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o que deveria ser melhorado
nos serviços públicos de saúde?
- Estudo de opinião, de base populacional,
na Freguesia do Lumiar (Lisboa)*

Vítor Ramos**

RESUMO

Objectivos:a) caracterizar os respondentes por sexo, idade, escolaridade, profissã%cupação; b) identificar a cobertura assistencial
dos inquiridos (SNS e subsistemas); c) descrever, sistematizar e analisar as opiniões dos inquiridos, por sexo e idade, sobre o que

deveria ser melhorado nos serviços públicos de saúde.

Tipo de estudo: Estudo de opinião, de base populacional, com análises internas (comparações entre grupos).

Local: Freguesia do Lumiar, em Lisboa.
População: O universo foi constituído pelos residentes adultos da freguesia do Lumiar, tendo sido colhida uma amostra aleatória de
886 pessoas, utilizando os números de recenseamento eleitoral.
Métodos: Foram consideradas as variáveis: sexo, idade, escolaridade, ocupação, subsistemas de cobertura assistencial e conteúdo

das respostas a uma pergunta aberta sobre o que deveria ser melhorado nos serviços públicos de saúde. A recolha de dados foi
feita com um Questionário preparado para auto-administração, proporcionando-se a ajuda de entrevistas sempre que necessário.
Foi feita análise descritiva univariada e também bivariada para comparações entre grupos e teste de hipóteses, tendo sido conside-

rada uma significãncia estatística ao nível de 5% (P < 0,05). A análise estatística quantitativa foi feita utilizando o Programa SPSSI

PC+. Foi ainda feita análise qualitativa do conteúdo das respostas à pergunta aberta.

Resultados: A taxa de respondentes foi de 72%, sendo mais elevada no sexo feminino (75%) e no grupo etário dos idosos (85%). 57%

dos respondentes dispunham de subsistemas assistenciais, além do SNS. 80% dos inquiridos deram respostas concretas à pergun-

ta aberta sobre o que deveria ser melhorado nos serviços públicos de saúde. Os aspectos relacionados com a acessibilidade e com

as atitudes dos profissionais para com os utentes foram os mais mencionados (47 e 41%), seguindo-se-Ihe os aspectos relaciona-
dos com infra-estruturas, recursos e humanização organizativa dos serviços (35 e 30%). Encontraram-se diferenças estatisticamen-

te significativas em relação às frequências com que alguns aspectos foram mencionados pelas pessoas dos diferentes grupos etários,

o mesmo não acontecendo em relação ao sexo.

Discussão: A interpretação dos resultados deve ter em conta as características específicas da população inquirida. As taxas de

respondentes nas diferentes idades traduzem a sua disponibilidade o que justifica a elevada participação obtida entre os idosos. O

número de pessoas que mencionou determinado aspecto a melhorar corresponde apenas àquelas a quem ocorreu falar dele, no

momento da entrevista. Em conclusão: a) mais de metade dos respondentes dispunha de um ou mais .subsistemas assistenciais em
sobreposição ao SNS; b) a acessibilidade e as atitudes dos profissionais foram os mais repetidamente mencionados; c) encontrou-

se uma relativa unanimidade em relação aos aspectos a melhorar, embora os idosos pareçam ser, em geral, menos exigentes; d)

existem diferenças geracionais nas frequências com que os diversos aspectos a melhorar foram mencionados.

Palavras-chave: Serviços públicos de saúde; expectativas dos utentes; opinião do público.

SUMMARY

Objectives: a) to study some demographic and socio-economic characteristics of the respondents; b) to identify their health insurance systems

and sub-systems; c) to describe and to systematise their opinions on what should be improved in the Portuguese public health services.
Study design and local: population-based opinion study in the Lumiar quarters of Lisbon.

Population: A random sample of 886 people was inquired among the residents in the Lumiar quarters.
Methods: The variables were: gender, age, literacy, occupational status, health insurance sub-systems, content of the answer to an open

question on whal should be improved in lhe public health care services. Data was collected with a self-administered questionnaire. The possibility
of the help of an interviewer was offered to the respondents. Statistical descriptive univariate analysis as well as comparisons between grupous

were performed using the computer programme SPSS/PC+. A qualitative analysis was done of the content to the open questiono

.Trabalho subsidiado pela Comissão de Fomento da Investigação em Cuidados de Saúde do Ministério da Saúde (Projecto de
Investigação n.Q125/92)

.. Assistente Graduado de Clínica Geral; Assistente da Escola Nacional de Saúde Pública
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o que deveria ser melhorado nos serviços públicos de saúde?

Results: Respondenl ratio was 72%. The elderly had lhe highesl rales (85%) and lhe males 18-44 years had lhe lowesl rales (50 and 6.3%).
57% of lhe respondenls had one or more heallh care sub-syslems or heallh insurance apart lhe universal Nalional Heallh Service (NHS). 80%

of lhe eople gave concreteanswerslo lhe open questionwilhcommenlsand suggeslions.Accessibilityand lhe attitudesof the heal/hcare

professionals towards patients were the mosl frequenlly approached subjecls for urgenl improvement. Facilitiesand equipment, human resources

and organisational humanisation were also frequentiy menlioned. Differences wilh slalistical signilicance were lound wilh age bul nol wilh lhe

gender. Elderly people seemed to be less exigenl Ihan lhe olher age groups, excepl for lhe aspecls related lo cosls.

Discussion and conclusions: Inlerprelalion 01lhe resulls must lake into accounl lhe socio-economic characterislics 01lhe residenls in lhe

Lumiar quarters 01Lisbon. Differenl respondenl rales may be relaled to lhe available lime 01people in lhe differenl phases 01lile (age groups).

This could have some quantilative inluence on lhe resulls. The additional health care coverage, apart lhe universal NHS, in more Ihan half 01

lhe respondents may mean wasle of resources inglobal socielal lerms. The quanlilalive differences lound between age groups can be explained

by lhe relaliveimportancethat each generaliongivesto each particularaspect.The elderly seem lo be the less exigenlgroup,excepl in

relalion lo costs. Accessibilitylo publicheallh care and the attitudes of the health care professionals towards patients appear nolably as universally
perceived aspecls for urgenl improvement.

Keywords: Health care services; public expectations; public opinion.

Introdução

Nos últimos 10 anos tem-se assistido a uma vaga
de reformas em quase todos os sistemas de saúde
dos países industrializados1-7. Os objectivos anunci-
ados destas reformas incluem, entre outros:

- a procura de uma maior adequação aos pro-
blemas e necessidades de saúde das popu-
lações;

- a obtenção de mais satisfação dos utili-
zadores, adoptando «estratégias centradas no
cliente» e procurando ir ao encontro das suas
expectativas.

A expressão «marketing social» tem sido utiliza-
da para designar o processo organizado e sistemá-
tico para corresponder às necessidades, preferências
e expectativas dos cidadãos, no domínio dos secto-
res sociais, nomeadamente o da saúde8.9.Algumas
das reformas em curso têm sido acompanhadas de
estudos de opiniã01O'12.

A realização de estudos de opinião para melho-
rar os serviços de saúde não é uma prática muito
usual no nosso país. Estes estudos podem conside-
rar-se instrumentos importantes para facilitar a par-
ticipação dos cidadãos e para aproximar os serviços
de saúde das suas expectativas.

O presente estudo integrou-se num projecto de
investigação de base populacional, realizado na Fre-
guesia do Lumiar, em Lisboa, sobre a percepção de
problemas e de necessidades de saúde, a utilização
de cuidados, bem como as preferências, expectati-
vas e opiniões dos cidadãos face aos serviços de
saúde.

Este estudo diz especificamente respeito à opi-
nião dos cidadãos da Freguesia do Lumiar sobre o
que deveria ser melhorado nos serviços públicos de
saúde e os seus objectivos foram:
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a) caracterizar os respondentes por idade, sexo,
níveis de escolaridade e profissã%cupação;

b) identificar os subsistemas (além do SNS) tra-
vés dos quais os residentes podem ter aces-
so a cuidados de saúde ou ao seu
financiamento;

c) descrever e sistematizar as opiniões dos
respondentes sobre o que deveria ser melho-
rado nos serviços públicos de saúde;

d) estudar eventuais diferenças de opinião con-
soante o sexo ou idade dos inquiridos.

Métodos

Tipo de estudo

Foi realizado um estudo de opinião de base
populacional, com análises internas (comparações
entre grupos).

População e amostra

O universo foi constituído pelos residentes na fregue-
sia do Lumiar inscritos no recenseamento eleitoral

(todos os cidadãos maiores de 18 anos), totalizando
36121 pessoas representadas no ficheiro da Junta
de Freguesia.

Deste universo foram extraídos aleatoriamente
1240 números do ficheiro de recenseamento, com
vista a obter uma amostra aleatória da população
adulta residente entre 800 e 1000 pessoas. Esta
diferença teve em conta a desactualização prevista
do ficheiro de recenseamento (óbitos, mudanças de
residência, etc.). Tal como previsto, nem todos os
números correspondiam a pessoas actualmente re-
sidentes na freguesia. Das 1240 cartas enviadas com
convites de participação no estudo foram recebidas



devoluções ou informação de não residência ou fa-
lecimento em relação a 354 pessoas. Foi apurada,
após esta correcção, uma amostra aleatória de 886
potenciais respondentes.

Variáveis

Foram consideradas as seguintes variáveis e respec-

tivas operacionalizações:

.Sexo (feminino ou masculino);

. Idade, em anos (foram constituídos os grupos:
18-24; 25-44; 45-64; ~65);.Escolaridade (analfabeto, sabe ler e escrever,

escolaridade básica, ensino secundário - 2 ní-
veis; curso médio e curso superior);.Situação de trabalho (activos com profissão;
desempregados; donas de casa; estudantes;
reformados; outra situação);.Profissã%cupação (pergunta aberta);.Subsistemas de acesso e/ou financiamento de

cuidados de saúde (só SNS; SNS + combina-
ções diversas com subsistemas; não sabe);.Categorias de conteúdo das respostas - re-
sultantes da análise de conteúdo das respos-
tas à pergunta aberta: "Em sua opinião, o que
acha que deveria ser melhorado nos serviços
de saúde do Estado,,:

Categorias de conteúdo consideradas:

* Aspectos relacionados com a estrutura e re-
cursos

* Aspectos relacionados com custos e taxas
* Aspectos relacionados com a acessibilidade

aos cuidados de saúde

* Aspectos relacionados com as atitudes
dos profissionais para com os utentes/doen-
tes

* Aspectos relacionados com a humanização
organizativa dos serviços

* Aspectos relacionados com a competência
técnico-científica dos profissionais

* Aspectos relacionados com a burocracia dos
serviços

* Aspectos relacionados com a informa-
ção, a educação para a saúde e a prevenção

* Outros aspectos

Em relação a cada categoria de conteúdo ou tipo
de aspectos mencionados as possibilidades de
codificação desta última variável foram: mencionou;
não mencionou.
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Recolha de dados

A recolha de dados decorreu de Julho de 1993 a

Março de 1994 e foi feita com base num Questioná-
rio preparado para auto-administração. Foi ofereci-
da a ajuda de entrevistadores (os dois investigadores
e duas colaboradoras devidamente treinadas), sem-
pre que solicitada pelos entrevistados. Foram envi-
ados convites por carta para entrevistas na Junta de
Freguesia ou no Centro de Saúde do Lumiar. Foi
proposta a possibilidade de a entrevista decorrer no
domicílio ou noutro dia e hora que fosse mais con-
veniente. Após um primeiro convite por carta perso-
nalizada e uma primeira série de entrevistas, foi feito
um segundo convite para os que não haviam compa-
recido e foi feito um esforço adicional de contacto
pessoal telefónico a fim de obter o máximo de respon-
dentes. Nesta fase foi aberta a possibilidade de retor-
no dos questionários por correio (envelope selado) às
pessoas que o desejassem, uma vez que ao longo
dos contactos e entrevistas havidos se verificou que
a maioria das pessoas conseguia responder ao Ques-
tionário sem necessidade de ajuda.

Quer a página de rosto do Questionário quer a
explicação dada pelos entrevistadores informavam
os fins estritamente técnico-científicos do estudo,
visando a melhoria da qualidade dos cuidados de
saúde. A identidade de cada respondente ficou em
sigilo absoluto e o questionário foi construído de for-
ma a dar esta garantia. Foi explicado aos participan-
tes como era garantida a confidencialidade e que
poderiam não responder a qualquer das perguntas,
se assim o entendessem. Foi assegurado que os
dados obtidos seriam trabalhados no seu conjunto e
nunca analisados individualmente.

Tratamento e análise de dados

Os dados e a informação das respostas, a maioria das
quais estava pré-codificada, foram transferidas dos
questionários para uma matriz, tendo-se constituído
uma base de dados informatizada em DBASE 111Plus.

O tratamento estatístico foi feito com recurso ao

programa «Statistical Package for Social Sciences»
(SPSS PC+)13.Procedeu-se a uma análise descriti-
va univariada com elaboração de tabelas de frequên-
cia para todas as variáveis. Foi também realizada
análise bivariada com recurso a tabelas de duas

entradas para comparar as respostas do sexo femi-
nino e do sexo masculino bem como nos diferentes

grupos etários.
Foi feita análise de conteúdo da pergunta aberta

de opinião, em quatro etapas:
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1. leitura prévia de todas as respostas, com uma
1.ê tentativa de as associar a grandes temas
ou assuntos gerais relacionados com os ser-
viços de saúde;

2. listagem do conjunto de temas identificados;
3. teste da lista de temas individualizados por

dois observadores diferentes, para verificar se
eram adequados e integravam a grande mai-
oria das respostas. Após este processo foram
seleccionados os 9 grupos descritos no item
«variáveis» como «categorias de conteúdo
das respostas»;

4. leitura e análise de todas as respostas enqua-
drando-as nos grupos considerados.

Nas análises quantitativas foi considerada uma
significância estatística ao nível de 5% (P<0,05).

Resultados

Das 886 pessoas que se supõe terem efectivamen-
te recebido os convites de participação obteve-se a
colaboração de 635 (72%). Apenas se registou re-
cusa expressa de colaboração por parte de 21 pes-
soas (3,3%).

Dos 635 re~pondentes, 58% eram do sexo femi-
nino e 42% do sexo masculino. 54 tinham menos de
25 anos, 222 tinham entre 25 e 44 anos, 246 tinham
entre 45 e 64 anos e 112 eram pessoas com 65 e
mais anos (Quadro I). A comparação com a distri-
buição inicial da amostra aleatória evidencia uma
maior taxa de respondentes no sexo feminino (75%)
e no grupo etário dos idosos (84 e 87%). A menor
taxa de respondentes (50%) verificou-se no grupo
etário 18-24 anos, no sexo masculino (Quadro 11).

Em relação à escolaridade (Quadro 111)destaca-
se a proporção de respondentes com curso superior
(27%). 12% dos inquiridos eram totalmente analfa-
betos (7%) ou não tinham concluído a escolaridade
básica (5%).

A situação profissional e as profissões ou ocu-
pações estão apresentadas nos Quadros IV e V. 57%
eram pessoas no activo com profissão definida, 5%
estavam desempregados e 22% eram reformados.
O Quadro V ilustra a diversidade de profissões re-
presentadas, desde operários indiferenciados a pro-
fessores universitários. Predominam as profissões
relacionadas com o comércio e serviços, havendo
uma proporção relativamente elevada de profissões
consideradas «liberais» e de quadros técnicos su-
periores (cerca de 25%).

Em relação aos sistemas ou subsistemas de
saúde é de salientar que apenas 43% dos inquiri-
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dos dispunham unicamente da cobertura assistencial
do Serviço Nacional de Saúde. 43% dispunham de
um subsistema ou seguro adicional e 14% dispu-
nham de dois ou mais subsistemas em simultâneo

(Quadro VI).
80% dos inquiridos deram respostas concretas

à pergunta aberta sobre o que deveria ser melhora-
do nos serviços públicos de saúde. Respostas lacó-
nicas do tipo «está tudo bem» ou «está tudo mal»
foram dadas em apenas 8% dos casos e 12% não
responderam (Quadro VII).

Os aspectos relacionados com a acessibilidade
e com as atitudes dos profissionais para com os uten-
tes/doentes destacam-se nos dois primeiros lugares,
tendo sido referidos por 47% e 41% dos inquiridos.
Seguem-se-Ihes os aspectos relacionados com infra-
estruturas, equipamentos e recursos (35%) e com a
humanização organizativa dos serviços (30%). Não
se encontraram diferenças estatisticamente signifi-
cativas entre o sexo feminino e o masculino em re-

lação à frequência com que foram mencionados os
diversos tipos de aspectos, embora pareça esboçar-
se uma maior preocupação do sexo masculino com
aspectos de humanização organizativa (tempos e
esperas, por exemplo) e burocracia (Quadro VIII).

Encontraram-se diferenças estatisticamente sig-
nificativas entre diferentes grupos etários em rela-
ção às frequências com que foram referidos aspectos
relacionados com as infra-estruturase recursos,

humanização dos serviços e burocracia. O grupo
etário dos 25 aos 44 anos destaca-se como o mais

crítico e exigente em relação a aspectos como as
infra-estruturas e recursos e a humanização
organizativa dos serviços. Os idosos não pareceram
preocupados com a burocracia dos serviços. Ape-
nas 1 em 88 mencionou este aspecto. Embora nem
todas as diferenças sejam estatisticamente significa-
tivas, os idosos mostraram-se, em geral, menos crí-
ticos e exigentes que os restantes grupos etários, à
excepção dos aspectos relacionados com custos e
taxas (Quadro IX).

Aspectos relacionados com estrutura
e recursos

Os aspectos relacionados com infra-estruturas e
recursos ocorreram espontaneamente a 192 pesso-
as (34,5%).

As respostas mais repetidas foram:

- melhorar as condições das instalações
- mais equipamento e/ou equipamento mais

adequado



- mais médicos

- reforçar e melhorar os recursos/potencial hu-
manos

- mais higiene e segurança nos hospitais e cen-
tros de saúde

- melhores condições de trabalho
- mais centros de saúde

- melhor organização e gestão
- mais enfermeiros

Alguns comentários bastante repetidos referiam-
se a aspectos muito específicos do Centro de Saú-
de do Lumiar, tais como:

- haver oftalmologistas e dentistas no Centro de
Saúde

- haver/concentrar mais recursos, exames com-
plementares de diagnóstico e consultas no
Centro de Saúde

- haver mais médicos de ginecologia,
dermatologia e pediatria no Centro

Outros comentários incidiram nos hospitais ou na
interligação entre estes e os centros de saúde:

- rede mais alargada de hospitais
- melhorar a articulação entre centros de saú-

de e os hospitais
- melhores condições de internamento
- melhorar capacidade dos serviços de urgência

Aspectos relacionados com custos e taxas

Os aspectos económicos foram espontaneamente
mencionados por 133 pessoas (24%). Os tipos de
respostas mais frequentes foram:

- os medicamentos deveriam ser mais baratos

- deveria haver maior comparticipação do Es-
tado nos custos dos medicamentos e exames

complementares de diagnóstico
- mais dinheiro para os serviços de saúde
- abolir ou.reduzir as taxas moderadoras

Aspectos relacionados com a acessibilidade

Os problemas de acessibilidade foram os que mere-
ceram comentários mais numerosos e imediatos dos

inquiridos. Foram espontaneamente referidos por 260
pessoas (47%) através de respostas tais como:

- mais facilidade em obter consultas
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- atendimento pronto quando é necessário
- menos tempo de espera para consultas de es-

pecialidade
- mais facilidade em obter exames complemen-

tares de diagnóstico e/ou tratamentos
- não esperar tanto tempo para operações

Algumas respostas referiram-se a aspectos or-
ganizacionais concretos como, por exemplo:

- não devia haver limitação de acesso aos hos-
pitais por área de residência/possibilidade de
escolha de hospital

- o CATUS deveria estar aberto 24 horas

As consultas no domicílio foram expressa-
mente abordadas por diversas pessoas, uma
das quais sublinhou «chego a ir de rastos ao
Centro de Saúde». As respostas sublinhavam em
geral que deveriam ser mais fácil obter consultas no
domicílio.

Aspectos relacionados com a humanização
organizativa dos serviços

Os aspectos relacionados com a humanização
organizativa dos serviços foram mencionados por
165 pessoas (30%). Referiram-se tanto a aspectos
de estrutura física dos serviços como às regras e
ambiente do seu funcionamento. As respostas mais
repetidas foram:

- diminuir o tempo de espera nas salas de es-
pera

- cumprimento de horários, evitando esperas
desnecessárias e aglomeração de pessoas

- atendimento mais rápido e humanizado nos
hospitais (sem macas nos corredores)

- atendimento mais organizado, personalizado
e rápido

- menos espera nas urgências dos hospitais
- mais humanização/personalização no CATUS
- liberdade de se poder escolher e de mudar de

médico
- não ser necessário haver «bichas»

- ser atendido sempre pelo mesmo médico
- os doentes deveriam poder ser acompanha-

dos nas urgências
- horários de consulta mais diversificados para

não ter de faltar ao emprego
- ter facilidade em marcar consultas pelo tele-

fone

- poder contactar o médico pelo telefone

9
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Aspectos relacionados com a burocracia

A questão da desburocratização ocorreu a 60 pes-
soas (11%). As respostas mais ou menos uniformes,
diziam respeito à necessidade de reduzir e simplifi-
car os procedimentos burocráticos no SNS.

Aspectos relacionados com as atitudes
dos profissionais para com os utentes/doentes

Os aspectos relacionados com as atitudes dos
profissionais foram, a seguir à acessibilidade, os re-
feridos por mais pessoas (260=41 % dos res-
pondentes). As respostas ilustram os desejos e
expectativas dos utentes neste domínio, sendo as
mais repetidas:

- atendimento pelos profissionais com mais
educação/respeito pela pessoa humana

- aumentar o profissionalismo de alguns médi-
cos/enfermeiros no respeitante ao relaciona-
mento humano

- o médico de família deve ter mais disponibili-
dade

- formação/educação do pessoal para o aten-
dimento correcto e atencioso dos utentes

Aspectos relacionados com a competência
técnico-científica dos profissionais

A qualidade e competência técnico-científica
dos profissionais foi mencionada por 18% dos inqui-
ridos. As respostas foram, em geral, bastante sim-
ples:

- mais competência técnico/profissional
- melhor assistência

- mais responsabilização dos médicos pelos
erros cometidos

- mais cuidado na observação clínica dos do-
entes

- me.lhorar os cuidados de enfermagem

Aspectos relacionados com a informação,
a educação para a saúde e a prevenção

As respostas que mencionaram a importância que
deveria ser dada à informação dos utentes, à edu-
cação para a saúde e à prevenção apesar de não
serem muito frequentes, ocorreram de imediato a
alguns dos inquiridos (11%). Incidiram sobre:
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- mais informação/educação sobre a utilização
dos serviços de saúde

- mais prevenção (incluindo aspectos ambien-
tais)

- mais educação para a saúde (vários aspec-
tos)

- mais informação sobre os direitos dos uten-
tes

Outros aspectos

Surgiram ainda, embora com pouca frequência, res-
postas sobre outros aspectos, nomeadamente sobre
a necessidade de tomar medidas ou criar um siste-
ma para atender e defender activamente os interes-
ses dos utentes.

Discussão

A recolha de opiniões sobre os serviços públicos de
saúde através de abordagens populacionais ofere-
ce várias vantagens em relação aos inquéritos aos
utilizadores dos serviços, sobretudo se tais inquéri-
tos decorrerem no momento da utilizaçã01o,14,15.Mes-
mo assim, o facto de parte das entrevistas ter
decorrido nas instalações do Centro de Saúde do
Lumiar e de os entrevistadores serem profissionais
do Centro de Saúde pode ter influenciado o tipo das
respostas.

O nível de participação obtido (72%), em rela-
ção à amostra aleatória recolhida, pode considerar-
se satisfatório, tendo em conta outros estudos deste
tip014,15.Deve no entanto ser tido em conta que os
grupos sociais mais marginalizados e o grupo dos
cidadãos mais ocupados ou activos (em geral adul-
tos jovens do sexo masculino) poderão estar sub-
representados em relação à sua dimensão real na
população residente na freguesia. Este facto pode
ter influenciado os resultados obtidos dado ter-se

encontrado associação estatisticamente significativa
entre a idade e as frequências dos grupos de con-
teúdo das resposta à pergunta aberta. No entanto,
a análise desagregada por grupo etário permitiu
controlar o efeito da sub-representação de alguns
grupos e concluir que uma maior taxa de
respondentes nos grupos mais deficitários (sexo
masculino 18-44 anos) apenas iria reforçar as posi-
ções relativas dos diversos aspectos mencionados.

As opiniões recolhidas dizem respeito apenas' à
população residente-a~ Freguesia do Lumiar e, ém
princípio, não são extrapoláveis para outras zonas
ou para a própria cidade de Lisboa. Porém, muitas



das opiniões devem reflectir a opinião e o sentir de
uma larga camada da população em relação aos
serviços públicos de saúde.

As características socioeconómicas e de escola-

ridade da população residente na Freguesia do
Lumiar, onde se integram bairros de classe média e
média alta a par de alguns bairros muito degradados
e grupos populacionais marginalizados (Plano de

Acção do Centro de Saúde do Lumiar- 1991) devem
ser tidas em conta ao analisar as opiniões e suges-
tões recolhidas. A elevada percentagem de pessoas
com mais de 9 anos de escolaridade e com cursos

médios e superiores justifica a formulação com muita
frequência de comentários de carácter técnico, pou-
co usuais numa população menos escolarizada.

O facto de a componente essencial dos resulta-
dos deste estudo assentar nas respostas a uma
pergunta aberta de carácter geral trouxe naturalmen-
te dificuldades na análise do seu conteúdo e requer
alguns cuidados na interpretação dos resultados
apresentados. Assim:

a) os comentários podem expressar, por vezes as
vivências pessoais mais recentes quando da
utilização dos serviços de saúde;

b) o número de pessoas que mencionou deter-
minado aspecto não corresponde a todas as
pessoas preocupadas com esse problema,
mas apenas àquelas a quem ocorreu falar dele
no momento da entrevista;

c) dado o carácter aberto da pergunta, as res-
postas espontâneas cobriram um espectro
vasto de aspectos. Por isso, a repetição dos
mesmos comentários ou sugestões por pes-
soas diferentes deve ser particularmente va-
lorizado.

O facto de mais de metade dos respondentes
disporem de um ou mais subsistemas, além do SNS
evidencia uma magnitude apreciável de duplicações
contrárias à utilização racional dos recursos da so-
ciedade, considerada no seu todo.

A atitude colaborante da grande maioria dos in-
quiridos (80%) evidencia o interesse dos cidadãos
pela melhoria dos seus serviços públicos de saúde.
Não é de estranhar que 12% dos respondentes não
tenham dado qualquer opinião na medida em que a
resposta a este tipo de perguntas exige um esforço
particular de avaliação e síntese crítica, difícil para
algumas pessoas (idosos, por exemplo), no momento
da entrevista. A proporção de pessoas que simplifi-
caram a sua resposta, quer afirmando que estava
tudo bem (3,6%) ou, pelo contrário, dizendo que
estava tudo mal (5,4%) foi relativamente diminuta.
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É de supor que num questionário com pergun-
tas fechadas pré-codificadas se obteriam frequênci-
as superiores às encontradas em relação aos
diversos aspectos a melhorar. A opção tomada per-
mitiu, no entanto, a expressão espontânea do que
mais preocupa os cidadãos. Assim, as frequências
com que a acessibilidade e as atitudes dos profissi-
onais foram mencionadas deve, de facto, preocupar
os responsáveis pelas políticas e pela administração
de saúde.

A acessibilidade e as atitudes dos profissio-

nais para com os utentes/doentes, destacam-se
claramente como os aspectos mais carentes de
melhoria na opinião de todos os grupos etários, tan-
to no sexo feminino, como no masculino.

Os aspectos relacionados com infra-estruturas e
recursos e com a humanização organizativa dos ser-
viços foram mais mencionados pelas pessoas do gru-
po etário 25-44 anos, onde predominam as pessoas
mais activas e que porventura representará uma ge-
ração mais crítica e exigente.

Os idosos parecem ser, em geral, menos exigen-
tes que qualquer outro grupo etário, à excepção dos
aspectos relacionados com custos e taxas em que
a frequência com que foram mencionados foi idênti-
ca às dos restantes grupos. Este facto poderá de-
ver-se à dificuldade que alguns idosos tiveram em
responder à pergunta aberta e/ou a uma tendência
para serem mais complacentes com o que lhes é
oferecido, até por comparação com as piores condi-
ções do passado.

A consistência interna dos resultados quanto às
frequências com que foram mencionados os diver-
sos grupos de aspectos pelas pessoas dos diversos
grupos etários e de ambos os sexos (Quadros VIII e
IX), valida suficientemente a metodologia mista qua-
litativa/quantitativa seguida no tratamento da variá-
vel «resposta à pergunta sobre o que deveria ser

melhorado nos serviços públicos de saúde».

Conclusões

- Mais de metade do cidadãos da freguesia
estudada está coberta por outros subsistemas
além do Serviço Nacional de Saúde, o que
pode condicionar desperdício e ineficiência do
sistema de saúde no seu todo;

- A acessibilidade aos serviços públicos de saú-

de e as atitudes dos seus profissionais para

com os utentes/doentes foram os aspectos
sentidos como mais carentes de melhoria;

- O facto de se terem encontrado diferenças
estatisticamente significativas nas frequênci-
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as com que certos aspectos foram menciona-
dos nos diversos grupos etários, e não se te-
rem encontrado diferenças entre os sexos,
parece traduzir uma variação geracional das
expectativas dos cidadãos;

- Há uma relativa unanimidade em relação aos
aspectos a melhorar, embora os idosos pare-
çam ser, em geral, menos «exigentes», à ex-
cepção dos aspectos relacionados com custos
e taxas.
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QUADRO I
DISTRIBUiÇÃO DOS RESPONDENTES POR
SEXO E IDADE

QUADRO 11
RESPONDENTES POR SEXO E GRUPO ETÁRIO

EM RELAÇÃO À AMOSTRA ALEATORIAMENTE
SELECCIONADA

Grupo Sexo Sexo
etário feminino masculino Total

n.' (%)' n.'(%)' n.' (%)'

18-24 28 (4,4) 26 ( 4,1) 64 ( 8,5)

25-44 118(18,6) 104 (16,4) 222 ( 35,0)

45-64 150 (23,6) 96 (15,1) 246 ( 38,7)

-65 72 (11,3) 40 ( 6,3) 112 ( 17,6)

Sem

informação - - 1 ( 0,2)

Total 368 (58,0) 266 (41,9) 635 (100,0)

.Aspercentagensreferem-seaototaldeindivíduos(n= 635)

Sexofeminino Sexomasculino

Grupo Amostra Respond. Amostra Respond.
etário (%) (%)

18-24 41 28 (68) 52 26 (50)

25-44 175 118(68) 166 104 (63)

45-64 187 150 (80) 133 96 (72)

> -65 86 72 (84) 46 40 (87)

Total 489 368 (75) 397 266 (67)

Amostraseleccionada:m=886

Respondentes:n = 635 (72%)
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QUADRO V

PROFISSÕES/OCUPAÇÕES DOS RESPONDENTES
Profissã%cupação

Advogados/Juristas/Juízes

Comerciantes e empresários industriais

Donas de casa

Economistas

Enfermeiros

Empregados de comércio e vendedores

Empregadas domésticas/limpezas

Engenheiros

Estudantes

Forças militares e militarizadas

Funcionários administrativos/serviços (Estado)

Funcionários administrativos/serviços (privados)
Gestores/ Administradores

Médicos

Motoristas

Operários especializados

Operários indiferenciados

Professores (Ensino primário e secundário)

Professores universitários

Quadros técnicos superiores diversos

Quadros técnicos médios diversos

Restantes profissões

Total*

QUADRO IV

SITUAÇÃO PROFISSIONAUACTIVIDADE
S~~~ N.9

Activos com profissão 355

Desempregados 28
Donas de casa 58

Estudante 35

Reformados 140

Outra situação 12
Total* 628

(%)

(56,5)

(4,5)

(9,2)

(5,6)

(22,3)

(1,9)

(100,0)

.n = 635; sem informaçáo = 7

Frequência

10

27

58

8

5

32

50

21

34

12

37

53

12

11

15

56

24

44

7

37

33

19

605

%

1,7

4,5

9,6

1,3

0,8

5,3

8,3

3,5

5,6

2,0

6,1

8,8

2,0

1,8

2,5

9,3

4,0

7,3

1,2

6,1

5,5

3,1

100,0
.n = 635; sem informaçáo = 30
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QUADRO 111

ESCOLARIDADE

Estudos concluídos N.9 %

Analfabeto 41 6,6

Sabe ler e escrever 31 5,0

Escolaridade básica (4-6 anos) 189 30,2
Ensino básico

- 5.Qano (9.Qano) ou equivalente 72 11,5
- 7.Qano (12.Qano) ou equivalente 77 12,3

Curso médio 48 7,7

Curso do ensino superior 167 26,7
Total* 625 100,0

.n =635; sem informaçáo = 10



QUADRO IX
«QUE DEVERIA SER MELHORADO NOS SERViÇOS DE SAÚDE?»

(ASPECTOS ABORDADOS, POR GRUPO ETÁRIO)

Grupos

de aspectos

Aspectos relacionados com acessibilidade

Aspectos relacionados com a atitude dos profissionais

Aspectos relacionados com infra-estruturas e recursos

Aspectos relacionados com a humanização organizativa

Aspectos relacionados com custos e taxas

Aspectos relacionados com a competên. técnico-científica

Aspectos relacionados com a burocracia

Aspectos relacionados com a informação, educação
p/saúde e prevenção

o que deveria ser melhorado nos seNiços públicos de saúde?

QUADRO VI
SISTEMAS/SUBSISTEMASDE ACESSO E/OU FI-
NANCIAMENTO DE CUIDADOS DE SAÚDE

QUADRO VII
. ADESÃO E TIPO DE RESPOSTA À PERGUNTA
ABERTA SOBRE O QUE DEVERIA SER MELHO-

RADO NOS SERViÇOS PÚBLICOS DE SAÚDE

Grupos etários - (%)
18-24 25-44 45-64

n = 557; foramexcluídasas 78 pessoasque nãoderamquafqueropinião

(respondentes/grupoetário:18-24= 49;25-44= 195;45-64= 225;2:65= 88)
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QUADRO VIII

«QUE DEVERIA SER MELHORADO NOS SERViÇOS DE SAÚDE?»
(ASPECTOS ABORDADOS, POR SEXO)

Grupos Sexo lem. Sexo masco Total Signo

de aspectos n.Q(%) n.Q(%) n.Q(%) Esta!.

Aspectos relacionados com a acessibilidade 159 (48,5) 101 (44,1) 260 (46,7) N.S.

Aspectos relacionados com a atitude dos profissionais
para com os utentes/doentes 135 (41,2) 93 (40,6) 228 (40,9) N.S.

Aspectos relacionados com infra-estruturas e recursos 108 (32,9) 84 (36,7) 192 (34,5) N.S.

Aspectos relacionados com a humanização organizativa
dos serviços (estrutura e funcionamento) 88 (26,8) 77 (33,6) 165 (29,6) N.S.

Aspectos relacionados com custos e taxas 85 (25,9) 48 (21,0) 133 (23,9) N.S.

Aspectos relacionados com a competência técnico-científica
dos profissionais 63 (19,2) 39 (17,0) 102 (18,3) N.S.

Aspectos relacionados com burocracia 29 ( 8,8) 31 (13,5) 60 (10,8) N.S.

Aspectos relacionados com a informação, a educação
para a saúde e a prevenção 37 (11,3) 22 (9,6) 59 (10,6) N.S.

n=557;foramexcluídasas78pessoasquenãoderamqualqueropinião

Situação Frequência ('lo)

Só SNS 265 (43,0)

SNS + ADSE 88 (14,3)
SNS + ADME 18 ( 2,9)
SNS + SAMS 29 ( 4,7)

SNS + serviços de saúde de empresa 39 ( 6,3)

SNS + org. privada pré-pagas 22 ( 3,6)

SNS + Seguro-doença 28 ( 4,5)
SNS + outro subsistema 41 ( 6,7)
SNS + 2 subsistemas 74 (12,0)
SNS + 3 subsistemas 12 (1,9)

Total' 616 (100,0)

, n=635;seminformaçãoou«nãosabe»= 19

1ipoderespostas Frequência (%)

Comentáriose sugestões concretos 506 (79,7)

Está tudo bem 21 (3,3)
Está tudo mal 30 (4,7)

Não responderam 78 (12,3)

Total 635 (100)

.n= 635;seminformaçãoou«nãosabe»= 19

Total Signo
>65 n.Q(%) Esta!.

