (TRF) estd estreitamente relacionada com a
concentragdo de transferrina calculada de forma indirecta a partir da medigdo da
capacidade total de fixag¢do do ferro (TIBC), com um coeficiente de correlagéo de 0,96.
Assim, os niveis de TIBC podem ser usados com confianga para calcular as
concentragdes de transferrina e o calculo foi efectuado com base na seguinte
formula:6657-68

Transferrina sérica (mg/dL) x 1,25 = TIBC (pg/dL)

13
TRF (mg/dL) = TIBC/ 1,25 (ug/dL)

5.2.1.6.1. Capacidade Total de Fixacdo do Ferro

A determinagio da TIBC ¢ obtida pela soma do ferro sérico e da capacidade de fixagéo
do ferro nfio saturado (UIBC). A TIBC ¢ uma medida da concentrag@io maxima de ferro

que pode ser fixada pela transferrina.®

5.2.1.6.1.1. Capacidade de Fixagdo do Ferro Ndo Saturado

O ferro é transportado sob a forma de Fe** ligado a proteina plasmatica apotransferrina.
O complexo apotransferrina-Fe** denomina-se transferrina. Normalmente, apenas cerca
de um tergo dos locais de ligagdo do ferro da transferrina estdo ocupados por Fe*'. A
quantidade adicional de ferro que pode ser ligada € a capacidade de fixagdo do ferro néo
saturado. A determinagfo € efectuada de forma directa com FerroZine:

Fe?* + transferrina  tampéio alcalino_ transferrina-Fe®* + Fe?* (excesso)
Fe** (excesso) + 3 FerroZine ————» Fe’*-(FerroZine)s

A intensidade da cor ¢ directamente proporcional & concentragdo do excesso de ferro
néo ligado e inversamente proporcional a capacidade nfio saturada de fixag8o do ferro.
O resultado obtém-se medindo o aumento da absorvancia fotometricamente.®

5.2.1.6.1.2. Ferro sérico

A determinagdo do ferro foi efectuada por um método fotométrico em que existem trés
passos fundamentais:

Libertagéo de ides de Fe** do complexo de transferrina através do uso de 4cido;
pH<2,0
Complexo de transferrina-Fe ——————apotransferrina + Fe**
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+ Redugfio dos ides de Fe®* para ides de Fe*';

ascorbato
+ 2+
F&¥* ———> Fe

Reacgdo dos ies de Fe** para produgéio de um complexo corado.
Fe* + FerroZine »  Complexo corado

Em condig¢des acidicas, o ferro é libertado da transferrina. O ascorbato reduz os ies de
Fe®* libertados para ides de Fe** que, de seguida, reagem com FerroZine e formam um
complexo corado. A intensidade da cor é proporcional & concentragéo de ferro, podendo
ser determinada fotometricamente.”

5.2.1.7. Imunoglobulina E

O principio do teste baseou-se na técnica de sandwich. Ha uma primeira incubagdo da
IgE com um anticorpo monoclonal especifico anti-IgE e um anticorpo monoclonal
especifico anti-IgE marcado com complexo de ruténio, que reagem entre si ¢ formam
um complexo sandwich. Na segunda incubagfio, apds incorpora¢dio de microparticulas
revestidas de estreptavidina, o complexo formado liga-se a fase sélida pela interacgéo
da biotina e da estreptavidina. A mistura da reac¢io é aspirada para a célula de leitura,
onde as microparticulas sfio fixadas magneticamente & superficie do eléctrodo. Os
elementos nfo ligados sdo removidos e a aplicagdo de uma corrente eléctrica ao
eléctrodo induz uma emissio quimioluminescente que ¢é medida por um
fotomultiplicador. Os resultados sfio determinados com base numa curva de
calibraggo.”

