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ARQUIVOS DO INSTITUTO NACIONAL DE SAUDE, 20-21 1994/95, 5-14

O que deveria ser melhorado

nos servicos publicos de saude?
— Estudo de opinido, de base populacional,
na Freguesia do Lumiar (Lisboa)*

Vitor Ramos™

RESUMO

Objectivos: a) caracterizar os respondentes por sexo, idade, escolaridade, profissdo/ocupacéo; b} identificar a cobertura assistencial
dos inquiridos (SNS e subsistemas); c) descrever, sistematizar e analisar as opinides dos inquiridos, por sexo e idade, sobre o que
deveria ser melhorado nos servigos publicos de salde.

Tipo de estudo: Estudo de opinido, de base populacional, com andlises internas (comparagdes entre grupos).

Local: Freguesia do Lumiar, em Lisboa.

Populagéo: O universo foi constituido pelos residentes adultos da freguesia do Lumiar, tendo sido colhida uma amostra aleatdria de
886 pessoas, utilizando os numeros de recenseamento eleitoral.

Métodos: Foram consideradas as varidveis: sexo, idade, escolaridade, ocupagdo, subsistemas de cobertura assistencial e contetido
das respostas a uma pergunta aberta sobre o que deveria ser melhorado nos servicos publicos de salde. A recolha de dados foi
feita com um Questiondrio preparado para auto-administracdo, proporcionando-se a ajuda de entrevistas sempre que necessario.
Foi feita analise descritiva univariada e também bivariada para comparagdes entre grupos e teste de hipoteses, tendo sido conside-
rada uma significancia estatistica ao nivel de 5% (P < 0,05). A andlise estatistica quantitativa foi feita utilizando o Programa SPSS/
PC+. Foi ainda feita analise qualitativa do conteudo das respostas a pergunta aberta.

Resultados: A taxa de respondentes foi de 72%, sendo mais elevada no sexo feminino (75%) e no grupo etério dos idosos (85%). 57%
dos respondentes dispunham de subsistema istenciais, além do SNS. 80% dos inquiridos deram respostas concretas a pergun-
ta aberta sobre o que deveria ser melhorado nos servigos publicos de satide. 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-lhe os aspectos relaciona-
dos com infra-estruturas, recursos e humanizagdo organizativa dos servigos (35 e 30%). Encontraram-se diferengas estatisticamen-
te significativas em relacio as frequéncias com que alguns aspectos foram mencionados pelas pessoas dos diferentes grupos etdrios,
o0 mesmo nao acontecendo em relacao ao sexo.

Discussao: A interpretacdo dos resultados deve ter em conta as caracteristicas especificas da populacdo inquirida. As taxas de
respondentes nas diferentes idades traduzem a sua disponibilidade o que justifica a elevada participacao obtida entre os idosos. O
numero de pessoas que mencionou determinado aspecto a melhorar corresponde apenas aquelas a quem ocorreu falar dele, no
momento da entrevista. Em conclusdo; a) mais de metade dos respondentes dispunha de um ou mais subsistemas assistenciais em
sobreposicdo ao SNS; b) a acessibilidade e as atitudes dos profissionais foram os mais repetidamente mencionados; c) encontrou-
se uma relativa unanimidade em relagdo aos aspectos a melhorar, embora os idosos parecam ser, em geral, menos exigentes; d)
existem diferengas geracionais nas frequéncias com que os diversos aspectos a melhorar foram mencionados.

Palavras-chave: Servicos publicos de salde; expectativas dos utentes; opinido do publico.

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 amaong 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 what should be improved in the 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 betweén grupous
were performed using the computer programme SPSS/PC+. A qualitative analysis was done of the content to the open question.

* Trabalho subsidiado pela Comissdo de Fomento da Investigagdo em Cuidados de Saldde do Ministeric da Saude (Projecto de
Investigagdo n.? 125/92)
** Assistente Graduado de Clinica Geral; Assistente da Escola Nacional de Saude Publica
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Results: Respondent ratio was 72%. The elderly had the highest rates (85%) and the males 18-44 years had the lowest rates (50 and 63%).
57% of the respondents had one or more health care sub-systems or health insurance apart the universal National Health Service (NHS). 80%
of the eople gave concrete answers to the open question with comments and suggestions. Accessibility and the attitudes of the health care
professionals towards patients were the most frequently approached subjects for urgent improvement. Facilities and equipment, human resources
and erganisational hummanisation were also frequently mentioned. Differences with statistical significance were found with age but not with the
gender. Elderly people seemed to be less exigent than the other age groups, except for the aspects related 1o costs.

Discussion and conclusions: Interpretation of the results must take into account the socio-economic:characteristics of the residents in the
Lurniar guartersof Lisbon. Different respondent rates may be related to the available time of people in the different phases of life (age groups).
This could have some guantitative infuence on the results. The additional health care coverage, apart the universal NHS, in more than half of
the respondents may mean waste of resources in global societal terms. The quantitative differences found between age groups can be explained
by the relative importance that each generation gives to each particular aspect. The elderly seem to be the less exigent group, except in
relation to costs. Accessibilityto public health care and the atfitudes of the health care professionals towards patients appear notably as universally

perceived aspects for urgent improvement.

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

Introducao

Nos dltimos 10 anos tem-se assistido a uma vaga
de reformas em quase todos os sistemas de salide
dos paises industrializados'”. Os objectivos anunci-
ados destas reformas incluem, entre outros:

— a procura de uma maior adeguagdo aos pro-
blemas e necessidades de salde das popu-
lacdes;

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

A expressao «marketing social» tem sido utiliza-
da para designar o processo organizado e sistema-
tico para corresponder as necessidades, preferéncias
e expectativas dos cidadaos, no dominio dos secto-
res sociais, nomeadamente o da saude®®. Algumas
das reformas em curso tém sido acompanhadas de
estudos de opinidao'®'2,

A realizacgao de estudos de opinidao para melho-
rar os servigos de salide ndo é uma pratica muito
usual no nosso pais. Estes estudos podem conside-
rar-se instrumentos importantes para facilitar a par-
ticipagé@o dos cidadaos e para aproximar os servicos
de salde das suas expectativas.

O presente estudo integrou-se num projecto de
investigacdo de base populacional, realizado na Fre-
guesia do Lumiar, em Lisboa, sobre a percepgéo de
problemas e de necessidades de salde, a utilizagéo
de cuidados, bem como as preferéncias, expectati-
vas e opinides dos cidadaos face aos servicos de
salde.

Este estudo diz especificamente respeito & opi-
nido dos cidaddos da Freguesia do Lumiar sobre o
que deveria ser melhorado nos servigos publicos de
salde e os seus objectivos foram:

a) caracterizar os respondentes por idade, sexo,
niveis de escolaridade e profissao/ocupagao;

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

c) descrever e sistematizar as opinides dos
respondentes sobre o que deveria ser melho-
rado nos servigos plblicos de sadde;

d) estudar eventuais diferengas de opiniao con-
soante o sexo ou idade dos inquiridos.

Métodos
Tipo de estudo

Foi realizado um estudo de opinido de base
populacional, com analises internas (comparacées
entre grupos).

Populacdo e amostra

O universo foi constituido pelos residentes na fregue-
sia do Lumiar inscritos no recenseamento eleitoral
(todos os cidada@os maiores de 18 anos), totalizando
36 121 pessoas representadas no ficheiro da Junta
de Freguesia.

Deste universo foram extraidos aleatoriamente
1240 numeros do ficheiro de recenseamento, com
vista a obter uma amostra aleatéria da populacéo
adulta residente entre 800 e 1000 pessoas. Esta
diferenca teve em conta a desactualizagao prevista
do ficheiro de recenseamento (6bitos, mudangas de
residéncia, etc.). Tal como previsto, nem todos os
nimeros correspondiam a pessoas actualmente re-
sidentes na freguesia. Das 1240 cartas enviadas com
convites de participacao no estudo foram recebidas



devolugdes ou informagao de ndo residéncia ou fa-
lecimento em relagao a 354 pessoas. Foi apurada,
apos esta correcgdo, uma amostra aleatoria de 886
potenciais respondentes.

Varidveis

Foram consideradas as seguintes varidveis e respec-
tivas operacionalizagdes:

= Sexo (feminino ou masculino);

= ldade, em anos (foram constituidos os grupos:
18-24; 25-44; 45-64; =65);

* Escolaridade (analfabeto, sabe ler e escrever,
escolaridade bésica, ensino secundério — 2 ni-
veis; curso medio e curso superior);

 Situacdo de trabalho (activos com profissao;
desempregados; donas de casa; estudantes;
reformados; outra situagéo);

» Profissao/ocupagdo (pergunta aberta);

» Subsistemas de acesso e/ou financiamento de
cuidados de salde (s6 SNS; SNS + combina-
coes diversas com subsistemas; nao sabe);

= Categorias de confetdo das respostas — re-
sultantes da anélise de contelido das respos-
tas a pergunta aberta: «Em sua opinido, o que
acha que deveria ser melhorado nos servicos
de salde do Estado»:

Categorias de contetido consideradas:

* Aspectos relacionados com a esirutura e re-
cursos

* Aspectos relacionados com cusios e taxas

* Aspectos relacionados com a acessibilidade
aos cuidados de sadde

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

* Aspectos relacionados com a humanizagao
organizativa dos servicos

* Aspectos relacionados com a competéncia
técnico-cientifica dos profissionais

* Aspectos relacionados com a burocracia dos
servicos

* Aspectos relacionados com a informa-
¢do, a educagdo para a salde e a prevencao

* QOutros aspectos

Em relacéo a cada categoria de contetido ou tipo
de aspectos mencionados as possibilidades de
codificagao desta ultima variavel foram: mencionou;
néo mencionou.
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Recolha de dados

A recolha de dados decorreu de Julho de 1993 a
Marco de 1994 e foi feita com base num Questiona-
rio preparado para auto-administragao. 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 Saude do Lumiar. Foi
proposta a possibilidade de a entrevisia decorrer no
domicilio ou noutro dia e hora que fosse mais con-
veniente. Apos um primeiro convite por carta perso-
nalizada e uma primeira série de entrevistas, foi feito
um segundo convite para os que nao haviam compa-
recido e foi feito um esforgo adicional de contacto
pessoal telefénico a fim de obter o maximo de respon-
dentes. Nesta fase foi aberta a possibilidade de retor-
no dos questiondrios por correio (envelope selado) as
pessoas que o desejassem, uma vez gue ao longo
dos contactos e enirevistas havidos se verificou que
a maioria das pessoas conseguia responder ao Ques-
tiondrio sem necessidade de ajuda.

Quer a pdgina de rosto do Questionario quer a
explicagao dada pelos entrevistadores informavam
os fins estritamente técnico-cientificos do estudo,
visando a melhoria da qualidade dos cuidados de
salide. A identidade de cada respondente ficou em
sigilo-absoluto e o questionario foi construido de for-
ma a dar esta garantia. Foi explicado aos participan-
tes como era garantida a confidencialidade e gue
poderiam nao responder a qualguer das perguntas,
se assim o entendessem. Foi assegurado que 0s
dados obtidos seriam trabalhados no seu conjunto e
nunca analisados individualmente.

Tratamento e andlise de dados

Os dados e a informagao das respostas, a maioria das
guais estava pré-codificada, foram transferidas dos
questiondrios para uma matriz, tendo-se constituido
uma base de dados informatizada em DBASE Ill Plus.

O tratamento estatistico foi feito com recurso ao
programa «Statistical Package for Social Sciences»
(SPSS PC+)™. Procedeu-se a uma analise descriti-
va univariada com elaboragao de tabelas de frequén-
cia para todas as varidveis. Foi também realizada
andlise 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 etarios.

Foi feita andlise de conteldo da pergunia aberta
de opinido, em quatro etapas:
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1. leitura prévia de todas as respostas, com uma
1.7 tentativa de as associar a grandes temas
ou assuntos gerais relacionados com os ser-
vigos de saude;

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. Apos este processo foram
seleccionados os 9 grupos descritos no item
wvariaveis» como «caftegorias de contetido
das respostas»;

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

Nas analises quantitativas foi considerada uma
significancia estatistica ao nivel de 5% (P<0,05).

Resultados

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

Dos 635 respondentes, 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 comparagdo com a distri-
buicao inicial da amostra aleatéria evidencia uma
maior taxa de respondentes no sexo feminino (75%)
e no grupo etario dos idosos (84 e 87%). A menor
taxa de respondentes (50%) verificou-se no grupo
etario 18-24 anos, no sexo masculino (Quadro 11).

Em relacao a escolaridade (Quadro 1) destaca-
se a proporcao de respondentes com curso superior
(27%). 12% dos inquiridos eram totalmente analfa-
betos (7%) ou nao tinham concluido a escolaridade
bdsica (5%).

A situagao profissional e as profissées ou ocu-
pacdes estao apresentadas nos Quadros IV e V. 57%
eram pessoas no activo com profissao definida, 5%
estavam desempregados e 22% eram reformados.
O Quadro V ilustra a diversidade de profisstes re-
presentadas, desde operarios indiferenciados a pro-
fessores universitérios. Predominam as profisstes
relacionadas com o comércio e servigos, havendo
uma proporcao relativamente elevada de profissoes
consideradas «liberais» e de quadros técnicos su-
periores (cerca de 25%).

Em relac@o aos sistemas ou subsistemas de
satde é de salientar que apenas 43% dos inquiri-

dos dispunham unicamente da cobertura assistencial
do Servigo Nacional de Satide. 43% dispunham de
um subsistema ou seguro adicional e 14% dispu-
nham de dois ou mais subsistemas em simultdneo
(Quadro VI).

80% dos inquiridos deram respostas concretas
a pergunta aberta sobre o que deveria ser melhora-
do nos servigos publicos de salide. Respostas laco-
nicas do tipo «esta tudo bem» ou «esta tudo mal»
foram dadas em apenas 8% dos casos e 12% nao
responderam (Quadra 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-lhes os aspectos relacionados com infra-
estruturas, equipamentos e recursos (35%) e com a
humanizagao organizativa dos servigos (30%). Nao
se encontraram diferencas estatisticamente signifi-
cativas entre o sexo feminino e o masculino em re-
lagao a frequéncia com que foram mencionados os
diversos tipos de aspectos, embora parega esbogar-
se uma maior preocupagao do sexo masculino com
aspecios de humanizagao organizativa (tempos e
esperas, por exemplo) e burocracia (Quadro VIII).

Encontraram-se diferengas estatisticamente sig-
nificativas entre diferentes grupos etarios em rela-
¢do as frequéncias com que foram referidos aspectos
relacionados com as infra-estruturas e recursos,
humanizagao dos servicos e burocracia. O grupo
etario dos 25 aos 44 anos destaca-se como o mais
critico e exigente em relacdo a aspectos como as
infra-estruturas e recursos e a humanizagdo
organizativa dos servicos. Os idosos ndo pareceram
preocupados com a burocracia dos servicos. Ape-
nas 1 em 88 mencionou este aspecto. Embora nem
todas as diferencas sejam estatisticamente significa-
tivas, os idosos mostraram-se, em geral, menos cri-
ticos e exigentes que os restantes grupos etarios, a
excepcdo dos aspectos relacionados com custos e
taxas (Quadro 1X).

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 condigbes das instalacdes
— mais equipamento e/ou equipamento mais
adequado



— mais médicos

— reforgar e melhorar os recursos/potencial hu-
manos

— mais higiene e seguranga nos hospitais e cen-
tros de satde

— melhores condigdes de trabalho

— mais centros de salde

— melhor organizacéo e gestéao

— mais enfermeiros

Alguns comentdrios bastante repetidos referiam-
se a aspectos muito especificos do Centro de Sau-
de do Lumiar, tais como:

— haver oftalmologistas e dentistas no Centro de
Salde

— haver/concentrar mais recursos, exames com-
plementares de diagndstico e consultas no
Centro de Salde

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

Outros comentarios incidiram nos hospitais ou na
interligacao entre estes e os centros de saude:

— rede mais alargada de hospitais

— melhorar a articulagao entre centros de sat-
de e os hospitais

— melhores condicdes de internamento

— melhorar capacidade dos servigos de urgéncia

Aspectos relacionados com custos e taxas

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

— 0s medicamentos deveriam ser mais baratos
— deveria haver maior compariicipagao do Es-
tado nos custos dos medicamentos e exames
complementares de diagndstico

mais dinheiro para os servicos de satde
abolir ou reduzir as taxas moderadoras

Aspectos relacionados com a acessibilidade

Os problemas de acessibilidade foram os que mere-
ceram comentarios mais numerosos e imediatos dos
inquiridos. Foram espontaneamente referidos por 260
pessoas (47%) atraves de respostas tais como:

— mais facilidade em obter consultas
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— atendimento pronto quando & necessario

— menos tempo de espera para consultas de es-
pecialidade

mais facilidade em obter exames complemen-
tares de diagnostico e/ou tratamentos

— nao esperar tanto tempo para operagoes

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

— nao devia haver limitacao de acesso aos hos-
pitais por drea de residéncia/possibilidade de
escolha de hospital

— o CATUS deveria estar aberto 24 horas

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

Aspectos relacionados com a humanizagcao
organizativa dos servicos

Os aspectos relacionados com a humanizagido
organizativa dos servigos foram mencionados por
165 pessoas (30%). Referiram-se tanto a aspectos
de estrutura fisica dos servigcos como as regras e
ambiente do seu funcionamento. As respostas mais
repetidas foram:

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

— cumprimento de hordrios, evitando esperas
desnecessarias e aglomeragao de pessoas

— atendimento mais rapido e humanizado nos
hospitais (sem macas nos corredores)

— atendimento mais organizado, personalizado
e rapido

— menos espera nas urgéncias dos hospitais

— mais humanizagao/personalizacdo no CATUS

— liberdade de se poder escolher e de mudar de
meédico

— nao ser necessario haver «bichas»

— ser atendido sempre pelo mesmo médico

— 0s doentes deveriam poder ser acompanha-
dos nas urgéncias

— horarios de consulta mais diversificados para
nao ter de faltar ao emprego

— ter facilidade em marcar consultas pelo tele-
fone

— poder contactar o médico pelo telefone
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Aspectos relacionados com a burocracia

A guestdo da desburocratizagdo ocorreu a 60 pes-
soas (11%). As respostas mais ou menos uniformes,
diziam respeito a necessidade de reduzir e simplifi-
car os procedimentos burocraticos 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 a acessibilidade, os re-
feridos por mais pessoas (260=41% dos res-
pondentes). As respostas ilustram os desejos e
expectativas dos utentes neste dominio, sendo as
mais repetidas:

— atendimento pelos profissionais com mais
educagdo/respeito pela pessoa humana

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

— o médico de familia deve ter mais disponibili-
dade

— formacdo/educacdo do pessoal para o aten-
dimento correcto e atencioso dos utentes

Aspectos relacionados com a competéncia
técnico-cientifica dos profissionais

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

— mais competéncia técnico/profissional

— melhor assisténcia

— mais responsabilizacdo dos médicos pelos
erros cometidos

— mais cuidado na observagao clinica dos do-
entes

— melhorar os cuidados de enfermagem

Aspectos relacionados com a informacao,
a educacgdo para a saude e a prevengao

As respostas que mencionaram a importancia que
deveria ser dada a informagao dos utentes, a edu-
cacao para a saude e a prevengao apesar de nao
serem muito frequentes, ocorreram de imediato a
alguns dos inquiridos (11%). Incidiram sobre:
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— mais informagao/educagao sobre a utilizagao
dos servigos de salde

— mais prevencao (incluindo aspectos ambien-
tais)

— mais educagdo para a saude (varios aspec-
tos)

— mais informacéo sobre os direitos dos uten-
tes

Outros aspectos

Surgiram ainda, embora com pouca frequéncia, 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.

Discussao

A recolha de opinides sobre os servigos publicos de
salde através de abordagens populacionais ofere-
ce vdrias vantagens em relacao aos inquéritos aos
utilizadores dos servicos, sobretudo se tais inqueri-
tos decorrerem no momento da utilizagao''**. Mes-
mo assim, o facto de parte das entrevistas ter
decorrido nas instalagdes do Centro de Saude do
Lumiar e de os entrevistadores serem profissionais
do Centro de Satide pode ter influenciado o tipo das
respostas.

O nivel de participagdo obtido (72%), em rela-
¢do & amostra aleatéria recolhida, pode considerar-
se satisfatorio, tendo em conta outros estudos deste
tipo''5. Deve no entanto ser tido em conta que os
grupos sociais mais marginalizados e o grupo dos
cidaddos mais ocupados ou activos (em geral adul-
tos jovens do sexo masculino) poderao estar sub-
representados em relagdo a sua dimensao real na
populagao residente na freguesia. Este facto pode
ter influenciado os resultados obtidos dado ter-se
encontrado associagao estatisticamente significativa
entre a idade e as frequéncias dos grupos de con-
telido das resposta a pergunta aberta. No entanto,
a andlise desagregada por grupo etario permitiu
controlar o efeito da sub-representacao de alguns
grupos e concluir que uma maior taxa de
respondentes nos grupos mais deficitarios (sexo
masculino 18-44 anos) apenas iria reforcar as posi-
¢oes relativas dos diversos aspectos mencionados.

As opinides recolhidas dizem respeito apenas a
populacéo residente ma Freguesia do Lumiar e, em
principio, ndo sdo exirapolaveis para outras zonas
ou para a propria cidade de Lisboa. Porém, muitas



das opinioes devem reflectir a opiniao e o sentir de
uma larga camada da populagao em relagdo aos
servigos publicos de satde.

As caracteristicas socioeconomicas e de escola-
ridade da populacao 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
Acgdo do Ceniro de Saude do Lumiar— 1991) devem
ser tidas em conta ao analisar as opinides e suges-
toes recolhidas. A elevada percentagem de pessoas
com mais de 9 anos de escolaridade e com cursos
medios e superiores justifica a formulagao com muita
frequéncia de comentarios de caracter técnico, pou-
€O usuais numa populagdao menos escolarizada.

O facto de a componente essencial dos resulta-
dos deste estudo assentar nas respostas a uma
pergunta aberta de caracter geral trouxe naturalmen-
te dificuldades na andlise do seu contetdo e requer
alguns cuidados na interpretag@o dos resultados
apresentados. Assim:

a) os comentarios podem expressar, por vezes as
vivéncias pessoais mais recentes quando da
utilizagao dos servigos de saude;

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

c) dado o cardcter aberto da pergunta, as res-
postas espontdneas cobriram um espectro
vasto de aspectos. Por isso, a repeticao dos
mesmos comentarios ou sugestdes por pes-
soas diferentes deve ser particularmente va-
lorizado.

O facto de mais de metade dos respondentes
disperem de um ou mais subsistemas, além do SNS
evidencia uma magnitude apreciavel de duplicacoes
contrarias & utilizagao racional dos recursos da so-
ciedade, considerada no seu todo.

A atitude colaborante da grande maioria dos in-
quiridos (80%) evidencia o interesse dos cidadaos
pela melhoria dos seus servigos publicos de salde.
Nao é de estranhar que 12% dos respondentes nao
tenham dado qualquer opinidao na medida em que a
resposta a este tipo de perguntas exige um esforgo
particular de avaliacdo e sintese critica, dificil para
algumas pessoas (idosos, por exemplo), no momento
da entrevista. A propor¢ao de pessoas que simplifi-
caram a sua resposta, quer afirmando que estava
tudo bem (3,6%) ou, pelo contrario, dizendo que
estava tudo mal (5,4%) foi relativamente diminuta.
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E de supor que num questionario com pergun-
tas fechadas pré-codificadas se obteriam frequénci-
as superiores as encontradas em relagao aos
diversos aspectos a melhorar. A opgao tomada per-
mitiu, no entanto, a expressdo espontédnea do que
mais preocupa os cidadaos. Assim, as frequéncias
com que a acessibilidade e as atitudes dos profissi-
onais foram mencionadas deve, de facto, preocupar
os responsaveis pelas politicas e pela administracao
de salde.

A acessibilidade e as atitudes dos profissio-
nais para com os utentes/doentes, destacam-se
claramente como os aspectos mais carentes de
melhoria na opinido de todos os grupos etarios, tan-
to no sexo feminino, como no masculino.

Os aspectos relacionados com infra-estruturas e
recursos e com a humanizagao organizativa dos ser-
vicos foram mais mencionados pelas pessoas do gru-
po etdrio 25-44 anos, onde predominam as pessoas
mais activas e que porventura representara uma ge-
ragao mais critica e exigente.

Os idosos parecem ser, em geral, menos exigen-
tes que qualquer outro grupo etario, & excepgao dos
aspectos relacionados com custos e taxas em gue
a frequéncia com que foram mencionados foi idénti-
ca as dos restantes grupos. Este facto podera de-
ver-se a dificuldade que alguns idosos tiveram em
responder a pergunta aberta e/ou a uma tendéncia
para serem mais complacentes com o que lhes é
oferecido, até por comparagao com as piores condi-
¢oes do passado.

A consisténcia interna dos resultados quanto as
frequéncias com que foram mencionados os diver-
sos grupos de aspectos pelas pessoas dos diversos
grupos etdrios e de ambos os sexos (Quadros Vil e
IX), valida suficientemente a metodologia mista qua-
litativa/quantitativa seguida no tratamento da varia-
vel «resposta & pergunta sobre o que deveria ser
melhorado nos servigos publicos de satide».