(42,0) 260 (46,7) N.S.

(37,5) 228 (40,9) N.S.

(22,7) 192 (34,5) p<0,05

(17,0) 165 (29,6) p<0,05

(22,7) 133 (23,9) N.S.

(10,2) 102 (18,3) N.S.

(1,1) 60 (10,8) p<O,01

(4,5) 59 (10,6) N.S.

(49,0) (49,2) (45,8)

(42,9) (45,6) (37,8)

(28,6) (42,1) (33,8)

(28,6) (33,8) (31,1)

(28,6) (21,5) (25,3)

(20,4) (18,5) (20,9)

(12,2) (10,8) (14,2)

(8,2) (13,3) (11,1)
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Dados preliminares para o estudo da morbilidade
em psicogeriatria

Olívia Robusto Leitão*

RESUMO

O acompanhamento, ao longo de cinco anos (1991-96), dos doentes de uma Consulta de Psicogeriatria em Lisboa, revela resultados

que apontam para uma elevada prevalência de depressão e défice cognitivo, bem como de patologia cardiovascular nos idosos, que

sendo melhor vigiadas, levariam certamente a significativos benefícios quer para a população em causa, em particular, quer para a
comunidade em geral.

Palavras-chave: Psicogeriatria; Morbilidade; Doenças Cardiovasculares; Risco; Prevenção,

SUMMARY

The results 01 a live year lollow-up study (1991-96), at a Psychogeriatric Outpatient Clinic in Lisbon, allow us to think that there is a lÍigh

prevalence 01depression and impairment 01cognition, as well as cardiovascular diseases, which could be susceptible 01 better prevention, with
signilicant benelit lor the patients and the community.

Keywords: Psychogeriatrics; Morbidity; Cardiovascular Diseases; Risk; Prevention.

Introdução

No actual Sistema de Informação de Saúde Portu-
guês verifica-se ainda uma razoável falta de dados
relativamente à influência que determinadas doen-
ças sistémicas, nomeadamente as doenças car-
diovasculares, têm sobre a patologia de Saúde
Mental na 3.ê idade, mais especificamente em algu-
mas formas de doenças depressivas e defeito cog-
nitivo, ou mesmo demências2.3,6.

Objectivo

Uma mais sistemática e ampla informação de da-
dos colhidos em Consultas de Geriatria e Psicoge-
riatria permitiria alertar os colegas Internistas,
Generalistas e Cardiologistas para a vantagem
em melhorar o sistema de vigilância cardiovascular,
preventiva e curativa, em toda a população em ge-

.Assistente Graduada de Psiquiatria, Santa Casa da Misericór-
dia de Lisboa.

ral e ao longo de toda a vida, e nos idosos em par-
ticular7.

Neste caso concreto interessar-nas-ia, por exem-
plo, saber se uma vigilância precoce e mantida das
doenças cardiovasculares é susceptível de contribuir
para uma redução significativa das doenças
cerebrovasculares, e consequentemente da decor-
rente patologia afectivo-cognitiva no idoso.

Material e métodos

Procedeu-se assim à colheita de dados para o estu-
do da morbilidade numa população de 3.ê idade, re-
sidente numa área definida urbana, da velha Lisboa,
e frequentadora da mesma Consulta de Psico-
geriatria.

População sob observação

Todos os doentes são à partida incluídos e obede-
cem aos critérios usualmente utilizados nesta espe-
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cialidade (mais de 65 anos de idade e patologia psí-
quica ou cognitiva)'3. O atendimento é feito de for-
ma independente pela médica Psiquiatra e pela
Assistente Social, faltando na maior parte dos casos
uma razoável articulação com o Médico Internista ou
Generalista.

O diagnóstico psiquiátrico (Tab. 1 e 2) (Quadro 1),

foi efectuado com base na DSM-III-R4, por esta ser
universalmente aceite, e possibilitar um bom quadro
multidiagnóstico através do seus cinco eixos (isto é,
nas áreas psiquiátrica, médica e social). Esta infor-
mação diagnóstica consta na 1.~ folha de todos os pro-

cessos clínicos. O eixo II (referente a perturbações de
personalidade) foi aqui considerado equivalente ao
eixo I, dada a finalidade deste levantamento.

O diagnóstico médico (Tab. 3 e 4) (Quadro 11)

baseia-se na ICD 10 (International Classification of
Diseases, 10th edition), por ser universalmente aceite
e adequada ao estudo em questão.

O balanço geral dos dados é feito de 12 em 12
meses.

Resultados

Desde o início da Consulta (Abril 91) até agora (Abril
96) tem-se detectado, na generalidade, uma
prevalência predominante de depressões e de do-
enças cardio e cerebrovasculares (Quadro 111).

Verificou-se que é sobretudo nos casos com
patologia cardiovascular e, ou metabólica mal com-
pensada (tais como hiper ou hipotensões arteriais,
diabetes e dislipidémias), à qual corresponde o mai-
or número de patologia cerebral vascular, que se
encontra a prevalência mais elevada de depressões
e defeito cognitiv05 (Tab 1 e 3).

Regista-se um predomínio de mulheres em rela-
ção aos homens (Tab. 5), sendo o grupo etário dos
65 aos 69 anos maioritário em ambos os sexos.

Os óbitos conhecidos situam-se na faixa etária

dos 80-89 anos (Tab. 6).

Desenvolvimento

Numa 2.~ fase prevê-se:

1.Q Considerar factores diversos associados (de
eventual confundimento tais como: pobreza,
solidão, estilos de vida, ocupação, acuidade
diagnóstica).

2.9 Avaliar a eficácia de uma vigilância médica
regular nas áreas temáticas indicadas
(cardiovascular e metabólica).
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3.Q Determinar a significância estatística.

Conclusão

A finalidade é proceder à divulgação de dados de
uma amostra da população portuguesa, e simulta-
neamente informar e alertar os colegas de Medicina
Interna, Clínica Geral, Geriatria e Cardiologia para
uma vigilância permanente que se afigura de fácil
execução e relativo baixo cust08.9,quando compara-
da com os elevados encargos financeiros e huma-
nos que um idoso deprimido, intelectualmente
limitado e fisicamente incapacitado, em regra e bem
cedo acaba por representar11.

Estas considerações parecem pertinentes peran-
te uma população idosa, que aparenta ter uma ele-
vada prevalência de depressão, défice cognitivo de
grau variado, e doenças cardio e cerebrovas-
culares '0. '2.14.15.16.'7.
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APÊNDICE

TABELA 1
CONSULTA DE PSICOGERIATRIA
Misericórdia de Lisboa

MORBILlDADE PSIQUIÁTRICA 24-05-1996

N=255
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PatologiaPsiquiátrica DSMIIIR H6S-69M6S-69H70-74M7o-74H75-79 M7S-79H80-84M80-84H8S-89M8S-89H90-94M90-94

Semperturbaçãopsiouiátrica 71.09 O 1 O 5 3 2 2 1 O O O O

Perturbaçãodeadaptação 309 2 2 2 1 O 1 O 2 O 1 O O

Alteraçãodocomportamento 312.39 1 1 O O O O O O O O O O

Perturbaçãodapersonalidade 301 9 7 5 7 2 9 1 5 O 4 O O

Acompanhamentotemporário(Iife-event) 62.89 1 2 1 1 O 2 O 1 O O O O

Perturbaçãoansiosanãoespecífica 300 2 7 2 1 O 2 O O O 1 O O

Perturbaçãodistímica 300.4 O 5 O 4 O 2 O 1 O O O O

Perturbaçãodissociativanãoespecíf. 300.15 O O O O O O O O O O O O

Perturbaçãosomatofonne 300.7 O O 2 1 O 1 O O O O O O

Perturbaçãoobsessivo-compulsiva 300.3 O O 1 O O O O O O O O O

Perturbaçãodepânico 300.01 O O O O O O O O O O O O

Perturbaçãodepressiva(nâoespec./reacf.) 311 5 13 4 12 3 8 O 5 O O O O

Depressâomajor 296 3 8 O 7 1 4 O 2 O O O O

Ciclotimia 301.13 O 1 O O O 1 O 1 O O O O

Perturbaçãobipolar 296.7 2 4 1 O O 2 O O O O O O

Provávelperturbaçãotímicaorgânica 293.83 O 5 O 3 O 3 O 2 O O O O

Perturbaçãoparanóide 297.1 1 O O 3 O O O O O O O O

Perturbaçãodelirante 297.1 O 2 2 1 O 3 O 2 O O O O

Perturbaçãodeliranteorgânica 293.83 O 1 O O O O O 2 O 3 O O

Estadoalucinatórioorgânico 293.82 O O O O O 1 O O O 1 O O

Perturbaçãomnésticanãoespecifica 294 1 3 1 O O 4 O 1 O 1 O O

Pertiurbaçãocognitivaminor 1 3 O O O 2 O 1 O O O 1

Perturbaçãocognitivaacentuada O O O 2 O 2 O O O O O O

Perturbaçãomentalorgânicanãoespec. 294.8 O 1 O O 1 O 1 O O O O 1

Demência? 290 O O O O O 2 2 O O 1 O O

Demência(confirmada) 290 4 7 1 3 O 1 O 4 O 1 O 1

Dependênciaetilica 303.9 1 2 2 1 1 O O O O O O O
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TABELA 2
CONSULTA DE PSICOGERIATRIA
Misericórdia de Lisboa

MORBILlDADE PSIQUIÁTRICA 24-05-1996

N=255

18

PatologiaPsiquiátrica DSMIIIR Total65-ô9 Total70.74 Total75.79 Total80.U Total85-89 H9D-94 Total90.94 Total65.94

Semperturbaçãopsiquiátrica 71.09 1 6 5 3 O O O 15

Perturbaçãodeadaptação 309 4 3 1 2 1 O O 11

Meraçãodocomportamento 312.39 2 O O O O O O 2

Perturbaçãodapersonalidade 301 16 13 11 6 4 O O 50

-<>A6ompanhamentotemporário(Iite-event) 62.89 3 2 2 1 O O O 8

Perturbaçãoansiosanãoespecífica 300 9 3 2 O 1 O O 15

Perturbaçãodistímica 300.4 5 4 2 1 O O O 12

Perturbaçãodissociativanãoespecíf. 300.15 O O O O O O O O

Perturbaçãosomatoforme 300.7 O 3 1 O O O O 4

Perturbaçãoobsessivo-compulsiva 300.3 O 1 O O O O O 1

Perturbaçãodepánico 300.01 O O O O O O O O

Perturbaçãodepressiva(nãoespec.lreact.) 311 18 16 11 5 O O O 50

Depressãomajor 296 11 7 5 2 O O O 25
Ciclotimia 301.13 1 O 1 1 O O O 3
Perturbaçãobipolar 296.7 6 1 2 O O O O 9

Provávelperturbaçãotímicaorgãnica 293.83 5 3 3 2 O O O 13

Perturbaçãoparanóide 297.1 1 3 O O O O O 4

Perturbaçãodelirante 297.1 2 3 3 2 O O O 10

Perturbaçãodeliranteorgánica 293.83 1 O O 2 3 O O 6

Estadoalucinatórioorgãnico 293.82 O O 1 O 1 O O 2
Perturbaçãomnésticanãoespecífica 294 4 1 4 1 1 O O 11

Pertiurbaçãocognitivaminor 4 O 2 1 O O 1 8
Perturbaçãocognitivaacentuada O 2 2 O O O O 4

Perturbaçãomentalorgãnicanãoespec. 294.8 1 O 1 1 O O 1 4
Deméncia? 290 O O 2 2 1 O O 5
Deméncia(confirmada) 290 11 4 1 4 1 O 1 22

Dependénciaetílica 303.9 3 2 2 1 1 O O 7
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TABELA 3
CONSULTA DE PSICOGERIATRIA
Misericórdia de Lisboa

MORBILlDADE MÉDICO-CIRÚRGICA 24-05-1996

N=255

19

Patologiamédico-cirurgica H65-69 M65-69 H7o-74M7o-74H75-79M75-79Hao-84 M80-84Ha5-a9Ma5-a9 H9O-94M90-94 Total65-94

Alteraçãomédicanãoesclarecida O O O O O O O O O O O O O
latrogeniamedicamentosa O O O O O O O 1 O O O O 1
D.cardiaca 4 20 3 19 6 14 3 6 O 3 O 2 80

D.vascularperiférica 2 4 2 1 O 2 O O O 1 O O 12
D-vascularcerebrai 5 7 2 6 2 5 O 1 O O O O 28

Hipertensãoarterial 6 19 3 13 2 19 2 2 O 3 O O 69
Disiipidémia 2 8 1 11 1 1 O 3 O 1 O O 28

Hiperuricémialurémia 4 1 O 1 O 2 O O O 2 O O 10
Diabetes 4 2 1 1 O 7 O 4 O O O O 19
Anemia O 3 1 2 O 1 1 O O O O O 8
D.sangue(outras) O 1 O O O 1 O O O O O O 2

Desnutrição O 1 O O O O O O O O O O 1
Déficefolatos/vit.B12 O 1 O O O O O O O O O O 1
Disfunçãotiróide O 4 O 2 O O O O O O O 1 7

D-apar.respiratório 3 O 1 O 7 O 5 O O O O O 16
D.ginecologia 2 O 2 O O O O O O O O O 5
D.Dermatologia O O 1 1 O O O O O O O O 2
D.ORL 2 5 2 7 1 1 O 2 O 4 O O 25
Glaucoma 1 6 1 O O 2 O 1 O O O O 11
Catarata O 5 1 4 O 6 O 3 O O O O 19
Amaurose 2 1 O 2 O 2 1 2 O O O O 10
Quistorenal O O O O O O O O O O O O O
D.Nefro-Urologia(semquistorenal) 6 6 2 1 3 3 3 2 O 1 O O 27
D.Reumatologia 2 7 3 10 2 8 2 3 O 1 O 1 39
D.Ortopedia 1 O 2 O O O O O O 1 O O 4
D.infecciosa O O O O O O O O O O O O O
Alergias 3 1 1 O 2 O O O O O O O 8
Cefaleiasacentuadas O 2 O 1 O 2 O O O 1 O O 6
Tremor O 3 1 5 1 O O 2 O O O O 12
Estereotipiasacentuadas O 1 1 1 O O O O O O O O 3
D.Parkinson 1 1 O 2 O 2 1 O O O O O 7
Patol.neurocirurgia 1 1 O 2 1 O O O O O O O 5

Lesãocerebralorgân.(nãotumoral,nemvasc.) 5 6 1 1 O 4 1 O O O O O 18
Epilepsia 1 3 O O O O O O O O O O 4
Cirurgiageral O 2 1 1 1 O O 1 O O O O 6
Tumoresmalignos O O O O 2 O O 1 O O O O 3
D.aparogastrintestinal 9 9 3 9 4 4 O 6 3 O O O 47

Vidasocioeconómico-familiar
.Problemasgraves 1 O O O O O O O O O O O O
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TABELA 4
CONSULTA DE PSICOGERIATRIA
Misericórdia de Lisboa

MORBILlDADE MÉDICO-CIRÚRGICA 24-05-1996

N=255

20

Patologiamédico-cirúrgica Total65-69 Total70-74 Total75.79 Total80-84 Total85-89 Total90-94 Total65-94

Alteraçãomédicanãoesclarecida O O O O O O O

latrogeniamedicamentosa O O O 1 O O 1

D.cardíaca 23 23 20 9 3 2 80

D.vascularperiférica 6 3 2 O 1 O 12

D.vascularcerebral 12 8 7 1 O O 28

Hipertensãoarterial 25 16 21 4 3 O 69

Dislipidémia 10 12 2 3 1 O 28

Hiperuricémia/urémia 5 1 2 O 2 O 10

Diabetes 6 2 7 4 O O 19

Anemia 3 2 1 1 O O 8

D.sangue(outras) 1 O 1 O O O 2

Desnutrição 1 O O O O O 1

Déficefolatoslvil.B12 1 O O O O O 1

Disfunçãotiróide 4 2 O O O 1 7

D.apar.respiratório 3 1 7 5 O O 16

D.ginecoiogia 2 3 O O O O 5

D.Dermatologia O 2 O O O O 2

D.ORL 7 10 2 O 2 4 25
Glaucoma 7 1 2 1 O O 11
Catarata 5 5 6 3 O O 19
Amaurose 3 2 2 3 O O 10

Quistorenal O O O O O O O

D.Nefro-Urologia(semquistorenal) 12 3 6 5 O O 27

D.Reumatologia 9 13 10 5 1 1 39

D.Ortopedia 1 2 O O 1 O 4
D.infecciosa O O O O O O O

Alergias 4 2 2 O O O 8
Cefaleiasacentuadas 2 1 2 O 1 O 6

Tremor 3 6 1 2 O O 12

Estereotipiasacenfuadas 1 2 O O O O 3

D.Parkinson 2 2 2 1 O O 7

Patol.neurocirurgia 2 2 1 O O O 5

Lesãocerebralorgân.(nãotumoral,nemvasc.) 11 2 4 1 O O 18

Epilepsia 4 O O O O O 4

Cirurgiageral 2 2 1 1 O O 6

Tumoresmalignos O O 2 1 O O 3

D.aparogastrintestinal 18 12 8 O O O 47

Vidasocioeconómico-familiar

Problemasgraves O O O O O O O



QUADRO I
CONSULTA DE PSICOGERIATRIA

Misericórdia de Lisboa

PATOLOGIA PSIQUIÁTRICA (DSM-III R)

(N = 255) (Abril 91-Abril 96)
No"Casos

Pert Depressiva (Não específ. ou reactiva)
Depressão major

Perto bipolar

Provável perto tímica orgânica
Ciclotímia
Perturbo da personalidade
Demência
Demência (possível?)

Perto cognitiva
Perto mnéstica não específica

Perto ansiosa não específica

Perto distímica (tardia?)
Perto de adaptação
Perto delirante

Perto delirante orgânica

Estado alucin. orgânico
Perturbo paranóide

Perto obsessivo-compulsiva
Perturbo somatoforme

Altero do comportamento
Acompanham. temporário pontual

Sem perturbo psiquiátrica

50
25

9
13
3

50
22
5

12
11
15
12
11
10
6
2
4
1
4
2
8

15

QUADRO 111
CONSULTA DE PSICOGERIATRIA

S. Psiquiatria-Misericórdia de Lisboa
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QUADRO 11

CONSULTADE PSICOGERIATRIA

Misericórdia de Lisboa

PATOLOGIA MÉDICO-CIRÚRGICA

(N =255)

(Abril 91-Abril 96)
No" Casos

Alteração médica não esclaro
D. cardíaca
Hipertensão arterial
Do Vascular Cerebral

Do Vascular Periférica
Do Gastrintestinal

Do Reumática (acentuada)

Dislipidémia
Diabetes

Hiperuricémia
Lesão Cerebral Orgânica

Urologia/Nefrologia

Otorinolaring.
Cataratas
Glaucoma
Amaurose
Cefaleias (acentuadas)
Epilepsia
DoApar. Respira!.
Tremor
DoParkinson
Alergias
Desnutrição
Disfunção da tiróide
Cirurgia Geral
DoHematologia
DoGinecológica
D. Dermatológica
Tumores malignos
D. Ortopédica
D. Neurocirúrgica
Défice FolatoNi!. 812

latrogenia medicamentosa

o
80
69
28
12
47
39
28
19
10
18
27
25
19
11
10
6

N4
16
12
7
8
1
7
6

10
5
2
3
4
5
1
1

21

DeI. cogn o Do cardio

gepressão ligo+ Demências e cerebrovasc. Diabetes Dislipidémias Doentes

(no"casos) (no"casos) (n." casos) (no"casos) (no"casos) (no"total)

Abro 91-92 28 13 46 5 3 64

Abr. 91-95 85 46 158 17 23 196

Abr. 91-96 100 50 205 19 28 255
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TABELA 5
CONSULTA DE PSICOGERIATRIA

S. Psiquiatria-Misericórdia de Lisboa

Abr. 1991-96 N = 255 (H = 58; M = 197)

22

TABELA 6
ÓBITOS PARTICIPADOS
CONSULTA DE PSICOGERIATRIA

S. Psiquiatria-Misericórdia de Lisboa

Abr. 1991-96 N = 255 (H = 58; M = 197)Idade Homens Mulheres Total Falecidos

65-69 21 66 90 3

70-74 11 48 60 1

75-79 13 36 51 2

80-84 6 24 34 4

85-89 1 8 13 4

90-94 1 5 7 1

Idade Homens Mulheres Total

65-69 O 3 3

70-74 1 O 1

75-79 2 O 2

80-84 1 3 4

85-89 1 3 4

90-94 O 1 1
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Some aspects of cellular immune response
to recombinant hepatitis 8 virus surface antigen
in haemodialysed chronic carriers
of hepatitis 8 virus

Albertina M. Freitas*

Artur A. Paiva*

Ana M. C. Silva*
José M. C. Gomes*

Henriqueta Brêda Coimbra*

RESUMO

Neste estudo analisámos alguns aspectos da resposta imunológica celular em hemodialisados (HD) portadores crónicos do antigénio

de superfície do vírus da hepatite B (AgHBs).

O nosso objectivo foi averiguar se a resposta imunológica aberrante, observada nesses doentes, resultava de deficiências nas cé-

lulas imunocompetentes e/ou de algum factor sérico inibidor específico.

Comparámos a resposta proli.ferativa celular (pelo emprego de testes de transformação linfoblástica) ao AgHBs recombinante dos
HD portadores crónicos com a de alguns grupos controlo (HD seronegativos e com anticorpos anti-HBs adquiridos por infecção

natural ou por vacinação), na presença de soros autólogos ou heterólogos. Avaliámos também o status imunológico dos portadores

crónicos e dos grupos controlo pelo emprego de alguns testes imunocitoquímicos e funcionais.

Os nossos resultados mostraram uma diminuição significativa da proliferação linfocitária ao AgHBs nos HD portadores crónicos,

relativamente aos grupos controlo. Não se verificaram, contudo, ao nível estudado, diferenças significativas no status imunológico.

Além disso, o soro dos HD portadores crónicos pareceu não conter um factor inibidor específico da resposta ao AgHBs recombinante.

Palavras-chave: Hemodialisados, portadores-crónicos, proliferação-celular, AgHBs.

SUMMARY

In Ihis report we analysed some aspecls 01 cellular immune response in haemodialysed (HD) chronic carriers 01 hepalilis B surface anligen

(HBsAg).

In order lo investigale il the aberrant immune response lo HBsAg observed in Ihese palienls results lrom deliciencies in lhe immunocompelenl

cells and/or lrom specilic inhibilor serum lactor, we compared lhe cellular response 01HD chronic carriers to recombinanl HBsAg (rHBsAg) wilh

HD conlrol groups [palienls wilh nalurally or artilicially acquired anti-HBs anlibodies and HD wilhoul hepalitis B (HBV) virus-relaled markers]

bolh in lhe presence 01 aulologous or heterologous sera. We ais o evalualed lhe immunological cellular status 01 chronic carriers and conlrol

groups using some immunocy1ochemical and lunclional lesls.
Our results show a signilicantiy lower response lo HBsAg in the chronic carriers when compared wilh lhe control groups in spile 01the lacl Ihat

lhe immunological s/atus, as evaluated in this study, did nol show statislically signilicanl differences. Besides, the sera exclude lhe presence

01 a specilic inhibilor lactor 01 rHBsAg response in lhe sera 01chronic carriers.

Keywords: Haemodialysed, chronic-carriers, cellylar-proliferation, HBsAg.

* Hislocompatibility Centre 01 Coimbra
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Some aspects of cellular immune response to recombinant Hepatitis B virus

Introduction

In the majority of cases of infection with HBV hepa-
tocellular necrosis is followed by viral elimination and
recovery1,2.However, in some patients (usually 5-10%
of infected adults) high levels of viral surface anti-
gen in the blood persist for several years or even for
a lifetime and antibodies against HBsAg do not ap-
pear. The virus survives in the hepatocytes1 or in the
other, types of cells3 and the patient becomes a
chronic carrier. In the haemodialysis units in the
Central Region of Portugal, the percentage of chronic
carriers exceeds 14%. This finding prompted us to
undertake a more detailed study of the physio-
pathogenesis of HD chronic carriers. Previous re-
ports showed that these patients have a selective
defect in their host immune response to HBV4-6.
Nevertheless, there is marked immunological
heterogeneity among patients with chronic HBV
infection: some individuais show enhanced supressor
cell function and others respond as normal in-
dividuais. Some authors share the opinion that
viral persistence seems to be predominantly
due to the immunoregulatory abnormalities caused
by HBV or by viral protein products7,B. Others
suggest that, as observed with healthy individuais
vaccinated with the viral surface antigen who do
not sinthetize the correspondent antibody, ge-
netic factors could contribute to the HBs antigenemia9'
13.In addition, viral envelope mutants could also oc-
cur which enable the virus to escape the immune
su rveillance 14-19.

Materiais and methods

Patients. We studied 4 groups of haemodialysed
subjects (Table I): chronic carriers of HBV (CCHBV,
n = 9); patients with anti-HBsAg antibodies acquired
by viral infection (ANTI-HBs Pos, n = 9) or by vacci-
nation (VACC., n = 7) and patients without HBV-re-
lated markers (HBV Neg., n = 5). Ali patients were
negative to HBV-DNA, anti-hepatitis C virus and anti-
HIV-1 and 2. We did not find anti-HLA antibodies in

any patients serum.
Ser%gy. Serological markers (HBsAg, HBeAg,

Anti-HBs, Anti-HBe, Anti-HBc, Anti-HCV and Anti-HIV-
1 and 2) were measured by commercial RIAs or ElAs
(Abbott Laboratories, Wokingham, U.K.; Sorin
Biomedica, Saluggia, Italy; Ortho Diagnostics,
Rakitan, N.J. USA and Genetic System Corporation,
Redmond, USA).

Cell iso/ation and eu/ture eonditions. Periph-
eral blood mononuclear cells (PBMC) were obtained
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by centrifugation over a «Ficoll-Hypaque» gradient
(Lymphoprep - Nycomed Pharma, Oslo, Norway)
from heparinised venous blood prior to the start of a
dialysis session. With the aim of analysing cellular
proliferation to rHBsAg (SmithKline Biologicals,
Rixensart, Belgium), 1x105 PBMC were distributed in
0,2 ml aliquots into flat-bottomed 96-well plate and
cultured in the presence of different concentrations
of rHBsAg (10,25,50 and 100 pg/ml). We used as
complement functional test the blast transformation
tes12o-22performed with phytohaemagglutinin (PHA,
Welcome Diagnostics, England; 1 J.tg/ml, final dilu-
tion), pokeweed mitogen (PWM - Gibco Life Tech-
nologies, Grand Island, N.V., USA, 1/500 final dilution)
and 4~-phorbol-12~ miristate-13a-acetate (PMA,
Sigma, Chemical Company, St. Louis, USA, 25 ng/
ml final dilution). These concentrations were chosen
since they gave maximal cellular proliferation in
CCHBV and in control groups Iymphocyte cultures.
Both cellular cultures were incubated at 37° C in a

moist atmosphere of 5% CO/95% humidified air en-
vironment for 3 (mitogenic cultures) or 7 days (anti-
genic cultures). RPMI1640 (Gibco - Life Technologies,
Paisley, Scotland) supplemented with penicillin/strep-
tomycin (Biologicallndustries; 200 UI/ml and 200 J.tg/
ml, respectively), amphotericin B (Fungizone, Gibco-
Life Technologies Grand Island, N.V. USA; 12,5 J.tg/
ml) and 10% of autologous serum or heterologous
pools of sera (of HBV-Neg., ANTI-HBs Poso and
CCHBV groups) was the culture medium employed.

In order to access 11-2(Biotrak, Amersham Inter-
national, U.K.; ELlSA method) and 11-2receptor, af-
ter mitogenic or antigenic stimulus, cells were
cultivated at 2x106/ml (3 ml) with the same culture
medium for 2 days (with PHA and PMA) and 6 days
(with rHBsAg).

B/ast transformation. Cell cultures were pulsed

with 1J.tCi of 3H-thymidine eH-TdR, 1 mCi/ml;
Amersham) for 18 h before harvesting and after 3 or
7 days in culture. Incorporation of 3H-TdR was mea-
sured by a standard liquid scintillation counting tech-
nique20after collecting the cells onto filters. Data were
expressed as the average counts per minute (cpm)
for quadriplicate cultures.

In control cultures the mitogen was omitted.
Staining. Fresh PBMC (1-2x1 06)were first incu-

bated with mouse monoclonal antibodies (mAb) to
human CD3, CD4, CD8, CD25 (Dako, Denmark) for
30 minutes at 4° C and subsequently with rabbit fluo-
rescein-conjugated anti-mouse mAbs under similar
conditions (indirect method); we also incubated
PBMC with sheep fluorescein-conjugated anti-human
surface immunoglobulins (slg) (Wellcome Diagnos-
tics, England) (direct method).



Mitogen-stimulated PBMC (only incubated with
PHA and PMA) were first stained by direct method
with mouse rodamine-conjugated anti-human C04 or
COS mAbs (Coulter Immunology, Hialeah, Florida)
and thereafter by indirect method to the C025 marker,
as already described.

The PBMC were anlysed using a flow cytometer
(Epics-Profile II-Coulter)23.

Statistical analysis. Comparisions between
groups were made using the Student's t - test for
unpaired data and p<0,05 was considered signifi-
cant.

Results

Evaluation of Iymphocyte proliferation to rHBsAg

in the presence of autologous serum

The results (evaluated in stimulation index:t standard
error - SI :t SE) showed that the CCHBV group have
a proliferative response of 2,41 :t 0,14; the ANTI-HBs
Pos group of 2,79:t 0,25 and the VACC group of 3,94
:t 0,79, whereas the HBV Neg group did not show
any response (SI < 2) (Table 11).The proliferative
response that we have found in the CCHBV group
revealed a statistical significance when compared
with VACC group (p = 0,0001) and with ANTI-HBs
Pos group ( p = 0,042).

Six out of the 9 patients of the ANTI-HBs Pos and
the CCHBV groups and 6 out of 7 of the VACC group
were considered responders (individual SI ;:o: 2),
whereas none of the patients without HBV-related
markers responded. In addition, while CCHBV pa-
tients preferably used rHBsAg concentrations above
50 pg/ml (4 out of the 6 responders) the other groups
used concentrations below that value (4 out of 6 and
5 out of 6 responders in the VACC and ANTI-HBs
Pos groups, respectively).

Influence of heterologous sera in cel/ular

response to rHBsAg

The effect of pools of the different sera on rHBsAg
induced Iymphocyte transformation, the number of
responders and the number of patients who needed
concentrations of 50 pg/ml or below to produce sig-
nificant cellular response (SI higher or equal to 2) is
shown in Fig. 1.

Cellular cultures of the two groups with anti-HBs
antibodies in the presence of pooled sera from
chronic carriers showed a proliferative response
(mean of SI) of 2,15 in the HO anti-HBs positive group
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and 1,50 in the HO VACC group. The later group have
a statistically significant difference (p = 0,0006) when
compared with autologous sera (mean of SI = 3,94).

In the VACC group 2 out of the 6 patients are
responders (individual SI ;:o: 2), one of those needed
rHBsAgconcentrations:o:; 50 pg/ml. In the anti-HBs
positive group 4 out of 7 patients are responders, two
of those required lower concentrations of rHBsAg.

In the presence of pooled sera from HO without
serological markers of HBV we found a proliferative
response of 2,19 in cellular cultures of the CCHBV
group and 2,S3 in the cultures of the HO with anti-
bodies acquired by viral infection. In the CCHBV
group 4 out of 7 HO are responders and ali of them
needed concentrations below or equal to 50 pg/ml.
In the ANTI-HBs Pos group 4 out of 7 are respond-
ers, 3 of those required lower concentrations of
rHBsAg (:O:; 50 pg/ml).

Cellular cultures of CCHBV and VACC groups in
the presence of pooled sera from patients with anti-
HBs antibodies revealed a proliferative response of
1,35 in the CCHBV group and 3,50 in the VACC
group. The forme r group have a statistical signifi-
cance (p = 0,032) when compared with autologous
sera (mean SI of 2,26). In the CCHBV group none of
the patients responded (SI < 2), whereas in the VACC
group 5 out of 6 HO are responders (individual
SI ;:o: 2), 4 of them requiring concentrations below or
equal to 50 pg/ml.

Pool of sera of chronic carriers contained 27

J.1.g/mlof HBsAg.
In ali tested cultures IL-2 was undetectable by the

available test (data not shown).

Evaluation of immune status of HD patients

Cellular phenotyping. Comparative immunocy-
tochemical test performed with PBMC did not show
significant differences in the T and B cellular popula-
tions and in T subpopulations between CCHBV and
control groups (table 111).

Cellular activation. The analysis of the IL-2 recep-
tor expression on C04 and COS T-cell subsets after
PBMC stimulation with PHA and PMA did not show

statistically significant differences between CCHBV
and control groups (table IV).

In addition, there was also no differences in the
dosage of IL-2 in supernatants of mitogen (PHA and
PMA) cultures performed in CCHBV and in control
groups.

Cell proliferation. Cell proliferation as measured
by Iymphocyte transformation in response to PHA,
PMA and PWM (evaluated in SI) did not show statis-
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tically differences between patients of the HO CCHBV

and of the control groups (table V).

Discussion

Our results showed that chronic carriers of HBV had

a significantly decreased Iymphocyte transformation in

response to rHBsAg when compared to the control

groups, requiring higher rHBsAg concentrations to

obtain maximal response. In order to explain this im-
pairment of the proliferative response in chronic carri-
ers of HBV we measured the Iymphocyte transfor-
mation to rHBsAg after substituting autologous sera
for heterologous sera derived from the other groups.

When we stimulated Iymphocytes of
haemodialysed with anti-HBs antibodies acquired
either by viral infection or by vaccination with rHBsAg,
in the presence of pooled sera of chronic carriers,
that contain a high concentration of viral surface
antigen, we verified a decrease both in Iymphocyte
proliferation and in the percentage of patients that
required rHBsAg concentration less than 50 pg/ml.
These results seem to suggest that chronic carriers
sera, containing an excess of HBsAg, block the
rHBsAg capture or peptidic presentation to Iympho-
cytes, as seems to be confirmed by cellular cultures
of CCHBV in the presence of pooled sera from HO
patients without serological markers of HBV by re-
ducing the concentrations of rHBsAg to obtain maxi-
mal response.

To exclude this interference in cultures of CCHBV

in presence of autologous sera, we also studied the
cellular behaviour of these patients to rHBsAg in the
presence of pooled sera from haemodialysed with-
out serological markers of HBV. This pool of sera
showed little effect both in the number of responder
patients and in the intensity of proliferative response,
confirming that the decreased response seen in cul-
tures of CCHBV in the presence of autologous se-
rum is probably dependent on a defect in antigen
presenting cells or in T Iymphocytes.

To support the hypothesis of cellular deficiency we
studied the influence of the pool of sera from patients
with anti-HBs antibodies, acquired by viral infection,
on cellular cultures from chronic carriers. On contrast

to what we would expect in the light of theory, Le., an
increase in rHBsAg uptake with the consequent effi-
ciency in antigen presentation process and cellular
clonal expansion24,25,none of the chronic carriers pa-
tients showed a significant proliferative response.

However, in these cultures, when we increased
one hundred times rHBsAg concentration in one
nonresponder patient we obtained a proliferative re-

':W"..''"""1"""/. '
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sponse (SI = 2,30) similar to that we had observed
in cultures made with autologous sera (SI = 2,23).
This may signify that after ali, subsequently to the
neutralizition of the antibodies, the remainder rHBsAg

is preferably captured by phagocytosis and not by Fc
receptor via.

The results obtained in tests used to evaluate

immunological cellular status of patients did not show
significative statistic differences among the several
groups.

