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Resumo

Endotoxinas bacterianas sâo lipopolissacfuidos da membrana extenra das bactérias

Gram-negativas e são responsáveis pela libertação de citocinas no organismo humano.

Estas ciúocinas podem exacerbar a sintomatologia de deterrrinadas patologias,

nomeadamente do foro pulmonar, agravando a sua situação clínica A procura de

melhor conforto habitacional, com a ctJ,ração de micro ambientes "artificiais" denfio de

cas4 oferece bem-estar, lnas por vezes arrasta consigo uma maior quantidade de

poluentes aéreos indoor,nomeadamente bioaerossóis. A influê,lrcia das bactérias Gram-

negativas em suspersão indoor nos níveis basais dos marcadores analíticos sanguíneos

de resposta inflamatória e aLérgpcç é um ponto importante a ter em consideração quando

se pretende elevar o grau de conforto de uma habitação sem implicações negativas para

a saúde humana. Este estudo demonstra que a pÍesença das endotoxinas baCIerianas

indaor, na ausência de patologa aguda não prejudica o ser humano e a melhoria das

condições habitacionais não degrada o estado fisiológico dos indiüduos.

Summary

Bacterial endotoxins are lipopolysaccharides found in the outer membrane of Gram-

negative bacterta and we responsible for the release of cytokines in the human body.

These cytoffines m6y exacerbate the sryptoms of certain diseases, includingpulmonary

events, worsening their medical condition The demandfor better housing confort with

the creation of "artificial" micro-erwironments in the house, offers well-being, but orten

brings a greater quantity of indoor air pollutants, including bioaerosols. The i4fluence

of suspended indoor Gram-negative bacteria in basal levels of blood analytical mmkers

of inflammatory and allergic rhinitis, is an important point to consifur when attempting

to raise the comfort level of a dweiling without negative implications for htrman health.

This study proves tlnt the presence of indoor bacterial endotoxin in the absence of
acute pathologt, do not affect humans and the improvement of living conditiotu does

not degrade the plrysiological status of tudividuals.
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Abreviaturas

al -AT - alfa l-antitipsina
ALB -Albumina
AMPc - Adenosina monofosfato cíclico
APCs - Células apresentadoras de mtigénio
CAÀÁs - Moléculas de adesão celular
CD - Cluster de diferenciaçâo
CRP -Proteína C reactiva
CTLs - Células linfóides citotóxicas
ECF-A - Factor quimiotático eosinofflico de

anafildda
FceR[ -Receptor de alta afuidade para a IgF
Fe - Felro
FIB -Fibrinogénio
G-CSF - Factor estimulante de colónias de
granulócitos
GIyCAM - Molécula de adesão celular dos
gânglios linfrticos
GM-CSF - Factor estimulante de colónias de
granulócitoVmonócitos
GRA - Granulócitos
HPA - Eixo hipotálamo-pituittuia-adrenal
ICAM - Molécula de adesão intercelúar
IFN{- Interferão-gama
IgE- ImunoglobulinaE
IgG-Inunoglobulina G
IgSF - Superfrmília das imunoglobulinas
IL - Interleucina
IRA - Insuficiência renal aguda
IRF - Factor regulador do interferâo
ITAM - Imunoreceptor ac'tivador de tirosina
LAT - Linker de activaçâo das células T
LBP - Proteína ligadora do lipopolissactuido
LFA Função linfocitária associada ao
antigénio
LIF - Factor inibidor de leucemia
LPS * Lipopolissacárido
MAC -Complexo de ataque da membrana
MAdCAM - Molécúa de adesâo celular da
mucosa adressina

MASP Serina proteases activadoras do

complemento
MBL - Lectina ligadora da manose

MBP - ProtÊína ligadora da mmose
MC - Célula mastocitária
M-CSF - Factor estimulante de colónias de

monócitos
MIP - Prot€ína inflamaÍória macrofrgica
MN-Monócitos
MyD88 - Factor de diferenciação mielóide 88

NCF - Factor quimiodtico neuhofflico
NF-lts - Factor nuclearkB
OSM- Oncostatina M
PAF - Factor de activaçâo plaqueh
PAI - tnibidor do activador do plasminogénio
pg _ pssfscotina

PECAM - Molécula de adesâo do erndotélio da

célula plaqueAr
PSGL - Glicoprotetoa de ligação específica da
P-selectina

SLP76 - Domínio leucocitário com proteína

específica de 76 kDa
SNC - Sist€ma neÍvoso central
SRS-A - Substância reactiva lenb de mafilania
Syk - Proteína cinase iniciadora de sinal
TIBC - Capacidade total de fixação do ferro
TLR - Toll-likc receptor
TNF - Factor de necrose tumoral
TRAM - Molécula adaptadora rolacionada com
o TRIF
TRF -Transfenina
TRIF - Domínio adaptador na resposta à

activação dos TRLs
UIBC - Capacidade de fi:raçâo do ferro não

saturado
VCAM - Molécula de adesão da cétula vascular
VEMS - Volume expiratório má:rimo por
segundo
VSV - Vírus da esüomatite vesicúar

Palavras-chave: Adesão celular; Alergia; Amostragem de ar; Asma; Bioaerossóis
indaor; Endotoxinas bacterianas; Imunoglobulina E; krflamação; LipopolissacáÍido;
Sistema do complemento.
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1. Introdução

l.l. Relevância do tema

As habitações têur sido adaptadas ao longo dos tempos, de modo a se tornarem mais

eficientes em termos energéticos e de conforto, pÍocesso que paÍece estar associado ao

aumento da concenüação de certos contaminantes na afuosfera. O aumento da

prevalência da asma e outas doenças respiratórias ao longo das últimas decadas, veio

alertar para o papel importante dos microorganismos em susperutão na affiosfera

(bioaerossóis) e outros alergénios nessas alterações. As alergias e a asÍna estão entre as

disfunções mais comuns, constituindo problemas sérios paru a saúde pública. As

reacções alérgicas slio, de uma forma simplificada, respostas a um estímulo antigénico,

resultando numa resposta imunológica baseada principalmente na produção de

imunoglobulina da classe IgE. A exposição ao antigénio (ou alergénio) desencadeia a

libertação de moléculas mediadas pela IgE, causando sintomas que variam de espirros e

dermatite até à inflamação dos pulmões no ataque asmático. A atopia e a exposição a

alergénios ambientais são exacerbantes conhecidos da asma, mas actualmente é

aüibuído um importante papel causal dos alergénios tndoor no desenvolvimento da

doença.12'3

As endotoxinas são ubíquas no ambiente e representam um componente importante dos

bioaerossóis, podendo a sua inataçâo induzir efeitos adversos na saúde humana. Como

as bactérias podem ser encontradas em qualquer local da habitáção, as hipóteses de

libertação são elevadas. O lipopolissacrárido (LPS), componente major da membrana

exterior das bactérias Gram-negativas, é libertado quando a bactéria se rompe ou

desintegra e é detectado pelas células dos mamíferos através de Toll-likc receptors

(TLR), resultando na activação de citocinas precursoras pró-inflarnatórias. As

endotoxinas, uÍna vez libertadas, interagem com viários sistemas celulares e humorais,

podendo causar inflamação nas üas aéreas e conduzir aos sintomas da asma visto

induzirem tuna resposta imrmológica iuata,. A diversidade de respostas fisiológicas é

direccionada à eliminação das endotoxinas, dos seus fragmentos, e até mesmo das

bactérias Gram-negaüvas, e em seguida promover a reparação das lesões teciduais.

Porém, deüdo a altas concenüações ou a maior sensibilidade a endotoxinas, as acções

dos sistemas de defesa tomam-se inconfioláveis e, em vez de contibuir, muitas destas

respostas acabam por ser prejudiciais ao paciante .4's'6'7'8

ÁlzbaiL L laço/200) 10165
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1.2. Aspectos históricos

Os esttrdos sobre a qualidade do ar interior evoluíram concomitantemente com a
pesquisa científica sobre a qualidade do ar exterior. A importáncia da qualidade do ar e

da sua relação com a saúde humana é secular, mas foi no século XD( que a atenção da

população em geral despertou para este tema. No início do século )([V este tema era já

discutido, sendo sugerida a ventilação adequada dos ambientes como soluçâo para os

problemas de qualidade do ar interior (Roger W. Haines e Lewis Wilson). Em 1942,

Neal e col., est*eleceram pela primera vez a relação entre a prese,nça de bactérias

Gram-negativas e sintomas púmonares. No entanto, ate recentemente, os efeitos da

poluição do ar interior na saúde humana tinham recebido pouca atenção da comunidade

científica. O aumento do número de casos de indivíduos com sintomatologia

inflamatória e doenças do foro alérgico, assim como o número crescente de reclamações

relativas ao conforto humano dentro das habitações, vêm incenüvando as pesqúsas no

âmbito da quatidade do ar interior.e'l0

Nas últimas décadas ocoÍreram diversas modificações que poderão estar na origem do

aumento da prevalência da asma. Mudou o estilo de vida, tornando-se mais sedentiário e

passando os indiüduos mais tempo dentro de edificios, em interiores mars ricos em

alergénios e com maior polúção arnbiental. A partir da d&,ada de setenta observou-se

um aumento do uso de sistemas de ar condicionado nos edificios. Esta tendência

influenciou o projecto de edificios onde a comunicação com o ar externo 6rninimizada,

o que pode originar uma maior concenfração de poluentes gerados no ambiente

interior.e'll

1.3. Organização do trabalho

O trabalho está distribuído por sete capítulos. Neste primeiro capítulo preêndeu fazer-se

uma abordagem geral sobre a temática a desenvolver e explicar o porquê da importáncia

deste estudo. Nos segundo e terceiro capítulos faz-se referência ao objectivo e à
expectativa esperada O capítulo quatro é dedicado à revisão bibliográfica dos conceitos

de endotoxina bacteriana e sua acção no organismo htrmano. Faz-se ainda a descrição

dos mecanismos de resposta inflamatória e alérgica, assim como a interferência das

endotoxinas nestes processos. Os capítulos cinco e seis drzem respeito ao "üabalho de

campo", informando sobre a metodologiaunlízada os resultados obtidos e a respectiva

análise. O sétimo capítulo dedica-se as conclusões finais, apresentando-se no final a

bibliografi a consultada.

ÁllrmM. L Lota)-0ú tU65
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3. Expectativa

Tendo os aparelhos de ar condicionado e humidificadores influência negativa na saúde

humana, sendo as endotoxinas bacterianas prejudiciais em determinadas patologias e

permanecendo os indiúduos progressivamente mais tempo em ambientes interiores,

espera estabelecer-se uÍna relação directa ente a concentração das bastérias Gram-

negativas em suspeÍrsião no ar interior das habitações e o nível basal de algrus

marcadores analíticos da resposta inflamatóriae al&gicados seus habitantes. Espera-se

ainda, que os níveis mais elevados de endotoxinas estejam associados a caÍacterísticas

particulares das habitações em causa, podendo assim fomecer-se alguma ajuda pdra a

melhoria do estado de saúde dos indivíduos.

Álzbatt L Larú.O@ 13165
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4 . Revisão bibliogr áfftca

4.L . Endotoxinas bacterianas

Richard Píeffer (1858-1945) foi o primeiro a usaÍ o termo "endotoxina" quando

descobriu que as propriedades tóxicas do Vibrio cholerae estavam presentes mesmo

após as bactérias terem sido submetidas a lise. Ele propôs ainda que esta toxina

termoestiível era um componente da própria célula bacteriana. Posteriormente, o

patologista italiano Eugenio Centanni (1863-1948) notou que Írs propriedades tóxica e

de indução de febre da endotoxina eram inseparáveis, e intitulou esta toxina de

"pirotoxina".12

4.1. 1. Conceitos estruturais

Toxinas são substâncias, geralmente proteínas, sintetizadas por bactérias patogénicas

guo, directa ou indirectamente, alteram, inactivam ou destroem um ou mais

componentes vitais das células do hospedeiro. As proteínas bacterianas com acção

tóxica, secretadas em baixas concentrações, são denominadas exotoxinas. Outras

substâncias tóxicas não-proteicas, como o lipopolissacárido ou LPS, componente

estrutural da membrana externa das bactérias Gram-negativas e denominado de

endotoxin4 não utilizam um mecanismo enzimático para danificar as células do

hospedeiro e são activas em concentrações múto menores. As endotoxinas apresentam-

se como agregados macromoleculares de cerca de um milhão de daltons (endotoxina

livre) (Figura 4-1) e têm uma elevada capacidade de multiplicação já que requerem

escassos nutrientes. I o' I 3
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As bactérias Gram-negativas apresentam uma membrana externa que envolve a parede

celular. Esta membrana apresenta uma carr.erda fosfolipídica voltada paÍa a parede

celular e uma camada sobreposta constituída pelo lipopolissacárido. A porção lipídica

do LPS, designada por lípido A, é vrt fosfolípido de base glucosamina contendo ácidos

gordos com o grupo 3-hidroxi (EigA

M. Quimicamente é diferente de

todos os oúros lípidos da membrana

biológica, é a fracção mais constante

do LPS e é a responsável pela

toxicidade característica da molécula.