Conclusodes

— Mais de metade do cidadaos da freguesia
estudada esta coberta por outros subsistemas
além do Servigo Nacional de Salde, o que
pode condicionar desperdicio e ineficiéncia do
sistema de salde no seu todo;

— A acessibilidade aos servigos publicos de sau-
de e as alitudes dos seus profissionais para
com o0s utentes/doentes foram os aspectos
sentidos como mais carentes de melhoria;

— O facto de se terem encontrado diferengas
estatisticamente significativas nas frequénci-
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as com que certos aspectos foram menciona-
dos nos diversos grupos etdrios, e nao se te-
rem encontrado diferengas entre os sexos,
parece traduzir uma variagao geracional das
expectativas dos cidadaos;

— Ha uma relativa unanimidade em relagao aos
aspectos a melhorar, embora os idosos pare-
gam ser, em geral, menos «exigentes», & ex-
cepgao dos aspectos relacionados com custos
e taxas.
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QUADRO |

DISTRIBUIGAO DOS RESPONDENTES POR
SEXO E IDADE

Grupo Sexo Sexo
etario femining masculino Total

n.? (%) n2 (%) n2 (%)*
18-24 28 ( 44) 26( 41) 64 ( 8,5)

25-44 118 (18,6) 104 (16,4) 222 ( 35,0)
4564 150 (236) 96(151) 246 ( 38,7)

>-65 72 (11,3) 40(863) 112( 17,6)
Sem
informagao — — 1( 0,2)

Total 368 (58,0) 266 (419) 635 (100,0)

* As percentagens referem-se ao total de individuos (n = B35)

QUADRO Il .
RESPONDENTES POR SEXO E GRUPO ETARIO
EM RELACAO A AMOSTRA ALEATORIAMENTE

SELECCIONADA
Sexo femining Sexo masculino
Grupo Amostra Respand. Amostra Respond,
eldrio {%) (%)

18-24 41 28 (68) 52 26 (50)
25444 175  118(68) 166 104 (63)
4564 187  150(80) 133 96 (72)
> 65 86 72 (84) 46 40 (87)
Total 489 368(75) 397 266 (67)

Amostra seleccionada: m = 886
Respondentes: n = 635 (72%)
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QUADRO IV
SITUACAO PROFISSIONAL/ACTIVIDADE

1994/95

Estudos concluidos N.2 % Situagao N2 %)
Analfabeto 41 6,6 Activos com profissao 355 (56,5)
Sabe ler e escrever a1 5,0 Desempregados 28 (4,5)
Escolaridade bésica (4-6 anos) 189 30,2 Donas de casa 58 (9,2)
B béSigoa I Estudante 35 (56)
e E{zﬁagﬁl}o 35333?35239 77 123 Reformados 140 (22.9)
Clifh RS 48 77 Qutra situagao 12 (1,9)
Curso do ensino superior 167 26,7 Total* 628  (100,0)
Total" 625 1 00.0 * n= 635; sem informagio = 7
* n = 635; sem informagdo = 10
QUADRO V
PROFISSOES/OCUPACOES DOS RESPONDENTES
Profissdo/ocupagdo Frequéncia %
Advogados/Juristas/Juizes 10 1.7
Comerciantes e empresarios industriais 27 4,5
Donas de casa 58 9.6
Economistas 8 1,3
Enfermeiros 0,8
Empregados de comércio e vendedores 32 53
Empregadas domésticas/limpezas 50 83
Engenheiros 21 35
Estudantes 34 5,6
Forgas militares e militarizadas 12 2,0
Funciondrios administrativos/servigos (Estado) 37 6,1
Funciondrios administrativos/servigos (privados) 53 8,8
Gestores/Administradores 12 2,0
Meédicos 1 1,8
Motoristas 15 25
Operérios especializados 56 9.3
Operdrios indiferenciados 24 4.0
Professores (Ensino primdrio e secundério) 44 7.3
Professores universitarios 7 1,2
Quadros técnicos superiores diversos 37 6,1
Quadros técnicos médios diversos 33 5.5
Restantes profissdes 19 3,1
Total* 605 100,0

" n = 635, sem informagdo = 30
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QUADRO VI QUADRO VI N
SISTEMAS/SUBSISTEMAS DE ACESSO E/OU Fl- ADESAO E TIPO DE RESPOSTA A PERGUNTA
NANCIAMENTO DE CUIDADOS DE SAUDE ABERTA SOBRE O QUE DEVERIA SER MELHO-
Siuagio S RADO NOS SERVICOS PUBLICOS DE SAUDE
54 SNS 265 (43,0) Tipo de respostas Fraquéncia: (%)
SNS + ADSE 88 (14.3) Comentdrios e sugestoes concretos 506  (79,7)
BB ABME ® 28 Esta tudo bem 21 (33)
SNS + SAMS . 29 (47) Esta tudo mal 30 (4,7
SNS + servigos de sagde de empresa 39 ( 63) Nao responderam 78 (12,3)
SNS + org. privada pré-pagas 22 { 3,6) Total gak 100)
SNS + Seguro-doenga 28 (45) on (
SNS + oufro subsistema 41 ( 87) * fi'= 635; sem informagdo ou «ndo sabsw = 18
SNS + 2 subsistemas 74 (12,0)
SNS + 3 subsistemas 12 (19
Total" 616 (100.0)

*n = 635; sam infarmacio ou «ndo sabes = 18

QUADRO VIII )
«QUE DEVERIA SER MELHORADO NOS SERVICOS DE SAUDE?»

(ASPECTOS ABORDADOS, POR SEXQ)

Grupos Sexo fem. Sexo mase. Total Sign.
de aspeclos n.2 (%) ne (%) n.2 (%) Estat.
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) 03 (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 humanizagao organizativa

dos servigos (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(23,89) N.S,
Aspectos relacionados com a competéncia técnico-cientifica

dos profissionais 63 (19,2) 39 (17,0) 102(18,3) N.S.
Aspectos relacionados com burocracia 29 ( 8,8) 31 (135 60(10,8) N.S.
Aspectos relacionados com a informagao, a educacao

para a saude e a prevencao 37 (11,3) 22 (96) 59 (10,8) N.S.

n = 557; foram excluldas as 7B pessoas que ndo deram qualguer opiniao

QUADRO IX L
«QUE DEVERIA SER MELHORADO NOS SERVICOS DE SAUDE?»

(ASPECTOS ABORDADOS, POR GRUPO ETARIO)

Grupos Grupos etérios — (%) Total Sign.
de aspectos 18-24 25-44 4564 =65 n.2 (%) Estat.
Aspectos relacionados com acessibilidade (49,0) (49.2) (458) (42,0) 260(46,7) N.S.

Aspectos relacionados com a atitude dos profissionais (42,9) (458) (37,8) (87,5) 228 (40,9) N.S.
Aspectos relacionados com infra-estruturas e recursos (28,6) (42,1) (33,8) (22,7) 192 (34,5) p<0,05
Aspectos relacionados com a humanizagdo organizativa  (28,6) (33,8) (31,1) (17.0) 165(29,6) p<0,05

Aspectos relacionados com custos e taxas (28,6) (21,5) (253) (227) 133(23,9) NS
Aspectos relacionados com a competén. téenico-cientifica (20,4) (18,5) (20,9) (10.2) 102 (183) N.S
Aspectos relacionados com a buracracia (12,2) (10.8) (142) (1,1) 80(10,8) p<0,01
Aspectos relacionados com a informagao, educacao _
p/saide e prevencao (8,2) (13,3) (11,1) (4,50 59(10,6) N.S

n = 557; foram excluidas as 78 pesscas gua nio daram qualquer opinido
(respondentesigrupe etario: 18-24 = 49,25-44 = 185; 45-64 = 225, 265 = 88)
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Dados preliminares para o estudo da morbilidade

em psicogeriatria

Olivia Robusto Leitdo*

RESUMO

0 acompanhamento, ao longo de cinco anos (1991-96), dos doentes de uma Consulta de Psicogeriatria em Lisboa, revela resultados
que apontam para uma elevada prevaléncia de depressao e défice cognitivo, bem como de patologia cardiovascular nos idosos, que
sendo melhor vigiadas, levariam certamente a significativos beneficios quer para a populagdo em causa, em particular, quer para a

comunidade em geral.

Palavras-chave: Psicogeriatria; Morbilidade; Doengas Cardiovasculares; Risco; Prevencgéo.

SUMMARY

The results of a five year follow-up study (1991-96), at a Psychegeriatric Qutpatient Clinic in Lisbon, allow us to think that there is a high
prevalence of depression and impairment of cognition, as well as cardiovaseular diseases, which could be susceptible of better prevention, with

significant benefit for the patients and the community.

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

Introducao

No actual Sistema de Informagao de Saude Portu-
gués verifica-se ainda uma razoavel falta de dados
relativamente a influéncia que determinadas doen-
cas sistémicas, nomeadamente as doencas car-
diovasculares, tém sobre a patologia de Saulde
Mental na 3.7 idade, mais especificamente em algu-
mas formas de doencas depressivas e defeito cog-
nitive, ou mesmo deméncias??*.

Objectivo

Uma mais sistematica e ampla informacao 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 vigilancia cardiovascular,
preventiva e curativa, em toda a populagao em ge-

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

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

Neste caso concreto interessar-nos-ia, por exem-
plo, saber se uma vigilancia precoce e mantida das
doencgas cardiovasculares € susceptivel de contribuir
para uma reducao significativa das doencas
cerebrovasculares, e consequentemente da decor-
rente patologia afectivo-cognitiva no idoso.

Material e métodos

Procedeu-se assim a colheita de dados para o estu-
do da morbilidade numa populacao de 3.2 idade, re-
sidente numa area definida urbana, da velha Lisboa,
e frequentadora da mesma Consulta de Psico-
geriatria.

Populacdo sob observacao

Todos os doentes sao a partida incluidos e obede-
cem aos critérios usualmente utilizados nesta espe-
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cialidade (mais de 65 anos de idade e patologia psi-
quica ou cognitiva)’®. O atendimento é feito de for-
ma independente pela médica Psiquiatra e pela
Assistente Social, faltando na maior parte dos casos
uma razodavel articulagdo com o Médico Internista ou
Generalista.

O diagnostico psiquidtrico (Tab. 1 e 2) (Quadro ),
foi efectuado com base na DSM-III-R?, por esta ser
universalmente aceite, e possibilitar um bom guadro
multidiagnéstico através do seus cinco eixos (isto &,
nas dreas psiquiatrica, médica e social). Esta infor-
magao diagndstica consta na 1.2 folha de todos os pro-
cessos clinicos. O eixo |l (referente a perturbagtes de
personalidade) foi aqui considerado equivalente ao
eixo |, dada a finalidade deste levantamentio.

O diagnéstico médico (Tab. 3 e 4) (Quadro II)
baseia-se na ICD 10 (International Classification of
Diseases, 10th edition), por ser universalmente aceite
e adequada ao estudo em questéo.

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

Resultados

Desde o inicio da Consulta (Abril 91) até agora (Abril
96) tem-se detectado, na generalidade, uma
prevaléncia predominante de depressoes e de do-
engas cardio e cerebrovasculares (Quadro /).

Verificou-se que é sobretudo nos casos com
patologia cardiovascular e, ou metabdlica mal com-
pensada (tais como hiper ou hipotensdes arteriais,
diabetes e dislipidémias), a qual corresponde o mai-
or numero de patologia cerebral vascular, que se
encontra a prevaléncia mais elevada de depressées
e defeito cognitivo® (Tab 1 e 3).

Regista-se um predominio de mulheres em rela-
¢ao aos homens (Tab. 5), sendo o grupo etério dos
65 aos 69 anos maioritdrio em ambos os sexos.

Os obitos conhecidos situam-se na faixa etaria
dos 80-89 anos (Tab. 6).

Desenvolvimento
Numa 2.2 fase prevé-se:

1.2 Considerar factores diversos associados (de
eventual confundimento tais como: pobreza,
solidéo, estilos de vida, ocupacgao, acuidade
diagnostica).

2.2 Avaliar a eficacia de uma vigilancia médica
regular nas dreas temadticas indicadas
(cardiovascular e metabdlica).
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3.2 Determinar a significancia estatistica.

Conclusao

A finalidade é proceder a divulgagdo de dados de
uma amostra da populagao portuguesa, e simulta-
neamente informar e alertar os colegas de Medicina
Interna, Clinica Geral, Geriatria e Cardiologia para
uma vigiléncia permanente que se afigura de facil
execucao e relativo baixo custo®®, quando compara-
da com os elevados encargos financeiros e huma-
nos que um ideso deprimido, intelectualmente
limitado e fisicamente incapacitado, em regra e bem
cedo acaba por representar’.

Estas consideragdes parecem pertinentes peran-
te uma populacao idosa, que aparentia ter uma ele-
vada prevaléncia de depressao, défice cognitivo de
grau variado, e doengas cardio e cerebrovas-
culares‘“"z"“"a"s"?.
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APENDICE

TABELA 1

CONSULTA DE PSICOGERIATRIA
Misericordia de Lisboa

MORBILIDADE PSIQUIATRICA 24-05-1996
Patalogia Psiquidirica DSMINR | He5-60 | Mes69 | H7o-74 | M7o-74 | H7579 | M7S7S | HEO-84 | MBD-B4 | HB5-BO | MBS-83 | HO0-B4 | MIO-84
Sem perturbaco psiquidirica s | 8 1 0 5 3 2 2 1 0 0 0 ]
Perturbagdo de adaplaco | 2 2 2 1 0 1 0 2 0 1 0 il
Alteragdo do comporlamenio 323 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Perturbacan da personalidade | 9 7 5 il 2 il 1 5 0 4 0 0
Acompanhamanto tempardrio (ife-event) 6289 1 2 1 1 0 2 0 1 0 0 0 0
Perfurbacac ansiosa ndo especilica 3| 2 7 2 1 0 2 0 0 il 1 0 0
Perurbagdo distimica ood | 0 5 0 4 0 2 0 1 0 {1 0 0
Perturbagao dissociativa ndo especil. w015 0 1] 0 0 0 ] 0 0 0 0 0 0
Perlurbagdo somaloforme a7 | @ 0 2 1 0 1 0 0 ] 0 1] il
Perturbagdo obsessivo-compulsiva 03| 0 ] 1 ] 0 0 0 0 ] 0 0 i
Perfurbagao de panico oM | 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 ] 0
PerturbagAo depressiva {ndo espec./react) 3N 5 13 4 12 3 8 0 5 0 0 0 0
Depressao major 206 | 3 8 i} 7 i 4 0 2 9 0 0 0
Ciclofimia 301.13 0 1 0 0 0 1 0 1 0 0 0 0
Parturhacdo bipolar 27| 2 4 1 i) 0 2 0 0 0 0 0 0
Provdvel perurbagio timica orglnica 29383 | 0 5 0 3 1] 3 0 2 0 0 0 0
Perlurbacdo parandide 271 1 0 0 3 0 0 0 0 0 0 0 0
Perturbapdo delirant 2871 0 2 2 1 0 ] 0 2 0 0 0 0
Perturbachio daliranie organica 20383 | 0 1 0 0 0 0 0 2 0 3 0 0
Estado alucinatdrio orgénica 20382 | 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1 1] 1]
Ferturbagao mnéslica no especiica 204 | 1 3 i 0 0 4 0 1 ] 1 43 0
Pertiurbagao cognitiva minor i ] 0 0 0 2 0 1 0 0 0 1
Perturbagao cognifiva acentuada 0 0 0 2 0 2 0 0 0 0 0 0
Perturbagio mental organica ndp espec. 2MB | D 1 il 0 1 0 1 0 1] 0 0 1
Deméncia? 200 0 0 0 0 0 2 2 0 0 1 0 0
Deméncia (confirmads) 290 | 4 7 1 3 0 { 0 4 0 1 0 1
Dependéncia elilica 03| 1 2 2 1 1 0 0 0 0 1] 0 0

N = 255
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TABELA 2

CONSULTA DE PSICOGERIATRIA

Misericérdia de Lisboa

18

MORBILIDADE PSIQUIATRICA 24-05-1996
Patologia Psiquidtrica DSMIILR Tolal 6568 Total 70-74 |  Total 7579 Total 8084 | Total 8543 | H9-94 Total 9094 | Total 65-84
Sem perturbacao psiquiatrica 71.09 1 B 5 3 0 0 0 15
Perurbagdo de adaplagdo 309 4 3 1 & 1 0 0 1
Alteragao do comporiamento 312.39 2 0 0 1] 0 1] ] 2
Perturbacao da personalidade 301 16 13 1 8 4 0 0 50
Aeompanhamento tempordrio (ife-avent) 6288 3 2 2 1 0 0 0 é
Perturbagao ansiosa ndo especilica 300 9 3 2 0 1 0 0 15
Perturbaco distimica 300.4 ] 4 2 1 0 0 0 12
Perdurbacdo disseciativa ndo especil. 0015 0 0 0 0 0 0 0 0
Perturbagao somatoforme 3007 0 3 1 0 0 1] 0 4
Perturbagao obsessivo-compulsiva 3003 0 1 0 0 0 1] 0 1
Perlubaco de panico 300.01 1] 0 0 0 0 0 0 0
Perlurbaco depressiva (ndo espec/react) an 18 16 1 5 0 0 0 50
Diapressao major 206 1 7 5 2 0 0 0 25
Ciclotimia. 301.13 1 0 1 i 0 0 0 3
Perlurbagaa bipolar 296.7 6 1 2 0 0 0 0 9
Provével perfurbaco limica orgénica 293.83 5 3 3 2 0 0 0 13
Perurbagao parandide 2971 1 3 0 0 0 0 0 4
Perturbagao defirante 2071 2 3 3 2 0 0 0 10
Perurbagdo defirante organica 203.83 1 0 D 2 3 0 0 6
Estado alucinatdrio organico 283.82 0 0 1 1] 1 0 0 2
Perturbagio mnéstica ndo especifica 284 4 1 4 1 1 0 0 1
Pertiurbagdo cogniliva minor 4 0 2 1 0 1 1 B
Perturbagio cognitiva acentuada 0 2 2 ] 0 0 0 4
Perturbag&o mental orgénica ndo espec. 2048 1 1] 1 1 0 0 1 4
Deméncia? 290 0 0 2 2 1 0 0 ]
Deméncia (confirmada) 290 1 4 1 4 1 0 1 22
Dependéncia etilica 3039 3 2 2 1 1 0 0 7

N =255



TABELA 3

CONSULTA DE PSICOGERIATRIA

Misericordia de Lisboa
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MORBILIDADE MEDICO-CIRURGICA 24-05-1996
Patologia médico-cirirgica Hes69 | Mes-69 | H7o74| M7o-74 | Hrs-7e | wrs7e | Heos4| Meo-ss | Hosag| mssea | Haosd | Msosd | Total 6594
Alteracdo médica ndo esclarecida 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
latrogenia medicamentosa 0 0 0 0 0 0 ] 1 0 0 0 0 1
D. cardiaca 4 20 3 19 6 14 ] [} 0 3 0 2 8
[, vascular perifénca 2 4 2 1 0 2 0 1] 0 1 0 0 12
D. vascular cerebral ] 7 2 & 2 5 0 1 0 0 0 0 28
Hipertensao arterial & 19 3 13 2 19 2 2 0 3 0 0 63
Dislipidémia 2 8 1 1 1 1 0 3 0 1 0 0 28
Hiperuricémia/urémia 4 1 0 1 0 2 0 0 0 2 0 0 10
Diabetes 4 2 1 1 0 7 0 4 0 0 0 0 19
Anemia 0 & 1 2 0 1 3] 0 0 0 0 0 8
D. sangue (oulras) 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 2
Desnulricao 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1
Défice folatosivil. B 12 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1
Distungdo tirdide 0 4 0 2 0 0 0 0 0 0 0 1 7
D, apar. respiraldrio 3 0 1 0 7 0 5 0 0 0 0 0 18
D. ginecologia 2 0 2 0 0 0 0 (] 0 0 0 0 5
D. Demalologia 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 2
D. ORL ? 5 2 T 1 1 0 2 0 4 0 0 25
Glaucoma 1 6 1 0 0 2 0 1 0 0 0 i] il
Calarala, 0 5 1 4 0 6 0 3 0 0 0 0 19
Amaurose 2 1 0 2 0 2 1 2 0 ] 0 ] 10
Quislo renal (] 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
D. Nefro-Urclogia (sem quisto renal) i 6 2 1 3 3 3 2 1] 1 0 0 27
L. Reurnalologia 2 7 3 10 2 8 2 3 0 1 0 i 39
D. Ortopedia 1 0 2 0 0 0 0 0 0 1 0 0 4
D. infecciosa 0 0 0 0 0 0 1] 0 0 0 0 ] 0
Alergias 3 1 1 0 2 0 0 0 0 0 0 0 8
Celaleias acentuadas 0 2 0 1 0 2 0 0 ] 1 0 0 (]
Tremor 0 3 1 5 1 0 0 e 0 0 0 0 12
Esterestipias acentuadas 0 1 1 1 0 0 0 0 0 i} 0 0 3
D. Parkinson 1 1 0 2 0 2 1 0 0 0 0 0 i
Palol. neurocinrgia 1 1 0 2 1 0 0 0 0 0 0 0 5
Lesdo cerebral organ. (ndo tumoral, nem vasc.) 5 6 1 1 0 4 1 0 0 0 0 0 18
Epilepsia 1 3 0 1] i] 0 0 0 0 0 0 ] 4
Cirurgla geral ] 2 1 1 1 0 ] 1 ] 0 0 0 6
Tumores malignos 0 0 0 0 2 ] 0 1 0 0 0 0 3
0. apar. gastrintestinal 9 9 3 9 4 4 0 (i 3 0 0 0 47
Vida socloecondmico-lamiliar
Problemas graves 1 0 0 ] 0 0 0 0 0 ] 0 0 0

N =255
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TABELA 4

CONSULTA DE PSICOGERIATRIA

Misericérdia de Lisboa

MORBILIDADE MEDICO-CIRURGICA

24-05-1996

Patologia médico-cirtrgica

Total 65-69

Total 70-74

Total 75-79

Total 80-84

Total 85-89

Total 80-24

Total 65-94

AlleragZo médica ndo esclarecida

0

0

(=}

lalrogenia medicamentosa

0

0

D. cardiaca

23

20

D. vascular periférica

3

2

D. vastular cerebral

B

7

Hipertenséo areral

25

18

L

Dislipidémia

=

12

Hiperuricémia/urémia

1

Diabeles

Anemia

D. sangue (outras)

Desnulricao

Défice folatosivit. 812

Disfuncao lirdide

D. apar. respiratdrio

D. ginecologia

D. Dermatalogia

LR B R =l = = R

wofen| gt | | |||z | 2| 2| 22|22~ |

D. ORL

=

25

Glaucoma

1]

Catarala

Amaurose

Quisto renal

= R L= L L S B e e Y -

D. Nefro-Urologla {sem quisto ranal)

ra

Wl oo —

aolmiemimim | olovolo|lof = | —=~nlr

D. Reumatologia

ca

=

D. Oriopedia

D. infecclosa

Alergias

Celalelas acenluadas

Tremor

Estereotipias acentuadas

D. Parkinson

Palol. neurocinirgia

| —lw| mle|lol—|o

Lesdn cerebral orgdn. (ndo tumoral, nem vasc.)

Epilepsia

ala|e|wlo|gle|=|e| = 28| |a]a

Cirurgla geral

Tumores malignos

o|ra| e

Dol |relo|—nsc]rs

D. apar, gaslrintestinal

ca

.