Some studies have shown that IL-2 production

by PBMC in chronic HBsAg carriers is substantially
reduced compared to normal controls26. Unfortu-
nately, IL-2 in cultures with rHBsAg was below the
limit detection of the used test, both in chronic carri-
ers and in patients with anti-HBs antibodies.

In conclusion, our data demonstrated that the

impairment of cellular proliferative response in chronic
carriers of HBV to rHBsAg is quite complex and could
not be attributed to a specific inhibitor factor of cellu-
lar immune response suggesting a defect in antigen
presenting cells and/or T Iymphocytes.
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TABLEI

SEROLOGICALMARKERS OF STUDlED HAE-
MODlALYSEDGROUPS.

TABLE 11

TABLE REPRESENTATIVE OF PROLlFERATIVE

RESPONSE (MEAN OF SI :!: SE) OF CELLULAR
CULTURES FROM STUDIED GROUPS TO rHBsAg
IN PRESENCE OF AUTOLOGOUS SERA, NUM-
BER OF PATIENTS CONSIDERED RESPONDERS

AND AMONG THESE, THOSE WHO USED rHBsAg
CONCENTRATIONS ([rHBsAg]) BELOW OR
EQUAL 50 PG/ML.

~

IN!IIA

It, BLlO!E~C_~
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HBsAg HBeAg Anti-HBc Antl-HBe Anti-HBs
HD

CCHBV + - + + -

ANTI-HBSPOS - - + +/- +

HBVNeg
- - - - -

VACC - - - - +

HD SI (Mean:t SE) n:[rHBsAg]$50pglml
(n) (n)

CCHBV 2,41 :!:0,14 n=2

(n = 9) (n = 6)

ANTI-HBS POS 2,79:!: 0,25 n=5

(n = 9) (n = 6)

VACC 3,94 :!:0,79 n=4

(n = 7) (n =6)

HBVNeg - n=O

(n = 5) (n = O)
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TABLE 111

MEDIAN (:I::SE) PERCENTAGE OF LVMPHO-

CVTES EXPRESSING MEMBRANE MARKERS,

OBTAINED BV FLOW CVTOMETRV.

TABLEIV

MEDIAN PERCENTAGE (:I::ES) OF CD25 EX-
PRESSION ON T-CELL SUBSETS FOLLOWING

STIMULATIONOF PBMC WITH PHA AND PMA.

TABLEV

BLAST TRANSFORMATION (EVALUATED IN

MEAN OF SI :I::SE) OF PBMC WITH PHA, PMA
AND PWM.
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FIGURE 1

EFFECT OF THE PRESENCE OF POOLED SERA

ON rHBsAg-INDUCED LVMPHOCVTE TRANS-

FORMATION(MEAN SI) IN THE REPRESENTED
GROUPS. .

SI 4

3,5
3

2,5

2

1,5

1

0,5

° 2 -- - --

CCHBV ANTI-HBSPos

(n=7) (n=7)
Cellular
Cultures

Autologous sera (O ). Heterologous sera: pool 01sera without
HBV-related markers (mt!); pooJ01sera 01HD with anli-HBsAg
anlibodies (~); pool 01sera 01chronic carriers 01HBV (111)
Each column presenls lhe number 01 responders (R) and in
brackets the numbers 01 patients who needed rHBsAg
concentrations 0150 pg/ml or below. n i~the number 01subjects
in each group; in each column SI was obtained with ali patients
(n); cultures were made wilh autologous sera or heterologous
pools 01sera..(p = 0,032) and t(p = 0,0006) versus cultures with autologous
sera.

HD CD3 CD4 CDB slg

CCHBV 761 2 5213 2612 1012

(n = 8)
ANTI-HBSPos 751 3 4912 2812 812

(n = 7)
HBVNeg 7213 4513 2712 711
(n = 8)

n is thenumber01palienls in eachgroup.

PHA PMA
CD4/CD25CDB/CD25CD4/CD25 CDB/CD25

CCHBV 3616 3413 3413 3617

(n = 6)
ANTI-HBSPos 3014 3417 31 1 6 311 7

(n = 6)
HBVNeg 3814 3713 2816 2716

(n = 5)

n is thenumOOr01testedpatientsin eachgroup.

HD PHA PMA PWM

CCHBV 331 146 6019 72112

(n = 9)
ANTI-HBSPos 261 1 46 48111 571 9

(n = 9)
HBVNeg 3361 58 591 14 661 17

(n = 5)
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Espondilodiscite brucélica seronegativa

Graça Amaro*

Manuela Grego*
M. Cristina Esteves**

RESUMO

Os autores apresentam o caso de uma mulher de 50 anos, internada por síndrome lebril e dor lombo-sagrada. Após a realização de

exames complementares comprovou-se a existência de Espondilodiscite L5-S1. Apesar de hemoculturas, mieloculturas e provas
serológicas para brucela negativas, o diagnóstico de Espondilodiscite Brucélica loi estabelecido pelo isolamento de Brucella abortus
obtido por biópsia dirigida por TAC.'

Discute-se este raro caso de inlecção brucélica serologicamente negativa.

Palavras-chave: Brucelose, Espondilodiscite, Seronegativa.

SUMMARY

The authors present a case 01a lifty-year old woman with lever and lumbar pain. After performing radiologic examinations these conlirmed L5-
S1 spondylodiscitis. Despiste the results 01 blood and bone marrow cultures and serological tests lor brucella were ali negative, the diagnosis

01 Brucellic Spondylodiscitis has been established as Brucella abortus was isolated by CT scan guided biopsy. This is a rare case 01negative
serological brucelic inlection.

Keywords: Brucellosis, Spondylodiscitis, Negative serologies.

Introdução

A brucelose é uma antropozoonose com distribuição
mundial, continuando a ser um grave problema de
saúde pública pela elevada morbilidade que provo-
ca quer no homem quer nos outros animais1,2.

O seu controlo é difícil passando a sua
erradicação pela eliminação dos reservatórios.

São três as espécies de Brucela que mais fre-
quentemente estão envolvidas nesta infecçã03:

Brucella mellitensis descrita pela 1.~ vez por
Maiston em 1863;

Brucella abortus descrita por Bang em 1897;
Brucella suis descrita por Tram em 1914.

.Internas do Internato Complementar de Medicina Interna.
.. Assistente Hospitalar de Medicina Interna.

Hospital Distrital de Santarém, Serviço de Medicina I - Dir. Dr.
Manuel J. Gomes.

Em 50% dos casos a doença inicia-se após al-
guns dias de uma forma aguda, nos restantes o
quadro pode ter uma instalação insidiosa de algu-
mas semanas a meses.

A forma aguda ou subaguda é a expressão clíni-
ca mais comum e normalmente os indivíduos

infectados recuperam sem sequelas. Contudo, a do-
ença pode evoluir do estado agudo para o crónico e
persistir por muitos anos.

As focalizações da doença acontecem com mai-
or prevalência nas formas crónicas, não sendo de
excluir nas formas agudas4.

As localizações ósteo-articulares são as mais fre-
quentes mas convém não esquecer que a brucela po-
de atingir qualquer órgão nomeadamente SNC, cora-
ção, pulmão, fígado, baço e aparelho genito-urinário.
O diagnóstico desta entidade clínica deve ser feito pre-
cocemente apoiado numa forte suspeita clínica e nas
provas laboratoriais nomeadamente o serodiagnóstico,
sendo confirmado pelo isolamento do agentes.
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A resposta imunológica varia dentro das várias
espécies de brucela e a negatividade da serologia
não exclui doença ou reinfecção.

Caso clínico

M.L.E.S., do sexo feminino de 50 anos, raça
caucasiana, doméstica, natural e residente em
Marinhais, internada por síndrome febril com dois
dias de evolução e dor lombo-sagrada.

Tratava-se de uma mulher aparentemente sau-
dável até à véspera do internamento, altura em que
inicia síndrome febril de 40° C, acompanhada de
calafrios, sudorese e mialgias intensas. No dia da
admissão, associou-se dor localizada à coluna lom-
bo-sagrada e articulação coxo-femural direita, sem
irradiação mas com marcada impotência funcional
motivando o acamamento.

Nos antecedentes pessoais de salientar a resi-
dência em área rural, sem contacto habitual com
animais mas consumindo esporadicamente leite e
derivados não pasteurizados.

Ao exame objectivo evidenciava-se uma mulher
com bom estado geral, com pele e mucosas cora-
das e hidratadas, febril (T ax. = 38° C), normotensa.
Salientava-se na auscultação cardíaca sopro sistólico
de grau 11NI no apex; o restante exame torácico e
abdominal sem alterações.

O exame ósteo-articular, difícil de avaliar pelas
queixas dolorosas, demonstrava dor e impotência
funcional marcada ao nível da coluna lombar e

charneira lombo-sagrada.
Perante a manutenção de síndrome febril com

características inicialmente sépticas de etiologia não
esclarecida, foram realizados exames complemen-
tares que revelaram: hemograma inicial sem altera-
ções, aumento significativo das proteínas de fase
aguda - VS e PCR, moderada alteração da função
hepática e exames serológicos negativos (Quadro I).

O Rx de Tórax e o Ecocardiograma foram consi-
derados normais. A prova tuberculínica realizada com
10 U foi negativa.

O Rx da coluna lombo-sagrada, das articulações
sacro-ilíacas e coxo-femurais não evidenciavam al-

terações. As uroculturas, hemoculturas e mielocultura
realizadas vieram a revelar-se negativas. As
serologias para brucela, realizadas na segunda se-
mana de doença, nomeadamente R. de Huddleson,
Reacção de Wright, Rosa de Bengala e a R. de
Imunofluorescência foram negativas.

Durante o internamento a doente manteve

síndrome febril com calafrios e queixas ósteo-articu-
lares, assistindo-se à instalação de anemia
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normocítica normocrómica (Hgb = 8,5 gr/dl),
leucopénia (L = 3800 com N = 85%, L = 18%) e maior
elevação da VS (140 mm), com normalização das
provas de função hepática.

Face à manutenção das queixas dolorosas loca-
lizadas à coluna lombo-sagrada, foi efectuada TAC,
a qual veio a revelar alterações erosivo-destrutivas
das plataformas somáticas adjacentes ao interespaço
L5-S1, com redução do espaço discal e componen-
te tecidular heterogéneo, aspecto este compatível
com espondilodiscite L5-S1 (fig. 1). Estava-se peran-
te uma doente com síndrome febril com três sema-

nas de evolução e com espondilodiscite L5-S1 cuja
etiologia permanecia por esclarecer mas que se
admitia ser de origem infecciosa. Foi então realiza-
da biópsia dirigida por TAC, a qual veio a estabele-
cer o diagnóstico definitivo com o isolamento de
Brucella abortus no exame cultural.

Foi então iniciada terapêutica dirigida com
rifampicina (600 mg/dia) e doxiciclina (200 mg/dia)
com paralela instituição de fisioterapia.

Assistiu-se à melhoria clínica gradual com recu-
peração da marcha e normalização dos valores da
hemoglobina e VS.

Foram repetidas serologias para infecção
brucélica à terceira e oitava semanas bem como aos
três meses (R. de Wright, R. de Bengala, R. de
Imunofluorescência), as quais permaneceram nega-
tivas.

Concluiu-se estar perante uma infecção a Brucella
abortus traduzida por Espondilodiscite, que de invulgar
apresentou o facto de se manter seronegativa em
determinações serológicas seriadas.

. Após seis meses de terapêutica, foi realizada
TAC lombo-sagrada de controlo que revelou sinais
de Espondilodiscite L5-S1 em regressão já com
esclerose óssea e sem alterações de partes moles
(fig. 2).

Discussão:

A Espondilodiscite brucélica foi descrita pela primei-
ra vez em 1932 por Kulowski e Vinke, sendo rara
como afecção isolada5.6.

O envolvimento ósteo-articular da brucelose ocor-

re entre 20 a 85% dos casos, dependendo a sua
localização não só da idade do doente mas também
do tipo de brucela5.

A espondilite afecta predominantemente a colu-
na lombar (60-70%) sendo os segmentos mais atin-
gidos L3-L4 e L4-L57. É mais frequente no idoso e
em cerca de 2% destes doentes podem desenvol-
ver-se abcessos paravertebrais. Outras complica-



ções descritas incluem ciatalgias, cruralgias e com-
pressão medular. Estas formas localizadas são nor-
malmente precedidas e/ou acompanhadas de
sintomas gerais. Estes são múltiplos e inespecíficos
evidenciando-se febre elevada, sudorese, mal-estar
geral, anorexia, perda de peso, cefaleias e poliar-
tralgias3.4.

Os achados do exame objectivo dependem do
tempo de evolução da doença e incluem: linfa-
denopatias, hepatoesplenomegália, espondilite e
artropatias.

O diagnóstico é estabelecido inequivocamente
pelo isolamento do agente5.

Dos métodos de isolamento do agente, a
hemocultura é o meio mais acessível e menos cru-

ento devendo ser praticada em qualquer fase da
doença, inclusivé na crónica. A positividade das
hemoculturas é superior na doença aguda, diminu-
indo nas formas subagudas e crónicas6. Outro mé-
todo utilizado é a mielocultura cuja positividade
supera a da hemocultura, podendo isolar o agente
mesmo quando a hemocultura é negativa. A sua
positividade diminui de modo paralelo à das
hemoculturas, em função do tempo de doença. O
agente pode ainda ser isolado de qualquer tipo de
produto de lesão, de acordo com o quadro clínico.
O meio de cultura utilizado é o meio de triptose.

As características próprias desta bactéria, nome-
adamente o seu crescimento lento e o facto da incu-
bação ter de ser feita numa atmosfera entre 5 e 10%

de CO2 conduzem a uma elevada taxa de negati-
vidade das hemoculturas, bem como das
mieloculturas9.

Frequentemente é a serologia que ajuda a esta-
belecer o diagnóstico, e a sequência de aparecimen-
to dos anticorpos é a mesma que ocorre nas outras
doenças infecciosas. Assim, as macroglobulinas 19S
(lgM) são as primeiras a aparecer sendo detectáveis
oito a dez dias após o início da doença. Elevam-se
durante o primeiro mês da fase aguda e persistem
por tempo variável. As microglobulinas 7S (lgG) apa-
recem mais tarde, por volta do 25.2 ao 30.2 dia após
o início da doença, diminuindo rapidamente com a
terapêutica instituída verificando-se o seu desapa-
recimento por volta do 6.2 mês. À medida que a
doença evolui as IgM declinam, permanecendo em
títulos baixos para o resto da vida. A presença de
IgG em títulos elevados significa infecção activa ou
recente e em títulos baixos contacto prévio com a
doença. Verifica-se igualmente que indivíduos com
infecção subclínica prévia apresentam no soro IgM
em títulos baixos os quais podem persistir durante
algum tempo. O mesmo se constata em doentes tra-
tados e sem qualquer sinal de infecção".
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As principais técnicas serológicas para brucela
incluem:

Reacção de Wright e Reacção de Huddleson

A reacção de Wright é uma reacção de aglutinação
em tubo, sendo sobreponível à reacção de aglutina-
ção em lâmina (Huddleson). É a mais precocemen-
te positiva (oito a dez dias) e detecta
fundamentalmente anticorpos da classe IgM poden-
do também detectar anticorpos da classe IgG. É o
melhor teste no diagnóstico da brucelose aguda, con-
tudo é frequentemente negativa nas formas
subagudas e crónicas1°. Esta reacção é considera-
da positiva para títulos superiores a 1/80 e
diagnóstica para títulos superiores ou iguais a 1/320
ou quando o seu título aumenta para o quádruplo.

No decurso da infecção verifica-se normalmente
uma descida lenta e progressiva dos títulos da R.
Wright. Contudo, se excepcionalmente isso não se
verificar é mandatório uma reobservação clínica
detalhada de modo a não se instituir

intempestivamente nova terapêutica.
Nesta reacção podem surgir falsos positivos

nomeadamente com as seguintes situações:
Infecção por Yersínia enterocólica; Infecção por

Francisella tularensis; Infecção por Salmonella; In-
fecção por Yersínia pseudotuberculosis e
Micobacterium tuberculosis; Conectivites e doenças
neoplásicas; Vacinação anticolérica e antibrucélica.

As reacções de aglutinação nem sempre são
positivas principalmente nas formas crónicas, devi-
do à presença de Ac. IgG e imunoglobulinas não
aglutináveis e à baixa do título de Ac. IgM11.

A presença de Ac. bloqueantes ou incompletos
são IgA ou IgG que podendo aparecer em 3% dos
casos mascaram totalmente as aglutininas normais
(fenómeno de prozona).

Rosa Bengala

Trata-se de uma reacção rápida de aglutinação em
placa usando-se uma suspensão de brucelas em
meio tamponado e corado pelo Rosa de Bengala.

Habitualmente é negativa na primeira semana de
doença e em 14% dos casos na segunda semana.
Esta reacção positiva mais tardiamente que a reac-
ção anterior sendo contudo, mais sensível e especí-
fica. Detecta sobretudo anticorpos da classe IgG.

Também aqui podem surgir falsos positivos no-
meadamente quando da existência de infecção por
Yersínia enterocolítica12.13.
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Espondilodiscite brucélica seronegativa

Imunofluorescência

Detecta todos os tipos de anticorpos: IgM, IgG e IgA,
bem como todos os anticorpos fixados ao microrga-
nismo. É uma técnica complexa, morosa e
dispendiosa sendo muito útil nos casos problemáti-
cos e na brucelose crónica.

Esta reacção positiva tardiamente atingindo o seu
máximo aos três meses. Pode dar falsos positivos
com Yersínia enterocolítica e Tularémia, mas não

com vacinação anticolérica'°.

Teste de Coombs

É uma reacção de aglutinação em que o soro é tra-
tado com antiglobulina humana. Detecta anticorpos
aglutinantes e não aglutinantes. É considerado po-
sitivo se se registar uma diferença;:: 4 diluições en-
tre os títulos de aglutinação antes e depois do
tratamento com antiglobulina.

A sua positividade significa activação da doença
quer seja por recaída ou por passagem à croni-
cidade. Outras técnicas podem ser utilizadas para a
detecção de anticorpos das classes IgG e IgA como
sejam: Reacção de Fixação de Complemento, mé-
todos rádioimunológicos (radio immunoessay) e
enzimáticos (Elisa)'4.

O caso clínico descrito apresenta uma doente
com história epidemiológica sugestiva em que a for-
te suspeita clínica foi confirmada pelo isolamento do
agente com estabelecimento do diagnóstico. Trata-
se de um caso pouco frequente de infecção a
Brucella abortus manifestada por síndrome febril e
espondilodiscite que de particular apresentou o fac-
to de se manter serologicamente negativa.

A ausência de resposta imunológica traduzida
pelas serologias negativas levanta em qualquer caso
de infecção brucélica algumas questões nomeada-
mente: 1) temporização e seriação das serologias,
2) n.Qde diluições do soro, 3) estado imunitário do
doente. Relativamente ao primeiro item, as serologias
devem ser efectua das durante o período de seis
meses: à entrada, ao primeiro, segundo, terceiro e
sexto mês e eventualmente ao nono e décimo se-

gundo meses. Quanto ao número de diluições do
soro, por vezes são necessárias diluições muito ele-
vadas sobretudo nas formas crónicas, que podem ir

até '/'280' para evitar leituras falsamente negativas
devido a efeito de prozona que pode ocorrer nos
últimos períodos da fase aguda. Saliente-se que nas
formas crónicas de doença as reacções de aglutina-
ção são frequentemente negativas, o que se explica
quer pela presença de anticorpos IgG e IgA não
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aglutináveis quer pela diminuição do título de
anticorpos IgM.

O presente caso, com envolvimento focal, com-
portou-se como brucelose crónica evidenciando uma
resposta imune inadequada justificando-se a
negatividade serológica por títulos de imunoglo-
bulinas de tal modo baixos que não puderam ser
detectados.

Outro teste que futuramente poderá ser usado
no diagnóstico de brucelose é o Teste de Prolifera-
ção Linfocitária. Sabe-se que a infecção por brucela
induz no hospedeiro além da resposta humoral uma
resposta celular. Com base nesta última premissa
surgem os testes de proliferação linfocitária em que
é usado um extracto de antigénio de brucela. Tra-
tam-se de testes que uma vez aferidos poderão con-
tribuir decisivamente para o diagnóstico de brucelose
nas formas de apresentação atípicas e/ou na pre-
sença de serologias não diagnósticas1O.
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QUADRO I
EXAMES COMPLEMENTARES
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FIGURA 1

TAC DA COLUNA: ESOPONDlLODISCITE L5/S1,
COM COMPONENTE TECIDULAR (JANELA DE
OSSO E DE PARTES MOLES)

FIGURA 2
ESPONDILODISCITE L5/S1 EM REGRESSÃO

(TAC EM JANELA DE OSSO E DE PARTES MO-
LES)
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Hemograma Bioquímica Bioquímica Urina Serologia

HgB = 12,7 g/dl TGO = 107 U/dl CK/MB = 571/10 U/I Tipo 11 = Normal Widal Negativo

Htc = 40% TGP = 148 U/dl P. Totais = 7,6 g/dl Uroculturas Negativas Huddleson Negativo

GV = 4300000/mmc GGT = 77 U/dl Albumina = 4,3 g/dl Weil Felix Negativo

GB = 8400/mmc (N = 97%) FA = 73 UI/dl HEMOCULTURASNegativas VDRL Negativo

VS=115mm LDH = 647 UI/dl Hepatite B, C Negativas

PCR = 20,5 mg/dl MIELOCULTURANegativa HIV 1 e 2 negativos
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Geografia genética e prevenção da fibrose quística
em Portugal
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RESUMO

As heterogeneidades alélica e geográfica da fibrose quística levantam dificuldades importantes ao aconselhamento genético das
famílias afectadas, visando ajudá-Ias a viver e reproduzir-se tão normalmente quanto possível, nomeadamente através da prevenção
do aparecimento de novos casos de doença. Neste estudo descreve-se o padrão de distribuição espacial das mutações no gene
CFTR mais frequentes na população portuguesa e, em particular, da "'F508 a qual, por si só, representa 43% dos alelos patogénicos.
Foi observada uma distribuição diferencial desta última mutação no nosso território: 50-60% no Norte, 20-30% no Centro e 50-70%
no Sul.

Palavras-chave: Fibrose quística, geografia genética, prevenção.

SUMMARY

The allelic and geographic heterogeneities 01 cystic librosis raise important difficulties to the genetic counselling 01 affected families aiming at

disease prevention. In this study we have described the spatial distribution pattern of the commonest CFTR mutations in the Portuguese population.
namely "'F508.which by itsell accounts lor 43% 01the pathogenic alleles. A dillerential distribution 01 this mutation has been observed in the

Portuguese territory: 50-60% in the North. 20-30% in the Central Region. and 50-70% in the South.

Keywords: Cystic fibrosis. gene geography, prevention.

Introdução

A fibrose quística (FQ) ou mucoviscidose é, de en-
tre as doenças genéticas graves com um modo de
transmissão autossómico recessivo. a mais comum
nas populações europeias com uma incidência de
1/25001. Na ausência de um estudo epidemiológico
a nível nacional. e por analogia com o que se obser-
va em outras populações do Sul da Europa, estima-
se que a incidência da FQ em Portugal seja da ordem
de 1/4000 recém-nascidos. donde uma prevalência
de portadores assintomáticos de 1/32. É. assim. de
prever o aparecimento de cerca de 25 novos casos
de FQ por ano.

* Departamento de Genética Humana. Instituto Nacional de
Saúde Dr. Ricardo Jorge, Lisboa

A identificação do gene CFTR (Cystic Fibrosis
Transmembrane conductance Regulatot) veio con-
firmar que a FQ resulta de mutações num único gene
o que não exclui a possibilidade de outro(s) gene(s)
e, certamente. factores ambientais poderem ter um
efeito modulado r no tempo e no modo de apresen-
tação da doença2. Do ponto de vistagenómico a FQ
tem uma elevada heterogeneidade alélica, tendo já
sido identificadas mais de 600 mutações presu-
mivelmente patogénicas e 100 variantes normais e
polimoriismos3. cuja distribuição apresenta marcadas
diferenças interpopulacionais. Este facto tem impor-
tantes implicações no delinear da estratégia de pre-
venção de novos casos da doença a desenvolver
junto das diferentes populações-alvo4. O objectivo
deste estudo foi o conhecimento do padrão de dis-
tribuição no território português das mutações no
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gene CFTR, em particular daquelas que, na nossa
população, têm uma prevalência superior a 1%, com
especial ênfase na mutação mais comum a nível
mundial, a .1.F508. Este conhecimento é relevante
para o controlo da FQ, através do aconselhamento
genético de .cada uma das famílias tendo em conta
a(s) respectiva(s) região(ões) de origem.

Materiais e métodos

Amostra populacional: A amostra populacional era
constituída por 246 doentes portugueses, aparente-
mente sem laços de parentesco, diagnosticados
como sofrendo de FQ em serviços hospitalares es-
pecializados do Continente e da Região Autónoma
da Madeira. Não entraram nesta amostra 66 indiví-

duos com suspeita clínica de FQ mas nos quais o
curso ulterior da doença ou a discordância genotípica
entre irmãos demonstrou não sofrerem daquela pa-
tologia. A naturalidade dos portadores dos alelos
CFTR patogénicos era conhecida em apenas 437
dos 492 alelos analisados (Tabela I). Por serem muito
pouco abundantes, os alelos provenientes dos dis-
tritos de Viana do Castelo e Braga; Bragança e Vila
Real; Guarda, Viseu e Castelo Branco; e Portalegre,
Évora, Beja e Setúbal foram, respectivamente, reu-
nidos, sob a designação regional de Minho, Trás-os-
-Montes, Beira Interior e Alentejo.

Análise do DNA: O DNA de leucocitos do san-

gue periférico foi extraído pelo método de salting-ouf'.
A análise da patologia molecular no gene CFTR foi
feita através de métodos baseados na amplificação
enzimática do DNA (PCR), nomeadamente, (i) na
detecção de mutações conhecidas, a hibridação
molecular com sondas de oligonucleotidos específi-
cos de alelo (dot-blot e ASO), a amplificação
enzimática específica de alelo (ARMS) ou a diges-
tão com endonuclease de restrição, e (ii) na procura
de mutações desconhecidas, a electroforese em gel
de gradiente desnaturante (DGGE) seguida de
sequenciação da região genómica relevante2.6-9.
Sempre que possível, as alterações genéticas en-
contradas nos doentes foram também pesquisadas
nos respectivos progenitores.

Resultados e discussão

A distribuição geográfica das seis mutações mais
frequentes (prevalência > 1%) na amostra
populacional em estudo está representada na Figu-
ra 1. Para além destas mutações, foram já detecta-
das na nossa população mais 20 alterações na
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sequência do gene CFTR, cuja raridade as torna
irrelevantes para o presente trabalho. Não foi, en-
tretanto identificada nenhuma mutação em 197 alelos
FQ, do que resulta uma taxa de detecção de muta-
ções de 55% (referência 10 e novos resultados a
serem publicados separadamente). Por seu lado, a
distribuição da mutação .1.F508está descrita na Ta-
bela I e Figura 2. Nota-se uma marcada hetero-
geneidade distribucional com a frequência da .1.F508
atingindo, no Norte e no Sul, níveis acima da média
mais dois erros padrão (> 47%) e, no Centro do País,
níveis abaixo da média menos dois erros padrão «

39%). Calculámos, então, as frequências esperadas
dos genotipos com dois, um ou nenhum alelo CFTR

com a mutação .1.F508, verificando-se um excesso
de genotipos .1.F508/.1.F508e outra/outra (definindo-
se como outra qualquer mutação, identificada ou não,
que não seja .1.F508) e um défice de genotipos
.1.F508/outra, relativamente às frequências
genotípicas observadas (Tabela 11e Figura 3).
Estes desvios são estatisticamente significativos
(P > 99,9%) no todo nacional e na região Centro mas
não o são se se considerarem apenas os doentes
em que ambos os progenitores são naturais das
regiões Norte ou Sul (P < 95%).

TABELA I
DISTRIBUiÇÃO GEOGRÁFICA DA MUTAÇÃO
.1.F508 NO TERRITÓRIO PORTUGUÊS DO CON-
TINENTE E DAS REGiÕES AUTÓNOMAS

Região AleJosFQ analisados

Total ilF508

N n n/N f erropadrão

Minha' 35 17 0,49 :t 0,08
Trás-os-Montes2 7 4 0,57:t 0,19

Porto 71 21 0,30 :t 0,05
Beira Interior" 42 16 0,38 :t 0,07

Aveiro 22 4 0,18:t 0,08
Coimbra 28 8 0,29 :t 0,09

Leiria 44 22 0,50 :t 0,08
Santarém 22 10 0,45:tO,11

Lisboa 58 32 0,55 :t 0,07
Alentejo' 39 19 0,49 :t 0,08

Faro 20 14 0,70:t0,10

Madeira 37 13 0,35 :t 0,12
Açores 12 7 0,58:t 0,14

Total 437 187 0,43 :t 0,02

1 Bragae Vianado Castelo.
2 Bragançae VilaReal.
3 CasteloBranco,Guardae Viseu.
4 Beja, Évora, Portalegre e Setúbal.
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FIGURA 1

FIBROSE OUíSTICA NA POPULAÇÃO PORTUGUESA: DISTRIBUiÇÃO GEOGRÁFICA DAS MUTAÇÕES
MAIS COMUNS (Número de alelos FO estudados: 437. As iniciais representam o nome do distrito e os
números entre parêntesis o número de alelos FO analisados em cada distrito)

8 ôF508
O R1066C
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FIGURA 2

FIBROSE QUíSTICA NA POPULAÇÃO PORTUGUESA: PREVALÊNCIA DA MUTAÇÃO f,F508 (Número
de alelos FQ estudados: 437). As classes de abundância foram determinadas a partir da frequência
nacional (0,43) e do erro padrão (0,02) para um intervalo de confiança de 95%: 0,43:t 1,96 x 0,02
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TABELA 11

FREQUÊNCIAS OBSERVADAS E ESPERADAS
DOS GENOTIPOS COM DOIS, UM OU NENHUM
ALELO CFTR COM A MUTAÇÃO L'1F508

A1. Região correspondente aos distritos de Coimbra, Castelo

Branco, Aveiro, Viseu, Guarda e Porto (frequência da muta-

ção L'lF508 < 0,39)

out/out 0,48

L'IFiout 0,43
L'lF/L'lF 0,09

Total 1,00

0,57

0,25

0,18

1,00

36

33

7

76

43

19

14

76

x' = 2,4 (P > 0,05; 1 graude liberdade)

" Admitido que a população está em equilíbrio de Hardy-Weinberg.

Tal facto poderia ficar a dever-se a (i) subdivisão
populacional, (ii) sobrevivência diferencial, ou (iii) di-
ferença nos critérios de diagnóstico clínico entre os
vários hospitais. Com vista a testar a hipótese de
subdivisão populacional, determinámos, na mesma
amostra, frequências alélicas e genotípicas para
marcadores polimórficos localizados em autossomas
(nos cromossomas 7 e 11) e no cromossoma X, não
se tendo observado desvios estatisticamente signifi-
cativos entre frequências observadas e esperadas'°.
Para testar a hipótese de sobrevivência diferencial
dos indivíduos com os vários genotipos, dividimos a
população de doentes por grupos etários e estudá-
mos a repartição etária dos diferentes genotipos, não
tendo também encontrado diferenças significativas
(dados não apresentados). Finalmente, o resultado
da análise do local de diagnóstico dos doentes não
é a favor da hipótese de um viés de recrutamento:
com efeito, a frequência da mutação L'1F508em do-
entes oriundos das várias regiões (elas próprias
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definidas a partir da distribuição geográfica da fre-
quência daquela mutação) pertencia à mesma clas-
se de abundância, independentemente do serviço
hospitalar onde o diagnóstico fora feito (Tabela 111).

TABELA 111

RELAÇÃO ENTRE LOCAL DE DIAGNÓSTICO,
ORIGEM GEOGRÁFICA DOS ALELOS CFTR E

FREQUÊNCIA DA MUTAÇÃO L1F508

1 Aveiro,C. Branco,Coimbra,Évora,Porto,Viseue Madeira.
, Santarém.

3 Beja, Braga, Bragança,Faro, Guarda,Leiria, Lisboa,Portalegre,
Setúbal,V. Castelo,Vila RealeAçores.

Nota:As classesdeabundânciada mutaçãot.F508 foramdetermina-
dasapartirda frequêncianacional(0,43)e doerropadrão(0,02)
paraum intervalode confiançade 95%:0,43:!:1,96x 0,02.

É de notar, a este propósito, a exclusão da amostra
populacional de cerca de 20% dos indivíduos que,
num primeiro momento, haviam sido clinicamente
considerados como tendo fibrose quística (Cf. Ma-
teriais e Métodos). Embora, de momento, não pos-
samos avançar nenhuma outra hipótese verosímil
para explicar os desvios observados nas frequênci-
as genotípicas, julgamos que eles devem ser tidos
em conta no aconselhamento genético dos familia-
res dos doentes FQ, em especial na valorização de
um resultado negativo no teste de portador de FQ
no âmbito de um rastreio «em cascata» 11,12. No en-

tanto, o acompanhamento da evolução clínica dos
doentes e o aumento da taxa de detecção de muta-
ções FQ contribuirão, a médio prazo, para o escla-
recimento desta questão,

Em conclusão, os dados por nós aqui revistos e
analisados apontam para uma taxa global nacional de
detecção de mutações no gene CFTR da ordem de
55%, A mutação mais frequente (L'1F508)representa
40-45% do total dos alelos FQ, apresentando uma
distribuição diferencial no território: 50-60% no Norte,
20-30% no Centro e 50-70% no Sul. As restantes

mutações com uma prevalência superior a 1% acres-
centam cerca de 7% sem aparentes heterogeneidades
inter-regionais. Estes valores, em conjugação com a
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Genotipo Frequência N.'deindivíduos

esperada" observada esperado" observado

A. Portugal continental e regiões autónomas

out/out 0,36 0,45 89 111

L'lF/out 0,48 0,30 118 74

L'lF/L'lF 0,16 0,25 39 61

Total 1,00 1,00 246 246

x'= 34,2 (P < 0,001;1 graude liberdade)

x'= 14,3(P<0,001;1graudeliberdade)

A2. Restanteterritóriodo Continente

out/out 0,20 0,25 20 24
L'lF/out 0,50 0,42 49 41
L'lF/L'lF 0,30 0,33 29 33
Total 1,00 1,00 98 98

Local AlelosóF508/Totaldealelosprovenientes

dediagnóstico deregiõescom
<0,39 0.39a0,47 > 0,47

deóF508' deóF5082 deóF508'

Lisboa 0,40 (19/48) 0,47 (8117) 0,58 (81/139)
Coimbra 0,21 (10/48) 0,40 (11 3) 0,50 (16132)

Porto 0,33 (26/79) 0,50 (1/ 2) 0,44 (17/ 39)
Funchal 0,27 ( 8/30)



Geografia genética e prevenção da fibrose quística em Portugal

FIGURA 3
DESVIOS ENTRE FREQUÊNCIAS GENOTíPICAS ESPERADAS (coluna a cinzento) e observadas (co-
luna a negro) EM FUNÇÃO DA ORIGEM GEOGRÁFICA DOS ALELOS FQ: A, Todo o território; A 1, Região
«centro»; A2, Restante território do Continente. OS DESVIOS SÃO SIGNIFICATIVOS EM A E A 1, MAS
NÃO EM A2. GENOTIPOS: 1, outra/outra; 2, !lF508/outra; 3, !lF508/!lF508
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prevalência estimada de portadores assintomáticos de
FQ (1/32), proporcionam aos conselheiros genéticos
um meio de calcular o risco de descendência com FQ,
em funçãoda naturalidadedos cônjuges,apósa rea-
lização de um teste de portador aos membros de um
casal com riscoa prior; médioou elevado.

2

A2

3

epidemiológico sem os quais a realização deste tra-
balho teria sido impossível. Este estudo foi parcial-
mente financiado pelo contrato e investigação JNICT
PBIC/C/SAU1587/92.
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Determinação de Listeria sp em queijos de pasta
mole de produção nacional: comparação de métodos

Maria Isabel da Silva Santos*

Cristina Belo Correia*

Maria do Rosário Novais*

Paulo Jorge Nogueira**

RESUMO

Num trabalho anterior realizado no Laboratório em queijos de pasta mole, detectou-se uma percentagem de positividade, para L.

monocytogenes, inferior à referida em outros países, tendo-se formulado a hipótese deste resultado ser devido à utilização de métodos

que incluíam meios de cultura pouco inibidores da flora competitiva.