As diferentes espécies bacterianas

diferem na composição do lípido A,

logo as propriedades toxicológicas das

endotoxinas também diferem. O
aquecimento aumenta o seu efeito

tóxico, visto que as proteínas

desnaturam e aonsequentemente as

endotoxinas acedem mais facilmente

aos receptores celulares. 10' 13

A porção polissacarídica consiste num polissacarídeo principal - constituído por

açúcares de 6,7 e 8 carbonos - e um polissacarídeo o'O" - constituído por açúcares de 6

carbonos * que se projecta da superficie da célula (Egura-4:). Os açúcares variam

entre diferentes organismos e

entre linhagens de uma mesma

espécie de bactéria. O

polissacarídeo ÉúO?' do LPS é um

importante determinante

antigénico, sendo também

denominado de antigénio O ou

antigénio somático. Em estirpes

de tipo "selvagem", cxistem

açúcares adicionais no núcleo e

no antigénio O. Estes não são

necessários ao crescimento, mas

reforçirm a sobrevivência em

ambientes hostis e ajudam a

R{t

baCtéfia A eVadif-Se dO SiStema Figura 4-3 - tipopolissacáridos bacterianos: constituição química-ls

imunitiário.l3'la
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As endotoxinas conservam a sua actividade mesmo quando as bactérias já estão mortas.

O LPS pode ser libertado durante os ciclos normais de crescimento da bactéria ou após

destruição da bactéria pelos mecanismos de defesa do hospedeiro. Em estudos

quantitativos, não deve utilizar-se exclusivamente o número de bacterias viáveis, no

entanto, existe uma boa relação entre a contagem de bactérias Gram-negativas e a
quantidade de endotoxinas no aÍ.10'16

4.1 .2. Mecanismgs dÊ_acção

As endotoxinas bacterianas estimulam a produção e libertação de citocinas pró-

inflamatórias. A reacção inflamatória local desencadeia alterações sistémicas que são

descritas como reacção de fase aguda. A endotoxina é capaz de induzir as células

mononucleares humanas (macrófagos activados) a produzir e libertar muito

precocemente duas citocinas, antigamente chamadas citocinas primárias (designação em

desuso), a interleucina-l ([-1) e o factor de necrose tumoral a (TNF-ct). Estas duas

citocinas integram a resposta imune e têm capacidade para aumentar a adesão de

fagócitos e linfocitos ao endotélio. A IL-1 activa os linfócitos e o TNF-cr tem um papel

central na resposta anti-infecciosa pelas suas propriedades inflamatórias, activando os

macrófagos e polimorfonucleares, para além de ter um importante papel como indutor

de necrose e induzir febre. Além disso, estimula a citotoxicidade doutras células

efectoras imunes, como são os eosinófilos, células NK e linfócitos T. Estas citocinas são

especialmente importantes, por poderem actuar em sinergismo quando produzidas em

excesso na infecção sistémica e precipitarem a síndrome do choque séptico.ra'17'18

4.I .2.1. Receptores membranares

O mecanismo de reconhecimento do LPS pela célula é bem conhecido. O primeiro

passo é o reconhecimento da endotoxina pela membrana celular, o qual envolve a
participagão de três proteínas. A proteína ligadora do lipopolissaciárido, LBP, é a
responsável pela primeira etapa do processo de ligação do LPS pela LBP em circulação

e sua entrega ao complexo de Toll like receptor (TLR) que contém duas proteínas

adicionais, CDl4 e MD2 Gigura 4-4). O TLR4 é o receptor chave para a maioria dos

lipopolissacáridos bacterianos, contudo o TLR2 também liga algumas variantes de LPS.

Na maioria dos casos é necessária a estrutura tnpartid4 verificando-se a ligação ao

CDl4, depois ao MD2 e, de uma forma indirecta, ao TLR4. O TLR4 é de extrema

importância porque tem um domínio intracelular, é uma estrutura transmembranar

necessária para o LPS ser reconhecido. As células que não expressam constifutivarnente

CDl4, tais como as células dendríticas, fibroblastos, células musculares lisas vasculares

e endoteliais, são capazes de responder ao LPS pela interacção com moléculas CD14

ffi
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ffi
circulantes. Estas moléculas

remanescentes das moléculas mCDl4
da superficie da membrana celular e que

foram libertadas, podem ser encontradas

como moléculas solúveis no soro

(sCDl4). Os complexos LPS-LBP

ligam-se ao sCDl4 e estimulam as

células. A activação pode, no entanto,

ocorrer sem CD 14, requerendo neste

caso a acção de mais lípido A.2'8'14'te'2a

ba 'it l

1 ffi
col4

I

Figura 4-4 - a I Estrutura química do LPS. b I Componentes do

complexo receptor TLR4-MD2-CD 1 4. "

O complexo TLR4-MD2 pode fixar o LPS de bactérias rugosas sem a presença do

CDl4. A sinalização por este complexo estií limitada à via dependente de MyD88
(myeloid differentiation factor 88), usando as proteínas adaptadoras Mal e MyD88 para

activaçáo do NF-kB, resultando na transcrição de TNF. O TLR4-MD2 consegue ligar-se

ao LPS de bactérias rugosas (rLPS) e de bactérias lisas (sLPS) num processo

dependente do CD14. Para além dos sinais dependentes de MyD88, estes complexos

sinalizam também de uma forma independente do MyD88, respondendo via TRAM e

TRIF, liderando a activação do IRF-3

e a transcrição do IFN-p. IJm terceiro

modo de sinalizaçáo utiliza um
produto da infecção pelo VSV (VSV-

X) que activa o IRF-3 mas não o I{F-
kB, num processo que requer CD 14 e

TLR4 (Fieura - 4-5). Embora a
participação do TLR4-MD2 não

tenha sido observada, esta resposta é

consistente com o modo de

sinalizaçáo independente de

MyD88.22

Após este recoúecimento tem início o processo de transdução de sinal, o qual pode

produzir a resposta celular. O sinal que se transmite intracitoplasma e depois paÍa dentro

do núcleo da célula, é um mecanismo complexo que inclui a activação e

autofosforilação das cinases com produção dum factor nuclear, o kB §F- kB). Após a

activação do complexo de receptores e a activação de uma série de proteínas cinases,

dií-se a fosforilação e degradação do inibidor IkB, através da activação das IkB cinase o
(Ikk-cr) e P 0kk-9), com a subsequente activação do factor activador nuclear (NF-kB),

considerado o maior alvo intacelular do sfress oxidativo. Umavezactivado, o NF-kB é

CD14-independent

MyDSB
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translocado para o núcleo celular e liga-se a uma sequência específica na região

promotora, aumentando a expressão de vários genes que têm um papel importante na

inflamação aguda e/ou crónica. Estes genes são responsáveis pela transcrição de várias

citocinas e quimiocinas, tais como TNF-cr, IFN-y, lL-l,IL-6, além de enzimas pró-

inflamatórias (Fieura 4-6). A sua libertação vai promover a resposta inflamatória

captando macrófagos e neutrófilos para o local de inflamação, sendo assim os

mediadores inflamatórios deste processo. Este mecanismo é responsávelpe1o papel vital

que a sinalização através do TLR4 exerce no desenvolvimento da asma e demonstra a

estreita conexão entre a exposição a endotoxinas e a prevalência de asma.2're'20

Escherichia coli TLR'4
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Figura 4-6 - Detecçao da endotoxina pelas células e função de sinalização do receptor TLR4 na imunidade it ata. 'o

A lectina ligadora da manose (NBL) e a proteína C reactiva (CRP) são receptores

padrão solúveis que se ligam à superficie microbiana e promovem a sua opsonização.

Ambos têm ainda a capacidade paÍa activar o sistema do complemento quando estão

ligados à superÍície dos microorganismos, fazendo assim do invasor um alvo provável

para alise mediada pelo complemento.2

A MBL, também chamada proteína ligadora da manose (MBP), é uma proteína sérica

dependente do ciílcio, com um papel na resposta imune inata por ligação a carbohidratos

da superfície de uma vasta gama de patogénios. A MBL pertence à família das

colectinas, é produzida no figado por estímulo inflamatório e pode opsonizar bactfras
por marcação da superficie do patogénio, facilitando o recorhecimento e ingestão por

fagócitos. A sua habilidade para accionar a C3 convertase classica através da associação

das serina-proteases (MASP-I e MASP-2) qualifica-a como uma opsonina. Apresenta

co14
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uma região semelhante ao colagénio, a qual interage com as partes efectoras do sistema

imune inato, e uma região lectina (homóloga ao factor C1q do complemento) que liga

moléculas de açúcares da superfície bacteriana (grupos N-acetilglucosamina), ausentes

na superficie das células dos mamíferos, facilitando a sua opsonização e fagocitose

pigura a-D. A MBL é uma

proteína de fase aguda

produzida durante as

respostas inflamatórias,

modula a inflamação e

promove a clearance das

células apoptóticas. Muitas

células estão protegidas da

ligação da MBL e activação

do complemento através

das moléculas de ácido

siálico, âs quais previnem o

acesso da MBL aos

açúcares terminais. As

células apoptóticas perdem

os seus resíduos siálicos,

expondo assim os açúcares

terminais à MBL. Na
Filura 2.1 t lmmunobiology,6/c.({) GrÍltnd kiGn(?

ligação a MBL interage

com o receptor calreticulii" ffi:# Í:J,;,Lffi1;:T,ffi:: â;H""T.E 
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A CRP é reconhecida há múto tempo como uma opsonina inata. O ligando da CRP é

uma fosfocolina (PC), à qual a CRP se liga de uma forma dependente do cálcio e que

estií amplamente distribuída nos ácidos teicóicos, carbohidratos capsulares e

lipopolissacáridos das bactérias e outros microorganismos. A PC esta tarnbém presente

na camada exterior das membranas biológicas, mas normalmente não esta exposta na

superficie das células, ficando acessível apenas após lesão devido a deposição do

complemento, por acção de algumas fosfolipases e em células mortas por apoptose ou

necrose. A morte celular produz uma mudança dos fosfolípidos (flip-flop) ente as

camadas interior e exterior da membrana, resultando num enriquecimento da camada

exterior em fosfatidilserina e fosfatidiletanolamin4 as quais estiÍo normalmente

presentes na camada interior. Esta redistribuição torna os fosfolípidos mais susceptíveis

à hidrólise pela fosfolipase A2 secretora, produzindo lisofosfolípidos, incluindo

lisolecitina. A presença da lisolecitina na camada exterior permite a ligação da CRP ao

gupo polar da PC na superficie celular. Esta proteína é sintetizada pelos hepatócitos em

resposta a citocinas inflamatÓrias, como

II--1 e IL-6, e é produzida rapidamente

em resposta à inflamação e dano

tecidual. A CRP unida ao ligando é um

potente activador do sistema do

complemento, produzindo uma

activação selectiva de componentes

precoces sem a formação do complexo

de ataque da membrana (MAC) (Eigqfa

4-9). A CRP liga-se a uma ampla

variedade de microorganismos e ao

activar o complemento, provoca a

deposição da opsonina C3b na

superficie dos microorganismos. As

células fagocíticas, que expressam

receptores C3b, podem errtão facilmente

fagocitar os microorganismos com o
C3b ligado. Este processo resulta no

recrutamento de factor H pela CttP pam

inibir a amplificação da via alternativa

do complemento e a formação da C5

convertase. Como resultado, a activação

do complemento iniciada pela CRP

ffi
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4.L.2.2. Activação do Sistema do Complemento

A activação do sistema do complemento dá-se pela via altemativa ou pela via da lectina

Gieura +-tO). Pelo facto de não requerer a presença de anticorpo, a via alternativa

integra o sistema imune inato e a sua activaçáo envolve quatro proteínas séricas: C3,

factor B, factor D e properdina. Na maioria dos casos é iniciada pelos constituintes da

superfície celular que são estranhos ao hospedeiro, entre os quais se encontram

constituintes da parede celular das bactérias Gram-negativas.2
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Na via alternativa, o C3 sérico, que contém uma ligação tioéster instiível, é zujeito a

hidrólise espontânea lenta resultando C3a e C3b. O componente C3b, ou uma molécula

funcionalmente semelhante designada C3i ou C3(H2O), pode ligar-se a superficies

antigénicas estranhas ao organismo, como as presentes nas células bacterianas. Na

maioria das células dos mamíferos, as membranas têm elevados níveis de râcido siálico,

o que contribui para uma râpida inactivação das moléculas de C3b unidas as células do

hospedeiro; consequentemente esta vinculação raramente leva a novas reacções na

membrana das células hospedeiras. Visto que muitas superficies antigénicas estranhas

(ex. parede celular bacteriana) têm baixos níveis de ácido siálico, o vínculo do C3b a

estas superficies permanece activo por tempo mais prolongado. Assim, o C3b presente

na superficie de células estranhas pode ligar-se a outra proteína sérica chamada factor B,

formando um complexo estabilizado por Mg'*.A ligação do C3b expõe um local no

factor B que serve como substrato para uma proteína sérica enzimaticamente activ4

chamada factor D. O factor D cliva a ligação factor B-C3b, libertando um pequeno

fragmento (Ba), que se difunde, e gerando C3bBb. Este complexo tem actividade C3

convertase e tem uma semi-vida de apenas 5 minutos, excepto se for estabilizado pela

proteína sérica properdin4 aumentando para 30 minutos a sua semi-vida. O C3bBb

Álzira M. L. LourolàA}9 2U65
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gerado pode activar o C3 não hidrolizado pila geril mais C3b autocataliticamente.