L= B R B Bl [ K= el R Rl = K]

ola|lalo|lslo|alo|lp|lalo|lo|lo|vjn|o|lwv|lw|s|lo|lolo|u|lo|lo|olo|=|&|ojwls|wlolvl«|lo

olololo|lolo|ololo|lo|lo|lo|le|=|lo|la|la|lolalx|alo|lol—|lo|le|lclale|la|la|loale|la|lmia|a

47

Vida socioecondmico-familiar

Problemas graves
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QUADRO |

CONSULTA DE PSICOGERIATRIA

Misericordia de Lisboa

PATOLOGIA PSIQUIATRICA (DSM-III R)

QUADRO I

ARQUIVOS DO INSTITUTO NACIONAL DE SAUDE, 20-21

CONSULTA DE PSICOGERIATRIA

Misericérdia de Lisboa

PATOLOGIA MEDICO-CIRURGICA

1994/95

(N = 255) {Abril 91-Abril 96) (N = 255)
N.? Casos (Abril 91-Abril 96)
Pert Depressiva (N&o especif. ou reactiva) 50 N Casos
Depressao major 25 Alteracdo medica nao esclar. 0
Pert. bipolar 9 D. cardiaca 80
Provavel pert. timica orgénica 13 Hipertensdo arterial 69
Ciclotimia 3 D. Vascular Cerebral 28
Perturb. da personalidade 50 D. Vascular Periférica 12
Deméncia 22 D. Gastrintestinal 47
Deméncia (possivel?) 5 D. Reumatica (acentuada) 39
Pert. cognitiva 12 Dislipidémia 28
Pert. mnéstica nao especifica 1 Diabetes 19
Pert. ansiosa nao especifica 15 Hiperuricémia 10
Pert. distimica (tardia?) 12 Les&o Cerebral Orgénica 18
Pert. de adaptagao 11 Urologia/Nefrologia 27
Pert. delirante 10 Qtorinolaring. 25
Pert. delirante organica 6 Cataratas 19
Estado alucin. organico 2 Glaucoma 1
Perturb. parandide 4 Amaurose 10
Pert. obsessivo-compulsiva 1 Cefaleias (acentuadas) 6
Perturb. somatoforme 4 Epilepsia N4
Alter. do comportamento 2 D. Apar. Respirat. 16
Acompanham. temporario pontual 8 Tremar 12
Sem perfurb. psiguiatrica 15 D. Parkinson 7
Alergias 8
Desnutrigao 1
Disfuncéo da tirdide 7
Cirurgia Geral i}
D. Hematologia 10
D. Ginecoldgica 5
D. Dermatoldgica 2
Tumores malignos 3
D. Ortopédica 4
D. Neurocirurgica S
Défice Folato/Vit. B12 1
latrogenia medicamentosa 1
QUADRO Il
CONSULTA DE PSICOGERIATRIA
S. Psiquiatria-Misericérdia de Lisboa
Def. cogn. D. cardio
Pepressao lig. + Deméncias e cerebrovase. Diabetes Dislipidémias Doentes
(n.2 casos) (n.? casos) (n.2 casos) (n.2 casos) (n.2 casos) (n.2 total)
Abr, 91-92 28 13 46 5 3 64
Abr. 91-95 85 46 158 17 23 196
Abr. 91-86 100 50 205 19 28 255
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TABELA 5 TABELA 6

CONSULTA DE PSICOGERIATRIA OBITOS PARTICIPADOS

S. Psiquiatria-Misericdrdia de Lisboa CONSULTA DE PSICOGERIATRIA

S. Psiquiatria-Misericordia de Lisboa

Abr. 1991-96 N =255 (H = 58; M = 197)
Idade Homens Mulheres Total Falecidos Abr. 1991-86 N = 255 (H = 58; M = 197)
65-69 21 66 g0 3 Idade Homens Mulheres Total
70-74 11 48 60 1 65-69 0 3 3
75-79 13 36 51 2 70-74 1 0 1
80-84 6 24 34 4 75-79 2 0 2
85-89 1 8 13 4 80-84 1 3 4
90-94 1 5 7 1 85-89 1 3 4

90-94 0 1 1
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Some aspects of cellular immune response

to recombinant hepatitis B virus surface antigen
in haemodialysed chronic carriers

of hepatitis B virus
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Ana M. C. Silva*

José M. C. Gomes™
Henriqueta Bréda Coimbra*

RESUMO

Neste estudo analisimos alguns aspectos da resposta imunolégica celular em hemodialisados (HD) portadores cronicos do antigénio
de superficie do virus da hepatite B (AgHBs).

0O nosso objectivo foi averiguar se a resposta imunoldgica aberrante, observada r doentes, resultava de deficiéncias nas cé-
lulas imunocompetentes e/ou de algum factor sérico inibidor especifico.

Compardmos a resposta proliferativa celular (pelo emprego de testes de transformagéo linfoblastica) ao AgHBs recombinante dos
HD portadores crénicos com a de alguns grupos controlo (HD seronegativos e com anticorpos anti-HBs adquiridos por infecgdo
natural ou por vacinacio), na presenga de soros autélogos ou heterélogos. Avaliamos também o status imunoldgico dos portadores
crénicos e dos grupos controlo pelo emprego de alguns testes imunocitoquimicos e funcionais.

Os nossos resultados mostraram uma diminuicao significativa da proliferag@o linfocitdria ao AgHBs nos HD portadores cronicos,
relativamente aos grupos controlo. Ndo se verificaram, contudo, ao nivel estudado, diferencas significativas no status imunoldgico.
Além disso, o soro dos HD portadores cronicos pareceu ndo conter um factor inibidor especifico da resposta ac AgHBs recombinante.

Palavras-chave: Hemodialisados, portadores-crénicos, proliferagéo-celular, AgHBs.

SUMMARY

In this report we analysed some aspécts of cellular immune response in haemodialysed (HD) chronic carriers of hepatitis B surface antigen
(HBsAg).

In order to investigate if the aberrant immune response to HBsAg observed in these patients results from deficiencies in the immunocompetent
cells and/or from specific inhibitor serum factor, we compared the cellular response of HD chronic carriers ta recombinant HBsAg (rHBsAg) with
HD control groups [patients with naturally or artificially acquired anti-HBs antibodies and HD without hepatitis B (HBV) virus-related markers]
both in the presence of autologous or heterologous sera. We also evaluated the immunological cellular status of chronic carriers and control
groups using some immunocytochemical and functional tests.

Our results show a significantly lower response to HBsAg in the chronic carriers when compared with the control groups in spite of the fact that
the immunological status, as evaluated in this study, did not show statistically significant differences. Besides, the sera exclude the presence
of a specific inhibitar factor of rHBsAg response in the sera of chronic carriers.

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

* Histocompatibility Centre of Coimbra
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Some aspects of cellular inmune 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
recovery'2. However, in some patients (usually 5-10%
of infected adulis) 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 hepatocytes' or in the
other types of cells® 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 HBV#®.
Nevertheless, there is marked immunological
heterogeneity among patients with chronic HBV
infection: some individuals show enhanced supressor
cell function and others respond as normal in-
dividuals. Some authors share the opinion that
viral persistence seems to be predominantly
due to the immunoregulatory abnormalities caused
by HBV ar by viral protein products’®. Others
suggest that, as observed with healthy individuals
vaccinated with the viral surface antigen who do
not sinthetize the correspondent antibody, ge-
netic factors could contribute to the HBs antigenemia®
3, In addition, viral envelope mutants could also oc-
cur which enable the virus to escape the immune
surveillance'*'*.

Materials 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). All 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.

Serology. Serological markers (HBsAg, HBeAg,
Anti-HBs, Anti-HBe, Anti-HBc¢, Anti-HCV and Anti-HIV-
1.and 2) were measured by commercial RIAs or EIAs
(Abbott Laboratories, Wokingham, U.K.; Sorin
Biomedica, Saluggia, ltaly; Ortho Diagnostics,
Rakitan, N.J. USA and Genetic System Corporation,
Redmond, USA).

Cell isolation and culture conditions. 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), 1x10° 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
test2®22 performed with phytohaemagglutinin (PHA,
Welcome Diagnostics, England; 1 pg/ml, final dilu-
tion), pokeweed mitogen (PWM — Gibco Life Tech-
nologies, Grand Island, N.Y., USA, 1/500 final dilution)
and 4B-phorbol-12f miristate-13c-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 lymphocyte cultures.
Both cellular cultures were incubated at 377 C in a
moist atmosphere of 5% CO,/95% humidified air en-
vironment for 3 (mitogenic cultures) or 7 days (anti-
genic cultures). RPMI 1640 (Gibco — Life Technologies,
Paisley, Scotland) supplemented with penicillin/strep-
tomycin (Biological Industries; 200 Ul/ml and 200 ug/
ml, respectively), amphoiericin B (Fungizone, Gibco —
Life Technologies Grand Island, N.Y. USA; 12,5 pg/
ml) and 10% of autologous serum or heterologous
pools of sera (of HBV-Neg., ANTI-HBs Pos. and
CCHBYV groups) was the culture medium employed.

In order to access |I-2 (Biotrak, Amersham Inter-
national, U.K.; ELISA method) and 1I-2 receptor, af-
ter mitogenic or antigenic stimulus, cells were
cultivated at 2x10%ml (3 mi) with the same culture
medium for 2 days (with PHA and PMA) and 6 days
(with rHBsAg).

Blast transformation. Cell cultures were pulsed
with 1uCi of *H-thymidine (*H-TdR, 1 mCi/ml;
Amersham) for 18 h before harvesting and after 3 or
7 days in culture. Incorporation of *H-TdR was mea-
sured by a standard liquid scintillation counting tech-
nique® after 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 (1-2x10°) 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 redamine-conjugated anti-human CD4 or
CD8 mAbs (Coulter Immunology, Hialeah, Florida)
and thereafter by indirect method to the CD25 marker,
as already described.

The PBMC were anlysed using a flow cytometer
(Epics-Profile 1I-Coulter)?,

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 lymphocyte proliferation to rHBsAg
in the presence of autologous serum

The results (evaluated in stimulation index + standard
error — Sl £ SE) showed that the CCHBV group have
a proliferative response of 2,41+ 0,14; the ANTI-HBs
Pos group of 2,79 + 0,25 and the VACC group of 3,94
+ 0,79, whereas the HBV Neg group did not show
any response (S| < 2) (Table Il). 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 Sl = 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 cellular
response to rHBsAg

The effect of pools of the different sera on rHBsAg
induced lymphocyte 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 (Sl 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 Sl) of 2,15 in the HD anti-HBs positive group
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and 1,50 in the HD VACC group. The later group have
a statistically significant difference (p = 0,0006) when
compared with autologous sera (mean of Sl = 3,94).

In the VACC group 2 out of the 6 patients are
responders (individual S| = 2), one of those needed
rHBsAg concentrations < 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 HD without
serological markers of HBV we found a proliferative
response of 2,19 in cellular cultures of the CCHBY
group and 2,83 in the cultures of the HD with anti-
bodies acquired by viral infection. In the CCHBV
group 4 out of 7 HD are responders and all 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 (< 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 former group have a statistical signifi-
cance (p = 0,032) when compared with autologous
sera (mean Sl of 2,26). In the CCHBV group none of
the patients responded (Sl < 2), whereas in the VACC
group 5 out of 8 HD are responders (individual
Sl = 2), 4 of them requiring concentrations below or
equal to 50 pg/ml.

Pool of sera of chronic carriers contained 27
pa/ml of HBsAg.

In all 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 11I).

Cellular activation. The analysis of the IL-2 recep-
tor expression on CD4 and CD8 T-cell subsets after
PBMC stimulation with PHA and PMA did not show
statistically significant differences between CCHBV
and control groups (table V).

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 lymphocyte 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 HD CCHBV
and of the control groups (table V).

Discussion

Our results showed that chronic carriers of HBV had
a significantly decreased lymphocyte 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 lymphocyte 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 lymphocyte
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 lympho-
cytes, as seems to be confirmed by cellular cultures
of CCHBV in the presence of pooled sera from HD
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 lymphocytes.

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, i.e., an
increase in rHBsAg uptake with the consequent effi-
ciency in antigen presentation process and cellular
clonal expansion®#, 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-
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sponse (S| = 2,30) similar to that we had observed
in cultures made with autologous sera (Sl = 2,23).
This may signify that after all, 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 controls®. 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 lymphocytes.
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TABLE |
SEROLOGICAL MARKERS OF STUDIED HAE-
MODIALYSED GROUPS.

Markers
HBsAg | HBeAg | Anti-HBc | Anti-HBe | Anti-HBs
HD
CCHBV + - + + -
ANTI-HBS Pos | - = + +— +
HBV Neg - = - - -
VACC = = = = +
TABLE 1l

TABLE REPRESENTATIVE OF PROLIFERATIVE
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.

HD SI (Mean + SE) n:[rHBsAg]< 50 pg/ml
(n) (n)
CCHBV 241 0,14 n=2
(n=9) (n=8)
ANTI-HB s Pos 2,79 + 0,25 =5
(n=9) (n=8)
VACC 3,94 £0,79 n=4
(n=7) (n=6)
HBY Neg - n=0
{n=5) (n=0)
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TABLE Il

MEDIAN (+ SE) PERCENTAGE OF LYMPHO-
CYTES EXPRESSING MEMBRANE MARKERS,
OBTAINED BY FLOW CYTOMETRY.

HD cD3 CD4 CcDs sig
CCHBV 76+2 52+3 26+2 10%2
(n = 8)

ANTI-HBS Pos 75+3 49%2 28:+2 82
(n=7)
HBV Neg 7243 45+3 272 T7#1
(n=8)

nis the number of patients in each group.

TABLE IV

MEDIAN PERCENTAGE (+ ES) OF CD25 EX-
PRESSION ON T-CELL SUBSETS FOLLOWING
STIMULATION OF PBMC WITH PHA AND PMA.

PHA PMA

CD4/CD25 CD8/CD25 CD4/CD25 CDB/CD25

CCHBV 3616 3413 343 3617
(n=8)

ANTI-HBS Pos 30t4 347 316 3117
(n=6)

HBV Neg 3dB+4 373 28t6 27+6
(n=5)

n is the number of tested patients in each group.

TABLE V

BLAST TRANSFORMATION (EVALUATED IN
MEAN OF SI + SE) OF PBMC WITH PHA, PMA
AND PWM.

HD PHA PMA PWM
CCHBV 331 + 46 60+9 72412
(n=9)

ANTI-HBS Pos 261 + 46 48 + 11 57+ 9
(n=9)

HBV Neg 336 + 58 59 + 14 66 + 17
(n=95)
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FIGURE 1
EFFECT OF THE PRESENCE OF POOLED SERA
ON rHBsAg-INDUCED LYMPHOCYTE TRANS-
FORMATION (MEAN SI) IN THE REPRESENTED
GROUPS.

Sl 43
3,51 75
= %;
25 %’g
2 4 = é;
e
1,5 ¥ A R B
1 -+ R %
- f/”
05 | b7 7
0 77mg\E [4](4
CCHBV ANTLHBSPos VACC Cellular
(n=7) (n=7) (n=6) Cultures

Autologous sera (l:l ). Heterologous sera: pool of sera without
HBV-related markers {); pool of sera of HD with anti-HBsAg
antibodies (); pool of sera of chronic carriers of HBV (.@}
Each column presents the number of responders (R) and in
brackets the numbers of patients who needed rHBsAg
concentrations of 50 pg/ml or below. n is the number of subjects
in each group; in each column SI was obtained with all patients
{n); cultures were made with autologous sera or heterologous
pools of sera.

*{p=0,032) and i(p = 0,0006) versus cultures with autologous
sera.
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Espondilodiscite brucélica seronegativa

Gragca Amaro”
Manuela Grego*
M. Cristina Esteves™*

RESUMO

Os autores apresentam o caso de uma mulher de 50 anos, internada por sindrome febril e dor lombo-sagrada. Apds a realizacdo de
exames complementares comprovou-se a existéncia de Espondilodiscite L5-S1. Apesar de hemoculturas, mieloculturas e provas

seroldgicas para brucela negativas, o diagnéstico de Espondilodiscite Brucélica foi

obtido por biopsia dirigida por TAC.

ido pelo isol to de Brucella abortus

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

Palavras-chave: Brucelose, Espondilodiscite, Seronegativa.

SUMMARY

The authors present a case of a fifty-year old woman with fever and lumbar pain. After performing radiologic examinations these confirmed L5-
S1 spondylodiscitis. Despiste the results of blood and bone marrow cultures and ‘serological tests for brucella were all negalive, the diagnosis
of Brucellic Spondylodiscitis has been established as Brucella aborius was isolated by CT scan guided biopsy. This is a rare case of negative

serological brucelic infection.

Keywords: Brucellosis, Spondylodiscitis, Negative serologies.

Introducao

A brucelose é uma antropozoonose com distribuigao
mundial, continuando a ser um grave problema de
sautde publica pela elevada morbilidade que provo-
ca quer no homem guer nos outros animais'=.

O seu controlo é dificil passando a sua
erradicagdo pela eliminagdo dos reservatdrios.

Sao trés as espécies de Brucela que mais fre-
quentemente estdo envolvidas nesta infecgao®

Brucella mellitensis descrita pela 1.2 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 Interma.
** Assistente Hospitalar de Medicina Interna.

Hospital Distrital de Santarém, Servigo de Medicina | — Dir. Dr.
Manuel J. Gomes.

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

A forma aguda ou subaguda & a expressao clini-
ca mais comum e normalmente os individuos
infectados recuperam sem sequelas. Contudo, a do-
enca pode evoluir do estado agudo para o crénico e
persistir por muitos anos.

As focalizacoes da doenca acontecem com mai-
or prevaléncia nas formas crénicas, nao sendo de
excluir nas formas agudas®.

As localizacOes dstec-articulares sdo as mais fre-
guentes mas convem nao esquecer que a brucela po-
de atingir qualquer 6rgao nomeadamente SNC, cora-
¢ao, pulmao, figado, bago e aparelho genito-urindrio.
O diagnéstico desta entidade clinica deve ser feito pre-
cocemente apoiado numa forte suspeita clinica e nas
provas laboratoriais nomeadamente o serodiagnéstico,
sendo confirmado pelo isolamento do agente®.
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A resposta imunoldgica varia dentro das vérias
espécies de brucela e a negatividade da serologia
nao exclui doenga ou reinfecgao.

Caso clinico

M.L.E.S., do sexo feminino de 50 anos, raga
caucasiana, doméstica, natural e residente em
Marinhais, internada por sindrome febril com dois
dias de evolugd@o e dor lombo-sagrada.

Tratava-se de uma mulher aparentemente sau-
davel até a véspera do internamento, altura em que
inicia sindrome febril de 40° C, acompanhada de
calafrios, sudorese e mialgias intensas. No dia da
admisséo, associou-se dor localizada a coluna lom-
bo-sagrada e articulagdo coxo-femural direita, sem
irradiagdo mas com marcada impoténcia funcional
motivando o acamamento.

Nos antecedentes pessoais de salientar a resi-
déncia em drea rural, sem contacto habitual com
animais mas consumindo esporadicamente leite e
derivados nao 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 auscultagdo cardiaca sopro sistolico
de grau Il /VI no apex; o restante exame toracico e
abdominal sem alteragoes.

O exame 6steo-articular, dificil de avaliar pelas
queixas dolorosas, demonstrava dor e impoténcia
funcional marcada ao nivel da coluna lombar e
charneira lombo-sagrada.

Perante a manutengdo de sindrome febril com
caracteristicas inicialmente sépticas de etiologia nao
esclarecida, foram realizados exames complemen-
tares que revelaram: hemograma inicial sem altera-
¢cbes, aumento significativo das proteinas de fase
aguda — VS e PCR, moderada alteracio da fungao
hepética e exames serolégicos negativos (Quadro 1).

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

O Rx da coluna lombo-sagrada, das articulagoes
sacro-iliacas e coxo-femurais nao evidenciavam al-
teragdes. As uroculturas, hemoculiuras e mielocultura
realizadas vieram a revelar-se negativas. As
serologias para brucela, realizadas na segunda se-
mana de doenga, nomeadamente R. de Huddleson,
Reacgao de Wright, Rosa de Bengala e a R. de
Imunofluorescéncia foram negativas.

Durante o internamento a doente manteve
sindrome febril com calafrios e queixas dsteo-articu-
lares, assistindo-se a instalacao de anemia
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normocitica normocrémica (Hgb = 8,5 gr/dl),
leucopénia (L = 3800 com N = 85%, L = 18%) e maior
elevagdo da VS (140 mm), com normalizagdo das
provas de fungdo hepatica.

Face & manutengao das queixas dolorosas loca-
lizadas a coluna lombo-sagrada, foi efectuada TAC,
a qual veio a revelar alteragcdes erosivo-destrutivas
das plataformas somaticas adjacentes ao interespaco
L5-S1, com reducao do espago discal e componen-
te tecidular heterogéneo, aspecto este compativel
com espondilodiscite L5-51 (fig. 1). Estava-se peran-
te uma doente com sindrome febril com trés sema-
nas de evolugdo e com espondilodiscite L5-S1 cuja
etiologia permanecia por esclarecer mas gque se
admitia ser de origem infecciosa. Foi entao realiza-
da bidpsia dirigida por TAC, a qual veio a estabele-
cer o diagnéstico definitivo com o isclamento de
Brucella abortus no exame cultural.

Foi entao iniciada terapéutica dirigida com
rifampicina (600 mg/dia) e doxiciclina (200 mg/dia)
com paralela instituicdo de fisioterapia.

Assistiu-se a melhoria clinica gradual com recu-
peragao da marcha e normalizagao dos valores da
hemoglobina e VS.

Foram repetidas serologias para infecgéao
brucélica a terceira e oitava semanas bem como aos
trés meses (R. de Wright, R. de Bengala, R. de
Imunoflucrescéncia), as quais permaneceram nega-
tivas.

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

*Apos seis meses de terapéutica, foi realizada
TAC lombo-sagrada de controlo que revelou sinais
de Espondilodiscite L5-S1 em regressédo ja com
esclerose Gssea e sem alteragdes de partes moles

(fig. 2).

Discussao:

A Espondilodiscite brucélica foi descrita pela primei-
ra vez em 1932 por Kulowski e Vinke, sendo rara
como afecgado isolada®®.

O envolvimento ésteo-articular da brucelose ocor-
re entre 20 a 85% dos casos, dependendo a sua
localizagio nao so da idade do doente mas também
do tipo de brucela®.

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



¢Oes descritas incluem ciatalgias, cruralgias e com-
pressao medular. Estas formas localizadas s&o nor-
malmente precedidas e/ou acompanhadas de
sintomas gerais. Estes sao multiplos e inespecificos
evidenciando-se febre elevada, sudorese, mal-estar
geral, anorexia, perda de peso, cefaleias e poliar-
tralgias®*.

Os achados do exame objectivo dependem do
tempo de evolugdo da doenca e incluem: linfa-
denopatias, hepatoesplenomegdlia, espondilite e
artropatias.

O diagndstico é estabelecido inequivocamente
pelo isolamento do agente®.

Dos métodos de isolamento do agente, a
hemocultura é o meio mais acessivel e menos cru-
ento devendo ser praticada em qualquer fase da
doenca, inclusivé na crénica. A positividade das
hemoculturas é superior na doenga aguda, diminu-
indo nas formas subagudas e crénicas®. Ouiro 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 a4 das
hemoculturas, em fungdo do tempo de doenga. O
agente pode ainda ser isolado de gualquer tipo de
produto de lesao, de acordo com o quadro clinico.
O meio de cultura utilizado é o meio de triptose.

As caracteristicas proprias desta bactéria, nome-
adamente o seu crescimento lento e o facto da incu-
bacao ter de ser feita numa atmosfera entre 5 e 10%
de CO, conduzem a uma elevada taxa de negati-
vidade das hemoculturas, bem como das
mieloculturas®.

Frequentemente é a serologia que ajuda a esta-
belecer o diagndstico, e a sequéncia de aparecimen-
to dos anticorpos é a mesma que ocorre nas outras
doengas infecciosas. Assim, as macroglobulinas 195
(IgM) sdo as primeiras a aparecer sendo detectaveis
oito a dez dias apés o inicio da doenga. Elevam-se
durante o primeiro més da fase aguda e persistem
por tempa variavel. As microglobulinas 7S (IgG) apa-
recem mais tarde, por volta do 25.2 ao 30.2 dia ap6s
0 inicio da doenga, diminuindo rapidamente com a
terap@utica instituida verificando-se o seu desapa-
recimento por volta do 6.2 més. A medida que a
doenga evolui as IgM declinam, permanecendo em
titulos baixos para o resto da vida. A presencga de
IgG em titulos elevados significa infecgdo activa ou
recente e em titulos baixos contacto prévio com a
doenga. Verifica-se igualmente que individuos com
infecgdo subclinica prévia apresentam no soro IgM
em titulos baixos os quais podem persistir durante
algum tempo. O mesmo se constata em doentes tra-
tados e sem qualquer sinal de infecgac®.
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As principais técnicas serologicas para brucela
incluem:

Reaccao de Wright e Reacgdo de Huddleson

A reacgdo de Wright é uma reaccéo de aglutinagéo
em tubo, sendo sobreponivel a reaccao de aglutina-
¢do em lamina (Huddleson). E a mais precocemen-
te positiva (oito a dez dias) e detecta
fundamentalmente anticorpos da classe IgM poden-
do também detectar anticorpos da classe IgG. E o
melhor teste no diagnéstico da brucelose aguda, con-
tudo é frequentemente negativa nas formas
subagudas e crénicas'. Esta reaccéo é considera-
da positiva para titulos superiores a 1/80 e
diagnéstica para titulos superiores ou iguais a 1/320
ou gquando o seu titulo aumenta para o quddruplo.

No decurso da infecgdo verifica-se normalmente
uma descida lenta e progressiva dos titulos da R.
Wright. Contudo, se excepcionalmente isso ndo se
verificar € mandatério uma reobservagao clinica
detalhada de modo a ndo se instituir
intempestivamente nova terapéutica.

Nesta reacgdo podem surgir falsos positivos
nomeadamente com as seguintes situagoes:

Infecg@o por Yersinia enterocdlica; Infecgao por
Francisella tularensis; Infeccao por Salmonella; In-
fecgdo por Yersinia pseudotuberculosis e
Micobacterium tuberculosis; Conectivites e doengas
neaplasicas; Vacinagdo anticolérica e antibrucélica.

As reacgdes de aglutinacdo nem sempre séo
positivas principalmente nas formas crdnicas, devi-
do a presenca de Ac. IgG e imunoglobulinas nao
aglutindveis e a baixa do titulo de Ac. IgM".