O facto de terem surgido, posteriormente, meios de cultura mais inibidores, levou-nos a efectuar um novo estudo sobre o mesmo

tipo de queijos, com o objectivo de determinar a percentagem de positividade de Listeria monocytogenes avaliando comparativa-
mente 3 métodos de pesquisa.

Efectuou-se este trabalho de estudo em 65 amostras de queijos de pasta mole de produção nacional. Detectaram-se 17 amostras

positivas, L. monocytogenes em 8 amostras (47%) e L. monocytogenes associada a outras espécies de Listeria em 9 amostras (53%).
Estas percentagens, mais elevadas do que as obtidas anteriormente, estão de acordo com o referido em outros trabalhos internaci-
onais.

Este estudo permitiu ainda alertar para os riscos que podem advir do consumo deste tipo de produtos.

Palavras-chave: Queijos pasta mole. Listeria sp. Comparação métodos.

SUMMARY

In a previous study carried out in our Laboratory on soft cheeses, we detected a lower percentage of Listeria monocytogenes than the one
found in other studies. We considered the possibilitythat this result was due to the use of methods which included culture media with reduced

inhibitoryactivity for competitive flora.

Since new culture media with more inhibitoryactivity became available we decided to perform another study on the same type of cheeses, in

arder to evaluate 3 different methods which are appropriate for the detection of L. monocytogenes.

Atotal of 65 samples of different soft cheeses produced in this country was studied. There were 17 positive samples in which 8 samples (47%)

Listeriamonocytogenes was the sole Listeriaspecies isolated, and in 9 samples (53%) Listeriamonocytogenes was associated to other Listeria
sp.

The results of this study could be a warning for the risks associated to the consumption of this type of cheese.

Keywords: 80ft cheeses. Listeria sp. Methods evaluation.

1. Introdução tendo esta espécie bacteriana com a ocorrência de
surtose/oucasosde listeriose1, continuando,assim,
a Listeria monocytogenes a despertar o interesse dos
microbiologistas alimentares a nível mundial.

Esta bactéria pode encontrar-se numa grande
variedade de alimentos, de entre os quais os produ-
tos lácteos e em particular o queijo, têm sido exaus-
tivamente estudados2.

Diversos estudos revelaram que a L. mo-

nocytogenes tem a capacidade de sobreviver ao
processamento e/ou condições de armazenamento,

A Listería monocytogenes começou, a partir do final
dos anos 80, a ser encarada como uma bactéria

patogénica de origem alimentar. Ao longo dos últi-
mos anos têm sido publicados numerosos trabalhos,
os quais relacionam o consumo de alimentos con-

* Laboratório de Microbiologia dos Alimentos do Instituto Na-
cional de Saúde.

** Centro de Epidemiologia e Bioestatistica do Instituto Nacio-
nal de Saúde.
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em diferentes tipos de queijo. Verificou-se que nos
queijos que são muito manipulados durante o pro-
cesso de fabrico, quer nos de pasta mole, quer nos
pouco ácidos, a sua incidência é maior, sendo tam-
bém mais elevado o teor de microrganismos presen-
tes, podendo atingir níveis da ordem de 107 ufc/g3.

Num estudo anterior realizado no nosso Labora-

tório, procedeu-se à pesquisa de L. monocytogenes

em diversos tipos de queijos de pasta mole de pro-
dução nacional4, tendo sido detectada a sua presen-
ça em 4,7% das amostras analisadas. Esta
percentagem é bastante inferior aos resultados pu-
blicados em outros trabalhos referentes a este tipo
de produto5.6. Este valor pode ser explicado, em
parte, por uma abundante flora contaminante nos
queijos de fabrico nacional e também pela utilização
de meios de cultura de reduzida acção inibidora4.7.8.

Em Portugal existem poucos dados dispo-
níveis relativos à contaminação dos queijos de
pasta mole por L. monocytogenes. Todavia, sa-
be-se que este produto constitui um substracto ade-
quado ao crescimento desta bactéria, quer devido ao
aw, pH, e nutrientes disponíveis, quer devido ao seu
longo armazenamento a temperaturas de refrigeração.

Assim, os objectivos do presente trabalho são a
determinação da percentagem de positividade de L.

monocytogenes em algumas amostras de queijos de
pasta mole de produção nacional e a avaliação com-
parativa de 3 métodos de pesquisa, os quais preco-
nizam meios de cultura mais inibidores do que os
utilizados no trabalho anterior.

Com a finalidade de encurtar o tempo de respos-
ta têm sido desenvolvidos numerosos métodos para
detectar e/ou isolar L. monocytogenes a partir de um
alimento. Em alguns destes métodos demonstrou-se
a vantagem de, no caso de produtos com elevada
flora contaminante, recorrer a duas etapas de enri-
quecimento: um 1.Qenriquecimento sem inibidores
seguido de um 2.Qenriquecimento usando o mesmo
meio mas com inibidores, ou um 1.Qenriquecimento
em meio selectivo seguido de um 2.Qenriquecimen-
to no mesmo mei01.9.1o.11.12.13.14.

Isso mesmo foi sugerido para os produtos lác-
teos1o,nos quais o isolamento de L. monocytogenes,
de amostras com uma flora contaminante abundan-

te, é também favorecido pelo uso de um método com
duas etapas de enriquecimento.

Contudo, de um modo geral, nenhum método de
enriquecimento e/ou meio de isolamento se têm re-
velado adequados para todos os tipos de alimentos
estudados15. Além disso, como uma pesquisa de
Listeria negativa demora cerca de 4 dias e uma pes-
quisa de Listeria positiva demora 6-7 dias, surgiram
recentemente novos tipos de ensaios comerciali-
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zados, os denominados métodos rápidos, visando
superar esta demora. Este tipo de métodos possibi-
litam, essencialmente, uma diminuição no tempo total
de análise, conduzindo a uma obtenção mais rápida
de resultados analíticos.

Os dois métodos convencionais utilizados neste

trabalho, Métodos I e 11,foram seleccionados por se
terem revelado os mais eficazes para a pesquisa de
L. monocytogenes em queijos, no ensaio inter-
laboratorial SCR-FOOO «Additional Listeria Trial» 16,

no qual o Laboratório de Microbiologia dos Alimen-
tos participou. O método rápido escolhido, Método
111,é o ensaio de pesquisa de Listeria da Gene-Trak
Systems, recomendado pela Food and Orug
Administration para o rastreio do género Listeria nos
alimentos17.

2. Material e métodos

2.1. Estirpes

As estirpes utilizadas neste trabalho foram as seguin-
tes:

- Listeria monocytogenes - Scott A F 4642
- Listeria innocua - NCTC 11288
- Listeria ivanovii - NCTC 11007

- Staphylococcus aureus [3hemolítico- CIP 5710
- Rhodococcus equi - CIP 5869

Estas estirpes foram mantidas em meio Tryptic
Soy Agar (TSA) (Oifco - 0369-01-4),distribuídoem
tubos com rampa inclinada e conservados no frigo-
rífico a uma temperatura de cerca de 40 C. Posteri-
ormente as estirpes foram repicadas para meio de
Srain Heart Infusion (Oifco - 0037-01-6) e incuba-
das a 37" C +/-10 C durante 24 h, sendo posterior-
mente semeadas com ansa pela técnica das estrias,
em meio de TSA distribuído em placas.

2.2. Amostras

Estudou-se a presença de Listeria sp, com destaque
para a espécie Listeria monocytogenes, em 65 amos-
tras de queijo de pasta mole de produção nacional,
adquiridos nas condições habituais de compra, em
diversos supermercados da área da Grande Lisboa,
ao longo de um período de cerca de um ano.

As amostras adquiridas dividiram-se em:

- queijo fresco (10)
- queijo de Azeitão (7)



- queijo da Serra da Estrela (15)
- queijo das Serras do Rabaçal (8)
- queijo de Castelo Branco (8)
- queijo tipo Camembert (9)
- queijo tipo «pur chevre» (8)

Cada amostra de queijo embalada individualmen-
te foi constituída por um queijo inteiro, quando pos-
sível, ou por 150 9 no mínimo, à excepção do queijo
fresco em que cada amostra era constituída por duas
unidades. Posteriormente, as amostras foram trans-
portadas ao Laboratório de Microbiologia dos Alimen-
tos e mantidas a uma temperatura de cerca de 4° C
até ao momento da realização da análise. Quando
não foi possível efectuar a análise no próprio dia, as
amostras foram armazenadas à mesma temperatu-
ra, durante um período máximo de 72 h.

Efectuou-se a colheita das tomas para análise
com pinça e bisturi esterilizados, tendo o cuidado de
retirar porções, quer da superfície, quer do interior
da amostra. Seguidamente procedeu-se à

homogeneização em almofariz e pesaram-se 3 to-
mas de 25 9 cada (a serem utilizadas respectivamen-
te nos Métodos I, 11,111)para 3 sacos de plástico
estéreis apropriados para o homogeneizador
Stomacher 400.

Todas as amostras de queijo foram analisadas
em paralelo por dois métodos de pesquisa conven-
cionais, com duas etapas de enriquecimento (Méto-
dos I e 11)e um método rápido de hibridação de
ácidos nucleicos (Método 111).

2.3. Métodos laboratoriais

2.3.1. Método I

Inocularam-se 25 9 da amostra em 225 ml de meio
de pré-enriquecimento não selectivo, Listeria
Enrichment Broth Base (LEB, Oxoid, CM 862). Após
homogeneização no Stomacher 400, durante 4 min.,
incubou-se a 30° +/-1 ° C durante 16-20 h'6.Após
incubação, a partir do meio de enriquecimento trans-
feriu-se uma subcultura de 0,1 ml para um tubo con-
tendo 10 ml de meio de enriquecimento LEB
adicionado de Listeria Selective Enrichment

Supplement (Oxoid, SR 141). Este enriquecimento
foi incubado a 30° +/-1 ° C e efectuaram-se a partir
deste 3 sementeiras diferentes com ansa, pela téc-
nica das estrias, para cada uma de 5 placas de meio
de Oxford Agar (Oxoid, CM 856)'8 após 24 h, 48 h, e
1 semana de incubação respectivamente. As placas
foram incubadas a 37° +/-1 ° C durante 24 h, em
condições de aerobiose, após o que se observou se
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havia ou não presença de colónias suspeitas. Nos
casos em que não se observou crescimento, as pla-
cas foram reincubadas nas mesmas,condições e de
novo observadas. As colónias típicas de Listeria

apresentam-se neste meio, pequenas e circulares,
com uma zona negra à volta devida à hidrólise da
esculina. Sempre que as placas apresentaram coló-
nias com estas características, pelo menos 2 colóni-
as por placa foram estudadas. Após rei::;olamento em
meio de TSA as colónias foram observadas à lupa
utilizando o Sistema de Translluminação de Henry'9
mas com um espelho côncavo. A partir das culturas
que na observação à lupa se apresentaram com um
brilho azul acinzentado efectuaram-se os seguintes
testes': coloração de Gram, prova da catalase, mo-
bilidade a 22° C e produção de ácidos a partir dos
glúcidos D-xilose, manitol e ramnose.

A prova da mobilidade foi efectuada em cultura
por picada central, com fio recto, em gelose a 5%
(Peptona 10 9 (Difco - 0118-01-8), «Lab-Iemco»
Powder 5 9 (Oxoid, L29), cloreto sódio 3 9 (Merck-
1-06400), Agar 5 9 (Difco - 0140-01), água destilada
1000 ml) e após 10 dias de incubação a 22 :t 1° C
observou-se o aspecto característico de crescimen-
to em «guarda-chuva»2o.

Nas culturas das estirpes, cujos testes bio-
químicos permitiram suspeitar de L. monocytogenes,

efectuou-se o teste de Camp' e o teste de he-
mólise21.

Identificaram-secomo L. monocytogenes as es-
tirpes provenientes de colónias em que se observa-
ram pequenos bacilos positivos ao Gram, com prova
da catalase positiva, móveis a 22° C com crescimen-
to em «guarda-chuva», fermentadoras da ramnose,
não ferme,ntadoras da xilose e do manitol,
hemolíticas sobre os glóbulos de carneiro e Teste de
Camp positivo.

2.3.2. Método /I

Inocularam-se 25 9 da amostra em 225 ml de
meio de enriquecimento, LEB (Oxoid, CM 862)
adicionado de Listeria Selective Enrichment

Supplement (Oxoid, SR 141). Após homogeneização
no Stomacher 400 durante 4 min., incubou-se a 30°
+/-1° C durante 24 h'6. Após incubação, a partir do
meio de enriquecimento transferiu-se uma subcultura
de 0,1 ml para um tubo contendo 10 ml do mesmo
meio.

Os procedimentos de isolamento, identificação
bioquímica e confirmação da presença 9,e L. mono-

cytogenes foram semelhantes aos utilizados no Mé-
todo I.
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2.3.3. Método 111

Este método é um ensaio de hibridação de ácidos
nucleicos comercializado pela Gene-Trak Systems,
31 New York Avenue, Framingham, MA, 01701
USA.

Este ensaio envolve três etapas: enriquecimen-
to da amostra em meio selectivo, sementeira em
superfície em meio selectivo sólido e execução do
ensaio de hibridação, numa suspensão da cultura
desenvolvida no meio selectivo.

Inocularam-se 25 9 da amostra em 225 ml do
meio de enriquecimento utilizado no Método 11.

Após incubação procedeu-se a uma homoge-
neização vigorosa do meio de enriquecimento no
Vortex - Genie TM (Scientific Industries, Inc.) e se-
meou-se 0,5 ml com auxílio de um espalhador de
vidro estéril, em placa de meio de Oxford Agar. Esta
placa foi incubada a 37° +/-1 ° C durante 24 h. Ter-
minado o período de incubação retirou-se toda a
cultura presente na superfície do meio, com o auxí-
lio de uma zaragatoa estéril, efectuou-se uma sus-
pensão num tubo contendo 1 ml de solução tampão
PBS (Monohidrogenofosfato de sódio dihidratado -

8,98 9 (Merck 6580), Dihidrogenofosfato de sódio
monohidratado - 2,71 9 (Merck 6346), cloreto de
sódio puro - 8,5 9 (Merck 6400), água destilada 1000
ml) libertando o máximo possível de líquido da
zaragatoa e agitando fortemente no Vortex, durante
5 s.

O ensaio Gene-Trak efectuou-se a partir de uma
alíquota de 0,5 ml desta suspensão. O volume res-
tante foi guardado, a uma temperatura de cerca de
4° C, para o caso de ser necessário efectuar uma
confirmação posterior das amostras positivas utilizan-
do métodos convencionais.

A partir desta suspensão efectuou-se a pesqui-
sa de Listeria através do ensaio colori métrico da

Gene-Trak. Todos os reagentes necessários, assim
como o equipamento e soluções padrão, foram for-
necidos pelo fabricante e os procedimentos efectu-
aram-se de acordo com o protocolo analítico incluído
no kit. Este protocolo preconiza: 1) a adição
sequencial de soluções para lise bacteriana,
desnaturação dos ácidos nucleicos e neutralização
da amostra; 2) a adição da solução de pré-hibridação;
3) a adição da solução de hibridação e da sonda de
DNA; 4) um período de incubação para que se dê a
captura do microrganismo alvo (Listeria) eventual-
mente presente na amostra; 5) a leitura final da den-
sidade óptica (DO) a 450 nm no espectrofotómetro
incluído no kit.

Os ensaios com um valor de absorvância supe-
rior ao valor limite estabelecido pelo fabricante (DO
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do controlo negativo + 0,1) foram considerados
presuntivamente positivos para a presença de
Listeria. Estes resultados de hibridação,
presuntivamente positivos, foram posteriormente
confirmados através de métodos convencionais. Pro-

cedeu-se a esta confirmação efectuando isolamen-
tos a partir do volume restante da suspensão inicial
em meio de Oxford Agar. Todas as etapas subse-
quentes necessárias à identificação de Listeria fo-
ram executadas seguindo os procedimentos
utilizados nos Métodos I e 11.

2.4. Métodos estatísticos

Os dados obtidos neste estudo foram enviados ao

Centro de Epidemiologia e Bioestatística (CEB) para
que fizesse a análise estatística da comparação dos
três métodos descritos anteriormente. Os resultados

são apresentados em tabelas 2x2, referentes à pre-
sença ou ausência de L. monocytogenes para cada
dois dos métodos utilizados (Tabela I). Parece ser
então pertinente fazer a análise da concordância
entre os métodos.

De forma empírica, existem dois tipos distintos
de concordância:

.uma em que a verdade é conhecida e se justi-
ficam o uso de estatísticas como a sensibilida-

de, a especificidade e os valores preditivos;.outra em que a verdade não é conhecida e se
tem de usar um contexto interobservacional,
onde fazem sentido a estatística Kappa de
Cohen e as estatísticas do tipo Kappa.

Historicamente, a análise de concordância num
contexto interobservacional é feita utilizando a esta-

tística Kappa de Cohen e estatísticas do tipo Kappa.
Estas estatísticas foram originalmente propostas para
quantificar níveis de concordância. No entanto, o
procedimento que os aspectos distribucionais im-
põem, apenas nos permite concluir se a concordân-
cia observada está para além do esperado por acaso
ou não.

Nogueira, num trabalho anterior22, estudou os
aspectos distribucionais do Kappa de Cohen, onde
ressaltou que o nível de Kappa observado depende
do número de objectos, items ou sujeitos classifica-
dos, questionando as tabelas comummente utiliza-
das para a interpretação dos níveis de Kappa
usados.

Muito brevemente, no IV Congresso da Socie-
dade Portuguesa de Estatística, será apresentada
uma metodologia baseada no Kappa de Cohen que



visa a quantificação de um nível de concordância. É
essa metodologia que é aqui utilizada.

De forma sucinta, esta metodologia assenta na
ideia de que o Kappa de Cohen observado depende
do número de objectos, items ou sujeitos classifica-
dos e ainda de um nível conjunto de classificação,
digamos 8. Ou seja, assintoticamente, a distribuição
do Kappa de Cohen tem um valor médio que é uma
função de 8 e uma variância que é uma função de 8
e N (número de objectos, items ou sujeitos), nomea-
damente:

(
48 (1 - 8)

)Kn Normal -1 +28; N+48 (1 8)'

O objectivo reside, então, em encontrar o 8 de
maior evidência, ou menos susceptível de ser rejei-
tado.

3. Resultados e discussão

Neste estudo isolámos L. monocytogenes, através
de pelo menos um dos três métodos de pesquisa,
em 17 amostras, o que representa 26,2% do total
de queijos de pasta mole analisados. Na Figura 1
ilustra-se a distribuição das amostras positivas por
variedades de queijo.

De salientar que foi no queijo Serra da Estrela,
por muitos considerado como o rei dos queijos por-
tugueses, que se obteve um maior número de resul-

tados positivos, 12 amostras, o que corresponde a
70,5% do total de queijos com L. monocytogenes. O
queijo Serra da Estrela é um queijo de fabrico arte-

sanal, produzido a partir de leite de ov~lha cru, pro-
veniente da Região Demarcadapara esta produção.
É o queijo português de maior reputação, o qual pode
ser encontrado à venda no mercado, certificado e
não certificado. O queijo certificado possui uma de-
nominação de origem controlada, a qual se encon-
tra regulamentada desde 1985 pelo Decreto-Lei 42/
85 de 5 de Julho, devendo satisfazer as condições
estabelecidas na NP-1922 (1984) e ser devidamen-
te creditado pela entidade certificadora. Neste estu-
do analisaram-se 8 amostras de queijo da Serra da
Estrela certificado e 7 amostras de queijo da Serra
da Estrela não certificado. Verificou-se que, para os
queijos não certificados se detectou L. mono-

cytogenes na totalidade das amostras, enquanto no
queijo certificado se detectou L. monocytogenes em
5 amostras. Estes valores não deixam de surpreen-
der, na medida em que, tratando-se de um produto
certificado deveria estar isento de microrganismos
patogénicos.
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Estudaram-se 668 estirpes do género Listeria

através das provas de identificação bioquímica já
referidas anteriormente neste trabalho. Observando

a Tabela II verifica-se que destas 668' estirpes, 382
(57,2%) foram identificadas como L. monocytogenes,

180 (27,0%) como L. innocua e as restantes 106
(15,8%) como Listeria sp. Esta distribuição, com pre-
domínio da espécie Listeria monocytogenes, está de
acordo com os resultados obtidos em outros traba-

lhos publicados sobre queijos23.
No queijo Serra da Estrela estudaram-se e iden-

tificaram-se 308 estirpes de L. monocytogenes, 40
de L. innocua e 30 de Listeria sp. Relativamente ao
queijo de Castelo Branco a proporção é completa-
mente diferente: 57 de L. innocua, 3 de L.

monocytogenes e 2 de Listeria sp.

Para as variedades queijo de Azeitão e queijo
fresco, a única espécie de Listeria que se isolou foi
a L. innocua.

É de salientar que o queijo fresco analisado, foi
fabricado com leite de vaca pasteurizado, e que a
presença de Listeria no produto final pode dever-se
a uma pasteurização incorrecta24,25do leite ou, mais
provavelmente, a uma contaminação pós-tratamen-
t024.26.

Na Tabela I11pode observar-se o número de
amostras positivas, presença de L. monocytogenes,

detectadas por cada um dos métodos de pesquisa
utilizados I, 11e 111.Se tivéssemos utilizado qualquer
um dos métodos, isoladamente, teríamos obtido os
seguintes resultados: 12 amostras positivas pelo
Método I, 11 amostras positivas pelo Método 11e 5
amostras positivas pelo Método 111.Estes valores
indicam que nenhum dos três métodos utilizados

teve, por si só, a capacidade de detectar a presença
de Listeria monocytogenes em todas as 17 amos-
tras positivas, tendo-se obtido resultados positivos,
em simultâneo através dos três métodos, apenas em
três das amostras o que corresponde a 4,6% do to-
tal de queijos analisados (Tabela IV). Contudo não
se verificaram diferenças substanciais na capacida-
de de detecção dos métodos convencionais (I e 11),
uma vez que o número de amostras positivas de-
tectado é praticamente igual. No entanto, é de sali-
entar que este valor é consideravelmente superior
ao detectado pelo método de hibridação do DNA (111).
Ainda relativamente aos Métodos I e 11e observan-

do as Tabelas V e VI, verifica-se que para ambos os
métodos foi após 24 h de incubação que se obteve
um maior número de amostras positivas (80%) e que
às 48 h apenas se detectou mais 1 amostra positiva
(6,7%). Este resultado foi também verificado num
estudo efectuado por Warburton et a1.27.O prolon-
gamento do tempo de incubação até uma semana
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permitiu o rastreio de mais 2 amostras positivas
(13,3%) através do Método I, pelo que se considera
que a incubação até uma semana é importante para
a recuperação de L. monocytogenes.

Relativamente ao Método 111é de realçar que,
apesar de se terem detectado inicialmente 21 amos-
tras positivas, apenas se confirmou a presença de
L. monocytogenes em 5 (23,8%) destas amostras.
No entanto, apesar do baixo número de amostras
positivas detectado, verificou-se que este total incluía
2 que não foram detectadas pelos Métodos I e 11,ou
seja, 11,8% do total de amostras com L. monocyto-

genes. Estes resultados indicam que das 21 amos-
tras inicialmente suspeitas no teste de hibridação do
DNA, em 16 não foi possível confirmar o resultado.
A disparidade verificada pode ser explicada, atenden-
do a que para a confirmação se recorre à suspen-
são inicial em PBS, a qual foi obtida a partir da
totalidade da cultura presente no meio de Oxford
Agar, de acordo com o preconizado pelo método.

Contrariamente ao que é referido quanto à sen-
sibilidade do método 11117, 5 dos resultadosnegati-
vos obtidos por este método, revelaram-se positivos
por um ou ambos dos métodos convencionais.

Relativamente à abordagem estatística propôs-se
que, metodologicamente, fosse estudada a concordân-
cia entre os vários métodos, existindo dois contextos
de concordância que podem ser utilizados.

No primeiro contexto necessitamos conhecer a
verdade. Para tal, uma possibilidade é pensarmos
que os três métodos entre si conseguem estabele-
cer a verdade. Perante a verdade estabelecida pe-
los três métodos, ou seja, se se encontrou por um
dos métodos Listeria monocytogenes, então a amos-
tra estava contaminada. Os casos positivos são cer-
tamente positivos, levam a concluir que a prevalência
de L. monocytogenes observada nas amostras
(0,2615) é a verdadeira prevalência ou, mais prova-
velmente, um seu limite inferior. Isto é, a verdadeira
prevalência é pelo menos 0,2615 para o conjunto de
queijos observados.

Podemos comparar os três métodos, um a um,
com a verdade por estes estabelecida. Para isso, o
único coeficiente que parece ser aqui pertinente é o
da sensibilidade, ou seja, a probabilidade de o mé-
todo x classificar positivo quando a amostra está de
facto contaminada. Isto, visto que a especificidade
será sempre 1, pois ser positivo no método x é ser
positivo (no sentido de ser a verdade).

Sensibilidades

Método I Método 11

0,65

Método 111

0,290,71
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O Método I parece ser mais sensível, no entan-
to é difícil dizer que é melhor que o Método 11.Por
outro lado, é claro que o Método 111é muito menos
sensível que os restantes.

Podemos também comparar os métodos entre si,
assumindo que não existe uma verdade, ou golden

standard, ou seja estabelecendo um contexto

interobservacional, o que se faz como se descreveu
no ponto 2.4.

Método I vs. Método 11:

Nível de classificação conjunta = 0,81 (Figura 2)
Supondo que os métodos são iguais, o nível de

classificação individual de cada um destes métodos
será 90%.

Método I (ou Método 11)vs. Método 111:
Nível de classificação conjunta = 0,65 (Figura 3

e 4).
Supondo que o Método I (ou 11)classificam cor-

rectamente a um nível de 90% (como acabamos de
ver acima), temos que o nível de classificação do
Método 111é 72%, claramente inferior aos res-
tantes.

(0,65 = 0,90 . x Q X = 0,65 Q x = 0,72)
0,90

Repare-se que a igualdade de níveis de clas-
sificação conjunta entre Método l-Método II1 e
Método li-Método 111,confirmam o que se acaba
de dizer. Assim, por vias diferentes chegamos à
mesma conclusão que o laboratório, de que o Méto-
do 111é menos eficiente que os métodos convencio-
nais.

Comparação das passagens dos Métodos I e 11:
Existia a convicção, ao nívellaboratorial, de que

os Métodos I e Método II variariam na sua sensibili-
dade nas diferentes passagens. Por conseguinte,
utilizou-se a mesma metodologia para averiguar se
existiriam diferenças nas diferentes passagens dos
métodos convencionais.

Nível de classificação conjunta estimada.
Método11

2' Passagem
0,77 (0,88)
0,81 (0,90)
0,78 (0,88)

MétodoI l' Passagem
1.éPassagem 0,85 (0,92)
2.éPassagem 0,83 (0,91)
3.éPassagem 0,81 (0,90)

3' Passagem
0,87 (0,93)
0,86 (0,93)
0,76 (0,87)

Entre paréntesis apresenta-se o nível de classíficação de cada

Passagemlmétodo supondo que as passagens método a méto-

do são iguais.

Embora empiricamente a 2.9 passagem do Mé-
todo II e a 3.9 do Método I pareçam menos eficazes,



não existe qualquer evidência estatística de falta de
homogeneidade entre passagens, logo a conclusão
a tirar é que as passagens dos Métodos I e 11não
parecem diferir entre si.

4. Conclusão

o objectivo deste estudo foi efectuar a pesquisa de
Listeria sp, com especial destaque para a espécie
Listeria monocytogenes, em queijos de pasta mole
e avaliar comparativamente 3 métodos analíticos: 2
métodos convencionais (I e 11)e 1 método rápido (111).

A partir de um total de 65 amostras estudadas,
em que 17 se revelaram positivas, isolou-se L. mono-

cytogenes em 8 amostras (47%) e L. monocytogenes

associada a outras espécies de Listeria, em 9 amos-
tras (53%) (Tabela VII). Estes resultados podem con-
siderar-se preocupantes na medida em que o
isolamento de uma espécie do género Listeria, impli-
ca por si só um risco sanitári028.Há ainda que ter em
conta que se trata de um microrganismo ubiquitário,
não existindo processamento tecnológico capaz de
garantir a ausência de L. monocytogenes nos alimen-

tos, pelo que se deve evitar a contaminação e limitar
o mais possível a multiplicação.

Em relação aos diferentes métodos utilizados e
observando a Tabela VIII, verifica-se que o Método
III (Ensaio da Gene-Trak) permite obter uma resposta
4 a 5 dias mais cedo, para o caso das amostras
negativas, do que os métodos convencionais (I e 11).
Contudo, para as amostras positivas, apenas se
obtém uma antecipação de resposta de 2 dias, com-
parativamente aos Métodos I e 11.Isto pode ser ex-
plicado porque, segundo o que é referido pelo
fabricante, um resultado positivo obtido pelo Méto-
do III indica a presença de Listeria sp, sendo porém
necessário efectuar a identificação bioquímica da es-
pécie de Listeria presente, o que implica um aumento
no número de dias, para se obter uma resposta con-
clusiva. Já no caso de se obter um resultado nega-
tivo, para a presença de Listeria sp, não é necessário
confirmá-lo, obtendo-se uma resposta em 72 h no
máximo. Conclui-se assim que, apesar da maior ra-
pidez na obtenção de resultados, o Método 111não
nos parece constituir uma alternativa fiável aos Mé-
todos I e 11,quer pela dificuldade de confirmar os
resultados presuntivamente positivos, quer pela ob-
tenção de resultados falsos negativos, como já foi
referido anteriormente.

Este estudo, embora feito com um número redu-
zido de amostras, revelou uma percentagem de
positividade de L. monocytogenes que é compará-
vel à encontrada em trabalhos realizados noutros
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países para o mesmo tipo de produt05,6. O facto de
se terem utilizado métodos que recorrem a meios de
cultura mais inibidores justifica os valores encontra-
dos, corroborando a hipótese levantada no trabalho
anterior. Alerta-se, dado não ser ainda conhecida a
dose mínima infecciosa desta bactéria, para a ne-
cessidade de tomar medidas preventivas com vista
a evitar a sua presença e disseminação neste tipo
de queijos.
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TABELA I

RESULTADOS DA COMPARAÇÃO DE MÉTODOS

Método I vs Método II

I LM-
50
4

LM+
3
8

LM-
LM+

Método I vs Método 111

LM-

51

9

LM+

2

3

LM-

LM+

Método 11vs Método 111

LM-

52

8

LM+

2

3

LM-

LM+

LM- Ausência de Listeria monocytogenes

LM+ Presença de Listeria monocytogenes

TABELA 11

NÚMERO DE ESTIRPES ESTUDADAS NAS DIFERENTES VARIEDADES DE QUEIJO

50

Lísteria Lísteria

TipodeQueijo monocytogenes innocua Lísteriasp

Queijo Serra da Estrela 308 40 30

Queijo Castelo Branco 3 57 2

Queijo Serra do Rabaçal - 15 74

Queijo de Azeitão - 37 -

Queijo fresco - 28 -

Queijo «Camembert» 61 3 -

Queijo "Pur chevre» 10 - -

Total 382 180 106



TABELA 111

PRESENÇA DE LISTERIA MONOCYTOGENES

Comparação de métodos

TABELA IV
EFiCÁCIA DOS MÉTODOS DE PESQUISA NO ISO-
LAMENTO DE LISTERIA MONOCYTOGENES

Métodos de pesquisa

Método I

Método 11

Método 111

Método I + Método 11

Método I + Método 111

Método II + Método 111

Método I + Método II + Método 111

N.. de amostras

positivas

Total

4

3

2

5
O

O
3

17
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TABELA VI
INFLUÊNCIA DO TEMPO DE ENRIQUECIMENTO

NA RECUPERAÇÃO DE LISTERIA MONOCYTO-
GENES NA TOTALIDADE DAS AMOSTRAS POSI-
TIVAS OBTIDAS ATRAVÉS DOS MÉTODOS I E 11

TABELA VII

N.!! DE AMOSTRAS POSITIVAS PARA PRESENÇA
DE L.MONOCYTOGENES

TABELA V

INFLUÊNCIA DO TEMPO DE ENRIQUECIMENTO NA RECUPERAÇÃO DE L. MONOCYTOGENES

Comparação dos Métodos I e 11

51

Método I Método11 Método111

Amostras:

c/L. monocytogenes 12 11 5

c/L. sp 9 10 7

Tiposde Queijos 24h 48h 1 semana

Queijo Serra da Estrela 9 - 2

Queijo Castelo Branco 1 1 -

Queijo "Camembert» 1 - -

Queijo "Pur chevre» 1 - -

Total 12 1 2

L.monocytogenes

TIposdeQueijo I L.monocytogenesI +
Usteriasp

Queijo Serra da Estrela 6 6

Queijo Castelo Branco - 2

Queijo "Camembert» - 1

Queijo "Pur chevre» 2

Método I Método 11

Tipos de queijos 24h 48h 1 semana 24h 48h 1 semana

Serra da Estrela

Certificados 4 - 1 3 - -
Não certificados 4 - 1 4 - -

Castelo Branco - - - 1 1 -
"Camembert» 1 - - 1 - -
"Pu r chevre» 1 - - - - -
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TABELA VIII
MÉTODOSUSADOS PARAA PESQUISA DE LISTERIA

FIGURA 1

DISTRIBUiÇÃO DE AMOSTRAS POSITIVAS POR VARIEDADES

I- Total"" Positivos I

#"4'
o<ll

~V}
(}'

","/
.c,,j!

,;
éf'

.<1.~

FIGURA 2

CONCORDÂNCIA MÉTODO I VS. MÉTODO 11

52

Método I Método 11 Método 111

Meio de pré-enriquecimento LEB LEB + SR141 LEB+SR141

e incubação 30°C/16-20 h 30° C/24 h 30° C/16-20h

Meio de enriquecimento LEB+SR141 LEB + SR141

selectivo e incubação 37° C/24, 48h, 37° C/24, 48h, -

1s 1s
Meio de isolamento Oxford Agar Oxford Agar Oxford Agar
selectivo e incubação 37° C/24-48h 37" C/24-48h 37° C/24-48h

J- J- J-

Identificação Identificação Ensaio Gene-Trak 3h

16
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10

8

6

4

2

o
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FIGURA 3
CONCORDÂNCIA MÉTODO I VS. MÉTODO 111

FIGURA 4
CONCORDÂNCIA MÉTODO 11VS. MÉTODO 111
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Ocorrência de Listeria spp. e Listeria

monocytogenes em pescado fumado a frio
em Portugal

Gabriela Duarte*
Manuela Vaz Velho*

Paul Gibbs*

RESUMO

Este trabalho visou fazer o levantamento da ocorrência de Listeria spp. e Listeria monocytogenes em peixe fumado a frio produzido

em Portugal. Durante um período de seis meses, em três fábricas de fumagem de pescado existentes em Portugal, foram colhidas

amostras de peixe e ambientais, respectivamente ao longo da cadeia de processamento e antes do início da produção. Embora
esporadicamente outras espécies possam ser utilizadas, os três tipos de pescado preferencialmente escolhidos pelas empresas e

cuja produção foi analisada são: salmão fresco (Salmo salar) importado da Noruega, truta salmonada fresca (Oncorhyncus mykiss)

produzida em Portugal por duas truticulturas e espadarte congelado ou fresco (Xiphias gladius) com origens diversas. O produto
final fumado, fatiado e embalado sob vácuo, é vendido refrigerado.
Foram recolhidas e analisadas 172 amostras. As frequências totais (n=172) de Listeria e de L. monocytogenes foram respectivamen-

te 26,2% e 18,0%. À excepção de uma amostra de salmão e outra de truta frescos que continham L. we/shimeri; em todas as outras
amostras só se detectou L. innocua e L. monocytogenes. 3,5% do peixe fresco estava contaminado com Listeria, não se tendo

detectado L. monocytogenes. Nos produtos finais a frequência de Listeria e de L. monocytogenes foi respectivamente de 3,5% e

1,2%. A frequência de contaminação com Listeria e L. monocytogenes encontrada nas fábricas A (n=81), B (n=54) e C (n=37) foi
respectivamente de 43,2%, 27,2%; 13,0% e 9,3%; 8,1% e 8,1%.