5.2.1.8. MultiRAST (P6 de casa e Acaros)

A IgE especifica ImunoCAP é um teste in vitro, que mede a concentragdo em circulagio
de anticorpos IgE especificos alergénicos no soro ou plasma humanos, proporcionando
uma medida objectiva da sensibilizac¢8o ao alergénio. O teste Multi efectuado € um teste
qualitativo que inclui Hollister-Stier Labs., Dermatophagoides pteronyssinus,
Dermatophagoides farinae e Blatella germanica. Os alergénios unidos covalentemente
ao ImmunoCAP reagem com IgE especifica do soro humano. Depois de uma primeira
lavagem, a IgE nfio especifica € eliminada e ¢ adicionada uma enzima marcada com
anticorpos anti-IgE formando-se um complexo. Depois da incubagéo, a enzima-anti-IgE
ndo unida € eliminada por nova lavagem e o complexo final é posteriormente incubado
com a solug@o de resolugio e é medida a fluorescéncia desenvolvida.”
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6. Resultados

Os dados obtidos foram reunidos em tabelas (Tabelas 6.1 e 6.2) e foram efectuados
graficos por pardmetro, de modo a averiguar a relagdo de cada grupo de valores com o
numero de UFCs correspondentes.

Tabela 6.1 — Resultados obtidos nos métodos analiticos.

Quadro de Dados

este | GRA | MN | PCR | FIB | a1-AT | ALB | TIBC | TRF| IgE | Muiti | UFCs/L
N.° % | % |mgh| gL | ol |gdl|podl | g | UUmL |RAST| (*10%) Bactéria G-
PO1/HO 526] 56| 14|250] 1.35] 48] 273|2,18] 5504| N 0,4
S01/HO0A 56,0 43| 1,0/243] 133] 46| 300]240] 10,18 N 0,4 o
A02/H02 83,0] 80| 2,8|267| 139 49| 261|208| 8447 P 0,4
J02/H02 523| 74| 05(162| 1,02] 45| 313]|250| 821 N 04 | Pantosa spp
C03/H03 57,2] 49| 49|1,59] 157| 44| 274]2,19]247,80] P 0,0
L03/H03 480] 91| 071203] 098] 49| 289|231] 77,15] N 0,0
MC04/H04 60.8| 89| 47 284] 1,38| 42| 313|250 4991] N 0,0
JD04/HO4 65,3] 6,3] 0,71260] 153]| 43| 323]|258|22490] P 0,0
MAO5/HO5 530| 66| 7.8]292| 155| 39| 284{227] 435 N 1,6 | Peousomonse onyzihanitans
NO6/HO6 557]|110] 10]287| 159| 44| 304|243 3584| N 28 | P Catag
LMO7/HO07 479] 68| 07]277| 1,18| 47| 261,208 581 N 0,0
108/H08 648]| 69| 1,3|314| 1,25 47| 377|301| 98] N 0,4
AG08/HO8 644] 69| 08|235] 1,20 46| 235(188| 457 P 0,4
EJDO9/HO9 | 574 66]| 25]176] 157] 48| 319]/2,55]39200] N 0,0
FAMOO/HO9 | 57.21 43| 4,0]327| 153| 44| 289]231]352,70| P 0,0
ML10/H10 518] 72| 211257| 1,29] 45| 318|254| 2933| N 0,0