A presenca de Ac. blogueantes ou incompletos
sé@o IgA ou IgG que podendo aparecer em 3% dos
casos mascaram totalmente as aglutininas normais
(fenémeno de prozona).

Rosa Bengala

Trata-se de uma reaccao rapida de aglutinagdo em
placa usando-se uma suspensdo de brucelas em
meio tamponado e corado pelo Rosa de Bengala.

Habitualmente é negativa na primeira semana de
doenga e em 14% dos casos na segunda semana.
Esta reacgdo positiva mais tardiamente que a reac-
¢ao anterior sendo contudo, mais sensivel e especi-
fica. Detecta sobretudo anticorpos da classe IgG.

Tambem aqui podem surgir falsos positivos no-
meadamente quando da existéncia de infeccao por
Yersinia enterocolitica’®,
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Espondilodiscite brucélica seronegativa

Imunofluorescéncia

Detecta todos os tipos de anticorpos: igM, 1gG e IgA,
bem como todos os anticorpos fixados ao microrga-
nismo. E uma técnica complexa, morosa e
dispendiosa sendo muito Util nos casos problemati-
cos e na brucelose crénica.

Esta reacgdo positiva tardiamente atingindo o seu
méximo aos trés meses. Pode dar falsos positivos
com Yersinia enterocolitica e Tularémia, mas nao
com vacinagao anticolérica'®.

Teste de Coombs

E uma reacgdo de aglutinagao em que o soro & tra-
tado com antiglobulina humana. Detecta anticorpos
aglutinantes e nao aglutinantes. E considerado po-
sitivo se se registar uma diferenca = 4 diluigdes en-
tre os titulos de aglutinagdo antes e depois do
tratamento com antiglobulina.

A sua positividade significa activagao da doenca
quer seja por recaida ou por passagem & croni-
cidade. Outras técnicas podem ser utilizadas para a
deteccao de anticorpos das classes IgG e IgA como
sejam: Reacgdo de Fixacdo de Complemento, mé-
todos radioimunoldgicos (radio immunoessay) e
enzimaticos (Elisa)'®,

O caso clinico descrito apresenta uma doente
com historia epidemiolégica sugestiva em que a for-
te suspeita clinica foi confirmada pelo isolamento do
agente com estabelecimento do diagnostico. Trata-
se de um caso pouco frequente de infecgao a
Brucella abortus manifestada por sindrome febril e
espondilodiscite que de particular apresentou o fac-
to de se manter serologicamente negativa.

A auséncia de resposta imunoldgica traduzida
pelas serologias negativas levanta em qualquer caso
de infeccdo brucélica algumas quesides nomeada-
mente: 1) temporizacao e seriagdo das serologias,
2) n.? de diluigdes do soro, 3) estado imunitario do
doente. Relativamente ac primeiro item, as serologias
devem ser efectuadas durante o periodo de seis
meses: & entrada, ao primeiro, segundo, terceiro e
sexto més e eventualmente ao nono e décimo se-
gundo meses. Quanto ao numero de diluigdes do
soro, por vezes sdo necessarias diluigbes muito ele-
vadas sobretudo nas formas crdnicas, que pedem ir
até '/,,., para evitar leituras falsamente negativas
devido a efeito de prozona que pode ocorrer nos
ltimos periodos da fase aguda. Saliente-se que nas
formas crénicas de doenca as reacgdes de aglutina-
¢d0 sdo frequentemente negativas, o que se explica
quer pela presenga de anticorpos IgG e IgA nédo
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aglutindveis quer pela diminuigdo do titulo de
anticorpos IgM.

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

Outro teste que futuramente poderd ser usado
no diagnéstico de brucelose & o Teste de Prolifera-
¢ao Linfocitdria. Sabe-se que a infecgdo por brucela
induz no hospedeiro além da resposta humoral uma
resposta celular. Com base nesta Ultima premissa
surgem os testes de proliferacéo linfocitaria em que
é usado um extracto de antigénio de brucela. Tra-
tam-se de testes que uma vez aferidos poderao con-
tribuir decisivamente para o diagndstico de brucelose
nas formas de apresentagdo atipicas e/ou na pre-
senga de serologias nédo diagndsticas™.
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QUADRO |
EXAMES COMPLEMENTARES
Hemograma Bioguimica Bioguimica Urina Serologia
HgB = 12,7 gldi TGO = 107 Udi CK/MB =571/10 U/ Tigo Il = Normal Widal Nagativo
Hte = 40% TGP =148 U/l P. Totais = 7,6 g/dl Uroculturas Negativas Huddleson Negativo
GV = 4300000/mmc GGT =77 Uidl Albumina = 4,3 g/dl Weil Felix Negativo
GB = 8400/mmgc (N = 97%) FA =73 Ulidl HEMOCULTURAS Megalivas VDRL Negativo
VS =115 mm LDH = 647 Ulidl Hepatite B, C Negativas
PCR = 20,5 mg/dl MIELOCULTURA Negativa HIV 1 & 2 negativos

1994/95

FIGURA 2
ESPONDILODISCITE L5/S1 EM REGRESSAO
(TAC EM JANELA DE 0SSO E DE PARTES MO-
LES)

FIGURA 1

TAC DA COLUNA: ESOPONDILODISCITE L5/51,
COM COMPONENTE TECIDULAR (JANELA DE
OSSO E DE PARTES MOLES)
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Geografia genética e prevencao da fibrose quistica

em Portugal
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RESUMO

As heterogeneidades alélica e geogréfica da fibrose quistica levantam dificuldades importantes ao aconselhamento genético das
familias afectadas, visando ajuda-las a viver e reproduzir-se tao normalmente quanto possivel, nomeadamente através da prevencao
do aparecimento de novos casos de doenca. Neste estudo descreve-se o padrao de distribuicao espacial das mutagdes no gene
CFTR mais frequentes na populacao portuguesa e, em particular, da AF508 a qual, por si s6, representa 43% dos alelos patogénicos.
Foi observada uma distribuigéo diferencial desta (iltima mutagio no nosso territério: 50-60% no Norte, 20-30% no Centro e 50-70%
no Sul.

Palavras-chave: Fibrose quistica, geografia genética, prevencéo.

SUMMARY

The allelic and geographic heterogeneities of cystic fibrosis raise important difficulties to the genetic counselling of 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 AF508, which by itself accounts for 43% of the pathogenic alleles. A differential distribution of this mutation has been observed in the
Porluguese territory: 50-60% in the North, 20-30% in the Central Region, and 50-70% in the South.

Keywords: Cystic fibrosis, gene geography, prevention.

Introducao

A fibrose quistica (FQ) ou mucoviscidose &, de en-
tre as doencas geneticas graves com um modo de
transmissao autossdmico recessivo, a mais comum
nas populactes europeias com uma incidéncia de
1/2500". Na auséncia de um estudo epidemiolégico
a nivel nacional, e por analogia com o que se obser-
va em outras populagoes do Sul da Europa, estima-
seque a incidéncia da FQ em Portugal seja da ordem
de 1/4000 recém-nascidos, donde uma prevaléncia
de portadores assintomaticos de 1/32. E, assim, de
prever o aparecimento de cerca de 25 novos casos
de FQ por ano.

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

A identificagc@o do gene CFTR (Cystic Fibrosis
Transmembrane conductance Regulator) veio con-
firmar que a FQ resulta de mutagGes num Unico gene
0 gue nao exclui a possibilidade de outro(s) geng(s)
e, certamente, factores ambientais poderem ter um
efeito modulador no tempo e no modo de apresen-
tagao da doenga®. Do ponto de vista gendmico a FQ
tem uma elevada heterogeneidade alélica, tendo jd
sido identificadas mais de 600 mutactes presu-
mivelmente patogénicas e 100 variantes normais e
polimorfismos?, cuja distribuicio apresenta marcadas
diferencas interpopulacionais. Este facto tem impor-
tantes implicag@es no delinear da estratégla de pre-
vengao de novos casos da doenca a desenvolver
junto das diferentes populagdes-alve®. O objectivo
deste estudo foi o conhecimento do padréo de dis-
tribuigdo no territdrio portugués das mutagdes no
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gene CFTH, em particular daquelas que, na nossa
populagéo, tém uma prevaléncia superiora 1%, com
especial énfase na mutagdo mais comum a nivel
mundial, a AF508. Este conhecimento é relevante
para o controlo da FQ, através do aconselhamento
genético de cada uma das familias tendo em conta
a(s) respectiva(s) regiao(oes) de origem.

Materiais e métodos

Amostra populacional: A amostra populacional era
constituida por 246 doentes portugueses, aparente-
mente sem lagos de parentesco, diagnosticados
como sofrendo de FQ em servigos hospitalares es-
pecializados do Continente e da Regiao Autdénoma
da Madeira. Nao entraram nesta amostra 66 indivi-
duos com suspeita clinica de FQ mas nos quais o
curso ulterior da doenga ou a discordancia genotipica
entre irmaos demonstrou néo 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; Braganca e Vila
Beal; Guarda, Viseu e Castelo Branco; e Portalegre,
Evora, Beja e Setlbal foram, respectivamente, reu-
nidos, sob a designagao regional de Minho, Tras-os-
-Montes, Beira Interior e Alentejo.

Andlise do DNA: O DNA de leucocitos do san-
gue periférico foi extraido pelo método de salting-out:.
A andlise da patologia molecular no gene CFTR foi
feita através de métodos baseados na amplificacao
enzimatica do DNA (PCR), nomeadamente, (i) na
deteccao de mutagdes conhecidas, a hibridagédo
molecular com sondas de oligonuclectidos especifi-
cos de alelo (dot-blot e ASQ), a amplificagao
enzimatica especifica de alelo (ARMS) ou a diges-
taoc com endonuclease de restricao, e (ii) na procura
de mutacdes desconhecidas, a electroforese em gel
de gradiente desnaturante (DGGE) seguida de
sequenciagao da regiao gendmica relevante®®?,
Sempre que possivel, as alteragbes genéticas en-
contradas nos doentes foram também pesquisadas
nos respectivos progenitores.

Resultados e discussao

A distribuicao geografica das seis mutagdes mais
frequentes (prevaléncia > 1%) na amostra
populacional em estudo esta representada na Figu-
ra 1. Para além destas mutagdes, foram ja detecta-
das na nossa populagao mais 20 alteragbes na
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sequéncia do gene CFTR, cuja raridade as torna
irrelevantes para o presente trabalho. Nao foi, en-
tretanto identificada nenhuma mutagdo em 197 alelos
FQ, do que resulta uma taxa de detecgao de muta-
¢oes de 55% (referéncia 10 e novos resultados a
serem publicados separadamente). Por seu lado, a
distribuigao da mutacao AF508 esta descrita na Ta-
bela | e Figura 2. Nota-se uma marcada hetero-
geneidade distribucional com a frequéncia da AF508
atingindo, no Norte e no Sul, niveis acima da média
mais dois erros padrao (> 47%) e, no Centro do Pais,
niveis abaixo da média menos dois erros padrao (<
39%). Calculamos, entao, as frequéncias esperadas
dos genotipos com dois, um ou nenhum alelo CFTR
com a mutacao AF508, verificando-se um excesso
de genotipos AF508/AF508 e outra/outra (definindo-
se como oufra qualquer mutacao, identificada ou nao,
que nao seja AF508) e um défice de genotipos
AF508/outra, relativamente as frequéncias
genotipicas observadas (Tabela Il e Figura 3).
Estes desvios sao estatisticamente significativos
(P > 99,9%) no todo nacional e na regiao Centro mas
nao o sao se se considerarem apenas os doentes
em que ambos 0s progenitores sao naturais das
regides Norte ou Sul (P < 95%).

TABELA |

DISTRIBUICAO GEOGRAFICA DA MUTACAO
AF508 NO TERRITORIO PORTUGUES DO CON-
TINENTE E DAS REGIOES AUTONOMAS

Aegiao Alelos FQ analisados
Total AF508
] n /N & erro padrio
Minho! 35 17 0,49 £ 0,08
Tras-os-Montes? 7 4 0,57 £0,19
Porto 71 21 0,30 £ 0,05
Beira Interior® 42 16 0,38 £ 0,07
Aveiro 22 4 0,18 £ 0,08
Coimbra 28 8 0,29 £ 0,08
Leiria 44 22 0,50 £ 0,08
Santarém 22 10 0,45 + 0,11
Lisboa 58 32 0,55 £0,07
Alentejo* 39 19 0,49 +£0,08
Faro 20 14 0,70 £ 0,10
Madeira 37 13 035+0,12
Acores 12 7 0,58 £ 0,14
Total 437 187 0,43 = 0,02

' Braga e Viana do Castelo.

* Braganca e Vila Real.

! Castelo Branco, Guarda e Viseu.
* Beja, Evora, Portalegre & Setubal.
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FIGURA 1

FIBROSE QUISTICA NA POPULACAO PORTUGUESA: DISTRIBUICAQ GEOGRAFICA DAS MUTACOES
MAIS COMUNS (Nimero de alelos FQ estudados: 437. As iniciais representam o nome do distrito e os
numeros entre paréntesis o niimero de alelos FQ analisados em cada distrito)
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FIGURA 2

FIBROSE QUISTICA NA POPULAGAO PORTUGUESA: PREVALENCIA DA MUTACAO AF508 (Ndmero
de alelos FQ estudados: 437). As classes de abundancia foram determinadas a partir da frequéncia
nacional (0,43) e do erro padrao (0,02) para um intervalo de confianca de 95%: 0,43 + 1,96 x 0,02
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TABELA I

FREQUENCIAS OBSERVADAS E ESPERADAS
DOS GENOTIPOS COM DOIS, UM OU NENHUM
ALELO CFTR COM A MUTACAO AF508

N.2 de individuns
observade

Frequéncia
observada

Genotipo

esperada” esperado”

A. Partugal continental e regides autonomas

out/out 0,36 0,45 89 M
AFfout 0,48 0,30 118 74
AF/AF 0,16 0,25 39 61
Total 1,00 1,00 246 246

¥2=13842 (P < 0,001; 1 grau de liberdade)

ARQUIVOS DO INSTITUTO NACIONAL DE SAUDE, 20-21

A1. Regiao correspondente aos distritos de Coimbra, Castelo
Branco, Aveiro, Viseu, Guarda e Porto (frequéncia da muta-
¢do AF508 < 0,39)

out/out 0,48 0,57 36 43
AF/out 0,43 0,25 33 19
AF/AF 0,09 0,18 7 14

Total 1,00 1,00 76 76

¥2=143 (P < 0,001; 1 grau de liberdade)

A2. Restante territério do Continente

out/out 0,20 0,25 20 24
AF/out 0,50 0,42 49 41
AFIAF 0,30 0,33 29 33
Total 1,00 1,00 98 98

1*=24 (P> 0,05 1 grau de liberdade)

* Admitido que a populago estd em equilibrio de Hardy-Weinberg.

Tal facto poderia ficar a dever-se a (i) subdivisdo
populacional, (ii) sobrevivéncia diferencial, ou (jii) di-
ferenga nos critérios de diagnostico clinico entre os
varios hospitais. Com vista a testar a hipotese de
subdivisao populacional, determindmos, na mesma
amostra, frequéncias alélicas e genotipicas para
marcadores polimorficos localizados em autossomas
(nos cromossomas 7 e 11) e no cromossoma X, nao
se tendo observado desvios estatisticamente signifi-
cativos entre frequéncias observadas e esperadas'’.
Para testar a hipotese de sobrevivéncia diferencial
dos individuos com os varios genotipos, dividimos a
populacgédo de doentes por grupos etarios e estuda-
mos a reparticao etdria dos diferentes genotipos, nao
tendo também encontrado diferencas significativas
(dados nao apresentados). Finalmente, o resultado
da analise do local de diagndstico dos doentes nao
é a favor da hipotese de um viés de recrutamento:
com efeito, a frequéncia da mutagdo AF508 em do-
entes oriundos das varias regides (elas proprias
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definidas a partir da distribuicao geografica da fre-
quéncia daquela mutagao) pertencia a mesma clas-
se de abundancia, independentemente do servigo
hospitalar onde o diagnéstico fora feito (Tabela I11).

TABELA 11|
RELACAO ENTRE LOCAL DE DIAGNOSTICO,
ORIGEM GEOGRAFICA DOS ALELOS CFTR E
FREQUENCIA DA MUTACAO AF508

Local Alelos AF508/Total de alelos provenientes
de diagnostico de regides cam
<039 0.33a047 >.0.47
de AFS08! de AF508? de AF508

Lisboa 0,40 (19/48) 0,47 (8/17) 0,58 (81/139)
Coimbra 0,21 (10/48)  0,40(1/3) 0,50 (16/ 32)

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

' Aveiro, C. Branco, Coimbra, Evora, Porto, Viseu & Madaira.
2 Santarém.
* Beja, Braga, Braganga, Faro, Guarda, Leiria, Lisboa, Portalegre,
Settibal, V. Castelo, Vila Real e Agores.
Nota: As classes de abundéncia da mutagdo AF508 foram determina-
das a partir da frequéncia nacional (0,43) e do erro padrao (0,02)
para um intervalo de confianga de 95%: 0,43 + 1,96 x 0,02.

E de notat, a este propésito, a exclusdo da amostra
populacional de cerca de 20% dos individuos que,
num primeiro momento, haviam sido clinicamente
considerados como tendo fibrose quistica (Cf. Ma-
teriais e Métodos). Embora, de momento, ndo pos-
samos avangar nenhuma ouira hipdtese verosimil
para explicar os desvios observados nas frequénci-
as genotipicas, julgamos que eles devem ser tidos
em conta no aconselhamento genético dos familia-
res dos doentes FQ, em especial na valorizagao de
um resultado negativo no teste de portador de FQ
no ambito de um rastreio «em cascata»'"'?. No en-
tanto, 0 acompanhamento da evolucao clinica dos
doentes e 0 aumento da taxa de deteccao de muta-
¢coes FQ contribuirdo, a médio prazo, parao escla-
recimento desta guestao.

Em conclusao, os dados por nos aqui revistos e
analisados apontam para uma taxa global nacional de
deteccao de mutagdes no gene CFTH da ordem de
55%. A mutacao mais frequente (AF508) representa
40-45% do fotal dos alelos FQ, apresentando uma
distribuicao diferencial no territério: 50-60% no Norte,
20-30% no Centro e 50-70% no Sul. As restantes
mutagGes com uma prevaléncia superior a 1% acres-
centam cerca de 7% sem aparentes heterogeneidades
inter-regionais. Estes valores, em conjugagdo com a
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FIGURA 3

DESVIOS ENTRE FREQUENCIAS GENOTIPICAS ESPERADAS (coluna a cinzento) e observadas (co-
luna a negro) EM FUNCAO DA ORIGEM GEOGRAFICA DOS ALELOS FQ: A, Todo o territério; A7, Regido
«centro»; A2, Restante territorio do Continente. OS DESVIOS SAO SIGNIFICATIVOS EM A E A7, MAS
NAO EM A2. GENOTIPOS: 1, outra/outra; 2, AF508/outra; 3, AF508/AF508
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prevaléncia estimada de portadores assintomaticos de
FQ (1/32), proporcionam aos conselheiros genéticos
um meio de calcular o risco de descendéncia com FQ,
em fungdo da naturalidade dos conjuges, apos a rea-
lizagéo de um teste de portador aos membros de um
casal com risco a priori médio ou elevado.
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Determinacao de Listeria sp em queijos de pasta
mole de producao nacional: comparacao de métodos

Maria Isabel da Silva Santos*
Cristina Belo Correia*

Maria do Rosdrio Novais*
Paulo Jorge Nogueira**

RESUMO

Num trabalho anterior realizado no Laboratério em queijos de pasta mole, detectou-se uma percentagem de positividade, para L.
monocytogenes, inferior a referida em outros paises, tendo-se formulado a hipdtese deste resultado ser devido a utilizagdo de métodos
que incluiam 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 producao nacional. Detectaram-se 17 amostras
positivas, L. monocytogenes em 8 amostras (47%) e L. monocytogenes associada a outras espécies de Listeria em 8 amostras (53%).
Estas percentagens, mais elevadas do que as obtidas anteriormente, estdo 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. Comparacdo métodos.

SUMMARY

In a previous study carried out in our Laboratory on soft cheeses, we detecled a lower percentage of Listeria maonocytogenes than the one
found in other studies. We considered the possibility that this result was due to the use of methods which included culture media with reduced
inhibitory activity for competitive flara.

Since new culture media with more inhibitory activity became available we decided to perform another study on the same type of cheeses, in
order to evaluate 3 different methods which are appropriate for the detection of L. menocytogenes.

Atotal of 65 samples of different soft cheeses produced in this country was studied. There were 17 positive samples in which 8 samples (47%)
Listeria monocytogenes was the sole Listerfa species isolated, and in 9 samples (53%) Listeria monocytogenes 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: Soft cheeses. Listeria sp. Methods evaluation.

1. Introducgao

A Listeria monocytogenes comegou, a partir do final
dos anos 80, a ser encarada como uma bactéria
patogénica de origem alimentar. Ao longo dos (lti-
mos anos tém sido publicados numerosos trabalhos,
0s quais relacionam o consumo de alimentos con-

* Laboratdrio de Microbiologia dos Alimentos do Instituto Na-
cional de Saude.
** Centro de Epidemiologia e Bioestatistica do Instituto MNacio-
nal de Sadde.

tendo esta espécie bacteriana com a ocorréncia de
surtos e/ou casos de listeriose’, continuando, assim,
a Listeria monocytogenes a despertar o interesse dos
microbiologistas alimentares a nivel mundial.

Esta bactéria pode encontrar-se numa grande
variedade de alimentos, de entre os quais 0s produ-
tos ldacteos e em particular o queijo, tém sido exaus-
tivamente estudados?.

Diversos estudos revelaram que a L. mo-
nocytogenes tem a capacidade de sobreviver ao
processamento e/ou condigdes de armazenamento,
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em diferentes tipos de queijo. Verificou-se que nos
gueijos que sao muito manipulados durante o pro-
cesso de fabrico, quer nos de pasta mole, quer nos
pouco acidos, a sua incidéncia é maior, sendo tam-
bém mais elevado o teor de microrganismos presen-
tes, podendo atingir niveis da ordem de 107 ufe/g®.

Num estudo anterior realizado no nosso Labora-
torio, procedeu-se & pesquisa de L. monocytogenes
em diversos tipos de gqueijos de pasta mole de pro-
dug&o nacional®, tendo sido detectada a sua presen-
¢ca em 4,7% das amostras analisadas. Esta
percentagem € bastante inferior aos resultados pu-
blicados em outros trabalhos referentes a este tipo
de produto®®. Este valor pode ser explicado, em
parte, por uma abundante flora contaminante nos
queijos de fabrico nacional e também pela utilizagao
de meios de cultura de reduzida acgéo inibidora*™#.

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

Assim, os objectivos do presente trabalho s@o a
determinagao da percentagem de positividade de L.
monocytogenes em algumas amostras de queijos de
pasta mole de produgéo nacional e a avaliagdo 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 tém 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 1.2 enriquecimento sem inibidores
seguido de um 2.2 enriquecimento usando 0 mesmo
meio mas com inibidores, ou um 1.2 enriguecimento
em meio selectivo seguido de um 2.2 enriquecimen-
to no mesmo meio1,ﬂ,m.11,12.13,1«1.

Isso mesmo foi sugerido para os produtos lac-
teos'®, nos quais o isolamento de L. monocytogenes,
de amostras com uma flora contaminante abundan-
te, & também favorecido pelo uso de um método com
duas etapas de enriguecimento.

Contudo, de um modo geral, nenhum método de
enriqguecimento e/ou meio de isolamento se t&m re-
velado adequados para todos os tipos de alimentos
estudados'. Além disso, como uma pesquisa de
Listeria negativa demora cerca de 4 dias e uma pes-
quisa de Listeria positiva demora 8-7 dias, surgiram
recentemente novos tipos de ensaios comerciali-

ek

zados, os denominados métodos répidos, visando
superar esta demora. Este tipo de métodos possibi-
litamn, essencialmente, uma diminuicao no tempo total
de andlise, conduzindo a uma obtengao mais rapida
de resultados analiticos.

Os dois métodos convencionais ufilizados neste
trabalho, Métodos | e Il, foram seleccionados por se
terem revelado os mais eficazes para a pesquisa de
L. monocytogenes em queijos, no ensaio inter-
laboratorial BCR-FOOD «Additional Listeria Trial»'¢,
no qual o Laboratério de Microbiologia dos Alimen-
tos participou. O método rdpido escolhido, Método
lll, é o ensaio de pesquisa de Listeria da Gene-Trak
Systems, recomendado pela Food and Drug
Administration para o rastreio do género Listeria nos
alimentos'.

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 § hemolitico— CIP 5710
Rhodococcus equi — CIP 5869

Estas estirpes foram mantidas em meio Tryptic
Soy Agar (TSA) (Difco — 0369-01-4), distribuido em
tubos com rampa inclinada e conservados no frigo-
rifico a uma temperatura de cerca de 4° C. Posteri-
ormente as estirpes foram repicadas para meio de
Brain Heart Infusion (Difco — 0037-01-6) e incuba-
das a 37° C +/-1° C durante 24 h, sendo posterior-
mente semeadas com ansa pela técnica das estrias,
em meio de TSA distribuido em placas.