Palavras-chave: Peixe fumado; Listeria spp.; Listeria monocytogenes; fábricas de fumagem.

ABSTRACT

Three cold-smoked lish processing plants were surveyed to determine the occurrence 01 Listeria spp. contamination. During six months

environmental samples were collected at sites belore the production head and lish samples along the process line. Fresh salmon (Salmo salar)

from Norway, fresh salmon trout (Oncorhyncus mykiss) lrom two portuguese lish larms, and Iresh or Irozen swordlish (Xiphias gladius) 01

various origins were the raw materiais utilized by the examined lactories. The linal product 01 ali plants was presented sliced and vacuum

packed and sold as a relrigerated product.

From a total 01 172 samples the overall Irequency 01 Listeria spp. and Listeria monocytogenes isolation was 26,2% and 18,0% respectively.

Listeria welshimeri was lound in two samples 01Iresh salmon and salmon trout, one in each. Ali the other positive samples contained only L.

innocua and L. monocytogenes. 3,5% 01the lish raw material to the smoking plants were contaminated with Listeria but not L. monocytogenes

while 3,5% and 1,2% 01the linal product were positive lor Listeria spp. and L. monocytogenes, respectively. In the plants A (n=81); B (n=54);

and C (n=37) the Irequency 01isolation 01Listeria and L. monocytogenes was 43,2% and 27,2%; 13,0% and 9,3%; 8,1% and 8,1%, respectively.

Keywords: Cold-smoked fish; Listeria Spp.; L. monocytogenes; smoking processing plants.

* Escola Superior de Biotecnologia da Universidade Católica Portuguesa - Porto.
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Ocorrência de Listeria spp. e Listeria monocytogenes em pescado fumado a frio em Portugal

Introdução

Listeria spp. são bacilos Gram +, aeróbios e/ou
anaeróbios facultativos, não esporulados, com óptimo
de temperàtura entre 30 e 37° C, podendo crescer
entre 1-45° C e a pH entre 6 e 8 não sobrevivendo a
60° C durante 30 minutos'. A espécie Listeria mono-

cytogenes foi responsável por alguns surtos de
listeriose associado ao consumo de alimentos atingin-
do taxas de morbilidade de 25 a 30% na população
alv02. A bactéria é patogénica sobretudo para os fe-
tos de mulheres grávidas, recém-nascidos e pessoas
com deficiência do sistema imunitári03.Até 1961, era
a única espécie reconhecida no género. Desde então
outras espécies foram incluídas: L. grayi, L. murrayi,

L. innocua, L. welshimeri, L. seeligeri e L. ivanoviJl.

Até ao momento, embora tenha sido frequentemente
isolada em peixe fumado, não há evidência de surtos
de listeriose associados a este consumo. Enquanto
alguns países (Alemanha, Reino Unido, Dinamarca,
Austrália e Canadá) só consideram L. monocytogenes

potencialmente patogénica para um grupo de alto ris-
co, os Estados Unidos estabeleceram o «zero de to-
lerância», tendo já rejeitado importações de peixe
fumado a frio onde foi detectada a presença deste mi-
crorganism05.

A fumagem, é um dos métodos mais antigos de
preservação de alimentos. O princípio de conserva-
ção da fumagem estava relacionado com a duração
de exposição ao fumo e da temperatura do mesmo,
bem como à salmoura forte onde previamente se
imergia o produto. Actualmente, no caso do pescado,
o processo de fumagem é bastante mais ligeiro e visa
sobretudo conferir ao produto o sabor característico
a fumo, ficando a conservação e a extensão do pe-
ríodo de armazenagem do produto a cargo dos siste-
mas de refrigeração e/ou congelação. Existem dois
métodos de fumagem: a quente e a frio. Este último é
o mais utilizado em pescado de alto valor comercial e
neste processo não ocorre coagulação das proteínas
ao contrário da fumagem a quente que usa tempera-
turas superiores a 60°C. Como os fumados a frio são
produtos pronto-a-comer e o calor usado no proces-
so não é suficiente para inactivar Listeria spp. a con-
taminação destes produtos terá que ser evitada.

Material e métodos

a) Caracterização das fábricas de peixe fumado:

Fábrica A: Produz truta salmonada, salmão e es-
padarte fumados a frio; nesta empresa a salga do
salmão e truta é feita a seco e a do espadarte em
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salmoura. A temperatura do fumo ronda os 20° C e é
feita em fumeiro tradicional sendo o fumo produzido
pela combustão de uma mistura de madeiras não
resinosas. É a empresa de maiores dimensões. Não
possui sistema de limpeza e desinfecção programa-
dos.

Fábrica B: Produz truta salmonada, salmão e es-
padarte fumados a frio; nesta empresa a salmoura é
usada para todas as espécies. A temperatura do fumo
ultrapassa os 20° e no caso do espadarte pode atin-
gir os 40° C. Utiliza um fumeiro mecânico com con-
trolo de temperatura e humidade, sendo o fumo
produzido por uma mistura de serradura de madeiras
não resinosas. Possui sistema de limpeza e desinfec-
ção programados.

Fábrica C: Produz salmão e espadarte fumados
a frio e usa salga a seco para o salmão e salmoura
para o espadarte. Esta empresa usa a mais baixa tem-
peratura de fumo (10° C). Utiliza um fumeiro mecâni-
co com controlo de temperatura e humidade sendo o
fumo exclusivamente produzido por serradura de faia
importada. A mão-de-obra é bastante reduzida. Não
possui sistema de limpeza e desinfecção programa-
dos.

O salmão utilizado por todas as fábricas é impor-
tado da Noruega pela mesma empresa e é transpor-
tado em camião frigorífico em caixas de poliestireno
expandido, em camada única de peixe coberta de
gelo. O camião possui sistema rigoroso de controlo
de temperatura e como não há interrupção da cadeia
de frio, chega a Portugal em óptimas condições. São
utilizados dois tamanhos 4-5 e 6-7 quilogramas. O
peixe é depois recolhido em furgões isotérmicos que
o transportam às respectivas empresas de fumagem.

A truta salmonada é produzida por duas
truticulturas do norte de Portugal. O peixe é colocado
em caixas de esferovite (duas camadas de peixe co-
bertas de gelo) e transportado em furgões isotérmicos
até Lisboa onde é recolhido por veículos semelhan-
tes pertencentes às empresas de transformação. O
espadarte, congelado ou fresco, tem origens diversas
consoante a época do ano e é capturado em Portu-
gal por diferentes embarcações de pesca.

O produto final fumado, quer seja salmão, truta
salmonada ou espadarte, é colocado à venda geral-
mente fatiado e embalado a vácuo em embalagens
de 100 g ou, em alguns casos, é apresentado em
filete inteiro também embalado a vácuo. Em ambas

as apresentações é vendido refrigerado.

b) Recolha de amostras

Durante um período de seis meses, ao longo da
cadeia de processamento, desde a captura até ao



produto final, recolheram-se e analisaram-se 77
amostras ambientais e 95 amostras de peixe.

Para o peixe fresco, amostras de equipamento
e superfícies de trabalho usou-se a técnica de
zaragatoa, numa área de cerca de 10 cm2, em nú-
mero de 5 zaragatoas por amostra colocadas em
frasco estéril contendo 25 cm3 de água peptonada
0,1%.

As amostras de água canalizada foram recolhi-
das em frascos estéreis de 500 cm3 para posterior
filtração.

As porções de peixe, cerca de 25 g, nas várias
fases de transformação, foram obtidas por corte com
facas e pinças esterilizadas e recolhidas em sacos
esterilizados fechados com fita adesiva.

Todas as amostras foram transportadas em ma-
las isotérmicas arrefecidas por placas eutécticas e
colocadas em câmara frigorífica a 2-40 C e analisa-
das dentro de um período que nunca excedeu os
sete dias (dada a distância do local de amostragem
ao local de análise e para possibilitar a recolha de
amostras nas várias fases do processo que pode
durar uma semana, na truta e salmão, até duas se-
manas no caso do espadarte, não se pôde iniciar a
análise mais cedo).

c) Isolamento, confirmação e identificação
de Listeria spp.:

Os 25 cm3 de água peptonada das amostras de pei-
xe fresco, equipamento e superfícies foram coloca-
dos em 225 cm3de caldo de enriquecimento primário
UVM 1modificado (Universidade de Vermont, Merck)
e incubadas (24:t 2 horas a 300 C). Os 500 cm3 das
amostras de água foram filtrados sob vácuo com fil-
tros de membrana de porosidade 0,45 11m(Gelman
Sciences, 47 mm) sendo os filtros colocados em 20
cm3 de UVM I e incubados (24 :t 2 horas a 300 C).
Os 25 9 de amostras de peixe processado depois
de colocados em 225 cm3 de UVM I e homoge-
neizados no Stomacher (Seward 400) foram incuba-
dos (24 :t 2 horas a 300 C).

0,1 cm3do enriquecimento primário foram transfe-
ridos para 10 cm3de UVM 11modificado (UVM 1+0.013
g/I de acriflavina) e para 10 cm3 de caldo de enrique-
cimento Fraser (Merck). O UVM 11inoculado foi incu-
bado (24:t 2 horas a 300 C). O enriquecimento Fraser
inoculado foi incubado 24 a 48 horas a 300 C.

Paralelamente, usou-se o bactómetro (Bacto-
meter 120SC, BioMerieux), método eléctrico para
monitorizar a capacitância das amostras, transferin-
do-se 0,05 cm3 de cada enriquecimento primário para
2 cm3 de meio líquido LED (Listeria Electrical
Detection medium)6 pré-aquecido a 300 C nos
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módulos do bactómetro. O bactómetro foi programa-
do para um tempo e uma temperatura experimen-
tais de 48 :t 2 horas a 300 C, respectivamente.

Todas as amostras que apresentaram crescimen-
to (turbidez no UVM 11;escurecimento no Fraser; uma
variação de 30% de crescimento em 30 horas nas
curvas obtidas no bactómetro) foram repicadas em
Oxford agar (Merck) e PALCAM agar (Merck) e incu-
badas (48 :t 2 horas a 300 C). Todas as colónias sus-
peitas foram repicadas em meio TSA (Tryptone Soya
Broth, Lab M), adicionado de 1,2% de agar (Lab M) e
de 0,6% de extracto de levedura (Lab M)) e incuba-
das (24 :t 2 horas a 370 C) sendo depois confirmadas
por meio da coloração de Gram, catalase, oxidase,
mobilidade em cambalhota (exame microscópico a
fresco de uma de colónia repicada após incubação
das placas de TSA, 24 :t 2 horas a 250 C), e diferen-
ciadas ao nível da espécie por meio do teste de CAMP
com Staphylococcus aureus ATCC 25923 e
Rhodococcus equi NCTC 1691 em placas de gelose
de sangue (BioMerieux) e APls (10300, BioMerieux).

Resultados

Foram recolhidas e analisadas 77 amostras am-

bientais e 95 amostras de pescado. As frequências
totais (n=172) de Listeria spp. e de L. monocytogenes

foram respectivamente 26,2% e 18,0%. À excepção
de uma amostra de salmão e outra de truta frescos

que continham L. welshimeri em todas as outras
amostras só se detectaram L. innocua e L. mono-

cytogenes. 3,5% do peixe fresco estava contamina-
do com outras espécies de Listeria que não L.

monocytogenes. Nos produtos finais embalados a
vácuo a frequência de Listeria spp. e de L. monocy-

togenes foi respectivamente de 3,5% e 1,2%.
A frequência de contaminação com Listeria spp.

e L. monocytogenes encontrada nas fábricas A
(n=81), B (n=54) e C (n=37), foi respectivamente de
43,2% e 27,2%; 13,0% e 9,3%; 8,1% e 8,1%.

Incidência de Listeria spp. nas amostras ambientais

(Quadro I)

Foram analisadas 77 amostras ambientais. A fre-

quência total (n=77) de contaminação com Listeria

spp. no conjunto das três fábricas foi 9,1% (7/77).
Cinco das sete amostras contaminadas continham

só L. monocytogenes enquanto que duas continham
simultaneamente L. monocytogenes e L. innocua. As
frequências de contaminação nas fábricas A (n=26),
B (n=29) e C (n=22) foram respectivamente 11,5%,
6,9% e 9,1%. L. monocytogenes foi encontrada nas
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QUADRO I
OCORRÊNCIA DE LISTERIA SPP. NO EQUIPAMENTO E SUPERFíCIES ANTES DO INíCIO DA PRODU-

çÃO

tábuas ~(2/4) e tanques de lavagem (1/1) da fábrica
A; tábuas (1/2) e facas (1/3) da fábrica B e fatiadora
de salmão (1/1) e espadarte (1/1) da fábrica C. L.

innocua estava presente em 3,8% e 3,4% das amos-
tras das fábricas A e B, respectivamente. As duas
amostras positivas da fábrica C estavam exclusiva-
mente contaminadas com L. monocytogenes.

Incidência de Listeria spp. nas amostras de pescado

(Quadros 11,111e IV)

Foram analisadas 95 amostras de pescado. As fre-
quências totais (n=95) de Listeria spp. e L. monocy-

togenes foram respectivamente 40% e 24,2%. As
frequências de Listeria spp. e L. monocytogenes nas

QUADRO 11

OCORRÊNCIA DE LISTERIA SPP. EM SALMÃO (SALMO SALAR) AO LONGO DA CADEIA DE PROCES-
SAMENTO

n/d - Não determinado
.Numa das amostras da fábrica A foi detectada L. welshimeri.
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(N.Qpositivos/n.Q total de amostras)

Origem FábricaA FábricaB FábricaC

L.monocytogenes L.innocua L. monocytogenes L.innocua L. monocytogenes L.innocua

Mesas de trabalho . . 0/2 0/2 . .
Tapete de borracha

. . . . 0/1 0/1
Tábuas 2/4 1/4 1/2 0/2 0/2 0/2
Facas 0/4 0/4 1/3 1/3 0/4 0/4

Tanquesde lavagem/salmoura 1/1 0/1 0/2 0/2 . .
Fatiadora de salmão

. . 0/2 0/2 1/3 0/3

Tabuleirosde fumeiro 0/2 0/2 0/1 0/1 0/3 0/3

Sacade embalar 0/3 0/3 0/5 0/5 0/2 0/2

Cartãolaminado 0/1 0/1 0/3 0/3 0/2 0/2

Lâminade piástico 0/1 0/1
. .

Grades de drenagem
. . 0/2 0/2

Águade lavagem 0/3 0/3 0/3 0/3 0/2 0/2

Salmourade espadarte 0/3 0/3 n/d n/d
Ganchos de fumeiro 0/4 0/4 0/2 0/2

Fatiadorade espadarte
. . 0/1 0/1 1/3 0/3

Paletes de açolespadarte
. . 0/1 0/1

. .
TOTAL 3/26 1/26 2/29 1/29 2/22 0/22

.Não existe este passo na fábrica.

n/d - Nãodeterminado.

(N.Qpositivos/n.Q total de amostras)

Origem FábricaA FábricaB FábricaC

L. monocytogenes L.innocua L. monocytogenes L.innocua L. monocytogenes L.innocua

Peixe fresco' 0/4 3/4 n/d n/d 0/1 0/1

Após filetagem 3/4 3/4 1/1 1/1 1/2 1/2

Após iavagem 2/4 3/4 n/d n/d n/d n/d

Após salmoura 0/1 0/1 0/1 0/1 0/2 0/2

Após fumagem 2/5 2/5 0/3 0/3 0/1 0/1

Depois de fatiado 1/3 1/3 0/2 0/2 n/d n/d

Produto final 1/5 0/5 0/3 2/3 0/4 0/4

TOTAL 9/26 12/26 1110 3/10 1/10 1/10



fábricas A (n=55), B (n=25) e C (n=15) foram res-
pectivamente 58,2% e 34,5%, 20,0% e 12,0% e
6,7%.

Incidência de Listeria spp. em salmão (Quadro 11)

Foram analisadas 46 amostras de salmão. As fre-

quências totais (n=46) de Listeria spp. e L. mo-

nocytogenes foram respectivamente 39,1% e 23,9%.
As frequências de Listeria spp. e L. monocytogenes

nas fábricas A (n=26), B (n=10) e C (n=19) foram
53,8% e 34,6%; 30% e 10%; e 10%, respectivamen-
te.

L. monocytogenes foi encontrada em amostras
de produto após filetagem nas fábricas A (3/4), B (1/
1) e C (1/2), e em amostras de produto após lava-
gem (2/4), após fumagem (2/5) e após corte em fa-
tias (1/3) na fábrica A.

No produto final, só a amostra positiva proveni-
ente da fábrica A foi confirmada como tendo L.

monocytogenes. As amostras positivas de produto
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final da fábrica B (2/3) estavam exclusivamente con-
taminadas com L. innocua.

Na fábrica A, numa amostra de salmão fresco (1/
4) foi encontrada L. welshimeri tendo~se detectado
L. innocua nas três restantes (3/4).

Incidência de Listeria spp. em espadarte (Quadro 111)

Foram analisadas 23 amostras de espadarte. As fre-
quências totais (n=23) de Listeria spp. e L. monocy-

togenes foram respectivamente 39,1% e 21,7%. As
frequências de Listeria spp. e L. monocytogenes nas
fábricas A (n=11) e B (n=7) foram 72,7% e 36,4%; e
14,3%. Nesta fábrica B, a única amostra positiva en-
contrada, que correspondia a espadarte após corte e
lavagem, só continha L. monocytogenes. Não foi en-
contrada Listeria spp. no espadarte da fábrica C (n=5).
Na fábrica A foi encontrada L. monocytogenes nos pro-
dutos após salmouragem (2/3), após fumagem (1/1)
e no produto final (1/5). Nesta última fábrica foi detec-
tada L. innocua na matéria-prima congelada (2/2),
após salmouragem (3/3) e no produto final (1/1).

QUADRO 111

OCORRÊNCIA DE LISTERIA SPP. EM ESPADARTE (XIPHIAS GLADIUS) AO LONGO DA CADEIA DE
PROCESSAMENTO

Incidência de Listeria spp. em truta salmonada (Qua-
dro IV)

Foram analisadas 26 amostras de truta salmonada.

A fábrica C não processa esta espécie. As frequên-
cias totais (n=26) de Listería e L. monocytogenes fo-
ram respectivamente 42,3% e 26,9%. As frequências
de Listeria e L. monocytogenes nas fábricas A (n=18)
e B (n=8) foram 55,6% e 33,3%, e 12,5%, respecti-
vamente. Na única amostra positiva encontrada na

fábrica B, produto após salmouragem, foram detec-
tadas O" monocytogenes e L. innocua.

Na única amostra positiva do peixe fresco
da fábrica A só foi encontrada L. welshimeri. Nes-

ta fábrica, foi detectada L. monocytogenes nas
amostras do produto após filetagem (2/3), após
fumagem (1/2), depois de fatiado (2/2) e no produto
final (1/4). L. innocuafoi detectada em todas as fa-
ses do processo da fábrica A, excepto no peixe fres-
co.
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(N.Qpositivos/n.Q total de amostras)
Origem FábricaA FábricaB FábricaC

L.monocytogenes L.innocua L.monocytogenes L.innocua L.monocytogenesL.innocua

Peixefresco/congelado 0/2 2/2 n/d n/d 0/1 0/1

Apóscortee lavagem n/d n/d 1/1 0/1 n/d n/d

Apóssalmoura 2/3 3/3 n/d n/d n/d n/d

Apósfumagem 1/1 0/1 n/d n/d n/d n/d
Produtoembaladoa vácuo n/d n/d 0/2 0/2 n/d n/d

Depoisde fatiado n/d n/d n/d n/d n/d n/d
Produtofinal 1/5 1/5 0/4 0/4 0/4 0/4
TOTAL 4/11 6/11 1/7 0/7 0/5 0/5

n/d- Nãodeterminado



Ocorrência de Listeria spp. e Listeria monocytogenes em pescado fumado a frio em Portugal

QUADRO IV

OCORRÊNCIA DE LISTERIA SPP. EM TRUTA SALMONADA (ONCORHYNCUS MYKISS) AO LONGO DA
CADEIA DE PROCESSAMENTO

Origem

(N.2 positivos/n.2 total de amostras)
FábricaA

L. monocytogenes L. innocua

Peixe fresco'

Após filetagem
Após lavagem
Após
Salga/salmouragem
Após fumagem
Filete embalado a vácuo
Produto final
TOTAL

0/3

2/3

0/2

0/1

1/2

2/2

1/5

6/18

0/3

1/3

1/2
1/1

2/2

2/2
1/5

8/18

.Na fábrica A foi encontrada L. we/shimeri (1/3).

.. Não existe este passo na fábrica.
n/d - Não detectado.

Discussão

Antes deste estudo não havia qualquer informação
publicada acerca da ocorrência de Listeria spp. em
pescado fumado a frio em Portugal. Todavia, os re-
sultados obtidos estão de acordo com estudos ante-
riores realizados. noutros países2,S,7,B,g,10,11,12,sendo a
presença de Listeria spp. em pescado fumado a frio
e um facto também verificado em Portugal.

A contaminação das fábricas de fumagem com
Listeria spp. era esperada uma vez que estes orga-
nismos são ubiquitários e o processo de fumagem a
frio e a concentração da salmoura, não inviabilizam
o seu aparecimento em qualquer dos passos da
cadeia de fabrico. Em estudos anteriores2, mas de
fumagem de truta a quente (temperaturas de fumo
de 65° C durante 30 minutos) nunca se detectou
Listeria spp. nos produtos após fumagem,

A alta contaminação da Fábrica A, quando com-
parada com as outras duas fábricas, era de esperar,
dada a elevada produção desta fábrica com maior
número de mão-de-obra envolvida e a ausência de

programas de limpeza e desinfecção. Para além dis-
so, nesta fábrica as espécies salmão e truta são pro-
cessadas no mesmo dia e quase simultaneamente
sem haver separação do processo. Isto equivale a
dizer que se uma das espécies estiver contaminada
a outra também pode vir a estar dado que o equipa-
mento e superfícies não foram limpos e desin-
fectados entre cada processo. Surpreendentemente,
não se detectou Listeria spp. nos produtos finais da
Fábrica C, embora tenha sido detectada nas
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fatiadoras de salmão e espadarte e no salmão após
filetagem. Aliás esta fábrica aprésentou a mais bai-
xa incidência de Listeria spp.

Os resultados de um estudo'2 que pretendia ava-
liar a eficácia de salmouras de concentrações típi-
cas nos produtos fumados a frio (concentração de
NaCI de 6% a 20% p/v) revelaram a ineficácia des-
sas concentrações na redução do número de L.

monocytogenes nos produtos após salmouragem.

De igual modo, neste estudo não se verificou qual-
quer efeito da salmoura na redução do número des-
tes microrganismos e, no caso do espadarte da fábrica
A, foi precisamente neste passo, após salmouragem,
que se encontrou a maior contaminação do produto o
que leva a crer que o período de salmoura proporci-
onou condições de crescimento da Listeria spp. que
o produto fresco já continha antes da sua imersão na
salmoura. Nunca foi encontrada Listeria spp. na sal-
moura limpa antes de ser utilizada.

As diferenças entre os métodos de amostragem
de peixe fresco inteiro (zaragatoa) e de peixe ao
longo do processo (homogeneização de 25 g) pode-
rá ser responsável pelo facto de nunca se ter sido
detectada Listeriamonocytogenes em peixe fresco,
uma vez que o primeiro método pode ser menos sen-
sível".

As temperaturas inferiores a 30° C usadas du-
rante o período de fumagem podem retardar o cres-
cimento de Listeria Spp.13, mas certamente não
eliminam estes microrganismos pois, neste estudo,
eles foram detectados nos produtos após fumagem
e, no caso do salmão e da truta, não houve redução

FábricaB

L.monocytogenes L.innocua

n/d n/d
0/1 0/1. .
1/1 1/1
n/d n/d
0/2 0/2

n/d n/d
0/4 0/4

1/8 1/8



aparente do seu número em relação ao passo ante-
rior. Do mesmo modo, a embalagem sob vácuo não
parece ter qualquer influência na redução de Listeria

spp. uma vez que no produto final, mesmo após um
período de armazenamento de duas semanas a 2-
4° C, foi detectada a sua presença.

Foi verificado através de um estud07 que envol-
veu amostras de salmão fresco, de origens diversas
usado por empresas de fumagem, que a contami-
nação com Listeria estava confinada à parte mais
superficial do produto e a sua came não estava con-

taminada após a captura ou após a descongelação.
Tudo leva a crer que se a operação de lavagem do
peixe fresco logo após a captura e à entrada da fá-
brica for realizada com água clorada corrente, a con-
sequente redução da carga microbiana antes das
operações de filetagem irá impedir a entrada do mi-
crorganismo no músculo do pescado.

O facto de ser frequente o aparecimento de L.

monocytogenes em peixe fumado a frio, toma neces-
sário identificar os locais onde a contaminação possa
ocorrer e onde se possa estabelecer um controlo efec-
tivo durante a produção. Como já foi mencionado, nem
a salmoura nem a temperatura do fumo usados nes-
te processo podem eliminar este microrganismo
patogénico. Será necessário intervir a montante, as-
segurando que a matéria-prima não esteja contami-
nada, estabelecer um programa regular de limpeza e
desinfecção das fábricas e evitar as contaminações
cruzadas. A rota e ciclo de contaminação de L.

monocytogenes em peixe fumado é difícil de conhe-
cer. Muitas das amostras analisadas continham simul-
taneamente L. innocua e L. monocytogenes, o que nos
leva a concluir que, embora em alguns dos produtos
não tenha sido encontrada L. monocytogenes isto por
si só não assegura que os mesmos produtos não
possam vir a ser contaminados com este microrga-
nismo, uma vez que as exigências fisiológicas das
várias espécies de Listeria são em tudo semelhantes.

Este trabalho visava sobretudo fazer o levanta-

mento de Listeria spp. em peixe fumado a frio em
Portugal, mas após esta etapa de confirmação da
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sua presença nestes produtos portugueses outros
estudos se seguirão, como seja a determinação da
ocorrência deste microrganismo ao nível da maté-
ria-prima antes da sua chegada à fábrica e a carac-
terização intraespecífica dos isolados de L.

monocytogenes encontrados.
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Longevidade e senescência do eritrócito humano
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RESUMO

O tempo médio de vida do eritrócito é de cerca de 120 dias. Ao longo deste período a célula vai sofrendo modificações resultantes

de um processo natural de envelhecimento. Sendo uma célula de capacidade biossintética limitada, é também, por consequência,
uma célula com uma limitada capacidade de manutenção das suas propriedades e recuperação de alterações físicas e químicas. O

tempo de vida do eritrócito pode ser abreviado, caso ocorram defeitos intrínsecos, que determinem lesão precoce do eritrócito. A

marcação, para a remoção do eritrócito, é feita por exposição do neoantigénio de senescência, imunologicamente relacionado com
a banda 3, ao qual se liga o auto-anticorpo anti-banda 3, que estimula a deposição de complemento. Em conjunto, IgG's e comple-

mento, medeiam o reconhecimento e remoção de eritrócitos senescentes ou lesados, pelos macrófagos.

Palavras-chave: Eritrócito; senescência eritrocitária; auto-anticorpos anti-banda 3; remoção eritrocitária.

SUMMARY

Duringits lile span (about 120 days) the erythrocyte is exposed to various insults and undergoes physical and chemical changes, which become
more pronounced with cell age. Erythrocytes that develop intracellular delects earlier during their lile span are removed from circulation at an
earlier stage, since the erythrocyte has a reduced repair mechanism. The pathway lor the removal 01 senescent or damaged erythrocytes
involve the exposition 01the senescent neoantigen, immunologicaly related to band 3, which binds to a specilic IgG auto-antibody. These
naturally occurring anti-band 3 antibodies and complement, together, mediate the recognitionand removal 01senescent or damaged erythrocytes,
by macrophages.

Keywords: Erythrocyte; erythrocyte senescence; anti-band 3 auto-antibodies; erythrocyte remova!.

1. Introdução

o tempo médio de vida do eritrócito, isto é, a sua
potencial longevidade é de cerca de 120 dias. Ao
longo deste período a célula vai sofrendo modifica-
ções resultantes de um processo natural de enve~
lhe cimento. Sendo uma célula de capacidade
biossintética limitada, é também, por consequência,
uma célula com uma limitada capacidade de manu-
tenção das suas propriedades e recuperação de al-
terações físicas e químicas. De facto, o eritrócito

. Departamento de Bioquímica da Faculdade de Fanmáciada
Universidade do Porto; Centro de Citologia Experimentalda
Universidade do Porto

.. Centro de Citologia Experimental da Universidade do Por-
to; Departamento de Biologia Molecular do Instituto de Ci-
ências Biomédicas Abel Salazar da Universidade do Porto

circulante sofre e acumula modificações físicas e
químicas, que constituem marca dores de envelheci-
mento celular.

À medida que a célula se aproxima dos 100 dias
de vida, observa-se uma redução na activida-
de enzimática das diversas enzimas operantes,
que se reflecte na deterioração dos processos me-
tabólicos delas dependentes. A redução de activida-
de da via de Embden-Meyerhof (EM) conduz a uma
diminuição do ATP (adenosina trifosfato) disponível
e, por consequência, a um desequilíbrio dos proces-
sos energético-dependentes, e à redução da capa-
cidade de deformabilidade e estabilidade da
membrana. A falência da via das hexososes

monofosfato (HMF) torna a célula incapaz de supe-
rar favoravelmente uma situação não fisiológica de
stress oxidativo.
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As lesões bioquímicas decorrentes do processo
de envelhecimento determinam alterações físicas e
químicas na célula. Observam-se alterações no vo-
lume da célula, na sua densidade e nos componen-
tes citoplasmáticos e da membrana. O volume celular
reduz-se e parece resultar da perda de K+ e de
microvesiculação da membrana. Associa, ainda, um
aumento de densidade, uma redução na capacida-
de de deformabilidade e também uma redução da
mobilidade eléctrica, devida a uma redução das car-
gas negativas de superfície1.

Na composição da membrana as alterações
senescentes são subtis, atribuindo-se a redução
observada nos lípidos, nas proteínas e enzimas de
membrana, à perda de pequenas porções da mem-
brana, com eventual perda de conteúdo cito-
plasmático. Estarão na origem desta fragmentação
lesões mecânicas sofridas pelo eritrócito, particular-
mente a nível esplénico e da microcirculação.
De facto, as modificações na membrana da
célula senescente, referem-se mais à organização
dos seus constituintes - fosfolípidos, resíduos de
hidrato de carbono, proteínas e enzimas. A suscep-
tibilidade dos fosfolípidos da membrana à fosfolipase
A2 aumenta nos eritrócitos mais velhos, o que pode-
rá explicar a organização fosfolipídica alterada e a
assimetria reduzida, observada nos eritrócitos
senescentes2. A peroxidação lipídica é também fre-
quente nos eritrócitos mais velhos, sobretudo naque-
les que sofreram stress oxidativ03. As modificações
em proteínas da membrana incluem alterações por
oxidação, glicosilação não enzimática, carboxi-
metilação, fosforilação, agregação covalente devida
à activação do sistema Ca++transglutaminase e de-
gradação"7. É ainda frequente a ligação de proteí-
nas citoplasmáticas e do citosqueleto à membrana1.

Nenhuma das alterações decorrentes do proces-
so fisiológico de envelhecimento atinge valores que,
só por si, determinem incapacidade metabólica, con-
denando a célula à morte. A importância relativa de
cada um deles no processo de remoção eritrocitária
é controverso. Parece, no entanto, obrigatório que o
mecanismo determinante de remoção, dependa de
modificações sofridas e acumuladas pelo eritrócito,
dada a sua incapacidade biossintética. Essas modi-
ficações mediarão alterações a nível da membrana,
por forma a poderem ser reconhecidas como célu-
las senescentes pelos macrófagos. O tempo de vida
do eritrócito pode ser abreviado, caso ocorram de-
feitos intrínsecos, como hemoglobinopatias,
enzimopatias, defeitos na estrutura ou composição
da membrana ou, ainda, quando se desenvolvem
mecanismos ou factores extrínsecos que determinem
lesão precoce do eritrócito.
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O maior problema no estudo do processo de
senescência advém da dificuldade em separar célu-
las de diferentes idades, numa população eritrocitária
circulante normal. A maioria das metodologias desen-
volvidas nesse sentido, fundamentam-se no facto de
o envelhecimento celular se acompanhar de um au-
mento de densidade e de uma redução no volume
do eritrócito. O valor de concentração de
hemoglobina globular média (CHGM) é o principal
determinante de distribuição eritrocitária nos méto-
dos de separação por centrifugação. Assim, uma
modificação precoce na densidade ou no VGM, de-
terminará uma redução ou um aumento na CHGM,
a qual determinará o posicionamento da célula, numa
fracção que não corresponderá à sua idade crono-
lógica. São, aliás, diversos os trabalhos em que se
refere a observação de modificações características
das células senescentes, em populações eritro-
citárias menos densasB,9.A maioria das metodologi-
as desenvolvidas e aplicadas no estudo do processo
de envelhecimento eritrocitário, envolvem um proces-
so de separação por centrifugação, com base na di-
ferença de densidade das células. Uma extensa
variedade de meios de gradiente de densidade têm
sido usados, tais como albumina bovina sérica,
stractan li, dextranos, ficol e percol. Este último,
constituído por partículas de silica coloidal revestidas
com polivinilpirrolidona, apresenta diversas vanta-
gens sobre os restantes. A sua baixa viscosidade,
pressão osmótica e atoxicidade permitem um fácil
ajustamento às condições fisiológicas. Pode usar-se
na preparação de gradientes de densidade contínua
ou linear (self-generated) e descontínua1o. Em ani-
mais são também usadas técnicas de supressão
eritrocitária por policitemia induzida por hiper-
transfusão.

O envelhecimento de eritrócitos in vitro é consi-

derado por diversos autores como um bom modelo
de estudo do processo de envelhecimento
eritrocitário in vivo, uma vez que a capacidade de
sobrevivência de eritrócitos armazenados decresce

ao longo do tempo e que as modificações adquiri-
d~s ao longo desse período, que comprometem a
viabilidade da célula, são sobreponíveis às modifi-
cações descritas como resultantes de senescência
in vivo. De facto, do estudo comparativo de células
envelhecidas in vitro, com células de elevada densi-
dade, diversas semelhanças têm sido observadas,
nomeadamente a diminuição da relação área de
superfície/volume, semelhança do perfil proteico da
membrana obtido por electroforese em gel de
poliacrilamida e dodecil sulfato de sódio (SDS-
PAGE), aumento da ligação de auto-anticorpos à
membrana11. De forma análoga, foram observadas



semelhanças entre eritrócitos mais densos e
eritrócitos com patologia associada a envelhecimento
acelerado, tais como talassemias, drepanocitoses,
esferocitoses, eliptocitoses, xerocitoses1.12.13.