JMA0/HA0 60,0] 85| 291337| 1,35| 45| 280]2.24|14350] P 0,0
MP11/H11 652] 64| 11,314,16] 1,39| 41| 301]|240] 640] N 0,0
JC11/H11 610] 70| 1,11289] 122 45| 298|2,38| 21,71| N 0,0
DE12/H12 67,4 |11,9| 249|363| 1,47] 45| 290]2,32] 41,03] N 0,4 | proudomonas putide
PV13/H13 534] 51| 1,11202] 1,22| 46| 262]2,00| 7722]| P 0,0
FCA3/H13 464|114| 06]295| 0094| 47| 286|228| 27.01] N 0,0
MMC14/H14 | 50,0 | 45| 1,3]3,06| 154| 46| 286]228] 9291| P 0,0
AC14/H14 520] 92| 06]2,62] 1,26] 47| 257|205| 7532] P 0,0
MAD15/H15 | 70.2| 58] 34]1,99| 1,09| 42| 280]224| 2494] N 0.4 | Proudomonas oryzhabitans
VA16/H16 63,8| 78] 25|246] 1,31] 44| 243/1,94]| 888 N 0,0
MJ17IH17 5821 56] 07]201] 1,25| 43| 374[/299] 3181 N 0,4
ANS17/H17 | 613] 93] 06]1,92] 1,39] 51| 346]276| 3813 P 0,4 | Pantosa spp
MM18/H18 | 51,8] 841 1,377 1,30] 44| 252]2,01] ©665| N 08 |, .
FL18/H18 576] 82| 33|4,10] 151| 44| 226]1,80| 7546| N 0,8 ol
JC19/H19 70,0| 74| 5613,25| 1,47] 42| 327]261] 8360 N 0,8 | pssutomonas tuorescens
LL20/H20 5331 77| 693,75] 125| 43| 307]245] 2972 N 12 | e
RL20/H20 556| 62| 2,71314] 1,48] 41| 271]2,16] 10,19 N 1,2 | Entorobaceey cloacae
FA21/H21 651] 57| 2,81264] 095| 43| 368|294]|11470| N 0,0
AD21/H21 540] 69| 2013,14] 1,35] 4,6 298]2738] 7559| N 0,0
022/H22 60,1] 69| 3,5]229] 1,23| 46| 377/301] 1521| N 0,0
PR22/H22 432 58| 2,71269] 121]| 45| 253]|2.02] 41,78] P 0,0
D23/H23 433]108| 22(399] 124 42| 315|252] 31,89] N 12
RS23/H23 590] 89| 1,3[329| 1,34| 43| 276]2,20]13510] P 12 nore.
AM24/H24 5511 79| 1,0|341| 151| 46| 286]|2,28|20900] P 0,4
JMM24/H24 | 5951106 7.1 12,76] 1,08 41| 263]210] 32,80] N 0,4
MJ25/H25 620] 71| 4,713,001 1,62] 45| 332]265| 3044 N 0,0
MMJ25/H25 | 61,9] 54| 2.4]2.26] 1,413]| 49| 347|277| 572] N 0,0
RM26/H26 57,4 96| 34|311| 142| 39| 307]245| 474] N 0,0
CD27/H27 5221 73| 2,71311] 143| 44| 245|1,96|157,80] P 0,0
MCD27/H27 | 535] 6,8] 1,2/1,97| 083| 4,7| 343|2,74|14760] N 0,0
AS28/H28 69.6] 6,7] 2.31349| 1,28 35| 329{263/19900] N 0,0
R28/H28 435] 93| 221243 18] 45| 262209 46,11] N 0,0
VIVI29/H29 58,7 8,2] 22,213,39]| 167| 4,3| 393]3,14| 7966] P 0,0
MN29/H29 58,3 89| 1,0|2,52] 1,14| 47| 262]2,00|107,60] P 0,0
PP30/H30 570 71| 981263] 1,20] 46| 283]226] 852] N 0,0
MP30/H30 595] 77| 1,8|320] 145| 46| 322]257] 11,55] N 0,0
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Tabela 6.2 — Respostas obtidas nos questionérios.