Desta forma, o passo inicial é repetido e amplificado, de modo que mais de 2x106

moléculas de C3b podem ser depositadas na superficie antigénica em menos de 5

minutos. A actividade C3 convertase do C3bBb gera o complexo C3bBb3b, que exibe

actividade C5 convertase. O componente C3b não enzimático liga-se ao C5, e o
componente Bb hidrolisa súsequentemente a ligação C5 para gerar C5a e C5b; este

último liga-se à superÍície arfiigéruca.2'2s

As lectinas são proteínas que

reconhecem e se ligam a
carbohidratos específicos.

Como as lectinas que

activam o complemento se

ligam a resíduos de manose,

esta via é por vezes

designada de via MBlectina
ou via da lectina ligadora da

manose. A via da lectina, à

semelhança da via

alternativa, não depende de

anticorpo para a sua

activação, sendo activada

pela ligação da leçtina

ligadora da manose (lvIBL) aos resíduos de manose nas glicoproteínas ou carbohidratos

da superficie dos microorganismos, incluindo algumas bactérias Gram-negativas. Após

a ligaçáo da MBL à superficie da célula ou ao patogénio, as serina-proteases que

reconhecem a MBL, MASP-I e MASP-2, ligam-se a ela. O complexo activo forrrado

por esta associação causa a clivagem e a activação do C4 e do C2 (Ejgura a-[). Esta

forma de activação dos componentes C2-C4 para formar C5 convertase, sem a
necessidade de ligagão a anticorpo específico, representa um importante mecanismo de

defesa inato comparável com a via altemativa, mas utilizando elementos da via classica

com excepção das proteínas Cl. Após clivagem do C2 e C4 forma-se o complexo

C4b2a designado C3 convertase. A hidrólise do pequeno fragmento C3a da porção

amino terminal da cadeia o do componente C3, pela C3 convertase, dá origem ao C3b.

Uma única molécula de C3 convertase pode originar mais de 200 moléculas de C3b,

resultando numa grande amplificação deste passo da cascata. Algum do C3b liga-se ao

C4b2a para formar um complexo trimolecula, C4b2o3b, designado C5 convertase. O

componente C3b deste complexo liga o C5 e altera a sua conformação, de modo que o

complexo C4b2a possa clivar o C5 em C5a, que se difunde, e C5b, que ataca o C6 e

inicia a formação do complexo de ataque da membrana.2
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A sequência terminal da activação do complemento

envolve C5b, C6, C7, C8 e C9, os quais interagem

sequencialmente para formar uma estrufura

macromolecular chamada complexo de ataque da

membrana (MAC). Este complexo forma um grande

çanal na membrana da célula alvo, permitindo a

difusão livre de iões e pequenas moléculas através da

membrana (Fi gura 4: 1 2.).2

Complernent
proteins

Figura 4*12 - Resultado final da activação

do complemento.2e

4.1.2.3. Formação do Complexo de Ataque da Membrana

O resultado final da activação das vias do complemento é a produção de uma C5

converüase activa <CI\AUZU ou C4b2o3b). A C5 tem duas cadeias de proteínas, o o Ê,

podendo o terminal amina da cadeia o ser clivado de duas formas: por acção da C5

convertase activa e após ligação da C5

ao componente C3b não enzimático da

convertase (EigUrA a-lil. Assim

resulta o pequeno fragmento C5a, que

se difunde, e o fragmento maior C5b,

que se liga à superficie da célula alvo e

fornece o local de ligação para os

componentes subsequentes do

complexo de ataque da membrana. O

Convertase

componente C5b é extremamente lábil o 2oo 4oo 600 Boo

e toma-se inactivo após 2 minutos, Amino Acid Residues

excepto se o C6 se ligar estabilizando a Figura 4-l3-sstruturadacsconvertase.3o

sua actividade.2

P, CVF

S€
C[

1 000
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Após esta fase, as reacgões do complemento decorrem na superficie hidrófila das

membranas. O C5b6 liga-se ao C7 e o complexo resultante sofre uma transição

estrutural expondo regiões hidrofobicas, as quais servem de locais de ligação para os

fosfolípidos das membranas das células alvo. Os locais de ligação hidrofobicos

permitem assim que o complexo C5b67 se insira na dupla camada fosfolipídica. A
ligação subsequente do C8 induz uma mudança configuracional no C8, expondo a sua

região hidrofóbica" interagindo com a membrana plasmática. O complexo C5b678 cria

um pequeno poro que conduz à lise da célula. A fase final da formação do MAC é a

ligação e polimerização do C9 ao complexo C5b678, podendo ligar-se até 16 moléculas

de C9 a um único complexo. Durante a polimerizaçáo as moléculas de C9 sofrem

também uma mudança estrutural, permitindo-lhes a inserção na membrana. O MAC

345C
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completo, que apresenta uma forma tubular e o tamanho de um poro frrncional, consiste

no complexo C5b678 rodeado pelo complexo poli-Cq @gura-{:!$. Os iões e pequena§

moléculas podem assim difundir-se livremente através do canal central do MAC, a

célula não consegue manter a sua estabilidade osmótica e é destruída por um afluxo de

âg:r- e perda de electrólitos.2

Figure 2, 39 lmmunobiology, 6/r. lt-: Garland 5< ience 2O0 tl

Figura 4-14 - Formação do complexo de ataque da membrana.3O

Algum do C3b gerado pela actividade da C3 convertase não se associa ao C4b2a,

difunde-se e reveste complexos imunes e partículas antigénicas, funcionando como uma

opsonina e podendo ligar-se directamente a membranas celulares. O C3b é a opsonina

major do sistema do complemento, no entanto o C4b e iC3b têm também actividade

opsonizante. As células fagocíticas, assim como outras células, expressam receptores do

complemento (CRl, CR3 e CR4)

que ligam C3b, C4b ou ic3b
(Frgura 4-15). O antigénio

revestido com C3b liga-se às

células que expressam CRl . Se a

célula é um fagócito (neutrófilo,

monócito ou macrófago), a

fagocitose será reforç ada, assim

como o início da transforÍnação

antigénic4 e é acelerada a produção Figura 4-15-Funçãofacilitadoradafagocitoseporpartede

dos anticorpos específicos.'''5 algumas fracções do complemento'3l
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O sistema do complemento tem também importantes efeitos na imunorregulação da

função das células T, seja estimulando o C5a ou inibindo o C3a, funções da imunidade

mediada por células. De igual modo, o factor C3b ou os seus derivados unidos a

membranas facilitam a cooperação entre as células imunes e actuam na estimulação das

células T e B, provavelmente devido à sua capacidade de promover a adesão célula-

célula.2

O complemento serve assim como um importante mediador da resposta humoral,

amplificando a resposta e convertendo-a num mecanismo de defesa paÍa a destruição

dos microorganismos invasores. O MAC medeia a lise celular, enquanto outros

componentes do complemento, ou produtos de cisão, participam na resposta

inflamatória. A cascata do complemento é vista muitas vezes como tendo apenas a

finalidade de lise celular, mas vários peptídeos gerados durante a formação do MAC
têm um papel decisivo no desenvolvimento de uma resposta inflamatóri a efectiva.2

O sistema do complemento é, geralmente, bastante efectivo na lise de bactérias Gram-

negativas. Contudo, mecanismos que interfiram com este sistema ajudam algumas

estirpes bacterianas a sobreviver, desenvolvendo resistência à lise e aumentando a

virulência do microorganismo. Na Escherichia coli e Salmonella, esta resistência estií

associada com o forte fenótipo, o qual é caractenzado pela presença de longas cadeias

laterais na fracção lipídica A do LPS da parede celular. O aumento do LPS na parede

das estirpes pode prevenir a inserção do MAC na membrana bacterian4 logo o

complexo é libertado em vez de formar um poro. As Pseudomonas secretam uma

enzima, a elastase, que inactiva as anafilatoxinas C3a e C3b, diminuindo assim a

reacção infl amatóri a lo c alizada.2

4.1.3. Migracão de células para o local de inflamação

4.I.3. 1. Adesão celular

Para que os leucócitos circulantes entrem nos tecidos inflamados, as células precisam de

aderir e passaÍ entre as células endoteliais que revestem as paredes dos vasos

sanguíneos, um processo chamado extravasamento. Para a interacção enfe as células

circulantes e o endotélio são fundamentais as moléculas de adesão celular (CAMs),

glicoproteínas expressas pelas células endoteliais e específicÍrs para os leucócitos.

Algumas destas proteínas membranares são expressas constitutivamente, outras são

expressas apenas como resposta a concentrações locais de citocinas produzidas durante

a resposta inflamatória. Os linfócitos, monócitos e granulócitos em circulação

expressam receptores que se ligam às CAMs no endotélio vascular, conferindo a estas

células a possibilidade de extravasamento para os tecidos. A maioria destas moléculas
-i F

tr?
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pertence a três famílias de proteínas: selectinas, integrinas e superfarnília das

imunoglobulinas Gis*a-4--l§.''3'
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Figura 4-16 - Principais famílias de moléculas de adesão celular ICAMs).32

As selectinas estabelecem as interacções iniciais de adesão entre leucócitos

intravasculares e o endotélio vascular, em zonas de inflamação. Possuem um grupo N-
terminal semelhante à lectina que permite a ligação específica destas moléculas a

carbohidratos, intergindo primariamente com moléculas de carbohidrato sializadas, as

quais estão frequentemente associadas a moléculas semelhantes à mucina. A família das

selectinas inclui três proteínas, designadas por L,E, e P (Figura 4-1il. A maioria dos

leucócitos circulantes expressam L-selectina, enquando E-selectina e P-selectina são

expressas nas células endoteliais vasculares. A L-selectina estií constitutivamente

presente na superficie microvilosa da maioria dos leucócitos e tem como função a firme

fixação inicial dos leucócitos ao endotélio vascular. As mucinas são proteínas ricas em

serina e treonina e altamente glicosiladas. Possuem estruturas que lhes permitem

apresentar ligandos carbohidratos sializados para as selectinas. A L-selectina nos

leucócitos reconhece carbohidratos sializados em duas moléculas mucina-like, CD34 e

GIyCAM-1, expressas nalgumas células endoteliais dos gânglios linfáticos e uma

PSGL-I encontrada nos neutrófilos e que interage com E- e P-selectinas expressas no

endotélio inflamado. As E- e P-selectinas encontradas na superficie endotelial,

funcionam como sítios de ligação para a L-selectina. A E-selectina é sintetizada e

expressa exclusivamente no endotélio vascular após estimulação pelas citocinas e

lipopolissacríridos. Cerca de quatro horas após a exposição às citocinas ocorre o pico da

expressão, que perdura por doze horas. A P-selectina é uma glicoproteína de membrana

localizada nos grânulos o das plaquetas e nos corpos de Weibel-Palade das células

endoteliais. Após a exposição das células endoteliais aos mediadores inflamatórios

(TNF-a, histamina, trombin4 C5a) a P-selectina é rapidamente translocada para a

superÍicie celular, onde é expressa transitoriamente (kinta minutos) e pode agir como

receptor de leucócitos.2'33
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Figura 4-17 - Tipos de selectinas.3a

As integrinas são proteínas heterodiméricas (cadeia cr e B) expressas pelos leucócitos,

associadas de forma não covalente e que facilitam quer a aderência ao endotélio

vascular quer outras interacções célula-célula (EigUaê_l$. Existem várias categorias

de integrinas, consoante as subunidades que contêm, guo permitem às diferentes

populações de leucócitos a ligação a diferentes CAMs da superfamília das

imunoglobulinas, expressas ao longo do endotélio vascular. A maior parte da proteína

encontra-se no meio extracelular,

enquanto o citoesqueleto de actina

e os componentes de sinalização se

encontritm associados ao pequeno

domínio citoplasmático. As mais

importantes pa,ra adesão endotelial

são as integrinas Fr, Sz (CD18) e

Fz. A subfamília 9z é expressa em

todos os leucócitos e consiste

numa subunidade 9z ligada a uma

das quatro subunidades ü,: CD1la
(ur_), CDllb (orra), CD1lc (uy) ou

CDlld (un). Os linfocitos
produzem fundamentalmente

CDlIalCDlS (LFA-I ou

lymphocyte function ossociated

antigen-l), enquanto que os

eosinófilos, neutrófilos e

monócitos produzem as quatro Fz

integrirlas.2'35'36
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Diversas moléculas de adesão apresentam um número variável de domínios semelhantes

à imunoglobulina e assim são classificados na superfamília das imunoglobulinas (IgSF).