2.2. Amostras

Estudou-se a presenca de Listeria sp, com destague
para a espécie Listeria monocytogenes, em 65 amos-
tras de queijo de pasta mole de producao nacional,
adquiridos nas condicoes habituais de compra, em
diversos supermercados da drea da Grande Lisboa,
ao longo de um periodo de cerca de um ano.

As amostras adquiridas dividiram-se em:

— queijo fresco (10)
— queijo de Azeitao (7)



— queijo da Serra da Estrela (15)
— queijo das Serras do Rabacal (8)
— queijo de Castelo Branco (8)

— queijo tipo Camembert (9)

— queijo tipo «pur chévre» (8)

Cada amostra de queijo embalada individualmen-
te foi constituida por um gueijo inteiro, quando pos-
sivel, ou por 150 g no minimo, a excep¢ao do queijo
fresco em que cada amosira era constituida por duas
unidades. Posteriormente, as amostras foram trans-
portadas ao Laboratdério de Microbiologia dos Alimen-
tos e mantidas a uma temperatura de cerca de 4° C
até ao momento da realizacdo da analise. Quando
nao foi possivel efectuar a andlise no préprio dia, as
amostras foram armazenadas & mesma temperatu-
ra, durante um periodo maximo de 72 h.

Efectuou-se a colheita das tomas para analise
com pinca e bisturi esterilizados, tendo ¢ cuidado de
retirar por¢gdes, quer da superficie, quer do interior
da amostra. Seguidamente procedeu-se a
homogeneizacao em almofariz e pesaram-se 3 to-
mas de 25 g cada (a serem utilizadas respectivamen-
te nos Métodos I, Il, lll) para 3 saces de plastico
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 enriguecimento (Méto-
dos | e Il) e um método rapido de hibridacao de
acidos nucleicos (Método 1),

2.3. Métodos laboratoriais
2.3.1. Método |

Inocularam-se 25 g da amostra em 225 ml de meio
de pré-enriguecimento nao selectivo, Listeria
Enrichment Broth Base (LEB, Oxoid, CM 862). Apds
homogeneizacao no Stomacher 400, durante 4 min.,
incubou-se a 30° +/-1° G durante 16-20 h'. Apés
incubacao, a partir do meio de enriguecimento 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 enriguecimento
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)'® apds 24 h, 48 h, e
1 semana de incubagao respectivamente. As placas
foram incubadas a 37° +/~1° C durante 24 h, em
condicbes de aerobiose, apos o que se observou se
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havia ou néo presenca de coldnias suspeitas. Nos
casos em que nao se observou crescimento, as pla-
cas foram reincubadas nas mesmas condicbes e de
novo observadas. As coldnias tipicas de Listeria
apresentam-se neste meio, pequenas e circulares,
com uma zona negra a volta devida a hidrdlise da
esculina. Sempre que as placas apresentaram colo-
nias com estas caracteristicas, pelo menos 2 coléni-
as por placa foram estudadas. Apos reisolamento em
meio de TSA as colonias foram observadas a lupa
utilizando o Sistema de Translluminagéo de Henry™
mas com um espelho concavo. A partir das culturas
que na observacao a lupa se apresentaram com um
brilho azul acinzentado efectuaram-se os seguintes
testes®: coloragdo de Gram, prova da catalase, mo-
bilidade a 22° C e producéo de acidos a partir dos
glicidos 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 g (Difco — 0118-01-8), «Lab-lemco»
Powder 5 g (Oxoid, L29), cloreto sédio 3 g (Merck —
1-06400), Agar 5 g (Difco — 0140-01), dgua destilada
1000 ml) e apos 10 dias de incubacaoa 22 + 1° C
observou-se o aspecto caracteristico de crescimen-
fo em «guarda-chuva».

Nas culturas das estirpes, cujos testes bio-
quimicos permitiram suspeitar de L. monocytogenes,
efectuou-se o teste de Camp* e o teste de he-
molise?',

Identificaram-se como L. monocytogenes as es-
tirpes provenientes de colonias em que se observa-
ram pequenos bacilos positives ao Gram, com prova
da catalase positiva, moveis a 22° C com crescimen-
to em «guarda-chuva», fermentadoras da ramnose,
nao fermentadoras da xilose e do manitol,
hemoaliticas sobre os glébulos de carneiro e Teste de
Camp positivo.

2.3.2. Método Il

Inocularam-se 25 g da amostra em 225 ml de
meio de enriguecimento, LEB (Oxoid, CM 862)
adicionado de Listeria Selective Enrichment
Supplement (Oxoid, SR 141). Apds homogeneizagao
no Stomacher 400 durante 4 min., incubou-se a 30°
+/—1° C durante 24 h'°. Apds incubacao, a partir do
meio de enriqguecimento transferiu-se uma subcultura
de 0,1 ml para um tubo contendo 10 ml do mesmo
meio.

Os procedimentos de isolamento, identificagao
bioguimica e confirmacao da presenca de L. mono-
cytogenes foram semelhantes aos utilizados no Me-
todo .
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2.3.3. Método Ill

Este método € um ensaio de hibridagao de acidos
nucleicos comercializado pela Gene-Trak Systems,
31 New York Avenue, Framingham, M.A., 01701
USA.

Este ensaio envolve trés etapas: enriquecimen-
to da amosira em meio selectivo, sementeira em
superficie em meio selectivo solido e execucgao do
ensaio de hibridagao, numa suspensao da cultura
desenvolvida no meio selectivo.

Inocularam-se 25 g da amostra em 225 ml do
meio de enriquecimento utilizado no Método 1.

Apds incubacao procedeu-se a uma homoge-
neizagao vigorosa do meio de enriquecimento no
Vortex — Genie TM (Scientific Industries, Inc.) e se-
meou-se 0,5 ml com auxilio 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 periodo de incubagdo retirou-se toda a
cultura presente na superficie do meio, com o auxi-
lio de uma zaragatoa estéril, efectuou-se uma sus-
pensdo num tubo contendo 1 ml de solugao tampao
PBS (Monohidrogenofosfato de sédic dihidratado —
8,98 g (Merck 6580), Dihidrogenofosfato de sédio
monohidratado — 2,71 g (Merck 6346), cloreto de
sddio puro— 8,5 g (Merck 6400), dgua destilada 1000
ml) libertando © maximo possivel de liguido da
zaragatoa e agitando fortemente no Vortex, durante
5i5;

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

A partir desta suspensao efectuou-se a pesqgui-
sa de Listeria através do ensaio colorimétrico da
Gene-Trak. Todos os reagentes necessarios, assim
como o equipamento e solugdes padrao, foram for-
necidos pelo fabricante e os procedimentos efectu-
aram-se de acordo com o protocolo analitico incluido
no kit. Este protocolo preconiza: 1) a adicédo
sequencial de solugdes para lise bacteriana,
desnaturagao dos dcidos nucleicos e neutralizacao
da amostra; 2) a adicao da solugao de pré-hibridacao;
3) a adi¢do da solucao de hibridacao e da sonda de
DNA; 4) um periodo de incubacédo para que se dé a
captura do micrerganismo alvo (Listeria) eventual-
mente presente na amostra; 5) a leitura final da den-
sidade optica (DO) a 450 nm no especirofotémetro
incluido no kit.

Os ensaios com um valor de absorvancia supe-
rior ao valor limite estabelecido pelo fabricante (DO
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do controlo negativo + 0,1) foram considerados
presuntivamente positivos para a presenga de
Listeria. Estes resultados de hibridacéao,
presuntivamente positivos, foram posteriormente
confirmados atraves de metodos convencionais. Pro-
cedeu-se a esta confirmagao efectuando isolamen-
tos a partir do volume restante da suspenséo inicial
em meio de Oxford Agar. Todas as etapas subse-
quentes necessarias a identificagao de Listeria fo-
ram executadas seguindo os procedimentos
utilizados nos Métodos | e Il.

2.4. Métodos estatisticos

Os dados obtidos neste estudo foram enviados ao
Centro de Epidemiologia e Bioestatistica (CEB) para
que fizesse a andlise estatistica da comparacao dos
trés metodos descritos anteriormente. Os resultados
sdo apresentados em tabelas 2x2, referentes a pre-
senga ou auséncia de L. monocytogenes para cada
dois dos métodos utilizados (Tabela 1). Parece ser
entao pertinente fazer a analise da concordéncia
entre os métodos.

De forma empirica, existem dois tipos distintos
de concordancia:

= uma em gue a verdade & conhecida e se justi-
ficam o uso de estatisticas como a sensibilida-
de, a especificidade e os valores preditivos;

= outra em que a verdade nao é conhecida e se
tem de usar um contexto interobservacional,
onde fazem sentido a estatistica Kappa de
Cohen e as estatisticas do tipo Kappa.

Historicamente, a analise de concordancia num
contexto interobservacional é feita utilizando a esta-
tistica Kappa de Cohen e estatisticas do tipo Kappa.
Estas estatisticas foram originalmente propostas para
guantificar niveis de concordancia. No entanto, ¢
procedimenio que os aspectos distribucionais im-
poem, apenas nos permite concluir se a concordén-
cia observada esta para além do esperado por acaso
ou nao.

Nogueira, num trabalho anterior®®, estudou o0s
aspectos distribucionais do Kappa de Cohen, onde
ressaltou que o nivel de Kappa observado depende
do nimero de objectos, items ou sujeitos classifica-
dos, questionando as tabelas comummente utiliza-
das para a interpretagao dos niveis de Kappa
usados.

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



visa a quantificacdo de um nivel de concordancia. E
essa metodologia que é aqui utilizada.

De forma sucinta, esta metodologia assenta na
ideia de que o Kappa de Cohen observado depende
do nimero de objectos, items ou sujeitos classifica-
dos e ainda de um nivel conjunto de classificagéo,
digamos 6. Ou seja, assintoticamente, a distribuigao
do Kappa de Cohen tem um valor médio que é uma
fungdo de 6 e uma varidncia que é uma fungdo de
e N (nimero de objectos, items ou sujeitos), nomea-
damente:

. . 46 (1 -0
K~ Normal (1 +20; 2001 -8) )
& rma(1+28 N+40 (1 -8)
O objectivo reside, entao, em encontrar o 6 de
maior evidéncia, ou menos susceptivel de ser rejei-
tado.

3. Resultados e discussio

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

De salientar que foi no queijo Serra da Estrela,
por muites considerado como o rei dos queijos por-
tugueses, gue se obteve um maior nimero de resul-
tados positivos, 12 amostras, o que corresponde a
70,5% do total de queijos com L. monocytogenes. O
queijo Serra da Estrela € um queijo de fabrico arte-
sanal, produzido a partir de leite de ovelha eru, pro-
veniente da Regidao Demarcada para esta produgao.
E o queijo portuguas de maior reputacao, o qual pode
ser encontrado a venda no mercado, certificado e
nao certificado. O queijo certificado possui uma de-
neminagao de origem controlada, a qual se encon-
tra regulamentada desde 1985 pelo Decreto-Lei 42/
85 de 5 de Julho, devendo satisfazer as condices
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 nao certificado. Verificou-se que, para os
gueijos nao certificados se detectou L. mono-
cytogenes na totalidade das amostras, enquanto no
queijo certificado se detectou L. monocytogenes em
5 amostras. Estes valores nao deixam de surpreen-
der, na medida em que, tratando-se de um produto
cerlificado deveria estar isento de microrganismos
patogénicos,
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Estudaram-se 668 estirpes do género Listeria
através das provas de identificacdo bioguimica ja
referidas anteriormente neste trabalho. Observando
a Tabela Il 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 distribuicdo, com pre-
dominio da espécie Listeria monocytogenes, esta de
acordo com os resultados obtidos em outros traba-
Ihos publicados sobre queijos®.

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 proporgao € completa-
mente diferente: 57 de L. inhocua, 3 de L.
monocytogenes e 2 de Listeria sp.

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

E de salientar que o queijo fresco analisado, foi
fabricado com leite de vaca pasteurizado, e que a
presenca de Lisferia no produto final pode dever-se
a uma pasteurizacao incorrecta®* do leite ou, mais
provavelmente, a uma contaminagao pds-tratamen-
tozd.zﬂ_

Na Tabela Ill pode observar-se o nimero de
amostras positivas, presenca de L. monocytogenes,
detectadas por cada um dos métodos de pesquisa
utilizados 1, 11 e 1ll. Se tivéssemos utilizado qualquer
um dos métodos, isoladamente, terfamos obtido os
seguintes resultados: 12 amostras positivas pelo
Método |, 11 -amostras positivas pelo Método |l e 5
amostras positivas pelo Método Ill. Estes valores
indicam gue nenhum dos trés métodos utilizados
teve, por si s6, a capacidade de detectar a presenga
de Listeria monocytogenes em todas as 17 amos-
tras positivas, tendo-se obtido resultados positivos,
em simultdneo através dos trés métodos, apenas em
trés das amostras o que corresponde a 4,6% do to-
tal de queijos analisados (Tabela 1V). Contudo nao
se verificaram diferencas substanciais na capacida-
de de detecgdo dos métodos convencionais (I e I1),
uma vez que 0 numero de amostras positivas de-
tectado € praticamente igual. No entanto, é de sali-
entar que este valor e consideravelmente superior
ao detectado pelo método de hibridacao do DNA (111).
Ainda relativamente aos Métodos | e Il e observan-
do as Tabelas V e VI, verifica-se que para ambos os
métodos foi apds 24 h de incubacao que se obteve
um maior nimero de amostras positivas (80%) e que
as 48 h apenas se detectou mais 1 amostra positiva
(6,7%). Este resultado foi também verificado num
estudo efectuado por Warburton et al.?”. O prolon-
gamento do tempo de incubacgdo até uma semana
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permitiu o rastreio de mais 2 amostras positivas
(13,3%) através do Método |, pelo que se considera
que a incubagao até uma semana é importante para
a recuperacao de L. menocylogenes.

Relativamente ao Método Ill & de realcar que,
apesar de se terem detectado inicialmente 21 amos-
tras positivas, apenas se confirmou a presencga de
L. monocytogenes em 5 (23,8%) destas amostras.
No entanto, apesar do baixo nimero de amostras
positivas detectado, verificou-se que este total incluia
2 que nao foram detectadas pelos Métodos | e I, ou
seja, 11,8% do total de amostras com L. menocyto-
genes. Estes resultados indicam que das 21 amos-
tras inicialmente suspeitas no teste de hibridacao do
DNA, em 16 nao foi possivel confirmar o resultado.
A disparidade verificada pode ser explicada, atenden-
do a que para a confirmacdo se recorre & suspen-
sa@o inicial em PBS, a qual foi obtida a partir da
totalidade da cultura presente no melo de Oxford
Agar, de acordo com o preconizado pelo método.

Contrariamente ao que é referido quanto a sen-
sibilidade do método Ill'", 5 dos resultados negati-
vos obtidos por este método, revelaram-se positivos
por um ou ambos dos metodos convencionais.

Relativamente & abordagem estatistica propds-se
que, metodologicamente, fosse estudada a concordan-
cia entre os varios métodos, existindo dois contextos
de concordancia que podem ser utilizados.

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

Podemos comparar os trés metodos, um a um,
com a verdade por estes estabelecida. Para isso, o
tnico coeficiente que parece ser aqui pertinente € o
da sensibilidade, ou seja, a probabilidade de ¢ me-
todo x classificar positivo quando a amostra esta de
facto contaminada. Isto, visto que a especificidade
seré sempre 1, pois ser positivo no método x é ser
positivo (no sentido de ser a verdade).

Sensibilidades
Método | Metoda 1l Métoda 1l
0,71 0,65 0,29
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O Método | parece ser mais sensivel, no entan-
to é dificil dizer que é melhor gque o Método I1. Por
outro lado, é claro que o Método Il € muito menos
sensivel que os restantes.

Podemos também comparar os métodos entre si,
assumindo gue nao existe uma verdade, ou golden
standard, ou seja estabelecendo um contexto
interobservacional, o que se faz como se descreveu
no ponto 2.4.

Método | vs. Método II:

Nivel de classificagéo conjunta = 0,81 (Figura 2)

Supondo que os métodos sao iguais, o nivel de
classificagéo individual de cada um destes métodos
sera 90%.

Método | (ou Métedo 1) vs. Método I11:

Nivel de classificacao conjunta = 0,65 (Figura 3
e 4).

Supondo que o Método | (ou Il) classificam cor-
rectamente a um nivel de 90% (como acabamos de
ver acima), temos que o nivel de classificagao do
Método Il é 72%, claramente inferior aos res-
tantes.

(0,65=0,00 x e x= 255 o, x=072)
0,90

Repare-se que a igualdade de niveis de clas-
sificacdo conjunta entre Método |-Métedo Il e
Método |l-Método 1, confirmam o que se acaba
de dizer. Assim, por vias diferentes chegamos a
mesma conclusdo que o laboratério, de que o Méto-
do Il € menos eficiente que os métodos convencio-
nais.

Comparagao das passagens dos Métedos | e I

Existia a conviceao, ao nivel laboratorial, de que
os Métodos | e Método |l variariam na sua sensibili-
dade nas diferentes passagens. Por conseguinte,
utilizou-se a mesma metodologia para averiguar se
existiriam diferencas nas diferentes passagens dos
métodos convencionais.

Nivel de classificagao conjunta estimada.

Método |l
Método | 1.2 Passagem 2" Passagem 3. Passagem
1.5 Passagem 0,85 (0,92) 0,77 (0,88) 0,87 (0.93)
2.2 Passagem 0,83 (0,91) 0,81 (0,%0) 0,86 (0,93)
37 Passagem 0,81 (0,90) 0,78 (0,88) 0,76 (0,87)

Entre paréntesis-apresenta-se o nivel de classificagao de cada
Passagem/método supondo que as passagens meatodo a meto-
do séo iguais,

Embora empiricamente a 2.* passagem do Mé-
todo |l e a 3.7 do Método | paregam menos eficazes,



nao existe qualquer evidéncia estatistica de falta de
homogeneidade entre passagens, logo a conclusao
a tirar é que as passagens dos Métodos | e Il ndo
parecem diferir entre si.

4, Conclusao

O objectivo deste estudo foi efectuar a pesquisa de
Listeria sp, com especial destaque para a espécie
Listeria monocylogenes, em queijos de pasta mole
e avaliar comparativamente 3 métodos analiticos: 2
métodos convencionais (I e 11) e 1 método rapido (lII).

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 ouiras espécies de Listeria, em 9 amos-
tras (53%) (Tabela VII). Estes resultados podem con-
siderar-se preocupantes na medida em que ©
isolamento de uma espécie do geénero Listeria, impli-
ca por si s6 um risco sanitario®™. Ha ainda que terem
conta que se trata de um microrganismo ubiquitdrio,
nao existindo processamento tecnoldgico capaz de
garantira auséncia de L. monocytogenes nos alimen-
tos, pelo gue se deve evitar a contaminacao e limitar
0 mais possivel a multiplicagao.

Em relacéo aos diferentes métodos utilizados e
observando a Tabela VIII, verifica-se que o Método
11l (Ensaioc da Gene-Trak) permite obter uma resposta
4 a 5 dias mais cedo, para o caso das amostras
negativas, do que os metodos convencionais (I e [1).
Contudo, para as amostras positivas, apenas se
obtém uma antecipagao de resposta de 2 dias, com-
parativamente aos Métodos | e Il. Isto pode ser ex-
plicado porque, segundo o que € referido pelo
fabricante, um resultado positivo obtido pelo Méto-
do lll indica a presenca de Listeria sp, sendo porém
necessdrio efectuar a identificacao bioquimica da es-
pécie de Listeria presente, o que implica um aumento
no numero de dias, para se obter uma resposta con-
clusiva. Ja no caso de se obter um resultado nega-
tivo, para a presenca de Listeria sp, nao é necessario
confirma-lo, obtendo-se uma resposta em 72 h no
maximo. Conclui-se assim que, apesar da maior ra-
pidez na obtengao de resultados, o Método Il nao
nos parece constituir uma alternativa fiavel aos Mé-
todos | e Il, quer pela dificuldade de confirmar os
resultados presuntivamente positivos, quer pela ob-
tencdo de resultados falsos negatives, como ja foi
referido anteriormente.

Este estudo, embora feito com um numero redu-
zido de amostras, revelou uma percentagem de
positividade de L. monocytogenes que & compara-
vel & encontrada em trabalhos realizados noutros
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paises para o0 mesmo tipo de produto®®. O facto de
se terem utilizado métodos que recorrem a meios de
cultura mais inibidores justifica os valores encontra-
dos, corroborando a hipétese levantada no trabalho
anterior*. Alerta-se, dado n3o ser ainda conhecida a
dose minima infecciosa desta bacteria, para a ne-
cessidade de tomar medidas preventivas com vista
a evitar a sua presenca e disseminagao neste tipo
de queijos.
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TABELA 1|

NUMERO DE ESTIRPES ESTUDADAS NAS DIFERENTES VARIEDADES DE QUEIJO

Listgria Listeria
Tipo de Queijo monocyfogenes innocua Listeria sp
Queijo Serra da Estrela 308 40 30
Queijo Castelo Branco 3 57 2
Queijo Serra do Rabagal — 15 74
Queijo de Azeitao — 37 —
Queijo fresco — 28 —
Queijo «Camembert» 61 3 =t
Queijo «Pur chevre» 10 — —
Total 382 180 106
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TABELA I
PRESENCA DE LISTERIA MONOCYTOGENES

Comparacao de metodos

Método | | Método Il Método [l
Amostras:
c¢/L. monocytogenes 12 b 5
c/L. sp 9 10 7
TABELA IV

EFICACIA DOS METODOS DE PESQUISA NO ISO-
LAMENTO DE LISTERIA MONOCYTOGENES

N.2 de amostras
Métodos de pesquisa positivas
Método | 4
Método 11 3
Meétodo Il 2
Método | + Métedo Il 5
Método | + Método 11l 0
Métado Il + Método 11l 0
Método | + Método 1l + Método Il 3
Total 17

TABELA V
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TABELA VI

INFLUENCIA DO TEMPO DE ENRIQUECIMENTO
NA RECUPERACAOQ DE LISTERIA MONOCYTO-
GENES NATOTALIDADE DAS AMOSTRAS POSI-
TIVAS OBTIDAS ATRAVES DOS METODOS | E I

Tipos de 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

TABELA VII
N.2 DE AMOSTRAS POSITIVAS PARA PRESENCA
DE L. MONOCYTOGENES

L. monocytogenes
Tipos de Quefjo L. monocytogenes +
Lislena sp
Queijo Serra da Estrela 6 6
Queijo Castelo Branco — 2
Queijo «Camembert» — 1
Queijo «Pur chevre» 2 —

INFLUENCIA DO TEMPO DE ENRIQUECIMENTO NA RECUPERACAO DE L. MONOCYTOGENES

Comparacao dos Métodos | e I

Método |

Método Il

Tipos de queijos 24h 48h

1 semana 24h 48h 1 semana

Serra da Estrela
Certificados
Nao certificados

Castelo Branco

«Camembert»

«Pur chevre»

e S
l

._..
| == s w
|
|
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Determinagao de Listeria sp em queijos de pasta mole de produgdo nacional: comparacao de melodos

TABELA VIII

METODOS USADOS PARA A PESQUISA DE LISTERIA

Método | Metodo Il Metodo 11l
Meio de pré-enriquecimento LEB LEB + SR141 LEB + SR141
e incubacao 30°C/16-20 h 30° C/24 h 30° C/16-20h
Meio de enriquecimento LEB + SR141 LEB + SR141
selectivo e incubacéo 37° C/24, 48h, 37° C/24, 48h, —
1s 1s

Meio de isolamento
selectivo e incubacéao

Oxford Agar

37° C/24-48h
!

W

Identificacao

Oxford Agar

37° C/24-48h
I

-

Identificagao

Oxford Agar
37° C/24-48h
4
Ensaio Gene-Trak 3h

FIGURA 1

DISTRIBUICAO DE AMOSTRAS POSITIVAS POR VARIEDADES

[mTotal = Positivos

FIGURA 2

CONCORDANCIA METODO | VS. METODO I
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FIGURA 3 )
CONCORDANCIA METODO | VS. METODO Ill
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FIGURA 4 ) i
CONCORDANCIA METODO II VS. METODO Il
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Ocorréncia 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 ocorréncia de Listeria spp. e Listeria monocytogenes em peixe fumado a frio produzido
em Portugal. Durante um periodo de seis meses, em trés fabricas de fumagem de pescado existentes em Portugal, foram colhidas
amostras de peixe e ambientais, respectivamente ao longo da cadeia de processamento e antes do inicio da producao. Embora
esporadicamente outras espécies possam ser utilizadas, os trés tipos de pescado preferencialmente escolhidos pelas empresas e
cuja prod lisada sdo0: salmao fresco (Salmo salar) importade 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 vicuo, € vendido refrigerado.