2. Modificações no eritrócito senescente

2.1. Disfunção Metabólica

2.1.1. Variações na glicólise
pela via de Embden-Meyerhof

Na célula senescente a glicólise pela via EM, a via
metabólica principal do eritrócito, produtora de ATP
e NADH (nicotinamida adenina dinucleótido), faz-se
a um ritmo mais lento, em consequência de uma
redução na actividade das diversas enzimas que nele
actuam. Esta redução não é valorizada por alguns
autores, que a atribuem mais ao processo de
maturação reticulocitária, que ao processo de enve-
lhecimento celular, dada a dificuldade em obter cé-
lulas senescentes, mais densas, sem contaminação
reticulocitária. Independentemente desta controvér-
sia, as células senescentes em condições de stress

metabólico, são mais susceptíveis de depleção me-
tabólica. Num ambiente pobre em glucose, como
acontece na circulação esplénica, as células mais
densas, rapidamente depletq.das em ATP, são inca-
pazes de resposta à es{imulação metabólica
imposta nessas condições. Todos os processos ener-
gético-dependentes do eritrócito, ficam compro-
metidos em caso de redução nos níveis de ATP
disponível e, paralelamente, nos níveis de NADH e
de 2,3-difosfoglicerato (2,3-DPG). A importância do
ATP e do 2,3-DPG para a viabilidade' e preservação
da principal função da célula, a oxigenação dos te-
cidos, é largamente evidenciada nas amostras de
sangue colhidas para transfusão, em que se usa ACD
(ácido citrato dextrose) ou CPD (citrato fosfato
dextrose) como anticoagulante. O armazenamento
destas amostras conduz a uma redução em ATP e
2,3-DPG, que está relacionada com a concentração
hidrogeniónica e com a osmolaridade da solução
anticoagulante. A depleção de ATP limita a acção das
enzimas dele dependentes - ATPases - determinan-
do a falência da bomba de sódio e potássio, do trans-
porte de Ca++, do transporte de glutatião oxidado
(GSSG), de dissulfuretos mistos e conjugados de
glutatião. O stress metabólico, por depleção em ATP,
é acompanhado de um aumento na capacidade de
ligação de imunoglobulinas G (lgG) à membrana
eritrocitária. Este ponto é, todavia, controverso e
pode estar associado a outras modificações que, por
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si só ou em conjunto, determinam a ligação de
anticorpos à membrana14. Durante o armaze-
namento, a depleção em ATP é progressiva e con-
duz a alterações na forma da célula, de discócito para
esferócito, a perda de lípidos de membrana e a uma
rigidez acrescida da membrana. Há, pois, uma per-
da progressiva da viabilidade celular, que é bem evi-
denciada pela remoção de células lesadas, após a
reinfusão do sangue15.

O 2,3-DPG regula a afinidade da hemoglobina
para o oxigénio, pelo que a sua redução significa um
aumento da afinidade da hemoglobina para o oxigé-
nio, comprometendo a libertação de oxigénio para
os tecidos.

Em determinadas eritropatias, observa-se remo-
ção precoce das células, provavelmente decorrente
de um processo de envelhecimento celular acelera-
do, devido a um stress metabólico crónico. É o caso
das alterações primárias da membrana eritrocitária,
que são acompanhadas de um aumento da
permeabilidade passiva ao Na+e ao K+,habitualmen-
te de valor irrelevante. Este aumento de permea-
bilidade, cuja origem se desconhece, determina uma
actividade acrescida das ATPases envolvidas no

transporte activo do Na+ e do K+, um aumento da
glicólise e produção de ATP. O stress metabólico
crónico nestas condições determinará uma depleção
precoce dos sistemas enzimáticos, e, por consequên-
cia, em ATP, com falência das bombas catiónicas,
hidratação e aumento de volume da célula. Parale-
lamente ao aumento da porosidade aos catiões, a
célula, devido a uma composição proteica alterada,
da membrana, sofre fragmentação, com diminuição
da relação área de superfície/volume e perda de
elasticidade e estabilidade da membrana.

À medida que a célula envelhece a capaci-
dade de síntese de glutatião (GSH), via glutatião
sintetase e gama glutamil cisteína sintetase, depen-
dente de ATP, decresce e o GSSG acumula-se. Este
aumento de GSSG pode inibir a actividade da
hexocinase, limitando a glicólise e o fornecimento de
energia16. A capacidade de defesa da célula
senescente contra o ataque oxidativo de peróxidos
ou outros oxidantes, bem como contra a acção tóxi-
ca de compostos electrofílicos de origem endógena
ou exógena, está limitada e permite o desenvolvi-
mento de um stress oxidativo, que poderá afectar os
diversos componentes do eritrócito, nomeadamente
a hemoglobina17.18.

A produção de NADH na célula senescente será
também mais reduzida, limitando a acção da enzima
meta-hemoglobina redutase principal e, por conse-
quência, a manutenção da hemoglobina no estado
funcional.

-
INSA

.f8UOTEC\

65



Longevidade e senescência do eritrócito humano

A célula senescente é habitualmente mais den-

sa e de menor volume. A densidade é definida pela
CHGM. O conteúdo em hemoglobina mantém-se ao
longo da vida, embora possam ocorrer perdas no
decurso de fragmentação celular. A CHGM será,
portanto, determinada pelo conteúdo hídrico da cé-
lula, que é regulado pela concentração intracelular
de Na+ e K+.As células senescentes contêm menos

K+ e mais Na+ que as células mais jovens, o que
parece resultar de uma maior porosidade da mem-
brana aos catiões, à semelhança do que acontece
nas eritropatias de membrana.

2.1.2. Variações na glicólise pela via das hexoses
monofosfato

A via HMF, apesar de representar apenas 10% do
metabolismo eritrocitário, é de extraordinária impor-
tância como defesa anti-oxidante, por constituir a
única fonte de NADPH (nicotinamida adenina
dinucleótido fosfato) na célula. A enzima-chave des-
ta via metabólica é a glucose-6-fosfato desi-
drogenase (G6PD), cuja actividade é regulável pelo
NADPH disponível na célula. No eritrócito maduro a
G6PD apresenta uma actividade que é cerca de 1%
da sua capacidade máxima'9, não constituindo, to-
davia, um factor limitante da via HMF, na medida em
que possui capacidade para operar a um ritmo su-
perior em situações de stress oxidativo. Ou seja,
neste caso, a G6PD aumentará a sua actividade, no
sentido de repor os níveis de NADPH e proteger o
eritrócito contra o ataque oxidante. A estimulação da
via HMF far-se-á em prejuízo da via EM, e a sua
intensificação será função da natureza do agente
oxidante e da respectiva concentração. Nas células
senescentes, a G6PD apresenta uma actividade re-
duzida e, mais importante, uma capacidade de res-
posta ao stress oxidativo bastante inferior ao das
células mais jovens2o.Os factores que afectam a via
HMF em geral e a actividade da sua enzima-chave,
a G6PD, em particular, são ainda hoje objecto de
estudo, que se afigura, aliás, de grande importância
para o esclarecimento do metabolismo no eritrócito
normal e no eritrócito deficiente em G6PD. A impor-
tância desta enzima prende-se com o facto de a sua
deficiência comprometer todo o metabolismo pela via
HMF e de representar a eritroenzimopatia de maior
prevalência mundial, afectando cerca de 100 milhões
de pessoas. A grande maioria dos indivíduos porta-
dores deste traço genético são assintomáticos e, fre-
quentemente, desconhecem a sua existência até ao
momento em que sofrem uma crise hemolítica. Este
facto demonstra que na maioria dos casos a enzima
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deficiente, operando com uma actividade muito pró-
xima da sua capacidade máxima, consegue manter
níveis compatíveis cm a viabilidade celular. Todavia,
falham, quando sujeitos a um stress oxidativo, dada
a incapacidade de aumentar a actividade da G6PD.
A crise hemolítica aguda pode ser desencadeada por
medicamentos, por agentes químicos, por ingestão
de favas ou por acidose diabética21. Em todos os
casos, desenvolve-se no interior do eritrócito um
stress oxidativo, que se deve à formação ou difusão
de formas activas de oxigénio que, acumulando-se,
exercem a sua acção oxidante sobre diferentes
constituintes eritrocitários, marcando a célula para a
morte. Infecções e viroses podem também desenca-
dear crises hemolíticas, no deficiente em G6PD, que
se devem ao stress oxidativo criado pela difusão, atra-
vés da membrana eritrocitária, de peróxido de hidro-
génio proveniente da activação de neutrófilos. De
facto, eritrócitos deficientes em G6PD, quando incu-
bados in vitro na presença de granulócitos e partícu-
las de látex, sofrem uma redução nos níveis de GSH
e do tempo de vida. Esta alteração não se verifica por
incubação dos eritrócitos com granulócitos em «repou-
so», isto é, sem activação, ou ainda por incubação
de eritrócitos normais com granulócitos e partículas
de látex. Estas observações evidenciam a acção do
peróxido de hidrogénio, produzido pelos neutrófilos
durante o processo de activação para fagocitose das
partículas de látex, sobre o eritrócito.

Considerando o que ocorre em caso de stress
oxidativo na deficiência em G6PD e ainda nas célu-
las senescentes, com uma actividade enzimática
inferior e uma capacidade limitada de resposta ao
stress oxidativo, é razoável pensarmos que as célu-
las senescentes são passíveis de remoção precoce
em caso de stress oxidativo e, ainda, que a restante
população eritrocitária, embora capaz de ultrapassar
a «crise», sofrerá e acumulará modificações que
poderão abreviar a sua longevidade. Da mesma for-
ma, situações que associem activação de neutrófilos
determinarão um envelhecimento precoce da popu-
lação eritrocitária. O metabolismo do glutatião é tam-
bém sensível a qualquer modificação do metabolismo
pela via HMF, apesar da reconhecida capacidade de
síntese de GSH pelo eritrócito. Uma prolongada ex-
posição a reduzidos níveis de GSH foi associada a
lesões de natureza oxidativa da membrana

eritrocitária, com redução da sua estabilidade22.

2.2. Modificações na membrana eritrocitária

As modificações na membrana, decorrentes do pro-
cesso de senescência, surgem na sequência da



deterioração dos processos metabólicos e ainda por
lesão mecânica, que será exacerbada logo que a
capacidade de deformabilidade do eritrócito seja tam-
bém limitada. Vários trabalhos evidenciam reduções
no conteúdo em colesterol e fosfolípidos, hidratos de
carbono e proteínas1.2.23.24.Estas modificações pare-
cem resultar da perda de área de superfície que se
observa nas células senescentes, já que as propor-
ções dos diversos componentes apresentam valores
quase constantes1. O mecanismo subjacente à per-
da de pequenas porções de membrana não está
ainda perfeitamente esclarecido, embora o baço
pareça ter um papel crucial. De facto, indivíduos
esplenectomizados apresentam, relativamente aos
não esplenectomizados, eritrócitos de volume supe-
rior, com um conteúdo lipídico superior na membra-
na, a qual apresenta pequenos «pits», com aspecto
de vacúolos ou inclusões, cujo número aumenta à
medida que a célula envelhece em circulação. Este
facto indicia, portanto, o envolvimento do baço na re-
moção dos «pits», a qual é provavelmente acompa-
nhada de perdas de membrana ou de sequestração
e remoção eritrocitária.

No que respeita aos fosfolípidos, embora as pro-
porções se mantenham, há, todavia, uma alteração
na assimetria lipídica, com exteriorização dos
aminofosfolípidos fosfatidiletanolamina e fosfati-
dilserina, provavelmente decorrente de uma altera-
ção no processo de interiorização dos mesmos2.25.

2.2.1. Por depleção metabólica

A redução dos níveis de ATP e GSH, decorrentes do
processo natural de senescência, ou de desequilí-
brio metabólico em caso de stress oxidativo, deter-
mina um decréscimo da actividade dos sistemas de
defesa anti-oxidante e da actividade das enzimas de
membrana dependentes do ATP-ATPases. Gera-se
um desequilíbrio electrolítico na célula, com diminui-
ção de K+e aumento do Na+ intracelular, que deter-
minarão um menor conteúdo hídrico na célula, que
se torna mais densa, com uma viscosidade interna
acrescida e, por consequência, com uma capacida-
de de deformabilidade reduzida. A CHGM do

eritrócito é já tão elevada que um pequeno aumen-
to, por redução da água intracelular, determina um
aumento substancial da viscosidade interna.

A lesão oxidativa de constituintes da membrana
de eritrócitos depletados em ATP ou em GSH, ou
ainda em ambos, é função do tipo de agente
oxidante, da sua concentração e dos seus alvos pre-
ferenciais ou ocasionais. Coetzer et al.26mostraram

que eritrócitos depletados em GSH (amostras de
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indivíduos deficientes em G6PD), com níveis normais
de ATP, apresentam agregação de proteínas da
membrana, resultante da formação de pontes
dissulfureto entre diferentes proteínas, como a
espectrina, globina, banda 3 e outras, provavelmen-
te citoplasmáticas. A depleção concomitante em GSH
e ATP conduz também à formação destes agrega-
dos, mas, segundo o autor, a depleção nos níveis
de ATP não é obrigatória para que ocorra a referida
agregação. Mostraram ainda que, sob a acção de
um agente oxidante exógeno (acetilfenil hidrazina),
as células depletadas em GSH, mas não em ATP,
apresentam também agregação proteica, todavia, a
natureza destes agregados é distinta daqueles obti-
dos por acção de oxidantes de origem intracor-
puscular. Neste caso, os agregados tinham como
principal constituinte a globina e apresentavam pe-
quenas quantidades de espectrina e de banda 3. Se-
gundo os autores, o tamanho e frequência da
agregação é função do número de colisões entre os
grupos tiol das proteínas, da concentração do
oxidante e do GSH. O ATP poderá desempenhar o
papel de regulador da mobilidade das proteínas da
membrana e não de preservação da interacção es-
tável das proteínas da membrana.

A depleção em ATP determina um aumento na
ligação de anticorpos à membrana, na sequência de
modificações nesta, que traduzem a depleção me-
tabólica 14.

A concentração de cálcio intracelular não apre-
senta variações significativas, apesar de a activida-
de da Ca++ATPase apresentar valores progressi-
vamente mais baixos, por senescência. Todavia, por
acção de um agente oxidante exógeno observa-se
já em paralelo com um decréscimo de actividade da
enzima, um aumento do Ca++intracelular27.

2.2.2. Por lesão oxidativa

A natureza e origem das lesões oxidativas da mem-
brana, pela sua diversidade e inconsistência são
controversas e pouco esclarecidas. Esta controvér-
sia está relacionada com o agente oxidante - con-
centração, tempo de actuação, poder oxidante,
localização - e com o estado metabólico do eritrócito
ou, mais precisamente, com a capacidade de res-
posta dos seus sistemas de defesa anti-oxidante. Um
eritrócito senescente ou um eritrócito com um siste-

ma de defesa anti-oxidante limitado, é sempre uma
célula mais vulnerável que um eritrócito normal. E,
mesmo no caso de eritrócitos normais, é razoável
pensar que, sendo as enzimas envolvidas naqueles
sistemas, de localização citoplasmática, podem não
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impedir cabalmente lesões oxidativas a ,nível da
membrana, quando o oxidante é libertado nas proxi-
midades desta. Embora o eritrócito dependa predo-
minantemente dos seus sistemas de defesa

anti-oxidante na prevenção de lesões oxidativas da
membrana, existem também na membrana pro-
teases, que podem reconhecer e degradar proteínas
oxidadas, incluindoa hemoglobina28.Os reticulócitos
possuem um sistema de proteólise para degradação
de proteínas de estrutura alterada, dependente do
ATP. Este sistema, também responsável pela elimi-
nação programada de várias proteínas, no decurso
do processo de maturação reticulocitária, está au-
sente no eritrócit028.Nos reticulócitos e eritrócitos
maduros actua um outro sistema proteolítico, inde-
pendente do ATP, que está envolvido na degrada-
ção de proteínas alteradas por oxidaçã029. O
desenvolvimento na membrana eritrocitária, de
polímeros de elevado peso molecular, de origem
oxidativa, pode resultar de uma capacidade limitada
deste sistema para a sua remoção proteolítica, ou
de um ritmo oxidativo tão elevado, que aquele siste-
ma proteolítico seja incapaz de o acompanhar.

O eritrócito pela sua especialização no transpor-
te de oxigénio é uma célula equipada de um meca-
nismo de defesa anti-oxidante, o qual, em
determinadas circunstâncias, pode, todavia, tornar-
se vulnerável à acção oxidativa do oxigénio
molecular. O estudo de células senescentes tem
evidenciado a existência de lesões cumulativas, de
natureza oxidativa, na membrana eritrocitária,,3.3o.3'.
A oxidação da hemoglobina a meta-hemoglobina,
que se liga à membrana, aumenta progressivamen-
te com a idade celular, em paralelo com a redução
de GSH e o aumento em glutatião oxidado'6. A
desnaturação de hemoglobina é, aliás, frequente em
determinadas patologias associadas com stress

oxidativo (deficiência em G6PD e glutatião
peroxidase), com envelhecimento celular acelerado
e com hemoglobinopatias32.Nestes casos, a hemo-
globina desnaturadaé visível sob a forma de inclu-
sões eritrocitárias,designadaspor corposde Heinz,
de localizaçãomembranar.Ameta-hemoglobinaso-
fre pequenos rearranjosestruturaisque podem le-
var à formação de hemicromos reversíveis ou,
prosseguindo a desnaturação, de hemicromos
irreversíveis,que irão constituiro núcleoparaa for-
mação de corpos de Heinz. Os hemicromosapre-
sentam uma elevada afinidade para o domínio
citoplasmático da proteína banda 3 da membrana,
formando um copolímeroreversível,mas insolúvel,
que se amplifica rapidamente,atingindodimensões
macromoleculares31,33'35.A maior frequência de cor-
pos de Heinz em indivíduos esplenectomizados
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mostra que a sua formação está relacionada com o
processo de envelhecimento e remoção eritrocitária.
A desnaturação da hemoglobina pode surgir na se-
quência da formação de metabolitos de oxigénio que,
não sendo convertidos e eliminados sob a forma de

água, por acção do metabolismo do glutatião que nas
células senescentes e em determinadas eritropatias
está comprometido, conduzem à formação de outros
metabolitos de poder oxidante superior.

O aumento do sulfóxido de metionina na mem-
brana de eritrócitos densos é outro sinal de lesão

oxidativa da membrana e constitui um precoce
marcador de senescência7,36.De facto, a sua con-
centração em eritrócitos jovens é significativamente
diferente da apresentada pelos eritrócitos de meia-
idade; entre estes e os eritrócitos mais densos não
há, todavia, diferença significativa. A oxidação da
metionina inicia-se, portanto, muito cedo na vida do
eritrócito, mantendo um valor mais ou menos cons-
tante a partir de um determinado período da vida da
célula, o que poderá explicar-se pela degradação de
proteínas altamente oxidadas ou, ainda, pela sua
remoção no decurso do processo de fragmentação
da membrana, que ocorre ao longo da vida da célu-
la7.

O metabolismo do glutatião permite ao eritrócito
manter os grupos tiol no estado reduzido. Todavia, a
disfunção metabólica que acompanha o processo de
senescência, torna os grupos tiol das proteínas da
membrana susceptíveis à oxidação. De facto, as
proteínas da membrana apresentam alterações
conformacionais e uma redução dos grupos tiol, em
paralelo com o aparecimento, nos electroforeto-
gramas, de novas bandas de elevado peso
molecular7

Vários trabalhos in vitro foram elaborados com o

objectivo de estudar a acção de diferentes oxidantes,
em diferentes condições, sobre eritrócitos normais,
senescentes e com determinadas patologias, por
forma a clarificar o processo de senescência e de
lesão oxidativa da membrana. Os agentes oxidantes
podem actuar directamente sobre as proteínas da
membrana, alterando a sua estrutura e tornando-as
susceptíveis à degradação ou agregação, ou indirec-
tamente, através dos produtos de oxidação lipídica
como dienos conjugados, hidroperóxidos ou malonil-
dialdeído, capazes de promover modificações
oxidativas nas proteínas da membrana eritrocitá-
ria29,37,38.

Os sistemas produtores e de eliminação de for-
mas activas de oxigénio no eritrócito, têm merecido
especial atenção, dada a produção contínua de
metabolitos de oxigénio, por autoxidação da
hemoglobina. Como modificações impostas por es-



tes, podem salientar-se a redução de GSH e de
NAOPH, a oxidação da hemoglobina, proteólise, a
formação de agregados de elevado peso molecular,
a inibição de enzimas de transporte transmembranar
(Na+K+ATPases, Ca++ATPase), a lipoperoxidação, a
redução na elasticidade e estabilidade da membra-
na e, finalmente, a hemólise,,3,30,3,,39-43.

O peróxido de hidrogénio é um peróxido hidros-
solúvel produzido continuamente por autoxidação da
hemoglobina, que em concentrações pré-hemolíticas
determina modificações na permeabilidade ao K+,
redução na capacidade de deformabilidade da mem-
brana, oxidação da hemoglobina e sua ligação à
membrana, e lipoperoxidaçã042. O t-butil hidrope-
róxido, um peróxido hidrófobo, tem já um efeito dife-
rente sobre o eritrócito. A sua acção sobre a
permeabilidade catiónica é mínima, assim como
sobre a deformabilidade da membrana, verificando-

se, todavia, uma redução na estabilidade da mem-
brana. Efeitos tão díspares, de compostos
quimicamente semelhantes, podem resultar de me-
canismos e locais de acção também díspares.

Aos metabolitos de oxigénio são atribuídas mo-
dificações pouco consistentes e, por isso, controver-
sas. Enquanto a exposição de eritrócitos ao
hidroperóxido promove o «cross-linking» de proteí-
nas de membrana, sem alteração de volume39, a
exposição de eritrócitos ao superóxido resulta em
proteólise acentuada e aumento do volume celular.
O aumento da permeabilidade da membrana, por
alterações estruturais ou de degradação da banda
3, poderá justificar este aumento de volume celular.
Observam-se também modificações na forma dos
eritrócitos, evoluindo de discócitos para estoma-
tócitos e, finalmente, para esferócitos, Estas modifi-
cações não se observam, todavia, em membranas
isoladas e tratadas nas mesmas condições, eviden-
ciando a importância da hemoglobina neste proces-
S044.

Outra acção dos metabolitos de oxigénio é a
peroxidação dos lípidos de membrana. Os ácidos
gordos poli-insaturados são decompostos por um
processo de peroxidação directa ou indirecta de que
resulta, como produto final, o malonildialdeído
(MOA)'-'2,32.O MOA reage com o meio lipídico cir-
cundante mais próximo, que no caso serão os
aminofosfolípidos do folheto interno da bicamada
lipídica, para formar um aducto lipídico, resultante do
«cross-linking» de fosfatidiletanolamina e fosfatidil-
serina com os grupos aldeído do MOA', em anteci-
pação às bases de Schiff, que resultam da interacção
do MOA com os grupos amina das proteínas da
membrana eritrocitária. O MOA pode, para além
destes produtos, promover o «cross-linking» de pro-
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teínas por pontes dissulfureto, com eventual forma-
ção de agregados irreversíveis de elevado peso
molecular45.Estas modificações são referidas de uma
forma inconsistente, na membrana de eritrócitos
senescentes, de eritrócitos com enzimopatias, com
hemoglobinopatias ou com patologia de membra-
na32,46.Nos indivíduos esplenectomizados estas
modificações intensificam-se, o que evidencia o en-
volvimento esplénico na sua remoção. Em conse-
quência das modificações lipídicas e proteicas que
acompanham a peroxidação de ácidos gordos
insaturados, as propriedades físico-químicas da
membrana eritrocitária modificam-se, com rigidi-

ficação da bicamada lipídica, estimulação dos movi-
mentos verticais dos fosfolípidos e exteriorização dos
aminofosfolípidos2.25.A peroxidação lipídica da mem-
brana senescente sugere depleção de anti-oxidantes
da membrana eritrocitária. A vitamina E é um destes
anti-oxidantes e o seu valor apresenta-se, de facto,
reduzido, nas células senescentes, mais densas.

Se existe controvérsia quanto à natureza e ori-
gem das lesões oxidativas da membrana do eritrócito
senescente, também ela existe no que se refere ao
impacto destas modificações na morfologia,
deformabilidade, viabilidade e longevidade da célu-
la. Segundo alguns, as lesões oxidativas são acom-
panhadas de desestabilização da membrana, a qual
se traduz numa redução da sua capacidade de
deformabilidade, aumento da fragilidade osmótica,
predisposição para a fragmentação, e eventualmen-
te para uma longevidade abreviada22. O impacto da
acção de um oxidante sobre a membrana eritro-
citária, dependerá, não só dos múltiplos mecanismos
de defesa anti-oxidante existentes na célula e que

poderão proteger diferentes componentes da mes-
ma, mas também de outros factores, nomeadamen-
te o tipo de oxidante, a sua concentração, as
concentrações dos diferentes componentes celula-
res, etc.

2.2.2.1. Por lesão oxidativa da banda 3

O tratamento de eritrócitos jovens com agentes
oxidantes, como a fenilhidrazina e o «acridine oran-
ge», promovem a agregação da proteína banda 3 da
membrana eritrocitária47,48.O processo de oxidação
pela fenilhidrazina inicia-se com a desnaturação da
hemoglobina e formação de hemicromos, que têm
uma grande afinidade para o domínio citoplasmático
da banda 333.A associação destes com a banda 3
desencadeia a propagação da reacção, com forma-
ção de copolímeros de elevado peso molecular, que
serão reconhecidos por auto-anticorpos anti-banda
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3. O «acridine orange», sendo um oxidante lipofílico,
não actua sobre a hemoglobina, mas somente so-
bre os constituintes da membrana. Todavia, promo-
ve igualmente a agregação irreversível da banda 3,
a que se segue também o reconhecimento e liga-
ção por auto-anticorpos; demonstra-se desta forma
o envolvimento da banda 3 modificada, independen-
temente da desnaturação da hemoglobina, na liga-
ção de auto-anticorpos à membrana eritrocitária.
Estudos microscópicos por imunofluorescência e
estudos por «immunoblotting», de eritrócitos tratados
com oxidantes, corroborou este envolvimento, mos-
trando uma localização sobreponível dos anticorpos,
dos agregados de banda 3 e dos corpos de
Heinz47,49,50.Os agregados de hemoglobina desna-
turada ou hemicromos com banda 3 são caracterís-
ticos de eritrócitos senescentes, eritrócitos deficientes
em G6PD, eritrócitos com um sistema de defesa anti-
oxidante reduzido e ainda de eritrócitos com

hemoglobinas instáveis22,31,32,41,45,46.Sendo a banda
3 um dos pontos de ligação do citosqueleto com a
bicamada lipídica, qualquer modificação na distribui-
ção da banda 3 pode causar um desequilíbrio da
estrutura da membrana. A mobilização lateral da

. banda 3, decorrente da agregação, poderá até criar
áreas estritamente lipídicas na membrana, favore-
cendo a vesiculação da membrana51,52.

2.2.3. Por proteólise

A membrana do eritrócito senescente apresenta le-
sões de natureza proteolítica, Ao contrário dos pro-
cessos de lipoperoxidação e hemólise, a proteólise
inicia-se rapidamente, após exposição a metabolitos
de oxigénio; à semelhança da liperoxidação, proces-
sa-se duma forma linear em função do tempo e da
concentração do agente oxidante, o que sugere que
o processo de proteólise e de peroxidação lipídica,
apesar de se processarem por mecanismos diferen-
tes, possam ter uma interligação. É mesmo possível
que a produção dos metabolitos de oxigénio no
metabolismo eritrocitário tenha uma função fisiológi-
ca no despoletamento da degradação de proteínas
modificadas ou de enzimas nocivas para a célula29,37.

O mecanismo de acção e a natureza das protea-
ses envolvidas na degradação de proteínas da mem-
brana é ainda obscuro. Todavia, as alterações
proteolíticas da membrana são de especial impor-
tância, por se relacionarem com o desenvolvimento
do neoantigénio de senescência, que se liga a
anticorpos presentes no plasma3o,47,53,Esta ligação
será reconhecida pelos macrófagos que, em conjunto
com o complemento, procedem à remoção da célu-
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la por fagocitose, Os macrófagos são células do sis-
tema fagocítico, responsáveis pela remoção de
eritrócitos senescentes, e também uma importante
fonte de formas activas de oxigénio e proteases, É
pois razoável que um eritrócito, que sofreu repetida-
mente nos sinusóides a nível esplénico, hepático e
da medula óssea, a acção de proteases, acumule e
apresente modificações proteolíticas que se acentu-
arão ao longo da sua vida. De facto, eritrócitos com
patologia de membrana, que atravessam os sinu-
sóides mais lentamente, devido a uma reduzida ca-
pacidade de deformabilidade, apresentam, ainda
jovens, essas modificações proteolíticas54,55.

Os anticorpos isolados de eritrócitos mais den"
sos foram relacionados imunologicamente com a
banda 3 e com os seus fragmentos peptídicos, de
menor peso molecular56. Todavia, o tratamento de
eritrócitos normais com diferentes enzimas

proteolíticas, por si só, não induz a ligação de
anticorpos isolados de células densas, o que eviden-
cia a associação das modificações proteolíticas da
banda 3 a outro(s) evento(s) eritrocitários, a nível da
composição e estrutura da membrana e/ou do
citoplasma '. Gaczynksa et a/,54,55 mostraram que a
susceptibilidade das proteínas da membrana
eritrocitária à proteólise, é função da composição e
estrutura das proteínas da membrana, da activida"
de das proteases de membrana e da idade da célu-
la, A acção de proteases extracelulares parece ser
diferente daquela apresentada pelas endoproteases,
o que estará provavelmente relacionado com uma
maior ou menor acessibilidade das proteínas às
proteases57.

Czerwinki et a/.56 prepararam no rato um
anticorpo monoclonal designado por BIII 136, dirigi-
do para um epítopo de aproximadamente 20 Kd,
localizado no terminal amina do domínio cito-

plasmático da banda 3. Este anticorpo detecta com
grande sensibilidade os polipeptidos que contêm
esse epítopo, permitindo o estudo proteolítico da
banda 3 in vivo e in vitro, Reconhece a banda 3, três
grupos de polipeptidos de 55-60 Kd, 38-42 Kd e 21-
26 Kd, habitualmente designados, para simplificação
da linguagem, por 60 Kd, 40 Kd e 20 Kd, respectiva-
mente, e, ainda, agregados de banda 3 ou dos res-
pectivos polipeptidos de menor peso molecular58.A
heterogeneidade da banda 3, bem evidenciada nas
bandas difusas obtidas por SDS-PAGE, é atribuída
à diferença de tamanho das cadeias de hidrato de
carbono, embora alguns autores sugiram que se
devem também a diferenças estruturais na cadeia
polipeptídica59.Os fragmentos polipeptídicos da ban-
da 3 foram já detectados em membranas eritro-
citá rias como produtos de proteólise in vivo, como



produtos de autólise da membrana por acção de
endoproteases60 e como produtos da acção proteo-
lítica de diferentes proteases como a tripsina,
quimotripsina, pronase, elastase do neutrófilo, etc.56.
A proteólise da banda 3 in vivo poderá determinar a
exposição do local antigénico designado por
neoantigénio de senescência53,61.Por outro lado, a
degradação da banda 3 favorece a agregaçã051 por
facilitar a sua 'movimentação lateral na membrana.
Por sua vez, a agregação da banda 3 permitirá uma
ligação bivalente dos anticorpos, que não era possí-
vel anteriormente62-64. De facto, o processo de
senescência eritrocitário é acompanhado de agrega-
ção da banda 3, a qual parece iniciar os processos
imunológicos conducentes à remoção por fagoci-
tose30.48,49,64,65.

2.3. Variações nas propriedades físicas

As diversas lesões bioquímicas que o eritrócito
circulante sofre e acumula ao longo da sua vida,
determinam alterações físicas na célula, nomeada-
mente, aumento da densidade e da fragilidade
osmótica e mecânica e redução da capacidade de
deformabilidade. A viscosidade intracelular acresci-

da e a redução da área de superfície do eritrócito
senescente, são os factores limitadores da capaci-
dade de deformabilidade e de elongação da célu-
la65,66.Inicialmente pensava-se que a perda de
deformabilidade se devia a uma maior rigidez da
membrana, todavia, estudos posteriores mostraram
que esta se deve predominantemente ao aumento
da viscosidade interna65.A perda de deformabilidade
determina uma circulação mais lenta através de va-
sos sanguíneos de pequeno diâmetro, como por
exemplo no baço, ou mesmo a sequestração do
eritrócito, se não conseguir deformar-se por forma a
atravessá-los44. Em determinadas doenças
hemolíticas, como esferocitose, eliptocitose, doença
das células falsiformes e anemias imuno-hemolíticas,
a rigidez da membrana eritrocitária dificulta ou im-
pede a passagem da célula através dos sinusóides
esplénicos. A estase eritrocitária a nível esplénico,
compromete a actividade metabólica do eritrócito e
provoca a diminuição dos níveis de ATP e a falência
das bombas catiónicas, de que resulta a perda de
K+e a instabilidade da membrana. Acresce que nes-
tas patologias a célula está já sob stress metabóli-
co, devido a um aumento da permeabilidade passiva
ao Na+ e K+ou a alterações na composição ou es-
trutura da membrana, que torna essas células parti-
cularmente sensíveis a um ambiente deficiente em

glucose e de pH baixo. Ainda, o contacto prolonga-
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do com macrófagos activados, de elevado poder
oxidante e proteolítico, acentuará o stress metabóli-
co e, por consequência, a depleção de K+, podendo
exacerbar modificações oxidativas e proteolíticas na
célula. Passagens consecutivas na circulação
esplénica poderão determinar modificações cumula-
tivas no eritrócito, até ao momento em que a célula
é reconhecida como senescente, sendo então se-
questrada e destruída.

A composição e estrutura da membrana são
importantes determinantes da elasticidade e
deformabilidade eritrocitária. A elasticidade da mem-

brana assegura a deformação do eritrócito, quando
sob a acção de uma força, e a recuperação da for-
ma inicial, logo que cesse a mesma. A estabilidade
da membrana refere-se à capacidade de deforma-
bilidade sem rotura estrutural da membrana, isto é,
sem fragmentação. A estabilidade da membrana
depende essencialmente da integridade do citos-
queleto, enquanto a elasticidade se relaciona primor-
dialmente com perturbações estruturais e na
interacção da espectrina com outras proteínas da
membrana eritrocitária68. Estudos em eritrócitos por-
tadores de alterações hereditárias na estrutura e
composição das proteínas do citosqueleto evidencia-
ram o envolvimento das proteínas integrais na elas-
ticidade e estabilidade da membrana, já que as
proteínas estruturais, por si só, não esclareciam e
não eram coerentes com as observações referidas
sobre o comportamento das membranas. De facto, ,
a forte correlação entre a densidade da espectrina e
da banda 3, com a elasticidade da membrana e, ain-
da, o facto de uma redução rotacional e translac-
cional da banda 3, observada numa variante desta
proteína, determinar uma redução na elasticidade e '

estabilidade da membrana, gerou controvérsia quan-
to ao papel das proteínas integrais nestas proprie-
dades da- membrana. A mobilidade reduzida da

banda 3 inibe o movimento de elongação da molé-
cula de espectrina, determinando rigidez da mem-
brana69.A deficiência em glicoforina C, outra proteína
integral associada ao citosqueleto, não determina já
rigidez.

Várias modificações físicas e químicas foram
induzidas na membrana eritrocitária, no sentido de
avaliar o seu efeito na elasticidade e estabilidade da

membrana. Induziu-se o «cross-linking» de proteínas,
quer especificamente sobre determinadas proteínas,
quer sobre proteínas em geral, e em todos os casos
se observou uma maior rigidez na membrana. Esta
rigidificação, por «cross-linking» das proteínas, é
lógica para qualquer modelo cuja elasticidade depen-
da do movimento relativo entre as suas moléculas.

Todavia, o facto de a dissociação dos tetrâmeros de
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espectrina determinar uma maior rigidez da membra-
na veio lançar controvérsia nesta área e mostrou que
a interacção das moléculas de espectrina e o seu
impacto na elasticidade da membrana é mais com-
plexa. Posteriormente, foi também referido que a li-
gação de anticorpos à membrana determinava um
aumento da rigidez da membrana7°. No caso da
glicoforina A, a sua ligação com o respectivo
anticorpo anti-glicoforina A, induz uma redução da
elasticidade da membrana devido a uma nova

interacção entre o domínio citoplasmático desta
proteína, com o citosqueleto. Este trabalho cons-
tituiu mais uma evidência de que a interacção de
proteínas do citosqueleto com proteínas integrais po-
dem modular a elasticidade e estabilidade da mem-
brana.

A depleção metabólica do eritrócito senescente
reflecte-se na sua capacidade de deformabilidade.
A depleção em ATP pode modificar a viscosidade
interna, por limitar a acção das ATPases, regulàdo-
ras da concentração iónica intracelular; por limitar a
troca de fosfolípidos da membrana com o plasma e
ainda o movimento de «flip-flop» fosfolipídico; por
limitar os processos de fosforilação como dador de
fósforo; por limitar a regulação de transglutaminases,
etc. A depleção em GSH limitará os processos de
desintoxicação da célula em produtos nocivos, no-
meadamente em formas activas de oxigénio.