Cerca de 4AYo dos polipeptídeos da superficie dos leucócitos pertencem a esta

superfamília. Neste grupo estão presentes moléculas expressas nas células endoteliais

vasculares, como as ICAM-1 , -2, -3 (intercellular adhesion molecule 1,2,3), a VCAM-I
(vascular cell adhesion molecule 1), a PECAM-I Qtlatelet-endothelial cell adhesion

molecule 1) e a MAdCAM-I (mucosal addressin cell adhesion molecule 1), importantes

na adesão leucócito-endotélio e que se ligam a viárias moléculas de integrinas. A
transcrição da ICAM-I é regulada por viírias citocinas e pelo LPS. A VCAM-I tem uma

expressão basal múto baixa nas células endoteliais, porém pode ser aumentada sob a

acção de citocinas. A PECAM-I é expressa pelas células endoteliais, leucócitos e

plaquetas. As mesmas citocinas que estimulam o aumento da expressão da ICAM-I nas

células endoteliais, determinam a redistribuição da PECAM-I para aperiferia da célula,

sem afectar a quantidade total expressa por cada célula. Este processo pode facilitar a

migração dos leucócitos entre as células endoteliais adjacentes (-fgura_4:19. A
MAdCAM-1 apresenta também um domínio mucina-/ike qte serve como ligando para a

L-selectina.2'35
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Figura 4-19 - Neuilófilos deixando o sangue e migrando para os locais de infecção.37

Após o primeiro passo, que envolve a ligação reversível dos leucócitos ao endotélio

vascular afavés da interacção das selectinas induzidas no endotélio e os seus ligandos

carbohidratos no leucócito (E-selectina e o seu ligando s-Le*), a estabilização destas

interacções ocoÍre com a indução da ICAM-I no endotélio e a activação dos seus

receptores LFA-I e Mac-l no leucócito, por resposta a quimiocinas como a IL-8. A
adesão entre moléculas de CD3l (PECAM), expressas tanto nos leucócitos como na

junção das células endoteliais, parece contribuir parao extavasamento.3T

ffi
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As CAMs funcionam ainda como moléculas sinalizadoras e têm uma participação

essencial na regulação da inflamação e resposta imune, como ocorre na asma. As CAMs

são responsáveis pela adesão intercelular, adesão celular ao epitélio e ao endotélio,

recrutamento e migração selectiva de células inflamatórias dos vasos sanguíneos até ao

local da inflamação. As citocinas e outros mediadores inflamatórios influenciam o

número e a função das CAMs. A selectividade depende do mediador e do tipo de célula

envolvida.35

4.1 .3.2. Extravasamento celular

Quando se desenvolve uma resposta inflamatória, várias citocinas e outros mediadores

inflamatórios actuam sobre os vasos sanguíneos locais, induzindo um aumento da

expressão das CAMs endoteliais. O endotélio vascular é então activado ou inflamado.

Os neutrófilos são geralmente as primeiras células a estabelecer ligação com o endotélio

inflamado e extravasam para os tecidos. Paratal, os neutrófilos precisam de reconhecer

o endotélio inflamado e aderir o suficiente para que não sejam arrastados pelo fluxo

sanguíneo. Os neutrófilos ligados têm então de atravessar a camada endotelial e migrar
para os tecidos subjacentes. Os monócitos e eosinófilos sofrem um processo semelhante

de extravasamento.2

O processo de migração de leucócitos do lúmen vascular para locais de inflamação pode

assim ser dividido em quatro passos:

1. Rolamento - leve ataque dos neutrófilos ao endotélio por baixa afinidade da

interacção selectina-carbohidrato. Durante a resposta inflamatória, as citocinas e

outros mediadores actuam no endotélio local, induzindo a expressão das

moléculas de adesão da família das selectinas. A selectina E é, geralmente, a

primeira a ser activada e interage com moléculas de adesão do neutrófiIo,

nomeadamente, a selectina leucocitária (L-selectina). As moléculas de E- e P-

selectina ligam-se a moléculas de adesão mucina-like na membrana do neutrófilo

ou com lactosaminoglicano sializado. Esta interacção prende brevemente o

neutrófilo à célula endotelial, mas a leve força da circulação sanguínea depressa

desprende o neutrófilo. As moléculas de selectina de oúra célula endotelial

tomam a arfiaÍraÍ o neutrófilo, repetindo-se este processo e desta forma o

neutrófilo vai rolando ao longo do endotélio;

2. Activação por estímulo quimioatractivo - enquanto o neutrófilo rola são

activados viírios quimioatractantes, que são recursos permanentes da superficie

celular endotelial ou são secretados localmente por células envolvidas na

resposta inflamatória. As duas qúmiocinas envolvidas na activação são a
interleucina 8 (IL-8) e a proteína inflamatória macrofágica (MIP-1p), estando

também envolvidos o factor de activação plaquetar (PAF), os produtos de

ffi
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clivagem do complemento C5a C3a e C5b67 e viírios N-formil peptídeos

produzidos por quebra de proteínas bacterianas durante a infecção;

3. Arrastamento e adesão - a ligação dos quimioatractantes aos receptores da

membrana do neutrófilo desencadeia uma activação de sinal mediada por

proteínas G associadas com o receptor. Este sinal induz uma mudança

conformacional nas moléculas de integrina na membrana do neutrófilo,

aumentando a sua afinidade paÍa as moléculas de adesão da IgSF no endotélio.

A subsequente interacção entre as integrinas e as CAMs da IgSF (ICAM e

VCAM) estabiliza a adesão do neutrófilo à célula endotelial, permitindo a

adesão firme da célula ao endotélio. É um fenómeno por "passos" em que o

TNF-cr activa o processo de rolamento e a IL-l activa a adesão entre o leucócito

e a célula endotelial;

4. Migração transendotelial - pela activação de novas moléculas de adesão, de que

se destacam as células I-CAM-l, há um processo de extravasamento e depois

diapedese (quando a célula circulante passa a membrana basal) (EigUA-4-20).''"
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PSGL-I - Glicoproteína de ligação da P-selectina; CLA - Antigénio cut&reo linfocitário; PAF - Faotor activador plaquetário.38
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Para além deste papel na adesão leucocitiíria às células endoteliais vasculares, as CAMs

nos leucócitos aumentam ainda a força das interacções funcionais entre células do

sistema imunológico, como sejam células Tn e APCs, Ts o células B, e CTLs e células

alvo.2

4.1 .4. Mediadores da fagocitose e ilrflAmação

Em poucas horas após o início das mudanças vasculares descritas anteriormente,

aderência dos neutrófilos as células endoteliais e sua migração paÍa o espaço tecidual,

estes neutrófilos fagocitam os patogénios invasores e libertam mediadores que

contribuem para a resposta inflamatória. Após estimulação pelas endotoxinas

bacterianas, os macrófagos produzem as proteínas inflamatórias macroflígicas MIP-1o e

MIP-18 (ou CCL3 e CCL4 - chemokine (C-C motifl ligand), qúmiocinas que activam

os granulócitos humanos (neutrófilos, eosinófilos e basófrlos) e agravÍrm a inflamação

neutrofilica aguda. As MIPs induzem ainda a síntese e libertação de outras citocinas

pró-inflamatórias, como lL-|, IL-6 e TNF-a, dos fibroblastos e macrófagos. Os

macrófagos chegam ao local cerca de 5 a 6 horas após o início da resposta inflamatória.

Estes macrófagos são células activadas que exibem alto poder fagociüírio e aumento da

libertação de mediadores e citocinas que contribuem paÍa aresposta inflamatória.2'3e

Os macrófagos teciduais activados secretam três citocinas (IL-I, IL-6 e TNF-cr) que

induzem muitas das alterações localizadas e sistémicas observadas na resposta

inflamatória. Estas citocinas actuam localmente, induzindo a coagulação e aumentando

a permeabilidade vascular. O TNF-cr e a IL-l induzem um aumento da expressão das

moléculas de adesão nas células endoteliais vasculares. Como exemplo, o TNF-cr

estimula a expressão de E-selectina e a IL-l induz o aumento da expressão de ICAM-I
e VCAM-I. Os neutrófilos, monócitos e linfocitos circulantes reconhecem estas

moléculas de adesão na parede dos vasos, aderem e movem-se através da parede

vascular em direcção aos tecidos. A IL-l e o TNF-o actuam também nos macrófagos e

células endoteliais induzindo a produção de quimiocinas que contribuem para o afluxo

de neutrófilos, aumentando a adesão às células endoteliais vasculares e actuando como

potentes factores quimiotáticos. Adicionalmente, IFN-y e TNF-cr, activam os

macrófagos e neutrófilos, promovendo o aumento da actividade fagocítica e

aumentando a libertação de enzimas líticas nos tecidos. A IL-8 esta envolvida na

resposta inflamatória local, auxiliando na captação de neutrófilos para o local de

infecção e a IL-12 activa as células NK (natural killer) e favorece a diferenciação das

células T CD4 na resposta T1il durante a imunidade adquirida. O resultado é um afluxo

de linfócitos, neutrófilos, eosinófilos, basófilos e mastócitos paÍa o local da lesão

tecidual, onde estas células participam na clearance do antigénio e na cicatrizaçáo do

tecido.2'37
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Endotoxinas baçterianas versus Resposta inflamatória e alérgica

Muitos efeitos sistémicos de fase aguda são devidos à acgão combinada de IL-l, TNF-cr

e IL-6. Cada uma destas citocinas actua no hipotalamo paru inú;rir a resposta febril,

sendo designadas de pirogénios endógenos. Dentro de 12-24 h após o início da resposta

inflamatória de fase aguda o aumento dos níveis destas citocinas (assim como o factor

inibidor de leucemia (LIF) e da oncostatina M (OSM» induz a produção de proteínas de

fase aguda pelos hepatócitos. O TNF-a actua ainda nas células endoteliais vasculares e

macrófagos paÍa induzir a secreção de factores estimulantes de colónias (M-CSF, G-

CSF e GM-CSF), os quais estimulam a hematopoiese, resultando num transitório

aumento do número de leucócitos sanguíneos necessários para combater a infecção

Eiwru4-21).''"
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Figura +21 - Importlincia das citooinas secretadas pelos macrófagos em Íesposta a produtos bacterianos.3T

4.1.5. Desgranulação celular e libertacão de mediadores

Os pequenos fragmentos que resultam da clivagem do complemento, C3U C4a e C5a,

têm importantes acções biológicas. Actuam directamente nos fagócitos, especialmente

neutrófilos, aumentando a expressão dos receptores de superficie para C3b e iC3b. São

também considerados anafilatoxinas, visto que se ligam a receptores dos mastócitos e

basófilos sanguíneos e induzem desgranulação, com libertação de histamina e outros

mediadores fi siologicamente activos.2'25
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Imediatarnente após a inalação do alergénio, os mastócitos tipo MCr (fenótipo que

contém triptase) no pulmão e os mastócitos tipo MCrc (fenótipo que contém friptase e

quimase) predominantes ia mucosa nasal, previamente sensibilizados pela

imunoglobulina E (IgE), são activados pela ligação do antigénio (ligação cruzada) aos

receptores IgE da superficie da membrana celular. Ambos expressam o receptor de alta

afinidade FceRI, podendo assim participar nas reacções alérgicas dependentes da IgE.