Foram recolhidas e analisadas 172 amostras. As frequéncias totais (n=172) de Listeria e de L. monocytogenes foram respectivamen-
te 26,2% e 18,0%. A excepgdo de uma amostra de salmao e outra de truta frescos que continham L. welshimeri, em todas as outras
amostras so se detectou L. innocua e L. menocytogenes. 3,5% do peixe fresco estava contaminado com Listeria, ndo se tendo
detectado L. monocytogenes. Nos produtos finais a frequéncia de Listeria e de L. monocytogenes foi respectivamente de 3,5% e
1,2%. A frequéncia de contaminagdo com Listeria e L. monocylogenes encontrada nas fabricas 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%.

ao foi

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

ABSTRACT

Three cold-smoked fish prodessing plants were surveyed to determine the ocecurrence of Listeria spp. contamination. During six months
environmental samples were collecled at sites before the production head and fish samples along the process line. Fresh salmon (Salma salar)
from Narway, fresh salmon trout (Oncorhiyncus mykiss) from two portuguese fish farms, and fresh or frozen swordfish (Xiphias gladius) of
various origins were the raw materials utilized by the examined factories. The final product of all plants was presented sliced and vacuum
packed and sold as a refrigerated product.

From a total of 172 samples the overall frequency of Listeria spp. and Listeria monogytogenes isolation was 26,2% and 18,0% respectively.
Listeria welshimeri was found in two samples of fresh salmon and saimon trout, one in each. All the other positive samples contained only L.
innocua and L. monocytogenes. 3,5% of the fish raw material to the smoking plants were contaminated with Listeria but not L. monocytogenes
while 3,5% and 1,2% of the final product were positive for Listeria spp. and L. monocytogenes, respectively. In the plants A (n=81); B (n=54);
and C (n=37) the frequency of isolation of Listeria and L. monocytogeneswas 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 Catolica Portuguesa — Porto.
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Ocorréncia de Listeria spp. e Listeria monocytogenes em pescado fumado a frio em Portugal

Introducao

Listeria spp. sao bacilos Gram +, aerdbios e/ou
anaerdbios facultativos, nao esporulados, com éptimo
de temperatura entre 30 e 37° C, podendo crescer
entre 1-45° C e a pH entre 6 e 8 ndo sobrevivendo a
60° C durante 30 minutos'. A espécie Listeria mono-
cytogenes foi responsavel por alguns surtos de
listeriose associado ao consumo de alimentos atingin-
do taxas de morbilidade de 25 a 30% na populacao
alvo®. A bactéria é patogénica sobretudo para os fe-
tos de mulheres gravidas, recém-nascidos e pessoas
com deficiéncia do sistema imunitario®. Até 1961, era
a Unica espécie reconhecida no género. Desde entao
outras espécies foram incluidas: L. grayi, L. murrayi,
L. innocua, L. welshimeri, L. seeligeri e L. ivanovif'.
Até ao momento, embora tenha sido frequentemente
isolada em peixe fumado, nao ha evidéncia de surtos
de listeriose associados a este consumo. Enquanto
alguns pafses (Alemanha, Reino Unido, Dinamarca,
Austrdlia e Canada) s6 consideram L. monocytogenes
potencialmente patogénica para um grupoe de alto ris-
co, os Estados Unidos estabeleceram o «zero de to-
lerdncia», tendo ja rejeitado importagbes de peixe
fumado a frio onde foi detectada a presenca deste mi-
crorganismo®.

A fumagem, € um dos métodos mais antigos de
preservacao de alimentos. O principio de conserva-
cdo da fumagem estava relacionado com a duracao
de exposicao ao fumo e da temperatura do mesmo,
bem como a salmoura forte onde previamente se
imergia o produto. Actualmente, no casa do pescado,
o processo de fumagem € bastante mais ligeiro e visa
sobretudo conferir ao produto o sabor caracteristico
a fumo, ficando a conservagao e a extensao do pe-
riodo de armazenagem do produto a cargo dos siste-
mas de refrigeracao efou congelagédo. Existem dois
meétodos de fumagem: a quente e a frio, Este Ultimo &
0 mais utilizado em pescado de alto valor comercial e
neste processo nao ocorre coagulacdo das proteinas
ao contrario da fumagem a guente que usa tempera-
turas superiores a 60° C. Como os fumados a frio sao
produtos pronto-a-comer e o calor usado no proces-
s0 nao € suficiente para inactivar Listeria spp. a con-
taminagéo destes produtos tera que ser evitada.

Material e métodos
a) Caracterizacao das fabricas de peixe fumado:
Fabrica A: Produz truta salmonada, salméo e es-

padarte fumados a frio; nesta empresa a salga do
salmao e truta € feita a seco e a do espadarte em
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salmoura. A temperatura do fumo ronda 0s20°C e é
feita em fumeiro tradicional sendo o fumo produzido
pela combustao de uma mistura de madeiras nao
resinosas. E a empresa de maiores dimensdes. Nao
possui sistema de limpeza e desinfec¢édo programa-
dos.

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

Fébrica C: Produz salmao e espadarte fumados
a frio e usa salga a seco para o salmao e salmoura
para 0 espadarte. Esta empresa usa a mais baixa tem-
peratura de fumo (10° C). Utiliza um fumeiro mecani-
co com controlo de temperatura e humidade sendo o
fumo exclusivamente produzido por setradura de faia
importada. A mao-de-obra € bastante reduzida. Nao
possui sistema de limpeza e desinfeccao programa-
dos.

QO salmao utilizado por todas as fabricas & impor-
tado da Noruega pela mesma empresa e € transpor-
tado em camiao frigorifico em caixas de poliestireno
expandido, em camada unica de peixe coberia de
gelo. O camigo possui sistema rigoroso de controlo
de temperatura e como nao ha interrupgao da cadeia
de frio, chega a Portugal em déptimas condigoes. Sao
utilizados dois tamanhos 4-5 e 6-7 quilogramas. O
peixe € depois recolhido em furgées isotérmicos que
o transportam &s respectivas empresas de fumagem.

A truta salmonada € 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 furgdes isotérmicos
até Lisboa onde ¢ recolhido por veiculos semelhan-
tes pertencentes as empresas de transformagéo. O
espadarte, congelado ou fresco, tem origens diversas
consoante a época do ano e é capturado em Portu-
gal por diferentes embarcacoes de pesca.

O produto final fumado, quer seja salmao, truta
salmonada ou espadarte, é colocado a venda geral-
mente fatiado e embalado a vacuo em embalagens
de 100 g ou, em alguns casos, € apresentado em
filete inteiro tambem embalado a vacuo. Em ambas
as apresentagoes é vendido refrigerado.

b) Recolha de amostras

Durante um periodo de seis meses, ao longo da
cadeia de processamenio, 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 superficies de trabalho usou-se a técnica de
zaragatoa, numa area de cerca de 10 cm?, em nu-
mero de 5 zaragatoas por amostra colocadas em
frasco estéril contendo 25 cm® de agua peptonada
0,1%.

As amosltras de agua canalizada foram recolhi-
das em frascos estéreis de 500 cm® para posterior
filtragao.

As porgdes de peixe, cerca de 25 g, nas varias
fases de transformacéo, foram obtidas por corte com
facas e pingas 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 camara frigorifica a 2-4° C e analisa-
das dentro de um periodo que nunca excedeu os
sete dias (dada a distancia do local de amostragem
ao local de analise e para possibilitar a recolha de
amostras nas varias fases do processo que pode
durar uma semana, na truta e salmao, até duas se-
manas no caso do espadarte, ndo se pdde iniciara
analise mais cedo).

¢) Isolamento, confirmagao e identificagio
de Listeria spp.:

Os 25 cm® de dgua peptonada das amostras de pei-
xe fresco, equipamento e supetrficies foram coloca-
dos em 225 cm® de caldo de enriquecimento primario
UVM | modificado (Universidade de Vermont, Merck)
e incubadas (24 + 2 horas a 30° C). Os 500 cm? das
amostras de agua foram filtrados sob vacuo com fil-
tros de membrana de porosidade 0,45 um (Gelman
Sciences, 47 mm) sendo os filtros colocados em 20
em? de UVM | e incubados (24 + 2 horas a 30° C).
Os 25 g de amostras de peixe processado depois
de colocados em 225 cm® de UVM | e homoge-
neizados no Stomacher (Seward 400) foram incuba-
dos (24 = 2 horas a 30° C).

0,1 em? do enriquecimento primario foram transfe-
ridos para 10 cm® de UVM Il modificado (UVM |+ 0.013
g/l de acriflavina) e para 10 cm® de caldo de enrique-
cimento Fraser (Merck). © UVM Il inoculado foi incu-
bado (24 + 2 horas a 30° C). O enriquecimento Fraser
inoculado foi incubado 24 a 48 horas a 30° C.

Paralelamente, usou-se o bactémetro (Bacto-
meter 1208C, BioMerieux), método eléctrico para
monitorizar a capacitdncia das amostras, transferin-
do-se 0,05 cm® de cada enriquecimento primario para
2 em? de meio liquido LED (Listeria Electrical
Detection medium)® pré-aquecido a 30° C nos
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madulos do bactémetro. O bactémetro foi programa-
do para um tempo e uma temperatura experimen-
tais de 48 £+ 2 horas a 30° C, respectivamente.
Todas as amostras gue apresentaram crescimen-
to (turbidez no UVM II; escurecimento no Fraser; uma
variacdo de 30% de crescimento em 30 horas nas
curvas obtidas no bactémetro) foram repicadas em
Oxford agar (Merck) e PALCAM agar (Merck) e incu-
badas (48 + 2 horas a 30° C). Todas as colénias 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 + 2 horas a 37° C) sendo depois confirmadas
por meio da coloragdo de Gram, catalase, oxidase,
mobilidade em cambalhota (exame microscopico a
fresco de uma de coldnia repicada apés incubacao
das placas de TSA, 24 £ 2 horas a 25° C), e diferen-
ciadas ao nivel 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 amosiras de pescado. As frequéncias
totais (n=172) de Listeria spp. e de L. monocytogenes
foram respectivamente 26,2% e 18,0%. A excepgao
de uma amostra de salméao e outra de truta frescos
que continham L. welshimeri em todas as outras
amostras s6 se detectaram L. innecua e L. mono-
cytogenes. 3,5% do peixe fresco estava contamina-
do com outras espécies de Listeria que nao L.
monocytogenes. Nos produtos finais embalados a
vacuo a frequéncia de Listeria spp. e de L. monocy-
togenes foi respectivamente de 3,5% e 1,2%.

A frequéncia de contaminagao com Listeria spp.
e L. monocytogenes encontrada nas fabricas 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%.

Incidéncia de Listeria spp. nas amostras ambientais
(Quadro [)

Foram analisadas 77 amostras ambientais, A fre-
quéncia total (n=77) de contaminagdo com Listeria
spp. no conjunto das trés fabricas foi 9,1% (7/77).
Cinco das sete amostras contaminadas continham
sé L. monocytogenes enguanto que duas continham
simultaneamente L. monocytogenes e L. innocua. As
frequéncias de contaminagao nas fébricas 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 |

OCORRENCIA DE LISTERIA SPP. NO EQUIPAMENTO E SUPERFICIES ANTES DO INiCIO DA PRODU-

CAO

(N.2 positivos/n.? total de amostras)
Origem Fabrica A Fébrica B Fabrica C
L. monacytog L.i L. monocy 18 L. innocua L. monocytegenes L. innocua

Mesas de trabalho * * 0/2 0/2 * c
Tapete de borracha L * * - 01 01
Tébuas 2/4 1/4 112 0/2 0/2 0/2
Facas 0/4 0/4 1/3 1/3 0/4 0/4
Tanques de lavagem/salmoura " 0/1 0/2 0/2 g ”
Fatiadora de salmao = * 0/2 0/2 1/3 0/3
Tabuleiros de fumeiro 0/2 o2 0 01 0/3 0/3
Saca de embalar 0/3 0/3 0/5 0/5 0/2 0/2
Cartao laminado 0/1 0/1 0/3 0/3 0/2 0/2
Lamina de plastico oM o - I . '
Grades de drenagem x * 0/2 0/2 E 2
Agua de lavagem 0/3 0/3 0/3 0/3 0/2 0/2
Salmoura de espadarte 0/3 0/3 n/d n/d * X
Ganchos de fumeiro 0/4 0/4 0/2 0/2 ' :
Fatiadora de espadarte - * 01 0 1/3 /3
Paletes de agco/espadarie o % 0 (041 2 *
TOTAL 3/26 1/26 2/29 1/29 2/22 0/22

* MNao existe este passo na fabrica.
n/d - Nao determinado.

tdbuas (2/4) e tanques de lavagem (1/1) da fabrica
A; tdbuas (1/2) e facas (1/3) da fabrica B e fatiadora
de salméo (1/1) e espadarte (1/1) da fabrica C. L.
innocua estava presente em 3,8% e 3,4% das amos-
tras das fdbricas A e B, respectivamente. As duas
amostras positivas da fabrica C estavam exclusiva-
mente contaminadas com L. monocytogenes.

Incidéncia de Listeria spp. nas amosiras de pescado
(Quadros Il, lll e 1V)

Foram analisadas 95 amostras de pescado. As fre-
guéncias totais (n=95) de Listeria spp. e L. monocy-
togenes foram respectivamente 40% e 24,2%. As
frequéncias de Listeria spp. e L. monocytogenes nas

QUADRO Il

OCORRENCIA DE LISTERIA SPP. EM SALMAO (SALMO SALAR) AO LONGO DA CADEIA DE PROCES-

SAMENTO

(N.2 positivos/n.? total de amostras)
Origem Fabrica A Fabrica B Fabrica C
L. monocytogenes L. innocua L. monacylogenes L. innocua L. monocytogenes L. innocua

Peixe fresco” /4 3/4 n/d n/d 0N 0
Apos filetagem 4 3/4 1/1 i 1/2 1/2
Apos lavagem 2/4 3/4 n/d n/d n/d n/d
Apos salmoura (o4} 01 0 on 0/2 0/2
Apos fumagem 2/5 2/5 0/3 0/3 01 01
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 310 110 110

nfd - Nao detemminado
* Numa das amostras da fabrica A foi detectada L. welshimer.
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fabricas 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%.

Incidéncia de Listeria spp. em salmao (Quadro 11)

Foram analisadas 46 amostras de salmao. As fre-
quéncias totais (n=46) de Listeria spp. € L. mo-
nocytogenes foram respectivamente 39,1% e 23,9%.
As frequéncias de Listeria spp. e L. monocytogenes
nas fabricas 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 apés filetagem nas fabricas A (3/4), B (1/
1) e C (1/2), e em amostras de produto apés lava-
gem (2/4), apos fumagem (2/5) e ap6s corte em fa-
tias (1/3) na fabrica A.

No produto final, sé a amostra positiva proveni-
ente da fabrica A foi confirmada como tendo L.
menocytogenes. As amostras positivas de produto
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final da fabrica B (2/3) estavam exclusivamente con-
taminadas com L. innocua.

Na fabrica A, numa amostra de salméo fresco (1/
4) foi encontrada L. welshimeri tendo-se detectado
L. innocua nas trés restantes (3/4).

Incidéncia de Listeria spp. em espadarte (Quadro II1)

Foram analisadas 23 amostras de espadarte. As fre-
quéncias totais (n=23) de Listeria spp. e L. monocy-
togenes foram respectivamente 39,1% e 21,7%. As
frequéncias de Listeria spp. e L. monocytogenes nas
fabricas A (n=11) e B (n=7) foram 72,7% e 36,4%: e
14,3%. Nesta fabrica B, a (nica amostra positiva en-
contrada, que correspondia a espadarte apés corte e
lavagem, s6 continha L. monocytogenes. Nao foi en-
contrada Listeria spp. no espadarte da fabrica C (n=5).
Na fabrica A foi encontrada L. monocytogenes nos pro-
dutos apos salmouragem (2/3), apés fumagem (1/1)
e no produto final (1/5). Nesta Ultima fabrica foi detec-
tada L. innocua na matéria-prima congelada (2/2),
apos salmouragem (3/3) e no produto final (1/1).

QUADRO IlI

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

PROCESSAMENTO

(N.2 positivos/n.® total de amostras)
Origem Fabrica A Fabrica B Fabrica C
L. monocytogenas L. innocua L. monocytogenes L. innogua L. monocytogenes: L. innacua

Peixe fresco/congelado 0/2 2/2 n/d n/d 0N 0
Apds corte e lavagem n/d n/d n 0/1 n/d n/d
Apos salmoura 2/3 3/3 n/d n/d n/d n/d
Apds fumagem 11 01 nfd nid n/d n/d
Produto embalado a vacuo n/d n/d 0/2 0/2 n/d n/d
Depois de fatiado nid n/d n/d n/d n/d n/d
Produto final 1/5 1/5 0/4 0/4 0/4 /4
TOTAL 411 6/11 17 017 0/5 0/5

n/d - Nao determinado

Incidéncia de Listeria spp. em truta salmonada (Qua-
dro V)

Foram analisadas 26 amostras de truta salmonada.
A fabrica C nao processa esta espécie. As frequén-
cias totais (n=26) de Listeria e L. monocytogenes fo-
ram respectivamente 42,3% e 26,9%. As frequéncias
de Listeria e L. monocytogenes nas fabricas A (n=18)
e B (n=8) foram 55,6% e 33,3%, e 12,5%, respecti-
vamente. Na unica amostra positiva encontrada na

fébrica B, produto apés salmouragem, foram detec-
tadas O" monocytogenes e L. innocua.

Na unica amostra positiva do peixe fresco
da fébrica A s6 foi encontrada L. welshimeri. Nes-
ta fabrica, foi detectada L. monocytogenes nas
amostras do produto apoés filetagem (2/3), apéds
fumagem (1/2), depois de fatiado (2/2) e ne preduto
final (1/4). L. innocua foi detectada em todas as fa-
ses do processo da fabrica A, excepto no peixe fres-
co.
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QUADRO IV

OCORRENCIA DE LISTERIA SPP. EM TRUTA SALMONADA (ONCORHYNCUS MYKISS) AO LONGO DA

CADEIA DE PROCESSAMENTO

(N.? positivos/n.? total de amostras)

QOrigem Fabrica A Fabrica B
L. monoeytogenes L. innocua L. monocytogenas L. innocua

Peixe fresco” 0/3 0/3 n/d n/d
Apds filetagem 2/3 1/3 oM 0N
Apos lavagem 072 1/2 * -
Apos on 1 11 1M
Salga/salmouragem 12 2/2 n/d nid
Apds fumagem & 5 o2 0/2
Filete embalado a vacuo 212 2/2 n/d n/d
Produto final 1/5 1/5 0/4 0/4
TOTAL 6/18 818 1/8 1/8

* Na fabrica A foi encontrada L, welshimeri (1/3).
** Nao existe este passo na fabrica.
n/d - Nao detectado.

Discussiao

Antes deste estudo nao havia qualquer informagéo
publicada acerca da ocorréncia de Listeria spp. em
pescado fumado a frio em Portugal. Todavia, os re-
sultados obtidos estdao de acordo com estudos ante-
riores realizados noutros pafses®®’ 8219112 sando a
presenca de Listeria spp. em pescado fumado a frio
e um facto também verificado em Portugal.

A contaminagéo das fabricas de fumagem com
Listeria spp. era esperada uma vez que estes orga-
nismos sao ubiquitarios e o processo de fumagem a
frio e a concentracéo da salmoura, nao inviabilizam
0 seu aparecimento em qualquer dos passos da
cadeia de fabrico. Em estudos anteriores?, mas de
fumagem de truta a quente (temperaturas de fumo
de 65° C durante 30 minutos) nunca se detectou
Listeria spp. nos produtos apds fumagem.

Aalta contaminagao da Fabrica A, quando com-
parada com as outras duas fébricas, era de esperar,
dada a elevada producao desta fabrica com maior
numero de mao-de-obra envolvida e a auséncia de
programas de limpeza e desinfecgao. Para além dis-
so, nesta fabrica as espécies salméo e truta sdo pro-
cessadas no mesmo dia e quase simultaneamente
sem haver separacao do processo. Isto equivale a
dizer que se uma das espécies estiver contaminada
a outra tambem pode vir a estar dado que o equipa-
mento e superficies nao foram limpos e desin-
fectados entre cada processo. Surpreendentemente,
nao se detectou Lisferia spp. nos produtos finais da
Fabrica C, embora tenha sido detectada nas
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fatiadoras de salmao e espadarte e no salmac apds
filetagem. Alias esta fabrica apresentou a mais bai-
xa incidéncia de Listeria spp.

Os resultados de um estudo’ que pretendia ava-
liar a eficdcia de salmouras de concentragdes tipi-
cas nos produtos fumados a frio (concentracdo de
NaCl de 6% a 20% p/v) revelaram a ineficacia des-
sas concentragdes na redugdo do nimero de L.
monocytogenes nos produtos apos salmouragem.

De igual modo, neste estudo néo se verificou qual-
guer efeito da salmoura na reducgao do nimero des-
tes microrganismos e, no caso do espadarte da fabrica
A, foi precisamente neste passo, apos salmouragem,
gue se encontrou a maior contaminagao do produto o
que leva a crer gue o periedo de salmoura proporci-
onou condigcdes de crescimento da Listeria spp. que
o produto fresco ja continha antes da sua imersao na
salmoura. Nunca foi encontrada Listeria spp. na sal-
moura limpa antes de ser utilizada.

As diferengas entre os métodos de amostragem
de peixe fresco inteiro (zaragatoa) e de peixe ao
longe do processo (homogeneizacao de 25 g) pode-
ra ser responsavel pelo facto de nunca se ter sido
detectada Listeria monocytogenes em peixe fresco,
uma vez que o primeiro metodo pode ser menos sen-
sivel".

As temperaturas inferiores a 30° C usadas du-
rante o pericdo de fumagem podem retardar o cres-
cimento de Listerfa spp.”®, mas certamente nao
eliminam estes microrganismos pois, nesie estudo,
eles foram detectados nos produtos apds fumagem
e, no caso do salmao e da fruta, nao houve redugao



aparente do seu nuimero em relagdo ao passo ante-
rior. Do mesmo modo, a embalagem sob vacuo ndo
parece ter qualquer influéncia na reducéo de Listeria
spp. uma vez que no produto final, mesmo apds um
periodo de armazenamento de duas semanas a 2-
4° C, foi detectada a sua presenca.

Foi verificado através de um estudo’ que envol-
veu amostras de salmao fresco, de origens diversas
usado por empresas de fumagem, que a contami-
nagéo com Lisferia estava confinada & parte mais
superficial do produto e a sua carne nao estava con-
taminada apds a captura ou apds a descongelacéo.
Tudo leva a crer que se a operagao de lavagem do
peixe fresco logo apds a captura e & entrada da fa-
brica for realizada com &gua clorada corrente, a con-
sequente redugdo da carga microbiana antes das
operacoes de filetagem ird impedir a entrada do mi-
crorganismo no musculo do pescado.

O facto de ser frequente o aparecimento de L.
monocytogenes em peixe fumado a frio, toma neces-
sdrio identificar os locais onde a contaminac@o possa
ocorrer e onde se possa estabelecer um controlo efec-
tivo durante a produgdo. Como ja foi mencionado, nem
a salmoura nem a temperatura do fumo usados nes-
te processo podem eliminar este microrganismo
patogénico. Serd necessario intervir a montante, as-
segurando que a matéria-prima nao esteja contami-
nada, estabelecer um programa regular de limpeza e
desinfeccdo das fabricas e evitar as contaminactes
cruzadas. A rota e ciclo de contaminagdo de L.
monocytogenes em peixe fumado é dificil 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
nao tenha sido encontrada L. monocytogenes isto por
si 86 ndo assegura que os mesmos produtos nao
possam vir a ser contaminados com este microrga-
nismo, uma vez que as exigéncias fisioldgicas das
vérias espécies de Listeria sdo em tudo semelhantes.

Este trabalho visava sobretudo fazer o levanta-
mento de Listeria spp. em peixe fumado a frio em
Portugal, mas apds esta etapa de confirmagéo da
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sua presenca nestes produtos porfugueses outros
estudos se seguirao, como seja a determinagdo da
ocorréncia deste microrganismo ao nivel da maté-
ria-prima antes da sua chegada & fabrica e a carac-
terizagao intraespecifica dos isolados de L.
monocytogenes encontrados.
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Longevidade e senescéncia do eritrécito humano

Alice Santos Silva*
Elisabeth M. B. Castro®
Alexandre Quintanilha™*

RESUMO

O tempo médio de vida do eritrocito é de cerca de 120 dias. Ao longo deste periodo a célula vai sofrendo modificacoes resuitantes
de um processo natural de envelhecimento. Sendo uma célula de capacidade biossintética limitada, é também, por consequéncia,
uma célula com uma limitada capacidade de manutencéo das suas propriedades e recuperacio de alteragoes fisicas e quimicas. O
tempo de vida do eritrdcito pode ser abreviado, caso ocorram defeitos intrinsecos, que determinem lesdo precoce do eritrécito. A
marcacdo, para a remocao do eritrécito, é feita por exposi¢cao do neoantigénio de senescéncia, imunologicamente relacionado com
a banda 3, ao qual se liga o auto-anticorpo anti-banda 3, que estimula a deposigao de complemento. Em conjunto, IgG's e comple-
mento, medeiam o reconhecimento e remocao de eritrocitos senescentes ou lesados, pelos macrofagos.