As propriedades físicas e químicas da membra-
na, apesar de determinadas de uma forma relevan-
te pelas proteínas do citosqueleto, são também
reflexo dos outros componentes da membrana, de
uma equilibrada interacção molecular entre os dife-
rentes constituintes da membrana e destes com o

meio interno e externo e dos múltiplos mecanismos
metabólicos do eritrócito.

2.4. Por ligação de auto-anticorpos

Kay11 foi a primeira investigadora a mostrar que
eritrócitos mais densos e eritrócito envelhecidos in

vitro, apresentam auto-anticorpos ligados à sua mem-
brana, os quais são imunoglobulinas do tipo IgG.
Mostrou ainda que a presença destas IgG promove,
in vitro, a fagocitose de eritrócitos senescentes, su-
gerindo o envolvimento destes anticorpos no proces-
so de remoção eritrocitária. Singer et al,71mostraram,
algum tempo depois, que eritrócitos envelhecidos in

vivo, usando como modelo experimental o rato
hipertransfundido, apresentavam também auto-
anticorpos ligados à sua membrana. Referiram ainda
a sua quase ausência nas células jovens e corrobo-
raram o envolvimento destes auto-anticorpos no pro-
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cesso de desencadeamento da eritrofagocitose pelos
macrófagos.

O auto-anticorpo de senescência não é
um anticorpo inespecífico ou citofílico, mas sim uma
IgG que se liga especificamente à célula senescente,
pela região Fab e de uma forma cumulativa72, Um
estudo in vitro com macrófagos esplénicos e
eritrócitos autólogos, novos e velhos, de rato, mos-
trou que a fagocitose das células jovens era pratica-
mente nula (5%) e que a dos eritrócitos de meia-ida-
de (23%) se situa entre a destes e a dos eritrócitos
senescentes (50%), o que sugere que o antigénio
de senescência se desenvolve cumulativamente e
que, atingido um determinado limiar, desencadeia a
fagocitose65. A modificação que tem lugar a nível da
membrana e que determinará a ligação do auto-
anticorpo, por se observar com maior predominân-
cia nas células senescentes e promover a ligação
de auto-anticorpos que marcam a célula para a
morte, tomou a designação de neoantigénio de
senescência. A presença e o papel deste parece não
se circunscrever à remoção fisiológica de eritrócitos
senescentes. Nas anemias hemolíticas com patolo-
gia associada a envelhecimento acelerado obser-
va-se uma ligação exacerbada desses auto-an-
ticorpos'2.'3.73, Também no decorrer do arma-
zenamento sanguíneo e ainda em caso de lesão
oxidativa eritrocitária se observa uma maior

interacção com os mesmos auto-anticorpos. Esta
interacção é também observada em leucócitos e
plaquetas, e, ainda, em células senescentes de ou-
tros tecidos74.75,

A etiologia da modificação eritrocitária determi-
nante da ligação de auto-anticorpos suscitou gran-
de interesse e também controvérsia. Segundo
alguns, a ligação de auto-anticorpos e a fagocitose
requeria o desaparecimento dos resíduos terminais
de ácido siálico das glicoproteínas da membrana e
subsequente exposição dos penúltimos resíduos, de
galactose76,n. A natureza do neoantigénio de
senescência ficou definitivamente esclarecida em

1981 por Kay78,que isola o auto-anticorpo ligado à
membrana de eritrócitos senescentes, por cromato-
grafia de afinidade. Da eluição da coluna obteve, para
além da IgG, um sialoglicopeptido com um peso
molecular aproximado de 62 Kd, migrando na região
da proteína 4.5. Kay verificou ainda a presença do
mesmo polipeptido, em plaquetas, linfócitos e neu-
trófilos envelhecidos por armazenamento, bem como
em células hepáticas e renais em cultura, e sugeriu
que este mecanismo imunológico de remoção de
eritrócitos senescentes ou lesados, possa constituir
um processo fisiológico de remoção de células
somáticas senescentes.



2.4.1. A relação do neoantigénio de senescência
com a banda 3

Estabelecida a natureza glicoproteica do neoan-
tigénio e considerando que o eritrócito é incapaz de
sintetizar proteínas, o neoantigénio resultará de mo-
dificações numa proteína da membrana de peso
molecular superior ao seu. Em conformidade, Kay
et ai. elaboraram um estud061 que permitiu relacio-
nar imunologicamente o neoantigénio com a proteí-
na banda 3 da membrana. Tanto a banda 3 como o

neoantigénio de senescência isolado de eritrócitos
senescentes, após incubação com o anticorpo, anu-
lam a capacidade indutora de fagocitose das IgG. O
mesmo não se verificou com nenhuma das outras

proteínas da membrana eritrocitária. Além disso,
anticorpos dirigidos para a banda 3 e para o antigénio
de senescência, produzidos em ratos, e IgG eluídas
de células senescentes, reagem, quer com a banda
3, quer com os respectivos produtos de degradação,
que incluem peptidos de 60, 40 e 20 Kd. Ficou as-
sim estabelecido que estas moléculas possuem de-
terminantes antigénicos comuns, ausentes em
qualquer outra proteína de membrana.

2.4.2./dentificação dos determinantes

antigénicos da proteína banda 3

A identificação dos locais antigénicos da proteína
banda 3 nos resíduos 538-554 e 788-827, ambos de
localização extracelular, foi feita através de peptidos
sintéticos79,cuja síntese foi executada de acordo com
a sequência descrita79. O resíduo 788-827 pertence
ao terminal COO H e está implicado, bem como o
outro, no transporte aniónico. Ambos apresentam
aminoácidos que se ligam por covalência com o
inibido r de transporte aniónico DIDS (diisotiociano di-
hidrostilbeno). Os hidratos de carbono que entram
na composição da proteína, não estão envolvidos na
antigenicidade da proteína banda 3, uma vez que a
remoção dos determinantes antigénicos identificados
na molécula, anulam completamente a capacidade
de ligação de IgG. De resto, a disfunção do trans-
porte aniónico nos eritrócitos senescentes fazia já
supor que os determinantes antigénicos se localiza-
riam a nível de peptidos envolvidos no transporte
aniónico. Da mesma forma, pressupunha-se a loca-
lização extracelular destes peptidos, dado que a
molécula de IgG com um peso molecular de 150 Kd
só poderia interagir com um determinante antigénico
localizado à superfície da membrana eritrocitária.
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2.4.3. Exposição do neoantigénio e ligação
dos auto-anticorpos

Os auto-anticorpos ligam-se a eritrócitos senes-
centes, eritrócitos envelhecidos in vitro e a eritrócitos
lesados por oxidantes. Considerando o peso mole-
cular do neoantigénio, seria de esperar que a sua
exposição, por proteólise, promovesse a ligação ao
auto-anticorpo. Todavia, a exposição de eritrócitos à

acção proteolítica da quimiotripsina, com produção
de dois fragmentos peptidicos, de 60 Kd e 40 Kd,
não determina a ligação de IgG8o,81.Portanto, a liga-
ção dos anticorpos não se deve a uma simples ex-
posição do antigénio por proteólise, requerendo
provavelmente outras modificações na membrana
eritrocitária.

A proteína banda 3 nativa não reage com o auto-
anticorpo, ao contrário do peptido de 62 Kd, identifi-
cado como neoantigénio de senescência. Todavia,
quando desnaturada por um detergente aniónico, os
auto-anticorpos anti-banda 3 reagem não só com a
proteína, como com os seus produtos de degrada-
ção. A presença de fragmentos peptídicos de banda
3 na membrana dos eritrócitos circulantes, sugere
que a proteólise desta proteína possa constituir uma
modificação fisiológica associada ao processo de
senescência e ser também iniciadora, ou não, da li-

gação de auto-anticorpos65. As lesões bioquímicas
desenvolvidas pelo eritrócito, à medida que envelhe-
ce, determinam directa ou indirectamente a ligação
de auto-anticorpos anti-banda 3 à membrana. Tam-
bém a depleção metabólica, as eritropatias determi-
nantes de envelhecimento acelerado, o envelheci-
mento in vitro, ou, ainda, lesões oxidativas,
determinam a ligação de auto-anticorpos anti-banda
3 à membrana e, em todos os casos, proteólise e
agregação da banda 3. Alguns autores defendem que
o neoantigénio de senescência resulta da agrega-
ção da banda 3 seguida de proteólise65, enquanto
outros defendem que a agregação da banda 3, re-
sultante de lesão oxidativa, é a responsável pela
exposição do neoantigénio de senescência e sub-
sequente opsonizaçã047,48,62.64.82.

2.4.4. A agregação de banda 3 expõe

o neoantigénio de senescência

A agregação de banda 3, que surge na sequência
de diversas lesões bioquímicas incluídas no perfil
bioquímico de senescência eritrocitária83, induz pos-
teriormente a sua opsonização por IgG. Nessas le-
sões incluem-se, entre outras, a depleção em ATP,
formação de MDA, acumulação de Ca++, lesões
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oxidativas de proteínas, enfraquecimento do citos-

queleto, ligação de hemicromos à porção amino ter-

minal da banda 3'4,48.Se a proteína banda 3 é modi-
ficada por lesões bioquímicas tão diversas, pode
constituir o «tradutor» dos sinais de stress

intracelular, para o exterior da célula. De facto, se
aslgG reconhecem microscópicos agregados de
banda 3, opsonizando-os, então, diferentes lesões
bioquímicas podem ser detectadas e traduzidas para
o sistema imune, por um simples marcador celular-
a banda 3. Segundo Low'4, o processo inicia-se com
a desnaturação da hemoglobina, a qual pode ter
origem em diversas lesões bioquímicas, sendo o
eritrócito removido quando se apresente «modifica-
do», independentemente da sua idade cronológica,

2.4.4;1. Oesnaturação da hemoglobina causa

agregação da banda 3

Embora a desnaturação da hemoglobina não seja a
única alteração eritrocitária capaz de induzir a agre-
gação de banda 3, parece todavia constituir o indutor
principal. A hemoglobina desnaturada liga-se à por-
ção aminoterminal da banda 3, promovendo a sua
agregaçã033,48,Estes agregados podem ser obser-
vados em eritrócitos com patologia associada a
envelhecimento acelerad049e em eritrócitos isolados

das fracções mais densas31,35.A formação destes
agregados pode ser induzida in vitm, por acção de
desnaturantes da hemoglobina47.Neste caso, a agre-
gação de banda 3 induzida por um agente oxidante,
como a fenil hidrazina, ou por um agregante directo
da banda 3 (que não afecta a estabilidade da
hemoglobina), promove sempre a ligação de IgG a
esses agregados47. De facto, vários agentes
agregantes de proteínas integrais do eritrócito foram
estudados e com todos eles se observou agregação
de banda 3, seguida de ligação de IgG, fixação de
complemento e fagocitose por macrófagos humanos.
A inibição de qualquer um dos agentes agregantes,
inibia também o desenrolar de todo este processo,
ficando assim bem definido o papel crucial da agre-
gação da banda 3 na «clearance» eritrocitária.

2.4.4.2. Agregados de banda 3 ligam anticorpos

autólogos do tipo IgG

É reconhecido que a presença de imunocomplexos
constituídos por agregados de banda 3 e IgG na
membrana eritrocitária são reconhecidos como

antigénios pelo sistema imune. A reduzida anti-
genicidade da banda 3 nativa, relativamente aos
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respectivos agregados, constitui um tema de gran-
de controvérsia. A agregação de banda 3 poderá
ocorrer com deformação da proteína, que passará a
expor epítopos antigénicos, que não expunha no
estado nativo e que serão reconhecidos como es-
tranhos pelo sistema imune. Outra hipótese será
considerar que no processo de agregação se escon-
dam epítopos, habitualmente expostos no eritrócito
saudável, e se exponham outros, que serão reconhe-
cidos como estranhos pelo sistema imune. Finalmen-
te, deve ainda considerar-se que os anticorpos anti-
banda 3 poderão apresentar uma baixa afinidade
para a banda 3 e a ligação entre eles ser do tipo
monovalente.A agregação da banda 3 pode modifi-
car essa afinidade por aproximação de vários locais

de ligação com o anticorpo, favorecendo-se assim a'
interacção antigénio-anticorpo e permitindo o esta-
belecimento de ligações bivalentes48.

Os anticorpos anti-banda 3 estão normalmente
presentes no soro humano, sendo anticorpos natu-
rais auto-imunes14,53.

2.4.5. A ligação de IgG autóloga promove

a deposição de complemento

É reconhecido que a opsonização de um antigénio
pelo respectivo anticorpo promove a fixação de com-
plement064. A reacção de fixação de complemento
favorece a remoção eritrocitária, todavia, o papel
desempenhado pela deposição de complemento no
processo de eritrofagocitose só ficou definitivamen-
te estabelecida por Lutz et al.62,demonstrando que
a inactivação do complemento presente no soro
autólogo inibia largamente a fagocitose de células
tratadas com diamida e opsonizadas com IgG anti-
banda 3.

3. Remoção do eritrócito senescente

O estudo do processo de envelhecimento eritrocitário
tem focado os mecanismos promotores de remoção
e destruição, já que o eritrócito é removido em fun-
ção da idade ou de lesões físicas ou químicas acu-
muladas. Muitas questões se colocam e permane-
cem sem resposta. Qual o impacto de cada uma das
modificações decorrentes do processo de envelhe-
cimento no despoletamento do processo de remo-
ção? A célula «morre» devido a incapacidade meta-
bólica ou é reconhecida especificamente e é
removida antes de atingir um estado crítico de inca-
pacidade funcional? Existem marcadores de
senescência à superfície da célula que permitem o



seu reconhecimento. Como se desenvolvem? Com

que rapidez aparecem? Há alguma interacção entre

o processo de envelhecimento eritrocitário e a idade

ou estado de saúde de cada indivíduo? A senes-

cência é pré-determinada ou é simplesmente uma

manifestação de lesões cumulativas irreparáveis?

Estas são algumas das perguntas que se deparam
a quem estuda o processo de remoção eritrocitária
e para as quais não existem respostas definitivas.

É reconhecido que o destino último do eritrócito
é ser fagocitado por uma célula do sistema

mononuclear fagocítico algures no fígado, baço ou
medula óssea. Desconhece-se, todavia, se a sua
remoção ocorre depois da «morte funcional» da cé-
lula ou se a fagocitose é despoletada por um sinal
de senescência desenvolvido à superfície da célula.
São duas as hipóteses mais consideradas e estuda-
das. A primeira assume que a célula senescente é
removida devido a uma disfunção intrínseca; a se-
gunda considera que ocorrem alterações exofaciais
no eritrócito senescente, que traduzem modificações
citoplasmáticas e marcam a célula para a morte,
antes que se atinja uma deterioração metabólica
efectiva. Esta última é a hipótese que tem merecido
mais consideração e atenção por parte dos investi-
gadores nesta área de estudo. Segundo esta, a
marcação do eritrócito é feita por exposição do
neoantigénio de senescência, ao qual se liga o auto-
anticorpo anti-banda 3, que estimula a deposição de
complemento. Em conjunto, IgG e complemento,
fornecerão os receptores necessários para que o
macrófago possa distinguir entre um «eritrócito ma-
duro» e um «eritrócito senescente» e proceda à sua
remoção por fagocitose3O.64.84.

3.1. O auto-anticorpo natural anti-banda 3

A auto-imunidade tem sido estudada e avaliada como

um estado de doença e não como um processo
imunológico normal. Os auto-anticorpos têm, aliás,
sido utilizados no diagnóstico e estudo das diversas
patologias auto-imunes. A observação de auto-
anticorpos anti-banda 3, em indivíduos saudáveis,
veio revolucionar aquele princípio e criar novos inte-
resses de investigação nesta área, com o fim de
esclarecer o papel biológico destes auto-anticorpos.
Segundo alguns, estão envolvidos no reconhecimen-
to da alteração de antigénios «self» em células
senescentes ou lesadas, constituindo um mecanis-
mo homeostático específico",3O.

Os auto-anticorpos naturais têm características
particulares e distintas dos anticorpos associados a
doenças auto-imunes. Entre estas, referem-se con-
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centrações séricas baixas, reduzida afinidade .para
os locais antigénicos, interagindo com estes através
de ligações monovalentes fracas, frequentemente
com uma acção bi ou poli-específica..É reconhecida
a existência de anticorpos naturais para a espectrina,
para a banda 3, para os fosfol ípidos e para o
colesterol. Os dois primeiros foram já estudados
quanto ao seu envolvimento na remoção eritrocitária,
enquanto os últimos nunca foram estudados nesse
âmbito. O envolvimento do anticorpo anti-banda 3 na
opsonização, fagocitose e eventual remoção de
eritrócitos senescentes in vivo, foi já reconhecido em
diversos trabalhos3O,62.Este anticorpo anti-banda 3
existe no soro em reduzidas concentrações (50-1000
ng/ml) apresenta uma afinidade baixa para o
antigénio e liga-se preferencialmente aos eritrócitos
mais densos ou lesados. Estudos in vitro mostram

que agressões do tipo oxidativo estimulam a ligação
de auto-anticorpos, a deposição de complemento
(C3b) e, finalmente, a fagocitose62.

A natureza ubiquitária da proteína banda 3 e do
seu anticorpo natural sugere um mecanismo
homeostático imunológico para remoção de
eritrócitos e células senescentes. De facto, a prote-
ína banda 3 existe em diferentes células e tecidos

(hepatócitos, células epiteliais, células alveolares dos
pulmões, linfócitos, plaquetas, células do parênquima
renal, neurónios, fibroblastos) e é também um cons-
tituinte habitual das membranas (membrana nuclear,
membrana do aparelho de Golgi, das mitocôndrias
e membrana celular)'4,75,85.Nas células nucleadas a
proteína banda 3 exerce funções semelhantes às
referidas no eritrócito. O estudo destas células reve-

lou também o desenvolvimento do neoantigénio de
senescência nas células senescentes78. Além disso,
os anticorpos do tipo IgG do soro humano mostra-
ram interagir não só com os eritrócitos humanos,
como também com os eritrócitos de rato, de
murganho, de vaca, de coelho e de galinha65. Por-
tanto, o mecanismo imunológico para remoção de
eritrócitos senescentes ou lesados, parece constituir
um processo fisiológico para remoção de células
programadas para a morte, nos mamíferos e, possi-
velmente, em outros vertebrados.

3.1.1. Concentração e afinidade do auto-anticorpo

anti-banda 3

Os anticorpos naturais anti-banda 3 existem em re-
duzida concentração no soro e têm uma baixa afini-
dade para o respectivo antigénio. In vitro, a ligação
óptima antigénio-anticorpo ocorre a concentrações
elevadas e é acompanhada de deposição de com-
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plemento e exacerbação de fagocitose. A concentra-
ção de anticorpo necessária para a indução do pro-
cesso de fagocitose é 10 a 100 vezes superior ao
valor sé rico fisiológico do anticorpo anti-banda 362.
Inesperadamente, verificou-se que a concentração
de anticorpo anti-banda 3, necessária para promo-
ver o mesmo processo, era consideravelmente mais
baixa, após tratamento oxidativo de eritrócitos jovens,
de que resultava, entre outras lesões oxidativas, a
oligomerização de banda 347,63.Os eritrócitos ape-
sar de jovens, por agressão oxidativa, adquirem
capacidade para interagir com os auto-anticorpos
naturais anti-banda 3, A exposição dos locais anti-
génicos parece depender mais de uma alteração
topológica, que de uma modificação química64.

3.1.2. A ligação bivalente do auto-anticorpo

fortalece a ligação ao antigénio

A preferência dos auto-anticorpos anti-banda 3 para
os oligómeros de banda 3, a presença de oligómeros
de banda 3 nos imunoprecipitados de eritrócitos
senescentes, a correlação positiva entre a ligação
de IgG e o «cross-linking» de banda 3, e a ocorrên-
cia de agregados de banda 3 de elevado peso
molecular em eritrócitos «oxidados», em conjunto,
sugerem que os anticorpos anti-banda 3 adquirem
funcionalidade por ligação bivalente ao antigénio que
sofreu 0Iigomerizaçã01,62,64,Nestes casos, a capaci-
dade de ligação do auto-anticorpo anti-banda 3 pode
aumentar para valores cerca de 1000 vezes superi-
ores àqueles apresentados pela proteína nativa3O,47.
A ligação bivalente é estabelecida entre o anticorpo
e a banda 3 oligomerizada, em concentrações tão
baixas que se a ligação fosse do tipo monovalente
ocorreria facilmente a dissociação. A ligação do
anticorpo pela região Fab fornece receptores para os
macrófagos - a região FC72.Todavia, o número de
receptores oferecidos pelas IgG anti-banda 3 não são
em número suficiente para promover o reconhecimen-
to pelo macrófago. A opsonização da banda 3 consti-
tui, pois, a primeira etapa na aquisição de funcionali-
dade do anticorpo, mas não a suficiente para promover
a fagocitose do eritrócito senescente ou lesado.

3.1.3. Anticorpos anti-banda 3 estimulam

a deposição de complemento (C3b)

A etapa seguinte, que permitirá adquirir e fornecer
receptores em número suficiente para o reconheci-
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mento da célula lesada, pelo macrófago, será a de-
posição de complement064,86.Vários anticorpos esti-
mulam a deposição de complemento, todavia, o
anticorpo anti-banda 3 pertence a um pequeno gru-
po que estimula a deposição de complemento pela
via alternativa3O. A importância do C3b corno
opsonina na remoção de eritrócitos senescentes ou
lesados foi durante algum tempo questionada. Toda-
via, diferentes laboratórios evidenciaram o envolvi-
mento da deposição de C3b no processo de
fagocitose e remoção de eritrócitos in vitro ou in
vivcf33,64,87.O mecanismo de interacção parece envol-
ver a deposição preferencial de C3b ao imuno-
complexo constituído pelas IgG e oligómeros de
banda 3, através de urna ligação covalente com a
IgG. O tipo de ligação estabelecida entre o C3b e o
imunocomplexo (anti-banda 3/0ligómero de banda 3)
é controversa. É reconhecida, todavia, a sua interac-

ção preferencial com um local perto da região de li-
gação do anticorpo ao antigénio e que a ligação
parece fazer-se com a porção (Fab)2 da IgG e não
com a porção Fc. A preferência do C3b pelos
anticorpos anti-banda 3 é de extrema importância
funcional, pois permite a intensificação selectiva do
sinal de senescência ou de lesão eritrocitária, A

opsonização pelo complexo (C3b-anti-banda 3), que
se liga de forma bivalente a oligómeros de banda 3,
medeia e pode desencadear o processo de reco-
nhecimento e remoção da célula senescente ou lesa-
da, por activação dos receptores FcR e CR1 dos
fagócitos86. No decorrer do processo pode ocorrer
inactivação do C3b (iC3b). Neste caso, a fagocitose
envolverá para além do receptor FcR, um receptor
diferente para o iC3b, o receptor CR3 e decorre na
presença de catiões bivalentes, como o ião cálcio e
magnésio.

A forma como os anticorpos anti-banda 3 adqui-
rem funcionalidade permite compreender não só a
remoção de eritrócitos senescentes, corno também
a remoção prematura de eritrócitos portadores de
determinadas patologias, que associam frequente-
mente anemia. Efectivamente, nestes casos, é re-
conhecida uma maior opsonização dos eritrócitos por
anticorpos anti-banda 335.49e, em alguns casos, foi
possível detectar um aumento no complexo (C3b-
anti-banda 3)49.

Em suma, os anticorpos anti-banda 3 são auto-
anticorpos naturais, com propriedades distintas dos
anticorpos induzidos. A reduzida afinidade para a
proteína banda 3 permite-lhes fazer a distinção en-
tre eritrócito maduro e eritrócito senescente ou lesa-

do. A oligomerização da banda 3 determina um au-
mento dessa afinidade e inicia a ligação do
auto-anticorpo. A interacção do auto-anticorpo anti-



banda 3 com o respectivo antigénio é, portanto, con-
trolada por modificações intracelulares, que são
traduzidas para a superfície celular por oligomeri-
zação da banda 3.
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RESUMO

Um questionário estandardizado (MM040 EA) desenvolvido no Medical Center Hospital, Ôrebro, Suécia, utilizado em muitos países,

especialmente nos países nórdicos, foi usado para avaliar a qualidade do clima interior, tal como era sentida pelo pessoal hospitalar
dos hospitais da Universidade de Coimbra (HUC). Este estudo pode englobar-se no que hoje é designado pela análise do Síndroma
dos Edifícios Insalubres (Sick Building Syndrome).

O questionário foi enviado a 15 serviços, pré-seleccionados, do hospital, um edifício monobloco com nove anos de existência. O

questionário foi também enviado para a Maternidade, um edifício hospitalar mais antigo, com cerca de 30 anos de existência. Dum

total de 1298 pessoas dos 15 serviços seleccionados, 582 responderam ao questionário, o que dá uma taxa de resposta de 44,8%.
Na maternidade com um total de 180 pessoas, 145 responderam o que dá uma taxa de resposta de 80,6%.

O questionário cobria questões sobre factores ambientais perturbadores (temperatura, qualidade do ar, cheiros desagradáveis, fu-

madores passivos, ruído e luminosidade), sintomas e sua presumível relação com o ambiente hospitalar e outros factores de fundo

(background) como idade, sexo, ocupação, hábitos tabágicos e história de alergia. O pessoal hospitalar foi dividido em quatro ca-

tegorias (médicos, enfermeiros, administrativos e serviços).
No estudo efectuado no Hospital verifica-se que as prevalências para o ruído, para as temperaturas não óptimas e para os cheiros

desagradáveis, são relativamente elevadas e muito mais elevadas que os valores de referência.

Os padrões de queixas para homens e mulheres foram semelhantes, apresentando contudo as mulheres uma prevalência significa-

tivamente mais elevada dos sintomas que os homens. Foram ainda significativas as diferenças encontradas nas prevalências da
sintomatologia entre fumadores/não fumadores, entre alérgicos/não alérgicos e para os grupos ocupacionais.
O aumento de prevalência dos sintomas, sobretudo os cutãneos, são relacionados pelo pessoal hospitalar com o ambiente interior.

Os resultados observados são semelhantes aos encontrados nos hospitais de outros países europeus. Particularmente a compara-

ção com hospitais da Suécia, mostram claramente as diferenças climáticas existente entre aquele país e Portugal.

Palavras-chave: Clima interior, factores ambientais, qualidade do ar, cheiros desagradáveis, fumadores
passivos, ruído, factores de fundo, síndrome de edifícios insalubres.

SUMMARY

A standardized questionnaire (MM040 EA) developed at the Medical Center Hospital, Órebro, Sweden, used in many countries, especially in

the Nordic Countries, was used to evaluated the indoor climate quality, as perceived by the occupants, the hospital personnel, in the University
Teaching Hospital, Coimbra (HUC).

The questionnaire was sent to 15 Services, previously seleected, 01the Hospital, a monobloc building, nine years old. The questionnaire was

also sent to the Maternity, another hospital building, about 30 years old. A total 01 1298 people 01 the 15 Hospital services sellected, 582

answered the questionnaire, which gives a response rate 0144,8%. In the Maternity, in a total 01 180 people, 145 answered the questionnaire
which gives a response rate 01 80,6%.

The questionnaire covered questions about disturbing environment lactors (temperature, air quality, unpleasant odour, passive smoking, noise

and light), symptoms and their presumed relation to the hospital environment and background lactors such as age, sex, occupation, smoking
habits and history 01 allergy.

* Instituto de Anatomia Patológica da Faculdade de Medicina de Coimbra
** Dep\. 01Occupational and Environmental Medicine, Órebro Medical Center Hospital, Órebro, Suécia

*** Hospitais da Universidade de Coimbra
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The hospital personnel was divided in lour eategories (doetors, nurses, administrative and serviees).
In the study earried out it was shown a higher prevalenee lor noise, non optimal temperatures and unpleasant odours. The prevalenee lor

symptoms lor men and women are similar, but women report mueh higher symptom prevalenee than men.
It was lound a signilieant differenee in the prevalenee between aliergie persons and non-aliergie persons, as weli as between smokers and non-

smokers. There are also elear differenees in the pereeption 01the indoor climate and symptoms among different oeeupational groups.
The inereased symptom prevalenee repported, speeialiy skin symptoms, are related to the indoor environment by the personnel. The different

outeome between ~arious oeeupations are similar to what is seen in hospitais in other eountries. Comparison with a hospital in Sweden show

clearly the different climatie eondition in Sweden eompared to in Portugal.

Keywords: Indoor climate, environmental factors, ai r quality, unpleasant odour, passive smoking, noise,
background factors, sick building syndrome.

Introdução

Nas últimas décadas vários estudos têm-se ocupa-
do da elevada prevalência de problemas do clima
interior dos edifícios e de sintomas que são desig-
nados como Síndroma dos Edifícios Doentes (Sick
Building Syndrome - SBS) em edifícios não indus-
triais. Um grupo de trabalho da OMS calculou que
"up to 30% of new or remodelled buildings may have
unusually high rates of complaints» '. O problema da

Qualidade do Ambiente Interior dos edifícios públi-
cos (Indoor Environment Quality) tem vindo a preo-
cupar a comunidade científica e as autoridades
sanitárias nos últimos vinte anos2a 2'.Emparticular
o clima interior dos hospitais tem sido objecto da
atenção mais específica, quer nos seus aspectos
gerais22 e 23 quer nos seus aspectos biomédicos e
médicos24 a 54.

Resultados diferentes são apresentados nos
vários estudos, no entanto é evidente que muitas
pessoas são afectadas por um clima interior
desconfortável, nas suas casas, no local de traba-
lho, nas escolas e em outros locais públicos. Num
inquérito a nível nacional feito na Suécia, cerca de
meio milhão da população adulta (7-8%), queixou-
se de sintomas os quais relacionavam com suas
casas55. Em particular, nos ocupantes de grandes
edifícios de andares construídos depois de 1975,
mas muito especialmente em mulheres ou pessoas
com problemas alérgicos. Estudos efectuados em
escritórios mostraram uma prevalência muito eleva-
da de queixas e de sintomas os quais eram atribuí-
dos pelos ocupantes ao clima interior dos escritórios.
Este tipo de problemas foi também com frequência
verificado em escolas ou em centros de acolhimen-

to diários em países com um clima fri055,57e 58. Nos
controlos de ventilação efectuados nos últimos anos
na Suécia em escolas e em centros de acolhimento

diários, mostravam que menos de 50% dos edifícios
tinham condições satisfatórias de ventilação.

Nos edifícios onde existem queixas sobre o ar
interior, é muitas vezes fácil encontrar uma explica-
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ção quando o sistema de ventilação não funciona,
existem avarias na canalização ou são encontrados
bolores. Em geral, contudo as situações não são
muito claras, pois além duma ventilação imperfeita,
podem ocorrer emissões a partir dos materiais de
construção ou por difusão microbiológica. A experi-
ência tem mostrado que grandes vistorias técnicas
com medições químicas ou microbiológicas numa
fase inicial raramente dão resultados nos quais se
possam basear medidas de comparação.

De igual modo o exame clínico dos ocupantes ou
as amostras de sangue não dão qualquer indicação,
principalmente porque não existem métodos para
obter uma descrição objectiva e relevante dos efeitos
sobre a saúde. Investigações sistemáticas, iniciando-
se com exames técnicos simples e a obtenção de uma
informação estruturada dos ocupantes, geralmente
fornecem uma base para se efectuarem as necessá-
rias medições técnicas complementares nos edifícios
e para se seleccionarem eficientes medidas de recu-
peração. Esta estratégia foi apresentada num docu-
mento da OMS59e tem na prática sido seguido como
o método de escolha nos países nórdicos.

A imagem da saúde e da doença têm sido
modernamente caracterizadas numa perspectiva
ecossistémica6°.Esta perspectiva de um ecossistema
pode ajudar na descrição da complexidade biológi-
ca de um hospital e contribuir como método para
analisar os problemas de saúde que são específi-
cos do clima hospitalar' e 62. O conceito ecossis-
témico permite por um lado que os médicos, e o
restante pessoal hospitalar, tenham uma visão mais
alargada das suas responsabilidades ocupacionais.
Por outro lado, o pessoal hospitalar na sua comple-
xa actividade profissional está integrado num
ecossistema fechado em que como ocupantes per-
manentes, estão sujeitos a graves riscos de saúde
que agora começam a ser mais estudados63.

Nos hospitais da Universidade de Coimbra (HUC)
têm surgido nos últimos anos queixas sobre a qua-
lidade do clima interior, ainda que a construção do
hospital remonte só a 1987. Para avaliar a qualida-



de do clima interior dos HUC recorreu-se a um ques-
tionário piloto com a finalidade de se analisar a sen-
sibilidade dos seus ocupantes normais, isto é o
pessoal hospitalar, excluindo os doentes que são
ocupantes temporários. Este artigo apresenta os
resultados da análise do inquérito utilizado.

Os sintomas comunicados eram não específicos
em carácter mas prevalentes no pessoal hospitalar.
O conceito do Síndroma dos Edifícios Doentes (Sick
Building Syndrome) é aqui usado para descrever
aqueles sintomas gerais (fadiga e dores de cabeça),
irritação das membranas mucosas dos olhos, nariz
e garganta, além dos sintomas cutâneas. Edifícios
doentes são geralmente definidos como edifícios
«where people experience general symptons - while
working in, living in or otherwise occupying the
building - more aften than on other buildings» 1.

Material e métodos

A estratégia prática para investigar os Edifícios Do-
entes foi definida no relatório da OMS em 198359.A

técnica usada foi de uma abordagem gradual e de
uma avaliação de resultado antes de se tornar a
decisão para o passo seguinte. Medidas mais sofis-
ticadas e mais dispendiosas, só deveriam ser toma-
das se fosse considerado necessário.

A estratégia básica atrás referida pode socorrer-
se de uma metáfora, o «diagnóstico clínico». Um
médico observando pela primeira vez um paciente
desejará primeiramente diagnosticar a doença. Para
o efeito o médico procurará reunir dados sobre o seu
doente, como sinais e sintomas num exame físico,
a sua tensão arterial, ritmo cardíaco, etc., tentando
fazer o diagnóstico. Normalmente um médico não
pode fazer o diagnóstico numa primeira visita, pelo
que procurará completar os seus elementos, com
análise de sangue, da urina, etc., antes de estabe-
lecer um diagnóstico conclusivo. Nesta base o mé-
dico pode iniciar o tratamento, preventivo ou curativo,
e continuar a observar os resultados com uma ob-

servação regular do doente, provavelmente com mais
testes.

Existe obviamente um paralelismo na conduta a
ter com os Edifícios Doentes. Antes do «tratamen-

to» torna-se necessário estabelecer um «diagnósti-
co». Os meios disponíveis consistem na informação
dada pelos ocupantes que trabalham no edifício, bem
como as avaliações técnicas e as medições do cli-
ma interior. A abordagem tem de ser holística. Além
dos factores físicos, químicos e biológicos, o ambi-
ente psicossocial e as características individuais
devem ser incluídas na avaliação.
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Os métodos epidemiológicos são úteis em des-
crever as experiências e as percepções dos ocupan-
tes sobre o clima interior dos edifícios ou para se
avaliarem os resultados das medidas tomadas. Os

pré-requisitos básicos são instrumentos válidos e
seguros para se obterem informações sobre os ocu-
pantes dos edifícios.

A informação deve ser obtida dos ocupantes,
através de entrevista ou utilizando-se questionários
estandardizados. Alguns tipos de questionários tem
sido mais usados como o da «Royal Society of
Healthy Advisory Group on Sick Building Syn-
drome»63concebido para edifícios de escritórios. No
presente estudo foram utilizados os chamados ques-
tionários estandardizados MM64,particularmente usa-
dos nos países nórdicos. A intenção original foi criar
um questionário simples e curto, com duas páginas
ma máximo, com perguntas claras, válidas e fiáveis.
Através do questionário são coligidos dados sobre
os factores perturbadores do clima interior e dos sin-
tomas experimentados no período dos últimos três
meses.

O «Questionnaire Orebro» de que em anexo se
inclui a versão portuguesa, cobre questões gerais
sobre factores perturbadores do ambiente (tempe-
ratura, qualidade do ar, cheiros desagradáveis, fu-
madores passivos, ruído e luminosidade). Em relação
aos sintomas e a sua presumível relação com o
ambiente hospitalar eram referidos factores de fun-
do, como idade, sexo, ocupação, hábitos tabágicos
e história de alergia.