No entanto, firncionalmente os dois tipos de células apresentam diferenças: O MCr está

relacionado com o sistema imune, enquanto que o MCrc apresenta acções de

angiogénese e remodelação tecidual. A maior parte da IgE encontra-se ligada aos

mastócitos teciduais, através do receptor FceRI, possuindo uma semi-vida de ll a 12

dias (livre no soro resiste apenÍN 2 dias). A primeira exposição ao alergénio resulta na

produção de IgE pelos plasmócitos, ligando-se estas moléculas aos receptores

específicos nos mastócitos. Após a segunda exposição ao antigénio, a ligagão crtzada

dos antigénios com IgE pré-formada ligada ao receptor produz a libertação e sÍntese de

uma série de mediadores pela activação de diversas tirosina-cinas es.40'41'42

Os mastócitos expressam constitutivamente o receptor FceR[ e a sua activação pode

efectuar-se de forma dependente ou independente do FceR[, receptor de alta afinidade

paÍa a IgE. Níveis elevados deste receptor estão presentes nos mastócitos e basófilos,

enquanto níveis baixos são detectados em células dendríticas, monócitos, eosinóÍilos e

nalgumas células B. Existem entre 10a e 106 receptores por mastócito e basófilo e a

desgranulagão ocorre com a agregaçáo de I a l50Á desses receptores.a2

Figura 4-22 - Estrutura do recsptor de alta afinidadç da IgE (FcuRI),4'

Nos seres humanos o receptor FceR[ pode ser expresso como tetrâmero opy2 ou trímero

cry2, dependendo do tipo de célula (Figura 4-22\. Nos mastócitos e basófilos humanos o

FceRI responsável pela ligação da fracção Fc da IgE, é composto por uma cadeia cr,

uma cadeia B e duas cadeias y ligadas por pontes dissulfito. A cadeia cr é responsável

pela ligação da IgE e as cadeias p e y fornecem a transdução de sinal, ocorrendo uma

série de reacgões na membrana e no citoplasma (transdução de sinal, tradução e

amplificação de sinal e activação de proteínas alvo/efectoras), com utilizaçáo de energia

e Ci*. A transdução de sinal é iniciada pela acção de uma proteína tirosina-cinase da

Alzira M. L. Louro/2009 3316s
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Endotoxinas bacterianas versus Resposta inflamatória e alérgica

família da Src, Lyn, que está associada à cadeia B e que vai promover a fosforilação do

imunoreceptor ITAM (immunoreceptor ty'osine-based activation motifl das cadeias p e

y. A função da fosforilação das tirosinas nas ITAMs é aligação aos dois domínios SH2

da proteína cinase SYK (slgrual-initiating-kinase). A SYK activada é a chave para a

fosforilação de diversas proteínas, como a LAT (Linker of Activated T Cells) na

membrana plasmática e a SLP76 (SH2-containing leucocyte-specific protein of 76kJDla)

no citoplasma (eigura_aro. Esta cascata de tansdução de sinal determina a

mobilização de Ci* armazenado intra e extracelular, libertação de mediadores por

desgranulação, aumento da adesão mediada pelas integrinas e produção de citocinas. A
fosforilação activa segundos mensageiros, resultando na formação de canais de ciílcio e

determinando o fluxo de C** para dentro da célula. A entrada do cálcio origina a

formagão do ácido araquidónico e promove a formação de microtubulos necessários

para o rnovimento dos grânulos até à

membrana plasmáfiica. A ligação

cruzada activa também a

adenilciclase, desencadeando um

aumento transitório do AMPC. A
proteína-cinase AMPc dependente

fosforila as proteínas da membrana,

resultando na expansão de mais de

1000 grânulos secretórios dos

mastócitos e libertação de mediadores

inflamatórios que desencadeiam os

sintomas e sinais das reacções

alérgicas. Os mastócitos sobrevivem

à desgranulação e refazem o arÍnazém

de mediadores nos grârrulos

secretório s. 
4l 
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Figura 4-23 - Ligação ao imunoreceptor FceRI e fosforilação

das tirosinas.as

Os basófilos têm função semelhante aos mastócitos, possuindo os mesmos mediadores

nos seus lisossomas e possuindo também receptores paÍa a IgE. Participam nas reacções

alérgicas da mesma forma que os mastócitos, diferindo na sua localizaçáo, paÍa além da

estrutura morfológica e da origem, visto serem encontrados no sangue. A participação

dos basófilos no choque anafilático é superior à dos mastócitos devido à sua presenga na

circulação sanguínea.a6

A activação dos mastócitos de forma independente da ligação cruzada da IgE e do

antigénio ao FceR[, é uma via importante em reacções não imuno-mediadas, ou como

amplificador das reacções mediadas pela IgE. Os mastócitos expressam receptores de

baixa afinidade para IgG, denominados FcyRlI e FcyRIII, cuja activação promove a

adesão, desgranulação e síntese de TNF-o pelos mastócitos.a2
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Endotoxinas bacterianas versus Resposta inflamatória e alérgica

Os grânulos secretórios dos mastócitos contêm um complexo cristalino de mediadores

pré-formados, que perdem a sua natureza cristalina após activação dos mastócitos. Os

grânulos expandem-se, movem-se em direcção à membrana celular e fundem-se com

ela, tornando o complexo solúvel e os mediadores como a histamina, as proteases e os

proteoglicanos são libertados para o ambiente extracelular por um processo de difusão

passiva, designado por exocitose (Figura424).4r
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ATP
+
L4

+

lgE

Receptor para lgE

Adenilato ciclase

ATP
+
V

r'\ o
\J ca 2*

ProteÍna
quínase inativa

t
Proteína

Fusão de gránulos

--- Histamina

ECF.A

; ProteÍnas
Íosforiladas

o
o

@ Exocitose

FosÍolipase

Receptores para lgE

I

I
Leucotrienos

Figura &24 -Mecanismo de secreção dos mastóoitos. I I Moléculas de IgE ligadas a Íeceptores da superÍicie celular; 2 | Após a

segunda exposição ao antigénio, as moléculas de IgE presas aos ÍeceptoÍes ligam-se a ele. Esta ligação activa a adenilciclase e

resulta na fosforilação de ceÍas proteínas; 3 | Entrada de Ca2+ na célula; 4l Fusão de gr&rulos citoplasmáticos específicos e

exocitose do seu conteúdo. 0 processo não lesa a oêlll4 esta permanec€ viável e sintetiza novos griinulos; 5 | As fosfolipases

actuam nos fosfolípidos da mernbrana produzindo leucotrienos.4o

Para além da exocitose, os mastócitos são ainda responsáveis pela libertação de outros

mediadores qúmicos da anaÍilaxia. O mediador ECF-A (eosinophil chemotactic factor
of anaphylaxls) que atrai os eosinófilos ao local da inflamação, o NCF (neutrophil

chemotactic foctor) que chama os neutrófilos ao local e o SRS-A (slow reacting

substance of anaplrylaxis) que possui uma acção semelhante à histamin4 porém o seu

efeito na contracção do músculo liso e, consequentemente na permeabilidade vascular, é

mais lento. Esta contracção é importante quando a reacção anafilártrca ocorre no pulmão

(devido à inalação do antigénio) e leva a uma broncoconstricção (asma alérgica).

Adicionalmente, a histamina contribui em larga medida paÍa a asma, devido à presença

de receptores histaminérgicos H2 que causam broncoconsticçáo.46'47

Os mediadores farmacologicamente activos libertados dos grânulos actuam nos tecidos

circundantes, possuem diferentes actividades biológicas e os principais efeitos podem

ser sistémicos ou localizados, dependendo do nível de mediador libertado. Um

mediador pode ter várias funções, bem como vários deles apresentarem funções

semelhantes. Os mediadores pré-formados incluem aminas biogénicas, como a

histamina, enzimas e proteoglicanos, e mediadores sintetizados que incluem

interleucinas, TNF-a, quimiocinas, factores de crescimento e angiogénese,

C)
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Endotoxinas bacterianas vernts Resposta inflamatória e alergica

prostaglandinas e leucotrienos. Dos múltiplos efeitos biológicos resultantes da

libertação das citocinas referidas, destacam-se a activação da coagulação (activa as

propriedades antitrombocíticas e a síntese de factor estimulante de plaquetas - PAF), a

activação da adesão leucocitrária à parede do vaso (as células habitualmente migram no

centro da corrente sanguínea, mas nestas situações elas aproximam-se da parede do

vaso), o aumento da permeabilidade, a vasodilataçáo, a febre (acção no hipotalamo), a

neutrofilia (acção na medula óssea), a proliferação de colagénio (estÍmulo de

fibroblastos), a libertação de aminoácidos musculares, a produção de IL-2 (acção nas

células T) e a produção de anticorpos (acção nas células B). Os mastócitos estâo

intimamente envolvidos com a patogenia da inflamação aguda principalmente pela

libertação da histamina que produz vasodilatação venosa e pela produção de substâncias

necessárias ao recrutamento dos leucócitos, que incluem selectinas, moléculas de adesão

e factores quimioüáticos. Os mastócitos participam também nos processos de fibrose e

remodelação tecidual. A produção de colagénio pelos fibroblastos é induzida pelo TNF-

c(, e a histamina pode estimular o crescimento dos fibroblastos, síntese de colagénio e

formação de cicatriz. As quimiocinas influenciam ainda a remodelação tecidual, por

induzirem a expressão de metaloproteinases em diversos leucócito s.2'4're'42

Os mastócitos têm um papel relevante nas respostas inflamatórias alérgicas, visto que,

para além do descrito anteriormente, expressam moléculas do complexo major de

histocompatibilidade (MHC), participando na apresentação de antigénios às células T,

secretam IL-4 e IL-13, podendo potenciar a produção de IgE pelos linfocitos B, e têm

ainda capacidade para regular a diferenciação celular TuZ (Ylgrxa-425).ar
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Alguns produtos da divisão do complemento servem como factores quimioüíticos pÍua

os neutrófilos e macrófagos, contribuindo deste modo para o acúmulo de células

fagocitrárias no local da infecção. As actividades destas anafilatoxinas altamente

reactivas são reguladas por uma protease sérica chamada carboxipeptidase N, que cliva

um resíduo Arg do terminal C das moléculas produzindo as chamadas formas des-Arg.

As formas des-Arg do C3a e C4a são completamente inactivas enquanto as C5a

conservam cerca de 10Yo da sua actividade qúmiotática e lo/o da sua capacidade para

provocar contracção do músculo liso. C3a, C5a e C5b67 podem individualmente induzir

a adesão de monócitos e neutrófilos à células endoteliais vasculares, extravasando

através do endotélio capilar e migrando na direcção do local de activação do

complemento nos tecidos. O C3a é ainda um quimioatractante para os eosinóÍilos

enquanto o C5a é um potente agente quimiotático dos neutrófilos e revela uma notiível

habilidade para actuar directamente no endotélio capilar para produzir vasodilatagão e

aumento da permeabilidade, um efeito que parece ser prolongado pelo leucohieno B+

libertado pelos mastócitos, neutróÍilos e macrófag os.' 2t

Os eosinófilos podem ser activados pelo endotélio vascular, por citocinas derivadas de

células T e por citocinas derivadas de monócitos e macrófagos. Os eosinófilos abundam

em locais de reacções de hipersensibilidade imediata (alérgica), visto que os basófilos

ou os mastócitos estimulados na reacção alérgicao libertam o ECF-4, factor que atrai e

dirige os eosinófilos até ao local da alergia, contribuindo para a lesão tecidual e para a

reacção inflamatória. O eosinófilo chega ao local da reacção paÍa a resolver (inibir)

através da libertação de histaminase e aril sulfatase B, que destroem a histamina e o

SRS-A respectivamente, produtos inflamatórios libertados pelos mastócitos ou basófilos

sensibilizador.46'4e

4.L.6. Alteraçõgs.na saúde humana

Os lipopolissacáridos são responsáveis pelas manifestações tóxicas nas infecções graves

e nos processos inflamatórios generalizados. Provocam febre (podem considerar-se

substâncias pirogénicas), mal-estar, alteragões na contagem dos leucócitos, perturbações

respiratórias e estado de choque, podendo mesmo provocar a morte.l0'5o

Em casa e no trabalho os indivíduos são expostos a diferentes níveis de alergénios (pó

domiciliar, ácaros domésticos, fungos do ar) responsáveis pelo desencadeamento de

crises de rinite alérgica e, por vezes, agravando as crises asmáticas. A severidade da

asma depende, em larga medida, dos níveis de endotoxina presentes no microambiente.