Dados — Questionario
estdo | Idade Hab. | Piso Hab. | ArCond. | Purif. | D.Cr6n. | Alergia | EspJinit. | Asma | Medic. UFGCsiL

N {anos) a) _ b) b) b) b) b) b) b) ¢10%)
P01/HO1 7 2 1 1 1 1 1 1 1 0,4
S01/H01 7 2 1 1 1 1 1 1 1 0,4
A02/H02 20 8 10 1 1 10 5 1 1 04
J02/H02 20 8 10 1 1 1 5 1 1 0,4
C03/H03 2 7 10 1 1 10 10 10 10 0,0
LO3/HO3 2 7 10 1 1 1 1 1 1 0,0
MC04/H04 1 7 1 1 1 1 1 1 1 0,0
JD04/H04 1 7 1 1 10 1 1 1 1 0,0
MAOQ5/HO5 30 3 1 1 1 1 5 1 1 1,6
N06/H06 100 9 1 1 10 1 1 1 1 2,8
LMO07/H07 3 4 1 1 1 1 5 1 5 0,0
108/H08 3 3 1 1 1 1 5 1 1 0,4
AG08/H08 3 3 1 1 1 10 10 1 5 0,4
EJD09/H09 18 7 10 1 1 1 5 1 5 0,0
FAMO09/H09 18 7 10 1 10 10 5 10 10 0.0
ML10/H10 6 2 10 1 10 1 10 1 1 0,0
JM10/H10 6 2 10 1 10 10 1 1 1 0,0
MP11/H11 12 3 1 1 1 1 1 1 1 0,0
JC11/H11 12 3 1 1 1 10 1 1 1 0,0
DE12/H12 2 4 10 1 1 1 1 1 1 0,4
PV13/H13 30 4 1 1 1 1 5 1 1 0,0
FC13/H13 30 4 1 1 1 1 1 1 1 0,0
MMC14/H14 10 2 10 1 10 10 5 10 10 0,0
AC14/H14 10 2 10 1 10 1 5 1 5 0,0
MAD15/H15 20 8 10 1 10 1 1 1 5 0,4
VA16/H16 22 7 1 1 1 1 1 1 5 0,0
MJ17/H17 25 8 1 1 1 1 1 1 1 0,4
ANS17/H17 25 8 1 1 10 10 1 10 10 0,4
MM18/H18 22 6 10 1 10 10 10 10 5 0,8
FL18/H18 22 6 10 1 10 1 1 1 1 0,8
JC19/H19 20 8 10 1 10 10 10 1 1 0,8
LL20/H20 30 3 1 1 10 10 10 1 10 1,2
RL20/H20 30 3 1 1 10 1 10 1 1 1,2
FA21/H21 8 7 1 1 1 10 5 10 5 0,0
AD21/H21 8 7 1 1 1 1 1 1 1 0,0
022/H22 10 7 10 1 1 1 1 1 5 0,0
PR22/H22 10 7 10 1 1 10 10 1 1 0,0
D23/H23 18 7 10 1 1 10 5 1 5 1,2
RS23/H23 18 7 10 1 1 10 5 1 1 1,2
AM24/H24 30 4 10 1 10 10 10 1 5 0,4
JMM24/H24 30 4 10 1 10 1 10 1 1 0,4
MJ25/H25 15 3 10 1 1 1 10 1 5 0,0
MMJ25/H25 15 3 10 1 1 1 1 1 5 0,0
RM26/H26 3 2 10 1 1 1 1 1 10 0,0
CD27/H27 7 7 10 1 10 10 10 10 5 0,0
MCD27/H27 7 7 10 1 1 10 5 1 5 0,0
AS28/H28 7 4 1 1 1 10 1 10 1 0,0
R28/H28 7 4 1 1 1 1 1 1 1 0,0
VM29/H29 4 7 10 1 10 10 10 10 5 0,0
MN29/H29 4 7 10 1 1 1 1 1 1 0,0
PP30/H30 11 4 10 1 1 1 1 1 1 0,0
MP30/H30 11 4 10 1 1 1 5 1 1 0,0

a) 2=Tijoleira; 3=Mosaico; 4=Madeira; 6= Corticite; 7=Tijoleira/Mosaico+Madeira;
8=Tijoleira/Mosaico+Corticite; 9=Xisto
b) 1=Nao; 5=As vezes; 10=Sim

Alzira M. L. Louro/2009

50/65



























Endotoxinas bacterianas versus Resposta inflamatéria ¢ alérgica

7. Conclusdes

Desde sempre que o Homem procurou proteger-se das agressdes do exterior refugiando-
se no interior da sua habitagfo: do frio, da chuva, do calor, dos animais ¢ dos outros
homens. Ao fazé-lo nfio parou de aperfeigoar as condi¢des de vida na sua casa € no local
de trabalho ou de lazer, procurando um bem-estar cada vez maior. Essa procura ndo tem
sido alcangada de igual forma, variando com os habitos, costumes e sobretudo com a
capacidade técnica e econémica de cada sociedade. No mundo ocidental assiste-se a
uma melhoria das condi¢des de vida no interior dos edificios (sistemas de
aquecimento/arrefecimento, condi¢des de iluminagfio, uso de materiais diversos na
construgdio), particularmente ao longo dos dois dltimos séculos. Paralelamente, a vida
passou a fazer-se cada vez mais dentro dos edificios, passando os individuos mais
tempo neste ambiente. O Homem apercebeu-se entdo da repercussfio deste “bem-estar”
na sua saude.