As perguntas sobre sintomas e queixas tinham
três categorias de resposta:

«Sim, com frequência (cada semana»>, «Sim, por
vezes», «Não, nunca».

Na prática, a primeira alternativa é definida como
uma resposta positiva. Um estudo metodológico
comparando diferentes escalas de frequência referi-
da que «sim por vezes» neste contexto era equiva-
lente e pelo menos 3-4 dias por semana65. Cada
pergunta de sintoma é seguida de uma outra inqui-
rindo se o respondente atribuía o sintoma a um
ambiente específico.

A representação dos resultados numa forma grá-
fica especial permite com rapidez e com simplicida-
de mostrar o tipo e a dimensão dos problemas e ao
mesmo tempo facilitar um diagnóstico preliminar. As
medições técnicas podem então ser tomadas com
melhor conhecimento da situação. O «Questionário
Orebro» é bastante estável com o tempo e pode ser
usado para seguir os efeitos das medidas de recu-
peração que forem aconselhadas66.

No presente estudo dos Hospitais da Universi-
dade de Coimbra o preenchimento do questionário
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foi feito com o auxilio do Serviço Social e. fazendo
apelo exclusivo à personalidade cívica de cada um
dos inquiridos sem interferência de factores de influ-
ência, como os sindicatos, as comissões de saúde
ou os serviços de administração hospitalar. Depois
de preenchidos e codificados os questionários foram
enviados para o Hospital de Orebro na Suécia, onde
foram analisados pelo Programa do Questionário
Estandardizado MM040 EA.

Dos cerca de 40 Serviços e Laboratórios do
Hospital foram seleccionados 15, com base na
representatividade das áreas clínicas, das especia-
lidades cirúrgicas, dos laboratórios de diagnóstico e
dos serviços de apoio. Foram ainda determinantes
as indicações dadas pelos Serviços Técnicos do
Hospital, de acordo com a localização dos Serviços
seleccionados no vasto edifício monobloco de 14

andares. De referir que ao inquérito foi imposto o
período de 3 semanas. Um dos Serviços seleccio-
nados excedeu aquele período e foi excluído. Num
outro Serviço os enfermeiros recusaram colaborar
alegando motivos políticos.

Para análise dos resultados foi usado o teste chi2
da diferença na prevalência entre os diferentes
subgrupos. Dois testes diferenciados ("tailed tests»)
e um nível de significância de 5% foi utilizado.

Num total de 1298 pessoas dos Serviços selec-
cionados no Hospital responderam 582 o que dá uma
resposta de 44,8%. Na Maternidade, um edifíciocom
cerca de 30 anos e escolhido como comparação, de
um total de 180 pessoas, responderam ao questio-
nário 145, o que dá uma taxa de 80,6% de respos-
tas.

Resultados

Os resultados do questionário para o Hospital mos-
tram-se no Gráfico 1, comparados com os resulta-
dos da Maternidade. As prevalências para o ruído,
para temperaturas não óptimas, e para cheiros de-
sagradáveis, são relativamente elevadas e muito
mais elevados que os valores de referência.Os va-
lores de referência que se encontram no centro dos
gráficos baseiam-se em estudos efectuados na Su-
écia em edifíciosnão-industriaise em escolas con-
sideradas "saudáveis», isto é sem problemas de
clima interior. Estes valores de referênciasão usa-
dos nos estudos de edifícios não-industriais nos
países nórdicos67 e 68.

Em geral verifica-se um aumento de prevalência
dos sintomas, especialmente os sintomas cutâneos,
que são relacionados pelo pessoal hospitalar com o
ambiente interior. Os resultados para a Maternidade
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mostram um padrão semelhante quer para os facto-
res ambientais quer para os sintomas. No entanto
na Maternidade os sintomas são menos expressivos.

O padrão de queixas para os homens e para as
mulheres (Gráfico 2) são semelhantes, com as mu-
lheres a apresentarem uma prevalência mais eleva-
da dos sintomas que os homens (p<0.05).

As pessoas alérgicas apresentam uma
prevalência muito mais elevada de irritação das
membranas mucosas e de sintomas cutâneos (Grá-
fico 3) que os indivíduos não-alérgicos (p<0.05). Por
sua vez os fumadores como seria natural, apresen-
tam mais queixas sobre o fumo do tabaco (Gráfico
4), mas em contrapartida apresentam menos quei-
xas sobre os cheiros desagradáveis e sobre o ar seco
que os fumadores, não sendo significativa a diferen-
ça. O padrão dos sintomas é quase idêntico para os
fumadores.

Entre os diferentes grupos ocupacionais, médi-
cos, enfermeiros e administrativos, existem claras di-
ferenças na percepção do clima interior do hospital
(Gráfico 5). Todos os grupos se queixam de ruído e
de cheiros desagradáveis. Para o pessoal adminis-
trativo é mais elevada a frequência de queixas so-
bre o ar seco, das correntes de ar e das temperaturas
elevadas. No que respeita ainda ao pessoal admi-
nistrativo são maiores as queixas de irritação das
membranas mucosas a qual relacionam com o cli-
ma interior ocupacional. A prevalência de sintomas
gerais e da pele facial é também mais elevada nes-
te grupo ocupacional, não sendo contudo estatisti-
camente significativo.

Os médicos têm prevalências mais baixas de
sintoma que os outros grupos, os quais relacionam
com o clima interior (p<0.05). As enfermeiras apre-
sentam em geral uma elevada prevalência de sinto-
mas, especialmente as mãos secas, o que é uma
ocorrência típica neste grupo ocupacional. Todos os
grupos se queixam do fumo do tabaco com excep-
ção dos serviços.

A percentagem das respostas positivas
respeitantes aos 15 Serviços e Laboratórios envol-
vidos no inquérito ao hospital são apresentados no
Quadro I, igualmente com as percentagens dos
respondentes. No Quadro I1 são apresentadas
igualmente as percentagens das respostas positivas
para os quatro grupos ocupacionais, médicos, en-
fermeiros, administrativos e serviços.

Verifica-se uma grande diferença de queixas e
de sintomas, o que reflecte a grande heterogenei-
dade do ambiente específico próprio da actividade
de cada departamento. Como exemplo ilustrativo
mostram-se os casos extremos, o do laboratório de

Anatomia Patológica (Gráfico VI) e o do Serviço de



Farmácia (Gráfico VII). No primeiro caso 70 por cento
do pessoal queixa-se de sintomas do nariz e dos
olhos e que relacionam com as condições de traba-
lho. Neste caso é óbvio uma exposição a líquidos
voláteis irritantes como é o formaldeído ou o xilol,

factores importantes do ambiente interno.
O ruído é um factor importante de perturbação

na maioria dos Serviços. As queixas do fumo do ta-
baco, fumadores passivos, são surpreendentemen-
te elevadas. Em muitos Serviços as queixas sobre
correntes de ar e de temperaturas elevadas são
prevalentes, o que pode estar relacionada com o mau
funcionamento do sistema de ar condicionado.

No Quadro II são ainda apresentados os resul-
tados globais para o Hospital e para a Maternidade.
Na comparação entre as respostas do Hospital com
a Maternidade verifica-se um nível muito significati-
vo (p < 0.01) para as temperaturas baixas, cheiros
desagradáveis e ruído. A um nível menos significati-
vo (p < 0.05) verificam-se as queixas para as cor-
rentes de ar, sujidade e outras queixas. Para a
Maternidade são muito significativas (p < 0.01) as
queixas referentes a temperaturas elevadas.

Discussão e conclusões

Uma das ilações a retirar na variação das percenta-
gens das respostas do pessoal hospitalar foi já a
dificuldade da amostragem:

a) A grande heterogeneidade de actividades
ocupacionais dos diferentes serviços confina-
das as áreas específicas na complexa estru-
tura do edifício monobloco hospitalar. A este
importante aspecto teve ocasião de se referir
Otávio Lopes num estudo apresentado em
198969,estudo que veio a desenvolver numa
tese de doutorament07O. Naquele estudo o
hospital era considerado como uma instalação
constituída por unidades de produção indepen-
dentes na produção de bens e de serviços,
com múltiplas relações de complexidade en-
tre si. Esta complexidade de problemas da ac-
tividade hospitalar foi objecto de estudo de um
grupo de trabalho do Ministério da Saúde, nos
anos de 1990/9471.

b) A dificuldade de estabelecer uma melhor
amostragem devem-se em primeiro lugar ao
período de 3 semanas imposto para o inqué-
rito. Depois houve que enfrentar a natureza da
actividade de cada serviço. É por exemplo
muito diferente a dinâmica do Bloco Operató-
rio quando comparada com a rotina modera-
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da de uma enfermaria de medicina. Houve que
contar com a rotação própria da prestação de
cuidados médicos e com os turnos de pesso-
al que variam muito de serviço para serviço.

c) Devido às taxas de resposta relativamente
baixas e à falta de informação sobre a distri-
buição de ausência em relação ao sexo e ocu-
pação, uma análise estatística mais detalhada
não teria significado. O «Orebro Question-
naire» tem aliás a finalidade de uma análise
sumária sobre situações concretas de proble-
mas do clima interior dos hospitais, ou de es-
tabelecimentos de cuidados de saúde, um tipo
de informação necessária para que a adminis-
tração de um hospital tome as necessárias
medidas correctivas.

Como foi referido anteriormente a metáfora do

«diagnóstico clínico dos Edifícios Doentes» é de
extrema utilidade, uma primeira fase de estudo, pre-
cedendo outros métodos que descrevem objectiva-
mente os efeitos sobre a saúde do pessoal hospitalar
pelo clima interior dos edifícios. Novas técnicas e
novos testes médicos têm sido descritos72e 73,

inclusivamente já abordado nas páginas deste jor-
na174.

A importância dos questionários MM, de que o
«Questionário Orebro» é uma adaptação aos estu-
dos do clima interior dos hospitais, está desenvolvi-
da num trabalho de K. Andersson75.Deve salientar-se

que o «Questionário Orebro», fora dos países nórdi-
cos, foi pela primeira vez utilizado na Europa, nos
Hospitais da Universidade de Coimbra. As conclu-
sões deste estudo foram igualmente analisados
numa reunião internacional que teve lugar em
Coimbra em 199524.

As prevalências das queixas e de sintomas são
elevadas no Hospital mas do mesmo nível na Ma-
ternidade, um edifício cerca de 20 anos mais velho.
As principais queixas têm a ver com o ruído, altera-
ções de temperatura e cheiros desagradáveis. A
exposição aos 'vários factores verifica-se ser bas-
tante diferente nos vários sectores do hospital, sen-
do o ruído o factor geral de perturbação mais citada
pelos ocupantes. A prevalência dos sintomas é bas-
tante elevada mas semelhantes tanto no Hospital
como na Maternidade. É curioso verificar que na Ma-
ternidade os sintomas são menos expressivos, tal-
vez por ser um edifício mais pequeno e portanto mais
controlável.

A diferença dos resultados entre os vários ocu-
pantes do Hospital é semelhante à que é verificada
nos hospitais de outros países europeus76. A com-
paração com um hospital na Suécia mostra clara-
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mente as diferenças climáticas as condições exis-
tentes na Suécia, comparadas com Portugal (Gráfi-
co VIII). Na Suécia, especialmente no Inverno, o ar
interior é extremamente seco porque o equipamen-
to de humidificação é raramente instalado. O uso de
ar condicionado em Portugal pode explicar a
prevalência extremamente elevada de queixas so-
bre ruído, correntes de ar, e variação de temperatu-
ra. .

Apesar das grandes diferenças do cima interior
nos hospitais da Suécia e em Portugal é interessan-
te verificar-se que os padrões de sintomas são mui-
to semelhantes em ambos os países76.Os resultados
do Inquérito Orebro nos Hospitais da Universidade
de Coimbra confirmaram observações verificadas
nos hospitais da Suécia, como seja o comportamento
Homem/Mulher, dos Fumadores/Não Fumadores,
dos Alérgicos/Não Alérgicos e inclusivamente o com-
portamento de três categorias profissionais. Os mé-
dicos em geral apresentam menos queixas e
sintomas relacionados com o clima interior, enquan-
to os enfermeiros e os administrativos apresentam
mais queixas relacionadas com o ambiente de tra-
balho. Os motivos para estas grandes diferenças
entre as várias actividades ocupacionais poderiam
ser explicados devido à natureza do trabalho envol-
vido. É conhecido que 79% dos médicos revelam um
elevado estímulo pelo trabalho em comparação com
menos de 56% dos outros grupos65.

A perigosidade e os riscos ocupacionais num
ambiente hospitalar foram comparados aos elevados
riscos em ambientes industriais por C.C. Harling,
Presidente da Faculty of Occupational Medicine, do
Royal College of Physicians de Londres77. Por sua
vez Francis Roe em 199029 chamou vivamente a
atenção para os problemas médicos do cima interi-
or dos hospitais e da necessidade de um estudo
epidemiológico mais orientado para a análise dos
aspectos patológicos. F. Cruzef8 salientou igualmen-
te a necessidade dum estudo epidemiológico espe-
cificamente orientado para o ambiente interior
hospitalar com base numa permanente análise clí-
nica.

Em Portugal a perigos idade e os riscos do ambi-
ente interior hospitalar não têm tido a devida aten-
ção apesar das graves ocorrências verificadas em
muitos hospitais, em especial com os verificados com
anestesistas e instrumentistas nos blocos operatóri-
os, aquelas que se conhecem.

Os resultados desta análise têm de ser interpre-
tados com cuidado. A baixa taxa de respostas torna
impossível uma análise avançada. Contudo, a expe-
riência verificada em cada um dos diferentes servi-

ços deve ser analisada com cuidado. É possível no
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futuro aumentar as taxas de respostas e melhorar a
base para que sejam tomadas medidas de correc-
ção. Para que seja possível, torna-se necessário uma
iniciativa de esclarecimento que melhore a percep-
ção entre os ocupantes do hospital, que é o pessoal
hospHalar, sobre as possibilidades de se efectuarem
alterações no ambiente de trabalho.
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GRÁFICO II
HOMEM/MULHER
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GRÁFICO 111
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GRÁFICO IV
ALÉRGICO/NÃOALÉRGICO

CLIMA INTERIOR
r Instde Anatomia Pcl;;;Ó-gi~a, COlmbru. 19%

Ambiente de Trabalho MM 040 EA I Estudo I! MatemirloOe'----

AMBIENTE DE TRABALHO
(Incomodado com frequencia) %

Reference data atter Repor' Mo. 'X)

Dept 01 Occup and Enviromn Me,,"

Orebro Medical Centre Hosp,tul

Poeira e SUjidade

Temperatura ambienta I
demasiadc elevada

Fumador

passivo

Electricidade estática

e choques

Oheiros desagradáveis Ar bafienro - 4V
Arseco

SINTOMAS
(Sim, com frequencia) %

Estudo I (n=5361 --
Matem (n= 1451

ou vermelhidão

Outros
Fadiga

Prurido e descamacáo na

cabeca ou nas orelhas

Pele seca ou

vermelhidão da face

Garganta seca

e áspera

ou iflltacão nos olhos

irrit0cáo. corrimento

ou bloqueio de nariz

Dept 01 Occup and Environm Medicine. Órebro Medical Centee Hosp. 5-701 85 Orebro. 9310!K Andersson@!lf. Fax +46 19 120404.
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GRÁFICO V
AS 3 CATEGORIAS OCUPACIONAIS

CLIMA INTERIOR Ambiente de Trabalho MM040 EA

Inst de Anatomia Patológica
Coimbro. 1995

'Jécicc Enforme"o

AMBIENTE DE TRABALHO
(Incomodado com frequencia) "lo

Relerence dala affer Report M5/90.
Depl 01 Occup and Environm Med,

Orebro Medlcol Centre HospITal.

Poeira e sujidade
Luzinsuficiente ou enconceamento

Fumador

passivo

COITentes de ar

Temperatura ambiental
demasiado elevada

Electricidade estática

e choques

AI seco

SINTOMAS
(Sim.com frequencia) %

Medico (n=96)

Enlermelra(n=131r-- - .
Adm(n=60) - - - - --

MOos secas, com ardor
ou vermelhidão

Fadiga

Prurido e descamacão na
cabeca ou nas orelhas

Pele seca ou

vermelhidão da face

Garganta seca
e áspera

ou irrifacoo nos olhos

IrritacOo, corrimento

ou bloqueio de nariz

Dept 01 Occup and Environm Medlclne, Orebro MedlcaJ Centee Hosp, 5-701 85 Órebro, 931O/KAndersson @/IF,Fax +46 19 120404.
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GRÁFICO VI
ANATOMIA PATOLÓGICA

CLIMA INTERIOR Ambiente de Trabalho MM 040 EA

Inst de Anatomia Palológica I
Coimbra, 1995 i

Lab. Anatomia Patológica I

AMBIENTE DE TRABALHO
(Incomodado com frequencia) %

Reference data after Repor! M5/90,

Dept ot Occup and Environm Moo,
Orebro Medlcal Centre Hospital.

Poeira e sujidade

Temperatura ambiental
demasiado elevada

Fumador

passivo

Electricidade estática

e choques

Ar seco

SINTOMAS
(Sim,com frequencia) %

Lab Anat (n= 18)

Devidosao amb - - - .

MOos secas, com ardor

ou vermelhidOo

fadiga

Prurido e descamacOO na

cabeca ou nas orelhas

Pele seca ou
vermelhidáo da tace

Dept ot Occup and Environm Medlcine, Orebro Medical Centee Hosp, 5-701 85 Orebro, 931O/K Andersson ""/IF,Fax +46 19 120404,
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GRÁFICO VII
FARMÁCIA

CLIMA INTERIOR
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Ambiente de Trabalho MM 040 EA
Insl de Analomia Palológica

Colmbra.I995
Farmácia

Reference data alter Repor! M5/90.
Dept 01Occup and Envlronm Med.

Órebro Medlcal Centre Hospital.

AMBIENTE DE TRABALHO
(Incomodado com frequencia) %

Poeira e sujidade

Fumador

passivo

Electricidade estática

e choques

SINTOMAS
(Sim,com frequencia) %

Mãos secas. com ardor
ou vermelhidão

Prurido e descamacáo na

cabeca ou nas oreihas

Peie seca ou

vermelhidão da face

Ar seco

Farmácia (n=3O)

Devidos ao amb - - - .

Fadiga

Garganta seca

e áspera Irrnacão. co"imento

ou bloqueio de nariz

Dept 01 Occup and Environm Medicine. Órebro Medica! Centee Hosp. $-701 85 Órebro. 931O/K Andersson liMF.Fax +46 19 120404.
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GRÁFICO VIII
HUC/HOSPITAL ÔREBRO

CLIMA INTERIOR1.mbiente de Trabalho MM040 EA Coimbra e Estoco;mo .1.

AMBIENTE DE TRABALHO
(Incomodado com frequencia) %

Reler.nca elata after Repor! M5/90.
O.pt 01 Occup and Environm Meel,
Orebro MeelicalCentre Hospital.

Poeira e sujidade

Fumador

passivo

Electricidade est~tlca

e choques

Ar seco

SINTOMAS
(Sim, .com frequencia) %

Coimbra (n=536)
Estoc (n=723) - - - -

Maos secas. com ardor
ou vermelh,dao

Faoiga

Prundo e descamacãa na
cabeca ou nas orelnas

Pele seca ou

vermelh,daa da face

Prurido, sensacão de arelor
ou irritacão nos olhos

Irritacãa, corrimento

ou bloqueia de nariz

.,_._,~... .
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FOLHA DE TRABALHO

CLIMA.INTERIORAmbiente de Trabalho MM 040 EA

AMBIENTE DE TRABALHO
(Incomodado com frequencia) %

Poeira e sujidade
Luz insuficiente
ou encandeamento Correntes de ar

Ruido

Fumador passivo

Electricidade estática
e choques

Ar seco

SINTOMAS
(Sim, com frequencia) %

Fadiga

c
o

'd=o"
.;~
8~
;H- o

11
;:~.. ..E ~

.g{
~ I!wO

Mãos secas, com ardor ou
vermelhidão

Prurido e descamação na
cabeça ou nas orelhas

Pele seca ou vermelhidão
da face

Temperatura ambiental
demasiado elevada

800/. Variações da temperatura
ambiental

Temperatura ambiental
demasiado baixa

Dor de cabeça

40% NáusealTontura

Dificuldade de
concentração

Prurido, sensação de ardor
ou irritação nos olhos

I

Irritação, corrimento
ou bloqueio de nariz

Andersson K and Stndh G. The use 01 Standardized queslionnaires in
building-related illness (BRI) and sick building syndrome (SBS) surveys.
NATO/CCMS Pilol Sludy on Indoor Air Quality, eds. F. Levy and M Maroni,
Nalionallnst~ute olOccupational Health, Oslo, Norway, 1992.

INSA
aI8L10TEC'

Tradutor: J.J. AmaraJ-Mendes
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c.o QUADRO I O(X)

RESULTADOS RESPEITANTES AOS 15 SERViÇOS E LABORATÓRIOS EM PERCENTAGEM DE RESPOSTAS POSITIVAS EM RELAÇÃO AO
(')

§'
AMBIENTE DE TRABALHO E AOS SINTOMAS ACTUAIS

\1)

s.
éD
2.

Bloco Infecto- Lab. Lab. Imuno- Lab. ..,

opera- Glneco- Neuro- Urgên- Conta- Imagio- UCIP Anatom. PaI. hemote- Hema- Farma- Allmen- Esterl- Pneu-
tório logia cirurgia cias giosas logia PaI. Clln. rápia tologla cla tação IIzação mologia

if40/100 58/90 15/55 41/123 16/40 75/150 31/52 18/37 42/93 38/57 21/36 30/59 78/256 33/50 46/100
(40) (64.4) (27.3) (33.3) (40) (50) (59.6) (48.6) (45.2) (66.7) (58.3) (50.8) (30.5) (66) (46) .gJ

Correntes de ar 33 3 7 46 19 1 44 19 21 19 13 63 15 11 iif- 1i)'
Temperaturas elevadas 13 16 33 22 50 15 29 44 31 18 19 47 15 3 17 §-
Variações de temperatura 45 21 20 15 13 13 29 39 21 29 19 20 22 15 13

§=
Temperaturas baixas 40 7 - 7 - 7 10 17 14 13 3 13 9 4 .

Ar bafiento 8 5 13 15 19 7 13 22 26 32 24 17 8 6 26 <i1
Ar seco 33 24 40 44 50 27 52 6 41 37 38 60 3 6 28

Cheiros desagradáveis 10 7 7 22 38 15 45 72 69 26 48 7 22 12 39 %
Electricidade estática 13 16 - 17 - 5 7 22 5 16 24 - 3 18 4 %
Fumador passivo 38 17 60 42 44 19 19 28 31 26 24 - 7 6 48 ()
Ruído 50 48 40 42 38 21 58 50 74 55 19 27 80 79 35 c

§.
Problemas de luminosidade 33 16 20 27 25 7 10 11 14 18 10 33 14 6 28 c-

Poeira e sujidade 10 7 12 13 5 29 44 10 24 29 3 4 76 13
iiJ-

Fadiga 30 36 20 27 44 16 65 28 43 32 33 33 40 46 20

Sensação de sonolência 33 22 7 12 25 11 23 17 17 18 24 20 13 18 17
Dor de cabeça 28 36 7 22 31 13 26 33 21 29 43 20 40 49 17
NáuseafTontura 3 9 - - - 5 3 6 5 16 5 7 15 12 7

Dificuldade de concentração 8 17 - 2 - 5 13 17 7 13 5 13 8 15 4
Problemas nos olhos 23 16 20 12 25 9 10 67 24 29 24 13 13 36 17
Problemas nos nariz 8 17 7 12 44 12 10 50 12 40 19 23 5 18 13

Garganta seca 5 19 - 20 25 12 19 28 14 26 19 17 9 27 17
Tosse 5 9 - 5 13 5 10 17 10 21 14 7 4 15 13
Pele seca 15 10 - 20 19 8 26 39 17 13 24 27 4 9 11

Prurido na cabeça 13 3 - 5 6 1 - - 7 - 10 7 - - 7
Mãos secas 43 29 20 17 6 13 61 28 36 29 29 17 5 27 13

Outros problemas 10 7 - 2 13 5 7 6 - 3 5 3 - 9 O
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QUADRO 1I
RESULTADOS RESPEITANTES AOS QUATRO GRUPOS OCUPACIONAIS EM PERCENTAGEM DE RES-
POSTAS POSITIVAS EM RELAÇÃO AO AMBIENTE DE TRABALHO E SINTOMAS ACTUAIS. IGUAL-
MENTE COMPARAÇÃO DE RESULTADOS DO HOSPITAL COM A MATERNIDADE

Enter- Adminis-
Médicos meiros trativos Serviços Hospital Maternidade
96/222 131/528 50/141 259/607 1298/582 145/180
(43,3) (39,9) (35,5) (42,7) (44,8) (80,6)

Correntes de ar 13 15 34 29 23* 15

Temperaturas elevadas 21 12 30 25 22 35**

Variações de temperatura 13 31 16 23 22 30

Temperaturas baixas 6 19 2 10 11** 3
Ar bafiento 8 12 26 13 13 9
Ar seco 22 37 40 26 29 26

Cheiros desagradáveis 22 20 30 28 25** 12
Elecricidade estática 6 13 2 11 10 8

Fumador passivo 29 27 28 16 22 17
Ruído 38 56 38 56 51** 37
Problemas de luminosidade 14 20 26 14 16 11

Poeira e sujidade 8 22 14 15 16* 10

Fadiga 23 41 32 36 34 30

Sensação de sonolência 15 24 20 15 18 12

Dor de cabeça 16 31 36 31 29 22
NáuseafTontura O 5 10 10 7 6
Dificuldade de concentração 4 12 12 9 9 5
Problemas nos olhos 13 21 28 20 19 16
Problemas no nariz 16 15 22 16 16 16
Garganta seca 9 21 26 14 16 17
Tosse 6 11 6 9 9 5
Pele seca 5 14 22 16 14 17
Prurido na cabeça 1 5 4 3 3 3
Mãos secas 6 42 16 23 24 30

Outros problemas 4 7 6 3 5* 2

** p < 0.01
* P< 0.05
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MODELO DE INQUÉRITO

1.6

7.11

12.

21

Este Questionário ocupa-se do clima interior do seu ambiente de trabalho e dos possíveis
sintomas que possam estar a afectá-lo.

FACTORES BÁSICOS

Ano de Nascimento 19 LLJ Ocupação22.
23

Sexo M 0, F 02 Há quantos anos se encontra no presente lugar

de trabalho? LLJ Anos
26.
27

24

Fuma? SimO, Não O 2
25

AMBIENTE DE TRABALHO

Foi afectado os últimos três meses por alguns dos seguintes factores
no local de trabalho?

28 Correntes de ar

29 Temperatura ambiental demasiado elevada

30 Variações da temperatura ambiental

31 Temperatura ambiental demasiado baixa

32 Ar bafiento e desagradável
33 Ar seco

34 Cheiros desagradáveis

35 Electricidade estática, por vezes causando choques

36 Exposição a fumo de tabaco (fumador passivo)

37 Ruído

38 Luz insuficiente ou provocando encandeamento ou reflexos

39 Poeiras e sujidade

CONDiÇÕES DE TRABALHO

c-;;;
ID ID

~ --
o o

~ ,& r-;-;
75.80UJ u::JJ

Andersson K and Stridh G, The use of Standardized questionnaires in
building-related iliness (BRI) and sick building syndrome (SBS) surveys.
NATO/CCMS Pilot Study on indoor Air Quality, eds. F. Levy and M Maroni,
National Institute of Occupational Health, Oslo, Norway, 1992. Tradutor: J.J. Amaral-Mendes
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CLIMA INTERIOR MM 040 EA Nome

Ambiente de Trabalho
Data
Ano Mês Dia

VERSÃO PORTUGUESA I I I I I I I Instituição/Hospital/Companhia

Número I I I I I I I OcupaçãoI I I I I I Departamento/Serviço

UtilizadorI I I I I I II I I I IGrupo
A preencher pelo inquiridor

Sim,com Sim, Nunca
frequência algumas

(cadasemana) vezes
(1) (2) (3)

O O O
O O O
O O O
O O O
O O O
O O O
O O O
O O O
O O O
O O O
O O O
O O O

Sim,com Sim, Não, Não,
frequência por vezes raramente nunca

(1) (2) (3) (4)
40I Considera o seu trabalho interessante e estimulante? O O O O

.,;@ 41 I Temmuitotrabalhoparafazer? O O O O
ID >-"",.;;'

421 Tem alguma hipótese de influenciar as suas condições de trabalho? O O O Ou "o"
g."c

431 Os seuscolegasajudam-nonosproblemasqueencontrano seutrabalho? O O O O- o

-g .
E
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DOENÇAS E SINTOMAS/PASSADOS E ACTUAIS

Teve algumas vezes problemas asmáticos?

Sofreu, alguma vez de febre dos fenos?

Sofreu alguma vez de eczema?

Alguém na sua família sofre de alergias? (p. e. asma, febre dos fenos, eczema)

Sim,
(1)

O
D
O
O

Não
(2)
O
O
D
D

SINTOMAS ACTUAIS

5-6

7-8

9-10

11-12

13-14

15-16

17-18

19-20

21-22

23-24

25-26

27-28

29-30

COMENTÁRIOS ADICIONAIS

MUITO OBRIGADO!
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Nos últimos 3 meses teve algum destes sintomas?
Se SIM:

Está convencido que estes
Sim, Sim, Não, sintomas são devidos ao

frequente às vezes nunca ambiente de trabalho?
Sim, Não,

(1) (2) (3) (1) (2)

Fadiga D D D O O
Sensação de sonolência O O D O D
Dor de cabeça O O O O O
NáuseaITonturas O D O O O
Dificuldade de concentração O O O O O
Prurido, sensação de ardor ou irritação nos olhos O O D O O
Irritação, corrimento ou bloqueio nariz D D O O O
Garganta seca e áspera O D D O D
Tosse O O D O D
Pele seca ou vermelhidão da face O O O O O
Prurido e descamação na cabeça ou nas orelhas O O D O O
Mãos secas, com ardor ou vermelhidão D O D O D
Outros sintomas D D D O D
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e legenda próprias.

o Numeração individual, em números romanos.
o Recomenda-se que os quaçiros...flão sejam em

número exagerado, e que cada um se baste
a si próprio, sem recurso a quadros suplementa-
res.

o Os quadros devem ser citados no texto.
o No verso de cada quadro, indicar a respectiva lo-

calização no texto.

1.5 Figuras
o De boa qualidade, que permita reprodução foto-

gráfica.
o Numeração em algarismos árabes.
o Legendas em folhas A4, à parte.

Gráficos

A tinta da China preta, sobre papel vegetal ou pro-
duzidos em impressora de boa qualidade.
Títulos e legendas, inscritos no verso de fotocópia
dos mesmos.

Fotografias
A preto e branco, em papel brilhante, e com bom
contraste.

Não deixar impressões digitais.

N.S.: No verso de cada Quadro ou Figura deve ser
colado um autocolante, com o nome do(s)
Autor(es), o iníciodo Título,número de ordem e
localização, dentro do trabalho.

1.6 Agradecimentos
o Em poucas linhas, e apresentadostambém em

folha à parte.

1.7 Bibliografia
o Referências bibliográficas, precedidas de um

número de ordem sequencial.
o Este número será usado no texto, quando se fi-

zer, a respectiva citação, de modo a remeter o
leitor para a Bibliografia apresentada no final do
artigo. Nunca repetir a referência em nota de
rodapé.

o O título do periódico pode ser abreviado, de acor-
do com a norma internacional de abreviaturas, uti-
lizada pelo Index Medicus.

o Utilizar a Norma Portuguesa NP-405-1 (lPQ).

2. NP-405-1REFERÊNCIAS BIBLIOGRÁFICAS:
DOCUMENTOS IMPRESSOS

EXEMPLlFICAÇÃO DE CASOS- TIPO
MAIS FREQUENTES

2.1 Monografia (=Livro)

Com um Autor
LEVY,JAYA. - HIVand the pathogenesisofAIOS.
Washington,D.C.:ArnericanSocietyfor Microbiology,
1994
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Normas para a preparação de manuscritos

Até três Autores

DHILLON, H.S.; PHILlP, L. - Health promotion and
community action for health in developing countries.
Geneva: WHO, 1994.

Mais de três Autores

MODELL, B.; et al.* - Les services génétiques au
sein de la collectivité en Europe: rapport sur une
enquête. Copenhague: OMS, Bureau Régional de
I'Europe, 1993. (Série Européenne; 38).

Contribuições em monografias (Capítulos)
Faz-se a entrada pelo Autor e Título do Capítulo a

referir, seguido de In e o Autor principal da obra e
respectivo Título da mesma, bem como as páginas-

limite do Capítulo em questão.

SCHEFLEN, A.E. - Systémes de la communication
humaine. In WINKIN, Yves - La nouvelle commu-
nication. Paris: Seuil, 1981, p. 145-57.

Colectividade - Autor
Quando é subordinada a outra colectividade, o nome
dessa constará em primeiro lugar. Ministérios, órgãos
legislativos, judiciais, administrativos, civis ou religi-
osos ficam subordinados à circunscrição territorial a
que dizem respeito.

UNIVERSIDADE DE COIMBRA. Faculdade de Ci-

ências. Departamento de Química - [..o seguem-
se os elementos duma referência bibliográfica (V. ex.
1.1)]

PORTUGAL. Ministério da Saúde. Instituto Nacional

de Saúde - [oo.seguem-se os elementos duma re-
ferência bibliográfica (V. ex. 1.1)]

* et aI. = abreviatura da expressão latina «et alii»,
que significa «e outros».

2.2. Artigos de publicações em série
(Periódicos)

Cumpre-se o estabelecido para as entradas de Au-
tor (v. ex. 1.1 a 1.4), e usa-se a seguinte descrição
bibliográfica,para todos os restantes elementos:

BOSHOFF, C.; et aI. - Kaposi's sarcoma:
associated herpesvirus infects endothelial and
spindle cells. Nature Medicine. New York, N.Y.*. 1:
12 (1995),1274-78.

2.3 Comunicações em congressos, jornadas, etc.

LECHNER, M.C. - Regulação da expressão de
genes de citocromo P450 no fígado. In JORNADAS
LUSO-ESPANHOLAS DE GENÉTICA, 30.a', Lisboa,
1995, p. C71.
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[Caso idêntico ao das contribuições em monografias
-(V. 1.4)]

Se se referir a publicação na totalidade, e não ape-
nas parte:

JORNADAS LUSO-ESPANHOLAS DE GENÉTICA,
30.a', Lisboa, 1995 - Livro de Comunicações. lis-
boa: Sociedade Portuguesa de Genética, 1995.

2.4 Abreviaturas'

Definir as abreviaturas na sua primeira ocorrência
no texto. Exemplo: «vírus da imunodeficiência hu-
mana (VIH)>>

Podem utilizar-se, nos seguintes casos:

---7 AUTORES, EDITORES LITERÁRIOS, etc.
Ex.: PIAGET, J.

---7 ESTADOS, PRovíNCIAS, PAíSES, etc.2
Ex.: E.U.A., GB

---7TíTULOS DE PERIÓDICOS3
Ex.: Clinical Chemistry

Clin. Chem.

Journal of Medical Genetics
J. Med. Genet.

---7 PALAVRASE TERMOS CORRENTES
Ex.: edição = ed.

página = p.
volume = vol.

3. SEPARATAS

Cada autor receberá 20 separatas grátis e 1 exemplar
dos Arquivos.

4. ENDEREÇOEDITORIAL
Os manuscritosdeverãoser enviadospara:

Director do

Instituto Nacional de Saúde Dr. Ricardo Jorge
Av. Padre Cruz
1699 LISBOA CODEX

Telefone: (01) 751 9200
Telefax: (01) 759 04 41
Conselho Redactorial: (01) 751 9318/81 (directo)

1. Consulte-se a NP-3680. 1989: Descrição e referências bibliográficas:
abreviatura de palavras típicas.

2. O local de publicação é um elemento facultativo. Recomenda-se. no
entanto. o seu uso, quando possa ocasionar dúvidas. Ex.: Cambridge
(Inglaterra) - Cambridge. Massachussetts (Estados Unidos da Améri-
ca).

3. Aconselha-se consulta da lista de titulos do Index Medicus. contida na
base de dados MEDLlNE