Apesar de favorecer a resposta de citocinas T111 que podem ser benéficas para o

asmático, o lipopolissacrárido agrava a inflamação broncopulmonar por vários

mecanismos. Em baixas doses, o LPS das bactérias Gram-negativas paÍece aumentar a

ffi
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secreção de muco nas vias aéreas e elevar os níveis de citocinas Tu2, elevando os níveis

de IgE, eosinófilos e neutrófilos, e libertação de citocinas pró-inflamatórias e óxido

nítrico, por activação dos macrófagos. Quando os macrófagos são activados pelo LPS,

juntamente com a citocina IFN-y dos tinfocitos T, começÍIm a expressar altos níveis de

sintetase do óxido nítrico (NOS), uma enzima que oxida a L-argininapara fomecer L-

citrulina e óxido nítrico (NO). Este gas tem uma potente actividade antimicrobiana e

pode combinar-se com o anião superóxido dando origem a substâncias com elevada

capacidade antimicrobiana. Em doses elevadas, o LPS pode induzir uma resposta T111,

caractenzaÃa por recrutamento de neutrófilos, ausência de secreção de muco e aumento

da produção de IFN-y. Pode assim dizer-se que, a baixas concentrações o LPS estimula

a produção de anticorpos específicos, enquanto a altas concentrações é um activador

policlonal de células B.2'8'50'5r

No início, o LPS activa as vias da pró-coagulação e de anticoagulação, através do

aumento do factor tecidual. O efeito pró-coagulante dá-se em consequência do aumento

da protrombina que é convertida em trombinq que por sua vez forma fibrina a partir do

Íibrinogénio. Simultaneamente, os níveis do inibidor do activador do plasminogénio

(PAI-l) são aumentados, resultando no bloqueio da produção de plasmina e na falência

dos mecanismos normais da fibrinólise. Numa etapa posterior, as citocinas pró-

inflamatórias, em particular IL-l e IL-6, estimulam a coagulação. Em consequência da

redução dos níveis da proteína C, da antitrombina e do inibidor do factor tecidual -
proteínas anticoagulantes naturais, o resultado Íinal deste fenómeno é a obstrução da

microcirculação por trombos de fibrina que impedem a perfusão e oxigenação teciduais,

causando disfunção celular/orgânica e por último, morte celular por apoptose e/ou

,r""rose.20

O ser humano é extremamente sensível ao LPS, de forma que quantidades muito

pequenas são su{icientes para desencadear o estado de choque. Face a uma infecção por

bactéria Gram-negativa, o indivíduo estií exposto tanto ao LPS ligado à membrana da

bactéri4 como à endotoxina livre (fragmentos da parede celular), normalmente libertada

durante a replicação e crescimento bacterianos. A administração de antibióticos leva à

morte bacterian4 determinando um aumenlo rápido da endotoxina livre no plasm4

reflectindo a rotura das membranas bacterianas. Nos seres humanos com sepsis por

bactérias Gram-negativas, os níveis de endotoxina liwe aumentam cerca de 50 vezes

após a administração endovenosa de antibióticos. Com a interacção entre a endotoxina e

o sistema imune do hospedeiro, ocorre a síntese e libertação de citocinas, com o

subsequente aparecimento das alterações metabólicas e hemodinâmicas observadas na

sepsis. Na presença de infecção sanguínea há libertação de TNF-o pelos macrófagos no

figado, bago e outros locais. A libertação sistémica de TNF-o causa vasodilatação e

perda de volume plasmático devido ao aumento da permeabilidade vascular,

conduzindo ao choque. No choque séptico, a coagulação intravascular disseminada é

ffi
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também desencadeada pelo TNF-cr e esta situação conduz frequentemente à falha de

órgãos vitais como os rins, figado, coração e pulmões, os quais são rapidamente

comprometidos pela deficiente perfusão e) consequentemente, o choque séptico

apresenta um elevado índice de mortalidade (Figwa4-26\.37's2

Local infeclion with
gra fitnegstiuÊ brcteria
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Êplêen rffiçrel* THF-cr. ints üe bloodstrsrm

Figura 4-26 - A Hbertaçâo de TNF-ü pelos macrófagos induz efeitos locais protectores, mas

a sua libertação sistémica pode tsr efeitos prejudiciais 37

As endotoxinas induzem a redução da função renal em pacientes com sepsis. Na fase

inicial da insuficiência renal aguda (IRA) por sepsis, as lesões tubulares são focais e

mínimas e a morfologia glomerular normalmente está preservada, indicando que as

ffi

ffi

#
ffi

llacrcphâgnÉ
fiFq

acllurtsd lo sÊÊÍals
in the llesuç

\,/'
lncrs*sd rrlÊatÉ oí Flâ$mn protnnt into

tis§u€, lnsrea*ed phogocyle and
lympho*yte núgration into trssue, IncressÊd

phlslÊt adlreeion üÊ bbod veeed umll

ffi

and oElle drarn to
loeal lUnph node

ffi

ffi

[ir]'n§,iâ ol infgü:an
Âcepi're inn* li,

Syrtemic çdçrna sfiusing de*teased hlood
sslurfle, hypopt otsinen*s, ând neulrrrp+nia,
Íollosçd hy neulrophilia, Deçreased htood

rÍoluÍne rüuffis oollap* ol tleeÊele

0isrerlnahd inlranu*uler
leadlng to Hattlng ffiü

orgen fellurs

aoagulalion
rnrlüple

.1=, [r.l.1lil?",=T*
ffi i'{i;:r:+'ffi g "à:ÍÉh

,--, É,**: :i.'il ff#.1=*r'F;'
"'--',''' 'Ii :,r ffi l'": : Jq

ffi ir, 
iis. 

rd,'lp iirl'rr,'.í,..ç

,ffi

Ç
EÉ}\J

*
Ç

l*atr

Álzira M. L. Louro[2}}9 39165

I spteru{c lnltcüon wtth

i trâírrn€galiue bafieria (sepsisi
t_*,-

ffi



Endotoxinas bacterianas verflts Resposta inflamatória e alérgica

alterações hemodinâmicas sistémicas sejam as principais responsáveis pelo

comprometimento da firnção renal. Todavia, existem fortes evidências que o estado

séptico é o resultado da combinação de efeitos directos e indirectos das endotoxinas. Em

estudos experimentais, foi já verificada a associação de endotoxinas bacterianas e uma

resposta sistémica e renal, com produção de diferentes mediadores biologicamente

activos, muitos deles responsáveis pela diminuição do fluxo sanguíneo renal, da taxa de

filtração glomerular e pela disfunção tubular observadas em pacientes com sepsis. A
presença de produtos bacterianos na circulação sistémica activa as células inflamatórias

que inÍiltram o tecido renal e libertam radicais livres de oxigénio, proteases e citocinas

inflamatórias, que por sua vez lesam e activam as células residentes renais, tais como as

células endoteliais e tubulares. Além dos efeitos sistémicos, o LPS pode também, por

acção directa estimular estas células residentes e provocar modificações metabólicas,

aumentando a produção e libertação local de substâncias pró-inflamatórias. Desta

formq a infecção bacteriana aguda ou crónica não debelada pode, através da molécula

do LPS produzir lesão directa das células residentes, contribuindo paÍa a lesão de órgãos

alvo. A necrose tubular renal, forma mais comum de IRA de origem renal, é

caracteizada pela morte das células tubulares, o que pode ocorrer por apoptose ou

necrose. O LPS promove apoptose das células epiteliais tubulares, podendo assim

contribuir para o desenvolvimento da IRA por sepsis e nefrotoxicidade.2o

Existem alguns dados que sugerem que as toxinas superantigénicas de bactérias Gram-

positivas induzem maior sensibilidade do hospedeiro ao LPS. Devido ao aumento da

produção de IFN-y pelos linfócitos T activados pelas toxinas das bactérias Gram-

positivas, os níveis de TNF-cx, tornam-se significativamente maiores o que poderá

agÍavar a síndrome do choque séptico. A doença é, por vezes, causada não pelo próprio

patogénio bacteriano mas pela resposta imune dirigida ao patogénio. A superprodução

de citocinas estimuladas pelo patogénio conduz a sintomas de choque séptico

bacteriano, o qual parece desenvolver-se porque as endotoxinas da parede bacteriana

estimulam os macrófagos para superproduzirem IL-l e TNF-cr a níveis que causarx

choque séptico. Esta situação pode desenvolver-se em poucas horas após a infecção por

algumas bactérias Gram-negativas, incluindo E. coli, Kebsiella pneumoniae,

Pseudomonas aeruginosa, Enterobacter aerogenes e Neisseriae meningitidis. Os

sintomas, muitas vezes fatais, incluem uma queda na pressão arterial, febre, diarreia e

coagulação sanguínea generulizada em viários órgãos. Alguns estudos oferecem alguma

esperança, revelando que a reutralização da actividade de TNF-o e IL-l com anticorpos

monoclonais ou antagonistas pode prevenir o choque fatal desenvolvido nestas

infecções bacterianas.2'2o

O sistema imunológico produz mensageiros qümicos (citocinas) que desempenham um

papel crucial na mediação de respostas inflamatórias e imunes, servindo também como

mediadores entre os sistemas imunológico e neuroendócrino. As citocinas pró-
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inflamatórias, libertadas na periferia, estimulam o SNC activando o eixo hipotalamo-

pituitrária-adrenal (HPA) levando à produção de corticosteróide por parte da glândula

adrenal. Estas citocinas, como IL-l e TNF, induzem um conjunto de mudanças de

comportamento e mal-estar associados à doenç4 denominados siclcness behovior. Este

estado consiste num conjunto de sintomas não específicos que incluem: febre, fraquez4

mal-estar, apatia, incapacidade de concentração, sentimento de depressão, letargia,

anedonia e perda do apetite. Estudos em animais e humanos têm mostrado que a infusão

de citocinas (sistémica ou central) induz sintomas de siclcness behavior. Os mesmos

sintomas são descritos em voluntiários injectados com moléculas que induzem a síntese

de citocinas endócrinas, tais como os lipopolissaciáridos LPS, o fragmento activo da

endotoxina das bactérias Gram-negativas. s3'sa

Os estudos sobre a inalação experimental de bactérias Gram-negativas ou de

endotoxinas por volunüários sãos, revelaram o aparecimento de febre, tosse, dor difusa,

náuseas, arquejo e obstrução aguda do fluxo de ar, o que comprova uma diminuição

signifrcativa do volume expiratório máximo por segundo (VEMS). Verificou-se ainda

um aumento nos marcadores de inflamação, acumulação de neutrófilos no puLnão e

aumento de monócitos, neutrófilos e linfocitos na expectoração. Consequentemente, os

efeitos pulmonares da inalação das endotoxinas aumentam em indivíduos asmáticos. Os

níveis de endotoxinas na poeira doméstic4 e não os alergénios, parecem ser os

responsáveis pela gravidade das crises de asma. Admite-se que as profundas

modificações do ambiente e do estilo de vida a exposição a alergénios e poluição

atmosferica, conduzam a que a população geneticamente susceptível veúa a adquirir a

doença.10't1''2''o

4.1 .7. Marcadores analíticos

A produção de proteínas de fase aguda, tais como Tabela 4.1 - proteínas de fase aguda25

proteína C reactiv4 proteína ligadora da manose) tu;.roru*,o_i0n, nce

ceruloplasmina, ul-antitripsina e fibrinogénio, fica

aumentada como resposta ao 'oalarme" precoce dos ;:."
mediadores, enquanto que a produção de compostos de '.:,::jil;;.*'

fase aguda negativa (proteínas constitutivas), como

albumina e transferrina, fica diminuída. Quanto maior

a intensidade do processo inflamatório, maior nível de

proteínas de fase aguda e menor de proteínas :;;;ff:""
constitutivas serão produzidas (Tabela 4J). Esta :.i;;;l]

resposta de fase aguda tem como objectivo

efeito benéfico ao reforçar a resistência do hospedeiro, minimizando a lesão tecidual e

promovendo a resolução e reparação da lesão inflamatóia.r1'25'ss
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4.2. [-JtilizaÇão terapêutica

Apesar de prejudicialparaos asmáticos, a exposição ao LPS parece exercer um papel na

maturação do sistema imunológico em crianças, direccionando para o padrão de

resposta Ts1, podendo desta forma prevenir alergia e asma. O mecanismo parece estar

relacionado com o reconhecimento dos LPS pelos receptores especíÍicos CD14 e TLR4.

As células dendríticas, após actívaçáo do complexo TRL4, produzem citocinas e

qúmiocinas, nomeadamente IL-12, euo influenciam a produção de INF-y. Ambos

inibem a produção de citocinas IL-4,IL-5 e IL-13 e estimulam de forma autócrina o

feed-back positivo de produção delL-12, favorecendo assim a resposta tipo Tsl. Foram

também demonstradas células T memória geradas por complexo antigénio-LPS com

capacidade para se tomarem células efectoras produtoras de INF-y. O LPS influencia a

capacidade das células dendríticas produzirem lL-12 e coestimularem as células T a
tornarem-se células T efectoras produtoras de INF-y, o qual regula novamente de forma

positiva a produção deIL-12 nas células da imunidade inata em resposta à estimulação.

A exposição a endotoxinas, ao promover o desenvolvimento das células T de memória

para proteínas alergénicas ambientais, pode tambem fazer com que estas células

produzam NF-y, inibindo a resposta Ts2 e prevenindo assim o desenvolvimento de

doenças alérgicas. A estimulação simultânea de células por alergénio e por LPS resulta

também num aumento do número de células T expressando receptores TLR4, num

aumento no número de células TLR4 positivas que contêm IL-10 e num aumento do

número de células que expressam CD14 e CD25 quando comparado com a estimulação

isolada de alergénio. O efeito da estimulação do LPS na transcrição do IL-10 e na

expressão do TLR4 parece estar diminuída nos adultos quando comparada com

crianças. O LPS parece assim reduzir a resposta alergica através do desvio Tul e/ou a

expansão de células T reguladoras, mas estes efeitos são mais pronunciados nas

crianças, cujo sistema imune em desenvolvimento estrá ainda susceptível.t2'st's6's7

Uma das principais citocinas secretadas pelos macrófagos activados é o TNF-c. A
actividade desta citocina foi primeiramente observada pelo cirurgião William Coley, qre

constatou que o fumor de pacientes com cancro se tornava necrótico quando eles

desenvolviam uma infecgão bacteriana (EjWz-4-27).2
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(a) (b)

Figura 4-27 Actividade biológica do TNF-cr. (a)

Tumor canceroso num rato injectado com endotoxina
mostrando neçrose hemorragica. (b) Tumor em crescimento

. num rato não tratado. A endotoxina induz a produção de

J, TNF-cr, que actua na destruição do tumor.z

Na esperança de encontrar uma cura para o cancro, Coley começou a injectar pacientes

com sobrenadantes derivados de culturas bacterianas. Estes sobrenadantes de culturas,

chamados "toxinas Coley", induzem necrose hemorrágica nos tumores mas têm

numerosos efeitos indesejáveis, tornando-as insustentaveis paru a terupia do cancro.