Palavras-chave: Eritrocito; senescéncia eritrocitéria; auto-anticorpos anti-banda 3; remogao eritrocitaria.

SUMMARY

During its life span (about 120 days) the erythrocyte is exposed to various insults and undergoes physical and chemical changes, which become
miore pronounced with cell age. Erythrocytes that develop intracellular defects earlier during their life span are removed from circulation at an
earlier stage, since the erythrocyte has a reduced repair mechanism. The pathway for the removal of senescent or damaged erythrocytes
involve the exposition of the senescent necantigen, immunologicaly related to band 3, which binds to a specific 1gG auto-antibody. These
naturally occurring anti-band 3 antibodies and complemeant, together, mediate the recognition and removal of senescent or damaged erythrocytes,
by macrophages.

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

1. Introducao

O tempo médio de vida do eritrécito, isto €, a sua
potencial longevidade é de cerca de 120 dias. Ao
longo deste periodo a célula vai sofrendo modifica-
coes resultantes de um processo natural de enve?
lhecimento. Sendo uma célula de capacidade
biossintética limitada, é também, por consequéncia,
uma célula com uma limitada capacidade de manu-
tengao das suas propriedades e recuperacao de al-
teracoes fisicas e quimicas. De facto, o eritréecito

* Departamento de Biogquimica da Faculdade de Farmacia da
Universidade do Porto; Centro de Citologia Experimental da
Universidade do Porto

** Centro de Citologia Experimental da Universidade do Por-
to; Departamentc de Biologia Molecular do Instituto de Ci-
éncias Biomédicas Abel Salazar da Universidade do Porto

circulante sofre e acumula modificagtes fisicas e
guimicas, que constituem marcadores de envelheci-
mento celular.

A medida que a célula se aproxima dos 100 dias
de vida, observa-se uma redugao na activida-
de enzimatica das diversas enzimas operantes,
que se reflecte na deterioracdo dos processos me-
tabdlicos delas dependentes. A reducdo de activida-
de da via de Embden-Meyerhof (EM) conduz a uma
diminuigao do ATP (adenosina trifosfato) disponivel
e, por consequéncia, a um desequilibrio dos proces-
sos energetico-dependentes, e a reducao da capa-
cidade de deformabilidade e estabilidade da
membrana. A faléncia da via das hexososes
monofosfato (HMF) torna a célula incapaz de supe-
rar favoravelmente uma situagdo nao fisioldgica de
stress oxidativo.
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Longevidade e senescéncia do eritrdcito humana

As lesbes bioquimicas decorrentes do processo
de envelhecimento determinam alteracoes fisicas e
quimicas na célula. Observam-se alteragdes no vo-
lume da célula, na sua densidade e nos componen-
tes citoplasmaticos e da membrana. O volume celular
reduz-se e parece resultar da perda de K* e de
microvesiculagdo da membrana. Associa, ainda, um
aumento de densidade, uma reducao na capacida-
de de deformabilidade e também uma redugdo da
mobilidade eléctrica, devida a uma redugao das car-
gas negativas de superficie'.

Na composicdo da membrana as alteracoes
senescentes sdo subtis, atribuindo-se a redugao
observada nos lipidos, nas proteinas e enzimas de
membrana, & perda de pequenas porgdes da mem-
brana, com eventual perda de conteudo cito-
plasmatico. Estarao na origem desta fragmentacao
lesbes mecénicas sofridas pelo eritrécito, particular-
mente a nivel esplénico e da microcirculagao.
De facto, as modificacbes na membrana da
célula senescente, referem-se mais & organizagao
dos seus constituintes — fosfolipidos, residuos de
hidrato de carbono, proteinas e enzimas. A suscep-
tibilidade dos fosfolipidos da membrana & fosfolipase
A, aumenta nos eritrécitos mais velhos, o que pode-
ra explicar a organizacao fosfolipidica alterada e a
assimetria reduzida, observada nos eritrocitos
senescentes?. A peroxidagdo lipidica é também fre-
quente nos eritrocitos mais velhos, sobretudo naque-
les que sofreram stress oxidativo®. As modificagdes
em proteinas da membrana incluem alteragoes por
oxidagdo, glicosilagdo n&o enzimatica, carboxi-
metilacdo, fosforilacao, agregagao covalente devida
a activagao do sistema Ca*‘transglutaminase e de-
gradacdo®’. E ainda frequente a ligacdo de protei-
nas citoplasmaticas e do citosqueleto a membrana’.

Nenhuma das alteragdes decorrentes do proces-
so fisiologico de envelhecimento atinge valores que,
s6 por si, determinem incapacidade metabdlica, con-
denando a célula a morte. A importancia relativa de
cada um deles no processo de remocao eritrocitaria
& controverso. Parece, no entanto, obrigatdrio que o
mecanismo determinante de remocao, dependa de
maodificagbes sofridas e acumuladas pelo eritrocito,
dada a sua incapacidade biossintética. Essas modi-
ficacdoes mediarao alteracoes a nivel da membrana,
por forma a poderem ser reconhecidas como celu-
las senescentes pelos macréfagos. O tempo de vida
do eritrocito pode ser abreviado, caso ocorram de-
feitos intrinsecos, como hemoglobinopatias,
enzimopatias, defeitos na estrutura ou composigao
da membrana ou, ainda, guando se desenvolvem
mecanismos ou factores extrinsecos que determinem
lesao precoce do eritrocito.
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O maior problema no estudo do processo de
senescéncia advém da dificuldade em separar célu-
las de diferentes idades, numa populagao eritrocitaria
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 redugéo no volume
do eritrocito. O valor de concentragao de
hemoglobina globular média (CHGM) é o principal
determinante de distribuicao eritrocitdria nos méto-
dos de separacdo por centrifugagcao. Assim, uma
modificacdo precoce na densidade ou no VGM, de-
terminara uma redugao ou um aumento na CHGM,
a qual determinara o posicionamento da célula, numa
fraccdo que nao correspondera a sua idade crono-
l6gica. Sdo, alids, diversos os trabalhos em que se
refere a observacao de modificagGes caracteristicas
das células senescentes, em populagdes eritro-
citarias menos densas®®. A maioria das metodologi-
as desenvolvidas e aplicadas no estudo do processo
de envelhecimento eritrocitario, envolvem um proces-
so de separagao por centrifugagao, com base na di-
ferenga de densidade das celulas. Uma extensa
variedade de meios de gradiente de densidade tém
sido usados, tais como albumina bovina sérica,
stractan |l, dextranos, ficol e percol. Este Ultimo,
constituido por particulas de silica coloidal revestidas
com polivinilpirrclidona, apresenta diversas vanta-
gens sobre os restantes. A sua baixa viscosidade,
pressdo osmdtica e atoxicidade permitem um fécil
ajustamento as condicoes fisiologicas. Pode usar-se
na preparagao de gradientes de densidade continua
ou linear (self-generated) e descontinua™. Em ani-
mais sao também usadas técnicas de supresséao
eritrocitéria por policitemia induzida por hiper-
transfusao.

O envelhecimento de eritrécitos in vitro é consi-
derado por diversos autores como um bom modelo
de estudo do processo de envelhecimento
eritrocitario in vive, uma vez gque a capacidade de
sobrevivéncia de eritrocitos armazenados decresce
ao longo do tempo e gue as modificagbes adquiri-
das ao longo desse periodo, que comprometem a
viabilidade da célula, sao sobreponiveis as modifi-
cagdes descritas como resultantes de senescéncia
in vivo. De facto, do estudo comparativo de celulas
envelhecidas in vitro, com células de elevada densi-
dade, diversas semelhancas tém sido observadas,
nomeadamente a diminuicao da relacao area de
superficie/volume, semelhanga do perfil proteico da
membrana obtido por electroforese em gel de
poliacrilamida e dodecil sulfato de sddio (SDS-
PAGE), aumento da ligag@o de auto-anticorpos a
membrana'. De forma andloga, foram observadas



semelhancas entre eritrocitos mais densos e
eritrocitos com patologia associada a envelhecimento
acelerado, tais como talassemias, drepanocitoses,
esferocitoses, eliptocitoses, xerocitoses™ 2",

2. Modificagoes no eritrécito senescente
2.1. Disfuncdao Metabolica

2.1.1. Variagbes na glicdlise
pela via de Embden-Meyerhof

Na célula senescente a glicélise pela via EM, a via
metabdlica principal do eritrécito, produtora de ATP
e NADH (nicotinamida adenina dinucledtido), faz-se
a um ritmo mais lento, em consequéncia de uma
reducdo na actividade das diversas enzimas que nele
actuam. Esta redugdo nao é valorizada por alguns
autores, que a atribuem mais ao processo de
maturagao reticulocitdria, que ao processo de enve-
lhecimento celular, dada a dificuldade em obter cé-
lulas senescentes, mais densas, sem contaminagao
reticulocitaria. Independentemente desta controvér-
sia, as células senescentes em condi¢des de stress
metabdlico, sdo mais susceptiveis de deplegdo me-
tabélica. Num ambiente pobre em glucose, como
acontece na circulacao esplénica, as células mais
densas, rapidamente depletadas em ATP, séo inca-
pazes de resposta a estimulacdo metabdlica
imposta nessas condicBes. Todos os processos ener-
gético-dependentes do eritrécito, ficam compro-
metidos em caso de redugdo nos niveis de ATP
disponivel e, paralelamente, nos niveis de NADH e
de 2,3-difosfoglicerato (2,3-DPG). A importancia do
ATP e do 2,3-DPG para a viabilidade e preservac¢éao
da principal funcao da célula, a oxigenacao dos te-
cidos, é largamente evidenciada nas amostras de
sangue colhidas para transfusao, em que se usa ACD
(acido citrato dextrose) ou CPD (citrato fosfato
dextrose) como anticoagulante. O armazenamento
destas amostras conduz a uma redugao em ATP e
2,3-DPG, que esta relacionada com a concentragao
hidrogenionica e com a osmolaridade da solugao
anticoagulante. A deplegéo de ATP limita a accao das
enzimas dele dependentes — ATPases — determinan-
do a faléncia da bomba de sdédio e potdssio, do trans-
porte de Ca**, do transporte de glutatido oxidado
(GSSG), de dissulfuretos mistos e conjugados de
glutatiao. O stress metabdlico, por deplegdo em ATP,
& acompanhado de um aumento na capacidade de
ligacdo de imunoglobulinas G (lgG) a membrana
eritrocitaria. Este ponto &, todavia, controverso e
pode estar associado a outras modificagtes que, por
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si s6 ou em conjunto, determinam a ligagao de
anticorpos @ membrana'®. Durante o armaze-
namento, a deplecdo em ATP é progressiva e con-
duz a alteragbes na forma da célula, de discocito para
esferdcito, a perda de lipidos de membrana e a uma
rigidez acrescida da membrana. H4, pois, uma per-
da progressiva da viabilidade celular, que & bem evi-
denciada pela remocéo de células lesadas, apds a
reinfusdo do sangue'.

0O 2,3-DPG regula a afinidade da hemoglobina
para o oxigénio, pelo que a sua redugao significa um
aumento da afinidade da hemoglobina para o oxige-
nio, comprometendo a libertagdo de oxigénio para
os tecidos.

Em determinadas eritropatias, observa-se remo-
cao precoce das células, provavelmente decorrente
de um processo de envelhecimento celular acelera-
do, devido a um stress metabdlico crénico. E o caso
das alteragbes primdrias da membrana eritrocitéria,
que sdo 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
glicdlise e produgdo de ATP. O stress metabdlico
crénico nestas condigbes determinard uma deplegao
precoce dos sistemas enzimaticos, e, por consequén-
cla, em ATP, com faléncia das bombas catidnicas,
hidratacdo e aumento de volume da célula. Parale-
lamente ao aumento da porosidade aos catides, a
célula, devido a uma composicéo proteica alterada,
da membrana, sofre fragmentagdo, com diminuigao
da relacao area de superficie/volume e perda de
elasticidade e estabilidade da membrana.

A medida que a célula envelhece a capaci-
dade de sintese de glutatiac (GSH), via glutatido
sintetase e gama glutamil cisteina sintetase, depen-
dente de ATP, decresce e 0 GSSG acumula-se. Este
aumento de GSSG pode inibir a actividade da
hexocinase, limitando a glicolise e o fornecimento de
energia's. A capacidade de defesa da célula
senescente contra o ataque oxidativo de peroxidos
ou outros oxidantes, bem como contra a ac¢éo téxi-
ca de compostos electrofilicos de origem enddgena
ou exdgena, esta limitada e permite o desenvolvi-
mento de um stress oxidativo, que podera afectar os
diversos componentes do eritrécito, nomeadamente
a hemoglobina™ ',

A produgao de NADH na célula senescente sera
também mais reduzida, limitando a acgdo da enzima
meta-hemoglobina redutase principal e, por conse-
guéncia, a manutengdo da hemoglobina no estado
funcional.
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A célula senescente & habitualmente mais den-
sa e de menor volume. A densidade & definida pela
CHGM. O contetido em hemoglobina mantém-se ao
longo da vida, embora possam ocorrer perdas no
decurso de fragmentacao celular. A CHGM sera,
portanto, determinada pelo conteudo hidrico da cé-
lula, que é regulado pela concentracao infracelular
de Na* e K*. As celulas senescentes contém menos
K* e mais Na* que as celulas mais jovens, o gue
parece resultar de uma maior porosidade da mem-
brana aos catides, a semelhanca do que acontece
nas eritropatias de membrana.

2.1.2. Variacdes na glicdlise pela via das hexoses
monofosfato

A via HMF, apesar de representar apenas 10% do
metabolismo eritrocitério, € de extraordinaria impor-
tancia como defesa anti-oxidante, por constituir a
tnica fonte de NADPH (nicotinamida adenina
dinucledtido fosfato) na célula. A enzima-chave des-
ta via metabdlica é a glucose-6-fosfato desi-
drogenase (GBPD), cuja actividade é reguldvel pelo
NADPH disponivel na célula. No eritrdcito maduro a
G6PD apresenta uma actividade que é cerca de 1%
da sua capacidade maxima'®, ndo constituindo, to-
davia, um factor limitante da via HMF, na medida em
que possui capacidade para operara um ritmo su-
perior em situagdes de stress oxidativo. Ou seja,
neste caso, a G6PD aumentard a sua actividade, no
sentido de repor os niveis de NADPH e proteger o
eritrocito contra o ataque oxidante. A estimulacao da
via HMF far-se-a em prejuizo da via EM, e a sua
intensificacdo serd funcéo da natureza do agente
oxidante e da respectiva concentracdo. Nas células
senescentes, a GEPD apresenta uma actividade re-
duzida e, mais importante, uma capacidade de res-
posta ao stress oxidativo bastante inferior ao das
células mais jovens®, Os factores gue afectam a via
HMF em geral e a actividade da sua enzima-chave,
a GBPD, em particular, sdo ainda hoje objecto de
estudo, que se afigura, alids, de grande importancia
para o esclarecimento do metabolismo no eritrocito
normal e no eritrécito deficiente em G6PD. A impor-
tancia desta enzima prende-se com o facto de a sua
deficiéncia comprometer todo o metabolismo pela via
HMF e de representar a eritroenzimopatia de maior
prevaléncia mundial, afectando cerca de 100 milhoes
de pessoas. A grande maioria dos individuos porta-
dores deste trago genético sdo assintomaticos e, fre-
guentemente, desconhecem a sua existéncia até ao
momento em que sofrem uma crise hemolitica. Este
facto demonstra que na maioria dos casos a enzima
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deficiente, operando com uma actividade muito pra-
xima da sua capacidade maxima, consegue manter
niveis compativeis cm a viabilidade celular. Todavia,
falham, quando sujeitos a um siress oxidativo, dada
a incapacidade de aumentar a actividade da G&PD.
A crise hemolitica aguda pode ser desencadeada por
medicamentos, por agentes quimicos, por ingestao
de favas ou por acidose diabética®’. Em todos os
casos, desenvolve-se no interior do eritrécito um
stress oxidativo, que se deve a formacao ou difusao
de formas activas de oxigenio que, acumulando-se,
exercem a sua accao oxidanie sobre diferentes
constituintes eritrocitarios, marcando a ceélula para a
morte. Infecgoes e viroses podem também desenca-
dear crises hemoliticas, no deficiente em G6PD, que
se devem ao sfress oxidativo criado pela difuséo, atra-
vés da membrana eritrocitaria, de perdxido de hidro-
génio proveniente da activagdo de neutréfilos. De
facto, eritrocitos deficientes em GE6PD, quando incu-
bados in vitro na presenca de granulécitos e particu-
las de ldtex, sofrem uma reducdo nos niveis de GSH
e dotempo de vida. Esta alteragao néo se verifica por
incubagao dos eritrocitos com granuldcitos em «repou-
so», isto &, sem activagdo, ou ainda por incubagao
de eritrocitos normais com granulocitos e particulas
de latex. Estas observagbes evidenciam a acgdo do
peroxido de hidrogénio, produzido pelos neutrdfilos
durante o processo de activacdo para fagocitose das
particulas de latex, sobre o eritréeito.

Considerando o gue ocorre em caso de sfress
oxidativo na deficiéncia em G6PD e ainda nas célu-
las senescentes, com uma actividade enzimatica
inferior e uma capacidade limitada de resposta ao
stress oxidativo, & razoavel pensarmos que as célu-
las senescentes sdo passiveis de remogao precoce
em caso de sitress oxidativo e, ainda, que a restante
populagao eritrocitaria, embora capaz de ultrapassar

a «crise», sofrera e acumulara modificagdes que

poderao abreviar a sua longevidade. Da mesma for-
ma, situagbes que associem activacio de neutréfilos
determinardao um envelhecimento precoce da popu-
lagao eritrocitaria. O metabolismo do glutatiao é tam-
bém sensivel a qualguer modificacdo do metabolismo
pela via HMF, apesar da reconhecida capacidade de
sintese de GSH pelo eritrocito. Uma prolongada ex-
posicao a reduzidos niveis de GSH foi asseciada a
lesbes de natureza oxidativa da membrana
eritrocitaria, com reducéo da sua estabilidade®.

2.2, Modificagbes na membrana eritrocitaria

As modificagbes na membrana, decorrentes do pro-
cesso de senescéncia, surgem na sequéncia da



deterioracao dos processos metabdlicos e ainda por
lesdo mecanica, que sera exacerbada logo que a
capacidade de deformabilidade do eritrocito seja tam-
bém limitada. Varios trabalhos evidenciam reductes
no conteldo em colesterol e fosfolipidos, hidratos de
carbono e proteinas'*#?4, Estas modificacdes pare-
cem resultar da perda de area de superficie que se
observa nas células senescentes, ja que as propor-
¢coes dos diversos componentes apresentam valores
quase constantes'. O mecanismo subjacente a per-
da de pequenas porgdes de membrana nao esta
ainda perfeitamente esclarecido, embora o baco
pareca ter um papel crucial. De facto, individuos
esplenectomizados apresentam, relativamente aos
nao esplenectomizados, eritrocitos de volume supe-
rior, com um contetido lipidico superior na membra-
na, a-qual apresenta pequenos «pits», com aspecto
de vactclos ou inclusdes, cujo nimero aumenta a
medida que a célula envelhece em circulagao. Este
facto indicia, portanto, o envolvimento do bago na re-
mocao dos «pits», a qual é provavelmente acompa-
nhada de perdas de membrana ou de sequestragao
e remogao eritrocitaria.

No que respeita aos fosfolipidos, embora as pro-
porcoes se mantenham, ha, todavia, uma alteragdo
na assimetria lipidica, com exteriorizagdo dos
aminofosfolipidos fosfatidiletanolamina e fosfati-
dilserina, provavelmente decorrente de uma altera-
cao no processo de interiorizacao dos mesmos?%,

2.2.1. Por deplecao metabdlica

A reducao dos niveis de ATP e GSH, decorrentes do
processo natural de senescéncia, ou de desequili-
brio metabdlico 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 desequilibrio electrolitico na célula, com diminui-
cao de K e aumento do Na* intracelular, que deter-
minardo um menor conteldo hidrico na célula, que
se torna mais densa, com uma viscosidade interna
acrescida e, por consequéncia, com uma capacida-
de de deformabilidade reduzida. A CHGM do
eritrocito é ja tao elevada que um pequeno aumen-
to, por redugao da agua intracelular, determina um
aumento substancial da viscosidade interna.

A lesdo oxidativa de constituintes da membrana
de eritrocitos depletados em ATP ou em GSH, ou
ainda em ambos, é fungao do tipo de agente
oxidante, da sua concentragao e dos seus alvos pre-
ferenciais ou ocasionais. Coetzer et al?® mostraram
que eritrocitos depletados em GSH (amostras de
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individuos deficientes em G6PD), com niveis normais
de ATP, apresentam agregacaoc de proteinas da
membrana, resultante da formagédo de pontes
dissulfureto entre diferentes proteinas, como a
espectrina, globina, banda 3 e outras, provavelmen-
te citoplasmaticas. A deplegdo concomitante em GSH
e ATP conduz também a formacao destes agrega-
dos, mas, segundo o autor, a deplecao nos niveis
de ATP nao é obrigatdria para que ocorra a referida
agregacdo. Mostraram ainda que, sob a acc¢do de
um agente oxidante exdgeno (acetilfenil hidrazina),
as células depletadas em GSH, mas ndao em ATP,
apresentam também agregacao proteica, todavia, a
natureza destes agregados é distinta daqueles obti-
dos por acgdo de oxidantes de origem intracor-
puscular. Neste caso, 0s agregados tinham como
principal constituinte a globina e apresentavam pe-
guenas quantidades de espectrina e de banda 3. Se-
gundo os autores, o tamanho e frequéncia da
agregacao é fung@o do nimero de colisdes entre 0s
grupos tiol das proteinas, da concentragcao do
oxidante e do GSH. O ATP podera desempenhar o
papel de regulador da mobilidade das proteinas da
membrana e nao de preservacao da interaccdo es-
tavel das proteinas da membrana.

A deplecao em ATP determina um aumento na
ligagdo de anticorpos & membrana, na sequéncia de
modificactes nesta, que traduzem a deplecao me-
tabdlica™.

A concentracao de calcio intracelular nao apre-
senta variagOes significativas, apesar de a activida-
de da Ca**ATPase apresentar valores progressi-
vamente mais baixos, por senescéncia. Todavia, per
accao de um agente oxidante exdgeno observa-se
ja em paralelo com um decréscimo de actividade da
enzima, um aumento do Ca*tintracelular®’.

2.2.2. Por lesao oxidativa

A natureza e origem das lesOes oxidativas da mem-
brana, pela sua diversidade e inconsisténcia sao
controversas e pouco esclarecidas. Esta controvér-
sia esta relacionada com o agente oxidante — con-
centragao, tempo de actuagao, poder oxidante,
localizagédo — e com o estado metabdlico do eritrécito
ou, mais precisamente, com a capacidade de res-
posta dos seus sistemas de defesa anti-oxidante. Um
eritrocito senescente ou um eritrocito com um siste-
ma de defesa anti-oxidante limitado, é sempre uma
célula mais vulneravel gue um eritrocito normal. E,
mesmo no caso de eritrocitos normais, é razodvel
pensar que, sendo as enzimas envolvidas naqueles
sistemas, de localizagao citoplasmatica, podem nao
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impedir cabalmente |esoes oxidativas a nivel da
membrana, quando o oxidante & libertado nas proxi-
midades desta. Embora o eritrocito dependa predo-
minantemente dos seus sistemas de defesa
anti-oxidante na prevencao de lesoes oxidativas da
membrana, existem também na membrana pro-
teases, que podem reconhecer e degradar proteinas
oxidadas, incluindo a hemoglobina®®. Os reticulécitos
possuem um sistema de protedlise para degradagao
de proteinas de estrutura alterada, dependente do
ATP. Este sistema, também responsavel pela elimi-
nacéo programada de varias proteinas, no decurso
do processo de maturagdo reticulocitaria, esta au-
sente no eritrécito®. Nos reticulécitos e eritrdcitos
maduros actua um outro sistema proteolitico, inde-
pendente do ATP, que esta envolvido na degrada-
cao de proteinas alteradas por oxidacao®. O
desenvolvimento na membrana eritrocitaria, de
polimeros de elevado peso molecular, de origem
oxidativa, pode resultar de uma capacidade limitada
deste sistema para a sua remogao proteolitica, ou
de um ritmo oxidativo tao elevado, gue aquele siste-
ma proteolitico seja incapaz de o acompanhar.