Do estudo efectuado pode concluir-se que a concentragéio de endotoxinas bacterianas no
ambiente doméstico, deduzida a partir da quantificagdo de bactérias Gram-negativas em
suspensdo indoor, é muito baixa. O nivel obtido demonstrou néio influenciar os niveis
basais dos marcadores de resposta inflamatéria ou alérgica dos seus habitantes, pelo que
a vigilancia do seu efeito de agravamento de alguns estados patolégicos terd de ser
efectuada apenas com concentragdes bacterianas mais elevadas ou nos casos de crise
das patologias susceptiveis a sua actuagéo.

Foi também possivel apurar que a concentragdo de endotoxinas indoor € influenciada
pela idade da habitagfio, mas ndo pelo tipo de piso ou pela utilizagdo de equipamentos
de ar condicionado. Os diferentes materiais utilizados na construgéo civil ao longo dos
anos poderdo estar na base da explicag¢fio para estes resultados, no entanto o decorrer do
tempo podera ser também um factor de maior acumulag@o destas toxinas.

Os niveis muito baixos de endotoxinas, como os obtidos neste estudo, ndo induzem a
toma de doses mais elevadas de medicamentos anti-inflamatérios ou anti-alérgicos, o
que confirma a ndo interferéncia destes niveis residuais no estado de saude dos
individuos, mesmo daqueles que ja possuem uma patologia deste foro associada.

Assim sendo, em condi¢des normais e relativamente as endotoxinas bacterianas indoor
presentes em suspensdo aérea de ambientes domésticos, pode afirmar-se que o conforto
habitacional obtido com a melhoria das condi¢bes gerais de vida nfio acarreta prejuizos
significativos para a saide humana
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Anexo

(Questionério + Declaragéo)
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Questionario

Tese de Mestrado

“Endotoxinas bacterianas indoor — Influéncia na resposta inflamatéria e alérgica”

¢ Qual a idade aproximada da sua habita¢éo?

¢ Qual o tipo de piso que a sua habitagdo possui, nomeadamente em salas ¢ quartos?

+ Possui ar condicionado, ou outro tipo de ventilagdo, no interior da habitac&o?

+ Utiliza purificadores de ar na sua habita¢fio?

+ Possui alguma doenga crénica? Se sim, por favor refira qual ou quais.

+ Sofre de algum tipo de alergia? Se sim, por favor refira qual ou quais.

¢+ Costuma espirrar com frequéncia ou ter irritagio nasal ou ocular?

+ Ja teve crises de asma (falta de ar)? Se sim, refira a frequéncia (raramente, algumas
vezes, frequentemente).

¢+ Costuma tomar medicamentos anti-alérgicos ou anti-inflamatérios? Se sim, refira a
frequéncia (raramente, algumas vezes, frequentemente).

Obrigada!
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2. i

DECLARACAO

Nome:

Abaixo-assinado, declaro por minha honra, que:

— Respondi com verdade a todas as perguntas que me foram dirigidas neste
questionario;

— Tenho conhecimento de que serdo efectuadas analises no meu sangue, nomeadamente:
* Hemograma

Proteina C Reactiva

o-1-antitripsina

Fibrinogénio

Transferrina

Albumina

IgE total

RAST

¥ ¥ ¥ ¥ ¥ ¥ ¥

— Aceito a pesquisa de bactérias Gram-negativas no ambiente interior da minha
habitagéo.

— Fui informado(a) de que os dados obtidos sfo confidenciais e serdo utilizados
exclusivamente para o estudo do trabalho referido.

Nestas circunstdncias, autorizo que me seja feita uma colheita de sangue e seja recolhida
uma amostra de ar no interior da minha habita¢fo, no 4mbito do Trabalho de Tese de
Mestrado de Alzira Miguéns Lopes Louro, aluna n.° 4136 do Mestrado de Anélises
Aerobiologicas da Universidade de Evora, e assino voluntariamente esta declaragdo em
plena consciéncia.

Data [/ /

Assinatura
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