Mais tarde, foi demonstrado que o componente activo da toxina de Coley era o

lipopolissacárido (endotoxina), componente da parede celular bacteriana. Esta

endotoxina não é, por si só, capaz de induzir a necrose tumoral, mas induz os

macrófagos para produzirem TNF-cr. Esta citocina tem um efeito citotóxico directo nas

células tumorais mas não nas células normais. O TNF-cr pode assim ser utilizado no

tratamento de cancro devido ao seu potencial imunoterapêutico.2
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5. Metodologia

Foram recolhidas amostras de ar indoor, num total de 30 habitações do distrito de

Portialegre, concretamente em salas e quartos, e 52 colheitas de amostras de sangue aos

indivíduos que nelas habitavam. A amostragem foi obtida por voluntariado e no período

entre o final de Agosto e o início de Setembro do ano 2009. A recolha das amoshas do

ar doméstico teve como objectivo a pesquis4 quantificação e identificação das bactérias

Gram-negativas em suspensão e as análises sanguíneas visaram a determinação dos

níveis basais de marcadores de resposta inflamatória dos seus habitantes. Foram

determinados os níveis de IgE e rcalizado o teste MultiRAST (Pó de Casa e Ácaros)

para despiste de alergias. Foi ainda efectuado um questionrário (Anexo), de modo a

averiguar atgumas características das habitações que possam interferir com os estados

alérgicos e para conhecimento de patologias e/ou sintomx caracteisticos de resposta

inflamatória e/ou alérgica.

ffi

5.1 . Ánálise microhiológica do ar

A amostragem microbiologica do ar foi efectuada

com o colector de ar "SPIN AIR Y2" da ILÍL

/lf,SfÂ UMEI{TS, cujo princípio de rotação das placas

de Petri permite obter uma contagem real do número

de unidades formadoras de colónias (IJFCs), sem a

necessidade de qualquer correcção (Figum 5.n. A
distribuição especial dos orificios, combinada com a

lenta rotação da placa, permite a utilizaçáo de 100%

da superficie do meio de agar. Este método baseia-se

no princípio da impactação, no qual os bioaerossóis

(bactérias Gram-negativas) são "sugados" e

projectados contra o meio de culfura específico.S8'se

Figura 5-1 - Spin Áir * Dispositivo de

amostragem de *.'*

5.1.1. Técnica de amostragem

Foram recolhidos 2500L de ar em cada habitação, com recolha equitativa em dois locais

distintos (sala de estar e quarto), com uma cadência de 100l/min. Foi aplicada uma

velocidade de rotação da placa de 2rpm. Entre cada recolha foi realizada una
desinfecção da tampa perfurada, utilizando gaze embebida em álcool a 70", de modo a

evitar contarninação entre amostras.

O meio de cultura utilizado foi o Agar MacConkey, meio simultaneamente selectivo e

diferencial (EgUalâ. É selectivo porque contém sais biliares e corante cristal de
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violeta, os quais inibem o crescimento das bactérias Gram-positivas. É diferencial por

revelar a fermentação da lactose, como na E. coli qtue produz colónias vermelhas,

enquanto que as bactérias não fermentadoras produzem colónias incolores.60

Figura 5L2 - Placas de Pehi com meio de cultura Agar MacConkey: llFCs obtidas após incubação a 36qC durante 48h e

repicagem para posterior identificação bacteriana

As placas de Petri foram incubadas a 36oC e foi efectuada a observação das mesmas

após 24h e 48h. No caso de dúvida quanto à presença de bactérias ou fungos, foi

realizada uma observação microscópica a fresco para confirmagão morfológica.

Procedeu-se, de seguida, à contagem das unidades formadoras de colónias de bactérias

Gram-negativas desenvolvidas e fez-se a sua repicagem para posterior identificação.

Esta identificação foi efectuada de forma automática no equipamento "VITEK 2
Compact" da BioMerieux.

5.2. Testes analíticos em amostras sanguíneas

As amostras sanguíneas humanas foram obtidas através de colheita de sangue venoso,

tendo sido recolhidos três tipos de amostra por cada indivíduo: sangue total em EDTA,

para a contagem leucocitaria diferencial; plasma citratado, para doseamento do

fibrinogénio; e soro, paÍa as determinações bioquímicas e imunológicas.

5.2. 1. Métodos de ensaio

Os marcadores de resposta inflamatória doseados incluíram CRP, crl-antitripsina (crl-

AT) e fibrinogénio (FIB). Foram determinadas as percentagens de granulócitos e

monócitos e doseadas duas proteínas constifutivas, albumina e transferrina. Os testes

serológicos foram efectuados em equipamentos o'Cobas" de Roche Diagnostics (Cobas

6000 e Cobas Integra 400 Plus), o fibrinogénio no equipamento "STA Compacf'de

Diagnostica Stago e o leucogtama no equipamento ooSysmex XE5000" de Emílio de

Azeyedo Campos. O teste MultiRAST (Pó de Casa e Ácaros) foi efectuado no

eqúpamento "ImmunocAP2s0" de Phodia.

ffi
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5.2.1.1. Proteína C reactiva

A CRP foi determinada por ensaio imunoturbidimético com intensificação da reacção

por partículas. A CRP htrmana aglutina-se com partículas de látex revestidas com

anticorpos monoclonais anti-CRP. O precipitado é determinado turbidimetricamente.6l

5.2.1.2. al- antitripsina

A sua determinação foi efectuada por ensaio imunoturbidimético. A ol-antifipsina
humana fonna um precipitado com um antisoro específico, que é determinado

turbidimeüicamente a 3 40 nm.a

5.2.1.3. Fibrinogénio

O principio do teste baseou-se no facto de, em presença de excesso de tombina o

tempo de coagulação de uma amosfia de plasma diluído ser inversamente proporcional à

concenfação de fibrinogenio.63

5.2.1.4. Granulócitos e Monócitos

A classificação dos leucócitos foi efectuada pelo método de citometria de fluro,
úilizando um laser semicondutor. A citometia de fluxo ltibza a emissão de luz de

proteínas coradas (RNA e DNA) a fim de separar as populações de células atavés de

progÍamas dç análise de diagramas de dispersão. As células sanguíneas passam em linha

pelo centro da célula de fluxo e é emitido um feixe de laser semicondutor para estas

células. A luz dispersada em frente é recebida pelo fotodíodo, sendo a luz dispersadae a

luz fluorescente laterais recebidas pelos tubos fotomultiplicadores. Esta luz é convertida

em impulsos elécticos, que possibilitam a obtenç,ão de análises detalhadas em

de dispersão bidimensionais.fl

5.2.1.5. Albumina

A albunina, com um valor de pH de 4.1, apresenta um carácter suficiente,mente

catiónico paÍa se ligar com verde de bromocresol, um corante aniónico, formando um

complexo azul esverdeado. A intensidade da cor é directamente proporcional à

concentraçâo de albumina da amostra e é medida fotomehicamente.65
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5.2.1.6. Transferrina

A determinação da transfenina (TRF) está estreitamente relacionada com a
concentração de transferrina calculada de fomra indirecta a partir da medição da

capacidade total de fixação do ferro (TIBC), com un coeficiente de cotrelação de 0,96.

Assim, os níveis de TIBC podem ser usados com confiúça pdra calcular as

concentações de tansferrina e o crílculo foi efectuado com base na seguinte

l6t rrrdu'66'67'68

Transferrina sérica (mg/dl) x 1,25 = TIBC (ttddl,)

0
TRF (mddl,)= TIBCf 1,25 (rrgldl)

5.2.1.6.1. Capacidade Total de Fixação do Ferro

A determinaçâo da TIBC é obtida pela soma do ferro sérico e da capacidade de fixação

do ferro não saturado (UIBC). A TIBC é uma medida da concentração mârima de ferro

que pode ser Íixada pela transfenina.6e

5.2.1.6.1.1. Capocidadc de Fixação do Ferro Não Satwafu

O ferro é transportado sob a forma de Fe3* ligado à proteína plasmática apotansferrina.

O complexo apotransfenina-Fe3* denomina-se fransferrina. Normalmente, apenas ceÍca

de um terço dos locais de ligação do ferro da tansferrina estão ocupados por Fe3*. A
quanüdade adicional de ferro que pode ser ligada é acapacidaÃe de fixação do ferro não

saturado. A determinação é efectuada de forma directa com FerroZine:

Fe2* + tansfenina tampeo ahalino, tansferÍina-Fe3* + Fe2* (excesso)

Fe2* (excesso) + 3 FerroZine Fe2*-(FerroZne)s

A intensidade da cor é directamente proporcional à concentação do excesso de ferro

não ligado e inversamente proporcional à capacidade não saturada de fixação do ferro.

O resultado obtém-se medindo o aumento da absorvância fotometicanrente.69

5.2.1.6.1.2. Ferro sérico

A determinação do ferro foi efectuada por um método fotométrico em que existem três

passos fimdamentais:

' Libertação de iões de Fe3* do complexo de transferrina através do uso de rácido;

Complexo de transferrina-r. ""'o ,apotansferrina+ Fe3*

ÁlziraM. L LawoDÜ@ 47165
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Redução dos iões de Fe3* paÍa iões de Fe2*;

ascolbato

Fe3* Fe2*

Reacção dos iões de Fe2* paraprodução de um complexo coÍado.

Fe2* + FercoZine Complexo corado

Em condições acídicas, o ferro é libertado da transferrina. O ascorbato reduz os iões de

Fe3* libertados para iões de Fe2* que, de seguida, Íeagem com FerroZine e formam um

complexo corado. A intensidade da cor é proporcional à concentração de ferro, podendo

ser determinada fotometricamente.To

5.2.1.7. Imr.moglobulina E

O princípio do teste baseou-se na técnica de sandwich. Há uma primeira incubação da

IgE com um anticorpo monoclonal específico anti-IgE e um anticorpo monoclonal

específico anüJgE marcado com complexo de ruténio, que reagem entre si e fomam
um complexo sandwich. Na segunda incubação, após incorporação de micropartículas

revestidas de esteptavidur4 o complexo formado liga-se à fase sólida pela interacção

da biotina e da estreptaúdinÀ A mistura da reacção é aspirada paÍa a célula de leitura,

onde as micropartículas são fixadas m4gneticamente à superficie do eléctodo. Os

elementos não ligados são remoüdos e a aplicação de uma corrente eléctica ao

electnodo induz uma emissão quimioluminescente que é medida por um

fotomultiplicador. Os resultados sâo determinados com base numa curya de

calibração.71

5.2.1.8. MultiRAST (Pó de casa e Ácaros)

de anticorpos IgE específicos alergénicos no soÍo ou plasma hrmranos, proporcionando

uma medida objectiva da sensibilízaçãa ao alergenio. O teste Multi efectuado é um teste

qualitativo que inclui Hollister-Stier Lobs., Dermatophagoides pteronyssinus,

Dermúophogoides farinae e Blatella germanico. Os alergénios unidos covalenúemente

ao ImmunoCAP reagem com IgE específica do soro humano. Depois de uma primeira

lavagenr, a IgE não específrca é eliminada e é adicionada uma enzima marcada com

anticorpos anti-IgE formando-se um complexo. Depois da incuba{aa, aenzima-anti-IgE

não unida é eliminada por nova lavagem e o complexo final é posteriormente inçubado

com a solução de resolução e é medida a fluorescência desenvolrfida.Tz
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6. Resultados

Os dados obtidos foram reunidos em tabelas (LúelqsÁ!-e 62) e foram efectuados

gráficos por parâmeto, de modo a averiguar a relaçâo de cada grupo de valores com o

número de UFCs correspondentes.

métodos malíticos.
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6.I . Tratamento e análise de dados

De acordo com os resultados da amostragem do ar indoor, obteve-se um nível baixo de

bactérias Gram-negativas em suspensão, nas habitações estudadas. A média obtida foi

de 0,0003 UFCs por litro de ar recolhido. Das espécies identificadas o predomínio

pertenceu ao grupo das Pseudomonas, tendo sido também isoladas algumas espécies de

Pantoea, Escherichia, Sphingomonos e Enterobacter. As contagens de UFCs das

diferentes habitações foram relacionadas com: os níveis dos marcadores analíticos

sanguíneos dos diferentes habitantes, de modo a averiguar a possível influência das

endotoxinas indoor nos níveis basais dos marcadores inflamatórios e alérgicos; as

características das habitações, para testar a sua inÍluência na concentração de

endotoxinas; e os estados patológicos dos indivíduos, para analisar a sur incidência

relativamente ao nível deste tipo de bactérias.

6.1.1. Marcadores de repposta inflamaÍórig

6. I . 1 . 1 . Contagens celulares

Gráficos 6.1 - Conelação entre as perÇentagens celulares e as UFCs por litro de ar

A análise dos gráficos permite-nos deduzir que não existe correlação directa entre o

número de UFCs por litro de ar e as percentagens de granulócitos (neutrófilos,

eosinófilos e basófilos) e de monócitos, em condições não patológicas (§gáügg§-6.f).

P = 0,0043

80

Granulócitos

50

3

T 2,5
El ,^rcrI
F*
{ 1,5
a
813

0,5

0

40 60

% GRA

70

o

ô
o oo,ô

oaa

R2 = 0,0824

15

Monócitos

%MN

3

UI .1
6L
F

i 1,s
o
O1
lLl3 

o,s

0

0 10

a
oloa

oa
-a.€

Alzira M. L. Louro/2009 sU6s



Endotoxinas bacterianas versus Resposta inflamatória e alérgica ffi
6.1 .l .2. Proteínas de fase aguda
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Gráfic o 6.2 - Corrslação entre a proteína C reactiva e as UFCs por litro de ar.

De igual forma, não se obteve correlação paru a proteína "majoÍ" de resposta

inflamatória (Gnífico_62), assim como para as outras duas proteínas inflamatórias

doseadas (Crancos 0:).
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GráÍicos 6.3 - Correhçao das proteínas fibrinogénio e al-antitripsina com as UFCs por litro de ar.

6. 1 .1 .3. Proteínas constitutivas

No que diz respeito às proteínas constitutivas, os níveis mais baixos não demonstam

correlação com o maior número de UFCs por litro de ar recolhido (GnÍfi-ç9§-64).
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Gráficos 6.4 - Correlação entrs Ís proteínas constitutivas e as UFCs por litro de ar.

6.1 .2. Indicadores de alergia

Analisando os gráficos relativos à IgE (§úEqA_6O e ao teste MultiRAST (Gráfigg

6-ó), em comparação com as UFCs obtidas, pode constatar-se que as endotoxinas em

suspensão não interferem com estes parâmetros.
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Gráfico 6.5 - Comparação entre os níveis de IgE e as UFCs por litro de ar,
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Gráfico 6.6 - Comparação dos resultados do teste MultiRAST com as UFCs por litro de ar.
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Endotoxinas baçterianas versus Resposta inflamatoria e alérgica ffi
6.1 .3. Característic-as das babitaçõe-§

Foram estudadas quatro características habitacionais com possível influência no nível de

endotoxinas presente: idade da habitação, tipo de piso, presença de ar condicionado ou

outro tipo de ventilação e utilização de purificadores ambientais. Foram seleccionados

os quartos e as salas mais frequentados pela população estudada, visto serem estas as

divisões em que se pennanece durante grande parte do dia e às quais se atribui maior

responsabilidade nos estados alérgicos.
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Gráfic a 6.7 - Correlação entrs a idade das habitações e as UFCs por litro de ar.
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Gráíicos 6.8 - Comparação urtre o piso das habitações e a existência de ventilação artificial com as UFCs por litro de ar.

Pode observar-se que, relativamente à idade das habitações (Géfico_6J), apesar de não

existir uma boa correlação com as UFCs recolhidas, se nota uma tendênciapara que as

casas mais recentes (< 18 anos) apresentem menor concentração deste tipo de bactérias.

Este facto pode atribuir-se a vários factores: menor tempo para acumulação de

microorganismos; diferente material utilizado nas construções ao longo do tempo; ou

melhores técnicas de limpeza doméstica, com utilização de detergentes que contêm

agentes antibacterianos.
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Endotoxinas bacterianas versus Resposta inflamatÓria e alérgica

Relativamente ao tipo de piso das salas e quartos estudados e à existência de ar

condicionado ou outro tipo de ventilação, ambas as características revelam não interferir

com o nível de endotoxinas em suspensão (GrríÍcog-6.8). Quanto ao tipo de piso, pode

notar-se que ao maior número de UFCs corresponde o piso em xisto, no entanto a

reduzida taxa de habitações estudadas com esta característica (3,33%o) não permite

concluir quanto à relação directa entre os dois factores. A presença de ar condicionado,

característica habitacional em ascensão ao longo dos anos, revela não ser prejudicial

quanto ao nível de endotoxinas aéreas. Como pode observar-se no gráfico, os níveis

mais elevados de UFCs pertencem as habitações que não possuem ar condicionado ou

ventilação artificial, o que poderá dever-se à manutenção de temperaturas mais elevadas

no interior destas habitações. No que se refere à utilização de purificadores não foi
possível efectuar o esfudo, visto não ter sido referida a sua presença em nenhuma das

húitações estudadas.

6.r.4. e sintomatol

Foram estudadas quatro situagões de patologia ou sintomatologia associadas aos estados

inflamatórios ou alérgicos (doença crónica, alergia, asma e espirros ou irritação

nasaVocular), de modo a averiguar a possível correlação com os níveis de endotoxinas

indoor, assim como a toma de medicamentos anti-inflamatórios ou anti-alérgicos pelos

indivíduos. Este ultimo factor foi ainda estudado, pelo facto da sua utilização poder

interferir com os níveis dos marcadores analíticos estudados.
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Gráficos 6.9 - Comparação entro a existência de doença çrónica e as UFCs por litro de ar.

Analisando os gráficos que relacionam a presença de doença crónica ou asma com a

concentração de endotoxinas do ambiente doméstico (Gnáfrgg§_69, pode deduzir-se

que não existe associação entre estes dois factores. No que diz respeito aos indivíduos

que revelaram ter asma, pode notar-se que os níveis de UFCs recolhidas nas suits

habitações estão nos valores mais baixos, pelo que estes indivíduos precisarão de ter

algum cuidado especial, pÍIra o não agravamento do seu estado asmático, apenas nas

suas crises e quando em contacto com níveis superiores de bactérias Gram-negativas.
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GráÍicos 6.10 - Comparação ente a presença de alergia ou espirros/irritação nasal ou ocular e as UFCs por liüo de ar.

Relativamente à presença de alergia e à frequência de espirros ou irritação nasal ou

ocular (Gráficos 6.10), náo é possível estabelecer uma associação ente a concentração

de UFCs e estes estados patológico e sintomatológico. No entanto, é conveniente que os

indivíduos em crise alérgica e em presença de níveis mais elevados de endotoxinas

tenham cuidados especiais para evitar o agravamento do seu estado de saúde.
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GráÍico 6.11 - Comparação entre a toma de mediçamentos anti-inflamatórios
ou anti-alérgicos e âs UFCs por litro de ar.

Como pode observar-se (Gráfiço_§Jl), não se verifica maior toma dos medicamentos

estudados nos casos de mais elevada concentração de bactérias Gram-negativas. Desta

forma pode dizer-se que, os níveis de endotoxinas indoor obtidos não induzem o

recurso a maior quantidade dos medicamentos referidos.

o t o
o +
? Ç ?

Alzira M. L. Louro/2009 s6l6s

o



Endotoxinas bacterianas versus Resposta inflamatoria e alérgica

6,2. Análise de interferências

A toma de medicamentos anti-inflamatórios e/ou anti-alérgicos foi relacionada com os

níveis dos marcadores de resposta inflamatória e alérgica, de forma a despistar possíveis

interferências nos resultados e nas análises efectuadas (Gráficos 6.12 e 6.13).
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GráÍicos 6.12 - nnuência dos medicamentos anti-inflamatórios e/ou anti-alérgicos nas contagens celulares.
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GráÍicos 6.13 - nnuência dos medicamentos anti-inflamatórios e/ou anti-alérgicos nos marcadores de resposta inÍlamatória
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Grálicos ó.14 - Influencia dos medicamentos anti-inflamatórios e/ou anti-alérgicos nas proteínas constitutivas.
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GráÍicos 6.15 - lafluencia dos medicamentos anti-inflamatórios e/ou anti-alérgicos nos marcadores de alergia"

Pela observação dos gráficos (.Gráficos 6.12. 6.13. 6.14 e 6.15) pode deduzir-se que os

resultados analíticos não são directamente influenciados pela toma dos medicamentos

pesquisados, pelo que foram mantidas as análises efectuadas anteriormente.
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7. Conclusões

Desde sempre que o Homem procurou proteger-se das agressões do exterior refugiando-

se no interior da sua habitação: do frio, da chuva, do calor, dss animais e dos outros

homens. Ao fazê-lo não parou de aperfeiçoar as condições de vida nâ sua casa e no local

de tabalho ou de lazm,procurando um bem-estar cadavezmaior. Essa procura não tem

sido alcançada de igual forma, variando com os hábitos, costumes e sobretudo com a

capacidade tecnica e económica de cada sociedade. No mundo ocidental assiste-se a

runa melhoria das condições de üda no interior dos edificios (sistemas de

aquecimento/arrefecimento, condições de iluminação, No de materiais diversos na

construção), particularmente ao longo dos dois ultimos séculos. Paralelamente, a üda
passou a fazer-se cada vez mais dentro dos edificios, passando os indivíduos mais

tempo neste ambiente. O Homem apercebeu-se então da repercussão deste "bem-estar"

na sua saúde.

Do estudo efectuado pode concluir-se que a concentração de endotoxinas bacterianas no

ambiente doméstico, deduzida a partir da quantificação de bactérias Gram-negativas em

suspensâo indoor, é muito baixa O nível obtido demonstrou não influenciar os níveis

basais dos marcadores de resposta inflamatória ou alérgica dos seus habitantes, pelo que

a vigilância do seu efeito de agravamento de alguns estados patológicos terá de ser

efectuada apenas com concentrações bacterianas mais elevadas ou nos casos de crise

das patologias susceptíveis à sua actuação.

Foi tambéur possível apurar que a concentração de endotoxinas tnfuor é influenciada

pela idade da habitação, hffi não pelo tipo de piso ou pela utilização de eqúpamentos

de ar condicionado. Os diferentes materiais utilizados na construção civil ao longo dos

anos poderâo estar na base da explicação para estes resultados, no eotânto o decorrer do

tempo poderá ser também um factor de maior acumulação destas toxinas.

Os níveis muito baixos de endotoxinas, como os obtidos neste estudo, não induzem a

toma de doses mais elevadas de medicamentos anti-inflamatórios ou anti-alérgicos, o

que confirma a não interfer&rcia destes níveis residuais no estado de saúde dos

indiúduos, mesmo daqueles que já possuem uma patologia deste foro associada.

Assim sendo, em condições normais e relativamente as endotoxinas bacteriaoas indoor

presentes em suspensão aérea de ambientes domésticos, pde afirmar-se que o conforto

habitacional obtido com a melhoria das condições gerais de vida não acarreta prejúzos

significativos paÍa a saúde humana
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Questioniírio
Tese de Mestrado

"Endotoxinas bac'terianas lndoor - Influência na resposta inflamatóda e alérgica"

. Qual a idade aproximada da stra habitação?

. Qual o tlpo de piso que a sua habitação possui, nomeadamente em salas e quartos?

r Possú ar condicionado, ou ouüo tipo de ventilação, no interior dahabitação?

o Utiliza prnificadores de ar na sua habitação?

r Possui alguma doença crónica? Se sim, por favor refira qual ou quais.

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

o Costuma espirrar com frequência ou ter irritação nasal ou ocular?

0 Já teve crises de asma (falta de ar)? Se sim, refua a frequência (raranrente, algumas
vezes, frequentemente).

o Costuma tomar medicamentos anti-alérgicos ou anti-inflamatórios? Se sim" refira a
freqúncia (raramente, algrrmas vezes, frequenternente).

Obrigada!

ÁlztmM. L LouroD0@ 64165



EÍdotoxims bacerimas verors Resposta infl matóría e alérgica

Nome:

Data I I

Assinatura

Abaixo-assinado, declaro por minha honra, que:

- Respondi com verdade a todas as perguntas que me foram dirigidas neste

questioúrio;

- Tenho conhecimento de que serão efectuadas análises no meu sangue, nomeadamente:

* Hemograrna
* ProteínaC Reactiva

* a-l-antifripsina
* Fibrinogénio
* Transferrina
* Albunina
* IgE total
* RAST

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

- Fui infonnado(a) de que os dados obtidos são confidenciais e seÉo utilizados
exclusivamente parao estudo do trabalho referido.

Nestas circrmstâncias, autorizo que me seja feita uma colheita de sangre e seja recolhida
uma amostra de ar no interior da minha habitação, no âmbito do Trabalho de Tese de
Mestrado de Alzira Miguéns Lopes Louro, aluna n.o 4136 do Mesfrado de Análises
Aerobiológicas da Universidade de Évor4 e assino voluntariamente esta declaração em
plena consciência.

Ábimin LLowoD$A9 6s165