O eritrocito pela sua especializagao no transpor-
te de oxigénio € uma célula equipada de um meca-
nismo de defesa anti-oxidante, o qual, em
determinadas circunsténcias, pode, todavia, tornar-
se vulneravel a acgdo oxidativa do oxigénio
molecular. O estudo de células senescentes tem
evidenciado a existéncia de lesoes cumulativas, de
natureza oxidativa, na membrana eritrocitaria®33%31,
A oxidagao da hemoglobina a meta-hemoglobina,
que se liga a membrana, aumenta progressivamen-
te com a idade celular, em paralelo com a reducao
de GSH e o aumento em giutatido oxidado'™. A
desnaturacao de hemoglobina é, alids, frequente em
determinadas patologias associadas com stress
oxidativo (deficiéncia em GEPD e glutatiao
peroxidase), com envelhecimento celular acelerado
e com hemoglobinopatias®. Nestes casos, a hemo-
globina desnaturada € visivel sob a forma de inclu-
sbes etitrocitarias, designadas por corpos de Heinz,
de localizacdo membranar. A meta-hemoglobina so-
fre pequenos rearranjos estruturais que podem le-
var a formacgéo de hemicromos reversiveis ou,
prosseguindo a desnaturagdo, de hemicromos
irreversiveis, gue irdo constituir o nicleo para a for-
magdo de corpos de Heinz. Os hemicromos apre-
sentam uma elevada afinidade para o dominio
citoplasmatico da proteina banda 3 da membrana,
formando um copolimero reversivel, mas insolivel,
gue se amplifica rapidamente, atingindo dimensoes
macromoleculares®#**, A maior frequéncia de cor-
pos de Heinz em individuos esplenectomizados
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mostra que a sua formagao esta relacionada com o
processo de envelhecimento e remogao eritrocitéria.
A desnaturacéo da hemoglobina pode surgir na se-
quéncia da formacao de metabolitos de oxigénio que,
nao sendo convertidos e eliminados sob a forma de
agua, por accéo do metabolismo do glutatido que nas
células senescentes e em determinadas eritropatias
estd comprometido, conduzem a formacao de outros
metabolitos de poder oxidante superior.

O aumento do sulfoxido de metionina na mem-
brana de eritrocitos densos é outro sinal de leséo
oxidativa da membrana e constitui um precoce
marcador de senescéncia™®. De facto, a sua con-
centragdo em eritrocitos jovens € significativamente
diferente da apresentada pelos eritrécitos de meia-
idade; entre estes e os eritrécitos mais densos nao
ha, todavia, diferenga significativa. A oxidagao da
metionina inicia-se, portanto, muito cedo na vida do
eritréeito, mantendo um valor mais ou menos cons-
tante a partir de um determinado periodo da vida da
célula, o que podera explicar-se pela degradacgao de
proteinas altamente oxidadas ou, ainda, pela sua
remogac no decurso do processo de fragmentagao
da membrana, que ocorre ao longo da vida da célu-
la’.

O metabolismo do glutatiao permite ao eritrocito
manter 0s grupos tiol no estado reduzido. Todavia, a
disfuncao metabdlica que acompanha o processo de
senescéncia, torna os grupos tiol das proteinas da
membrana susceptiveis a oxidagao. De facto, as
proteinas da membrana apresentam alteracoes
conformacionais e uma redugao dos grupos tiol, em
paralelo com o aparecimento, nos electroforeto-
gramas, de novas bandas de elevado peso
molecular’.

Varios trabalhos in vitro foram elaborados com o
objectivo de estudar a accao de diferentes oxidantes,
em diferentes condicoes, sobre eritrocitos normais,
senescentes e com determinadas patologias, por
forma a clarificar o processo de senescéncia e de
lesao oxidativa da membrana. Os agentes oxidantes
podem actuar directamente sobre as proteinas da
membrana, alterando a sua estrutura e tornando-as
susceptiveis a degradacao ou agregagao, ou indirec-
tamente, atraves dos produtos de oxidagao lipidica
como dienos conjugados, hidroperdxidos ou malonil-
dialdeido, capazes de promover modificacoes
oxidativas nas proteinas da membrana eritrocita-
riazll‘?.GB‘

Os sistemas produtores e de eliminacgao de for-
mas activas de oxigénio no eritrécito, tém merecido
especial atencgédo, dada a producao continua de
metabolitos de oxigénio, por autoxidagao da
hemoglobina. Como moadificactes impostas por es-



tes, podem salientar-se a redugéo de GSH e de
NADPH, a oxidagdo da hemoglobina, protedlise, a
formacao de agregados de elevado peso molecular,
a inibigao de enzimas de transporte transmembranar
(Na*K*ATPases, Ca*ATPase), a lipoperoxidagéo, a
redugédo na elasticidade e estabilidade da membra-
na e, finalmente, a hemdlisg'320313%43,

O perdxido de hidrogénio é um perdxido hidros-
sollvel produzido continuamente por autoxidagéo da
hemoglobina, que em concentragdes pré-hemoliticas
determina modificagdes na permeabilidade ao K*,
redugdo na capacidade de deformabilidade da mem-
brana, oxidagdo da hemoglobina e sua ligagcao a
membrana, e lipoperoxidagdo*. O f-butil hidrope-
réxido, um peréxido hidréfobo, tem ja um efeito dife-
rente sobre o eritrocito. A sua acgao sobre a
permeabilidade catidnica € minima, assim como
sobre a deformabilidade da membrana, verificando-
se, todavia, uma redugdo na estabilidade da mem-
brana. Efeitos tdo dispares, de compostos
quimicamente semelhantes, podem resultar de me-
canismos e locais de accdo também dispares.

Aos metabolitos de oxigénio sao afribuidas mo-
dificagbes pouco consistentes e, por isso, controver-
sas. Enquanto a exposigdo de eritrécitos ao
hidroperoxido promove o «cross-linking» de protei-
nas de membrana, sem alteragao de volume®, a
exposicao de eritrocitos ao superoxido resulta em
protedlise acentuada e aumento do volume celular.
O aumento da permeabilidade da membrana, por
alteractes estruturais ou de degradacao da banda
3, podera justificar este aumento de volume celular.
Observam-se também modificagdes na forma dos
eritrdcitos, evoluindo de discocitos para estoma-
tocitos e, finalmente, para esferdcitos. Estas modifi-
cacdes nao se observam, todavia, em membranas
isoladas e tratadas nas mesmas condi¢des, eviden-
ciando a importancia da hemoglobina neste proces-
so™.

Outra acgdo dos metabolitos de oxigénio e a
peroxidag@o dos lipidos de membrana. Os acidos
gordos poli-insaturados sao decompostos por um
processo de peroxidagao directa ou indirecta de que
resulta, como produto final, o malonildialdeido
(MDA)"'2%, O MDA reage com o meio lipidico cir-
cundante mais préximo, gue no caso serao 0s
aminofosfolipidos do folheto interno da bicamada
lipidica, para formar um aducto lipidico, resultante do
«cross-linking» de fosfatidiletanolamina e fosfatidil-
serina com os grupos aldeido do MDA?®, em anteci-
pacao as bases de Schiff, que resultam da interaccao
do MDA com os grupos amina das proteinas da
membrana eritrocitaria. O MDA pode, para além
destes produtos, promover o «cross-linking» de pro-
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teinas por pontes dissulfureto, com eventual forma-
¢do de agregados irreversiveis de elevado peso
molecular'®, Estas modificactes sao referidas de uma
forma inconsistente, na membrana de eritrécitos
senescentes, de eritrécitos com enzimopatias, com
hemoglobinopatias ou com patologia de membra-
na®*, Nos individuos esplenectomizados estas
madificacdes intensificam-se, o que evidencia o en-
volvimento esplénico na sua remogao. Em conse-
quéncia das modificacdes lipidicas e proteicas que
acompanham a peroxidagao de acidos gordos
insaturados, as propriedades fisico-quimicas da
membrana eritrocitéria modificam-se, com rigidi-
ficagdo da bicamada lipidica, estimulagdo dos movi-
mentos verticais dos fosfolipidos e exteriorizacao dos
aminofosfolipidos?®?®. A peroxidacdo lipidica da mem-
brana senescente sugere deplecéo de anti-oxidantes
da membrana eritrocitaria. A vitamina E & um destes
anti-oxidantes e o seu valor apresenta-se, de facto,
reduzido, nas células senescentes, mais densas.

Se existe controvérsia gquanto a natureza e ori-
gem das lesdes oxidativas da membrana do eritrocito
senescente, também ela existe no que se refere ao
impacto destas modificagdes na morfologia,
deformabilidade, viabilidade e longevidade da célu-
la. Segundo alguns, as lesdes oxidativas sao acom-
panhadas de desestabilizacao da membrana, a qual
se traduz numa redugdo da sua capacidade de
deformabilidade, aumento da fragilidade osmodtica,
predisposicao para a fragmentacao, e eventualmen-
te para uma longevidade abreviada®. O impacto da
acgao de um oxidante sobre a membrana eritro-
citaria, dependerd, ndo s6 dos multiplos mecanismos
de defesa anti-oxidante existentes na célula e que
poderao proteger diferentes componentes da mes-
ma, mas também de outros factores, nomeadamen-
te o tipo de oxidante, a sua concentragdo, as
concentracoes dos diferentes componentes celula-
res, efc.

2.2.2.1. Por lesdo oxidativa da banda 3

O tratamento de eritrdcitos jovens com agentes
oxidantes, como a fenilhidrazina e o «acridine oran-
ge», promovem a agregacéo da proteina banda 3 da
membrana eritrocitaria®™*®. O processo de oxidagao
pela fenilhidrazina inicia-se com a desnaturacao da
hemoglobina e formagao de hemicromos, que tém
uma grande afinidade para o dominio citoplasmatico
da banda 3%. A associacao destes com a banda 3
desencadeia a propagacao da reacgédo, com forma-
¢do de copolimeros de elevado peso molecular, que
serdo reconhecidos por auto-anticorpos anti-banda
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3. O «acridine orange», sendo um oxidante lipofilico,
nao actua sobre a hemoglobina, mas somente so-
bre os constituintes da membrana. Todavia, promo-
ve igualmente a agregacao irreversivel da banda 3,
a que se segue também o reconhecimento e liga-
¢ao por auto-anticorpos; demonstra-se desta forma
o envolvimento da banda 3 modificada, independen-
temente da desnaturagao da hemoglobina, na liga-
¢ao de autc-anticorpos @ membrana eritrocitdria.
Estudos microscépicos por imunofluorescéncia e
estudos por «immunoblotting», de eritrdcitos tratados
com oxidantes, corroborou este envolvimento, mos-
trando uma localizagao sobreponivel dos anticorpos,
dos agregados de banda 3 e dos corpos de
Heinz %%, Os agregados de hemoglobina desna-
turada ou hemicromos com banda 3 sao caracteris-
ticos de eritrcitos senescentes, eritrdcitos deficientes
em GBPD, eritracitos com um sistema de defesa anti-
oxidante reduzido e ainda de eritrocitos com
hemoglobinas instaveis®# #4455 Sendo a banda
3 um dos pontos de ligagao do citosqueleto com a
bicamada lipidica, qualguer modificagé@o na distribui-
¢éo da banda 3 pode causar um desequilibrio da
estrutura da membrana. A mobilizagéo lateral da
"banda 3, decorrente da agregagéo, podera até criar
dreas estritamente lipidicas na membrana, favore-
cendo a vesiculacdo da membrana® 2,

2.2.3. Por protedlise

A membrana do eritrcito senescente apresenta le-
sOes de natureza proteolitica. Ao contrério dos pro-
cessos de lipoperoxidacao e hemdlise, a protedlise
inicia-se rapidamente, apds exposicao a metabolitos
de oxigénio; & semelhanca da liperoxidagéo, proces-
sa-se duma forma linear em funcéo do tempo e da
concentracé@o do agente oxidante, o que sugere que
o processc de protedlise e de peroxidacao lipidica,
apesar de se processarem por mecanismos diferen-
tes, possam ter uma interligacao. E mesmo possivel
que a producdc dos metabolitos de oxigénio no
metabolismo eritrocitdrio tenha uma fungao fisioldagi-
ca no despoletamento da degradacéo de proteinas
maodificadas ou de enzimas nocivas para a célula?®?’,

O mecanismo de accdo e a natureza das protea-
ses envolvidas na degradacao de proteinas da mem-
brana € ainda obscure. Todavia, as alteragbes
proteoliticas da membrana s@o de especial impor-
tancia, por se relacionarem com o desenvolvimento
do neoantigénio de senescéncia, que se liga a
anticorpos presentes no plasma®* %, Esta ligagdo
serd reconhecida pelos macréfagos que, em conjunto
com o complemento, procedem & remogao da célu-
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la por fagocitose. Os macréfagos sao células do sis-
tema fagocitico, responsaveis pela remocgao de
eritrocitos senescentes, e também uma importante
fonte de formas activas de oxigénio e proteases. E
pois razoavel que um eritrocito, que sofreu repetida-
mente nos sinusdides a nivel esplénico, hepatico e
da medula dssea, a accao de proteases, acumule e
apresente modificacdes proteoliticas que se acentu-
arao ao longo da sua vida. De facto, eritrocitos com
patologia de membrana, que atravessam os sinu-
soides mais lentamente, devido a uma reduzida ca-
pacidade de deformabilidade, apresentam, ainda
jovens, essas modificagtes proteoliticas™ .

Os anticorpos isclados de eritrécitos mais den-
sos foram relacionados imunologicamente com a
banda 3 e com os seus fragmentos peptidicos, de
menor peso molecular™. Todavia, o tratamento de
eritréeitos normais com diferentes enzimas
proteoliticas, por si s6, ndo induz a ligagédo de
anticorpos isolados de células densas, o gue eviden-
cia a associacdo das modificagdes proteoliticas da
banda 3 a outro(s) evento(s) eritrocitarios, a nivel da
composicao e estrutura da membrana efou do
citoplasma’'. Gaczynksa et al** mostraram que a
susceptibilidade das proteinas da membrana
eritrocitaria a protedlise, ¢ fungdo da composicao e
estrutura das proteinas da membrana, da activida-
de das proteases de membrana e da idade da célu-
la. A accao de proteases exiracelulares parece ser
diferente daquela apresentada pelas endoproteases,
0 que estara provavelmente relacionado com uma
maior ou menor acessibilidade das proteinas as
proteases™.

Czerwinki et al.’® prepararam no rato um
anticorpo monoclonal designado por BIII 136, dirigi-
do para um epitopo de aproximadamente 20 Kd,
localizado no terminal amina do dominio cito-
plasmatico da banda 3. Este anticorpo detecta com
grande sensibilidade os polipeptidos gue contém
esse epitopo, permitindo o estudo proteolitico da
banda 3 in vivo e in vitro. Reconhece a banda 3, trés
grupos de polipeptidos de 55-60 Kd, 38-42 Kd e 21-
26 Kd, habitualmente designados, para simplificagao
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 molecular®™, A
heterogeneidade da banda 3, bem evidenciada nas
bandas difusas obtidas por SDS-PAGE, é atribuida
a diferenga de tamanho das cadeias de hidrato de
carbono, embora alguns autores sugiram que se
devem também a diferencas estruturais na cadeia
polipeptidica®. Os fragmentos polipeptidicos da ban-
da 3 foram ja detectados em membranas eritro-
citarias como produtos de protedlise in vivo, como



produtos de autdlise da membrana por acgao de
endoproteases®™ e como produtos da acc¢éo proteo-
litica de diferentes proteases como a tripsina,
quimotripsina, pronase, elastase do neutrdfilo, etc.?.
A protedlise da banda 3 in vivo podera determinar a
exposicao do local antigénico designado por
neoantigénio de senescéncia®s'. Por outro lado, a
degradacao da banda 3 favorece a agregagao® por
facilitar a sua movimentacao lateral na membrana.
Por sua vez, a agregacao da banda 3 permitira uma
ligacao bivalente dos anticorpos, que nao era possi-
vel anteriormente®®. De facto, o processo de
senescéncia eritrocitario € acompanhado de agrega-
¢éo da banda 3, a qual parece iniciar os processos

imunoldgicos conducentes a remocao por fagoci-
[Oseso.w.49,a4.aé_

2.3. Variacoes nas propriedades fisicas

As diversas lesbes bioguimicas que o eritrécito
circulante sofre e acumula ao longo da sua vida,
determinam alteragdes fisicas na célula, nomeada-
mente, aumento da densidade e da fragilidade
osmética e mecénica e redugdo da capacidade de
deformabilidade. A viscosidade intracelular acresci-
da e a reducao da area de superficie do eritrécito
senescente, sao os factores limitadores da capaci-
dade de deformabilidade e de elongacdo da célu-
1a®%8, |nicialmente 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 interna®. A perda de deformabilidade
determina uma circulag@o mais lenta através de va-
sos sanguineos de pequeno didmetro, como por
exemplo no bago, ou mesmo a sequestragdo do
eritrocito, se nao conseguir deformar-se por forma a
atravessa-los*, Em determinadas doencas
hemoliticas, como esferocitose, eliptocitose, doenca
das células falsiformes e anemias imuno-hemoliticas,
a rigidez da membrana eritrocitaria dificulta ou im-
pede a passagem da célula através dos sinusdides
esplénicos. A estase eritrocitaria a nivel esplénico,
compromete a actividade metabtlica do eritrécito e
provoca a diminuicao dos niveis de ATP e a faléncia
das bombas catidnicas, de que resulta a perda de
K* e a instabilidade da membrana. Acresce que nes-
tas patologias a célula esta ja sob stress metabdli-
co, devido a um aumento da permeabilidade passiva
ao Na' e K* ou a alteragbes na composi¢édo ou es-
trutura da membrana, que torna essas células parti-
cularmente sensiveis a um ambiente deficiente em
glucose e de pH baixo. Ainda, o contacto prolonga-
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do com macrofagos activados, de elevado poder
oxidante e proteolitico, acentuara o stress metaboli-
co e, por consequéncia, a deplegao de K*, podendo
exacerbar modificagbes oxidativas e protecliticas na
ceélula. Passagens consecutivas na circulagéao
esplénica poderao determinar modificagbes cumula-
tivas no eritrécito, até ao momento em que a célula
e reconhecida como senescente, sendo entdo se-
quesirada e destruida.

A composicao e estrutura da membrana sao
importantes determinantes da elasticidade e
deformabilidade eritrocitaria. A elasticidade da mem-
brana assegura a deformagéo do eritrécito, quando
sob a acgdo de uma forca, e a recuperagao da for-
ma inicial, logo gue cesse a mesma. A estabilidade
da membrana refere-se & capacidade de deforma-
bilidade sem rotura estrutural da membrana, isto &,
sem fragmentacao. A estabilidade da membrana
depende essencialmente da integridade do citos-
queleto, enquanto a elasticidade se relaciona primor-
dialmente com perturbacdes estruturais e na
interaccao da espectrina com outras proteinas da
membrana eritrocitaria®. Estudos em eritrocitos por-
tadores de alteragOes hereditarias na estrutura e
composicao das proteinas do citosqueleto evidencia-
ram o envolvimento das proteinas integrais na elas-
ticidade e estabilidade da membrana, ja4 gue as
proteinas estruturais, por si s6, nao esclareciam e
ndo eram coerentes com as observacées referidas
sobre © comportamento das membranas. De facto,
a forte correlag@o entre a densidade da espectrina e
da banda 3, com a elasticidade da membrana e, ain-
da, o facto de uma redugéo rotacional e translac-
cional da banda 3, observada numa variante desta
proteina, determinar uma redugao na elasticidade e
estabilidade da membrana, gerou controvérsia quan-
to ao papel das proteinas integrais nestas proprie-
dades da membrana. A mobilidade reduzida da
banda 3 inibe 0 movimento de elongacdo da molé-
cula de espectrina, determinando rigidez da mem-
brana®. A deficiéncia em glicoforina C, outra proteina
integral associada ao citosqueleto, nao determina ja
rigidez.

Varias modificagdes fisicas e quimicas foram
induzidas na membrana eritrocitaria, no sentido de
avaliar o seu efeito na elasticidade e estabilidade da
membrana. Induziu-se o «cross-linking» de proteinas,
quer especificamente sobre determinadas proteinas,
quer sobre proteinas em geral, e em todos os casos
se observou uma maior rigidez na membrana. Esta
rigidificagdo, por «cross-linking» das proteinas, é
l6gica para qualquer modelo cuja elasticidade depen-
da do movimento relativo enire as suas moléculas.
Todavia, o facto de a dissociagéo dos tetrameros de
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espectrina determinar uma maior rigidez da membra-
na veio langar controvérsia nesta drea e mostrou que
a interacgao das moléculas de espectrina e o seu
impacto na elasticidade da membrana é mais com-
plexa. Posteriormente, foi também referido que a li-
gacado de anticorpos & membrana determinava um
aumento da rigidez da membrana’™. No caso da
glicoforina A, a sua ligagdo com o respectivo
anticorpo anti-glicoforina A, induz uma reducao da
elasticidade da membrana devido a uma nova
interaccdo entre o dominio citoplasmatico desta
proteina, com o citosqgueleto. Este trabalho cons-
tituiu mais uma evidéncia de que a interacgdo de
proteinas do citosqueleto com proteinas integrais po-
dem modular a elasticidade e estabilidade da mem-
brana.

A deplecao metabdlica do eritrocito senescente
reflecte-se na sua capacidade de deformabilidade.
A deplecdo em ATP pode modificar a viscosidade
interna, por limitar a accao das ATPases, regulado-
ras da concentragdo idnica intracelular; por limitar a
troca de fosfolipidos da membrana com o plasma e
ainda o movimento de «flip-flop» fosfolipidico; por
limitar os processos de fosforilagdo como dador de
fosforo; por limitar a regulacéo de transglutaminases,
etc. A deplegcdo em GSH limitara os processos de
desintoxicacao da celula em produtos nocives, no-
meadamente em formas activas de oxigénio.

As propriedades fisicas e quimicas da membra-
na, apesar de determinadas de uma forma relevan-
te pelas proteinas do citosqueleto, sao também
reflexo dos outros componentes da membrana, de
uma equilibrada interacgdo molecular entre os dife-
rentes constituintes da membrana e destes com o
meio interno e externo e dos multiplos mecanismos
metabdlicos do eritrécito.

2.4. Por ligacao de auto-anticorpos

Kay" foi a primeira investigadora a mostrar que
eritrécitos mais densos e eritrécito envelhecidos in
vitro, apresentam auto-anticorpos ligados a sua mem-
brana, os quais sao imunoglobulinas do tipo IgG.
Mostrou ainda que a presenca destas IgG promove,
in vifro, a fagocitose de eritrécitos senescentes, su-
gerindo o envolvimento destes anticorpos no proces-
s0 de remogao eritrocitaria. Singer et al.” mostraram,
algum tempo depois, que erifrécitos envelhecides in
vivo, usando como modelo experimental o rato
hipertransfundido, apresentavam também auto-
anticorpos ligados a sua membrana. Referiram ainda
a sua quase auséncia nas celulas jovens e corrobo-
raram o envolvimento destes auto-anticorpos no pro-
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cesso de desencadeamento da eritrofagocitose pelos
macréfagos.

O auto-anticorpo de senescéncia nao é
um anticorpo inespecifico ou citofilico, mas sim uma
IgG que se liga especificamente a célula senescente,
pela regido Fab e de uma forma cumulativa™. Um
estudo in vitro com macrofagos esplénicos e
eritrocitos autdlogos, novos e velhos, de rato, mos-
trou que a fagocitose das células jovens era pratica-
mente nula (5%) e que a dos eritrécitos de meia-ida-
de (23%) se situa entre a destes e a dos eritrocitos
senescentes (50%), o que sugere que o antigenio
de senescéncia se desenvolve cumulativamente e
que, atingido um determinado limiar, desencadeia a
fagocitose®™. A modificagao que tem lugar a nivel da
membrana e que determinara a ligagao do auto-
anticorpo, por se observar com maior predominan-
cia nas células senescentes e promover a ligacio
de auto-anticorpos que marcam a célula para a
morte, tomou a designacdo de neoantigénio de:
senescéncia. A presenca e o papel deste parece néao
se circunscrever a remoco fisiologica de eritrécitos
senescentes. Nas anemias hemoliticas com patolo-
gia associada a envelhecimento acelerado obser-
va-se uma ligacao exacerbada desses auto-an-
ticorpos''373, Também no decorrer do arma-
zenamento sanguinec e ainda em caso de lesao
oxidativa eritrocitdria se observa uma maior
interacgdo com os mesmos auto-anticorpos. Esta
interaccdo é também observada em leucdcitos e
plaquetas, e, ainda, em células senescentes de ou-
tros tecidos™ ™.

A eticlogia da modificagéo eritrocitaria determi-
nante da ligagdo de auto-anticorpos suscitou gran-
de interesse e também controvérsia. Segundo
alguns, a ligagcao de auto-anticorpos e a fagocitose
requeria o desaparecimento dos residuos terminais
de &cido sidlico das glicoproteinas da membrana e
subsequente exposicéo dos pentltimos residuos, de
galactose™7’. A natureza do neoantigénio de
senescéncia ficou definitivamente esclarecida em
1981 por Kay™, que isola o auto-anticorpo ligado a
membrana de eritrocitos senescentes, por cromato-
grafia de afinidade. Da eluicao da coluna obteve, para
além da IgG, um sialoglicopeptido com um peso
molecular aproximado de 62 Kd, migrando na regiao
da proteina 4.5. Kay verificou ainda a presenca do
mesmo polipeptido, em plaquetas, linfécitos e neu-
trofilos envelhecidos por armazenamento, bem como
em células hepaticas e renais em cultura, e sugeriu
que este mecanismo imunolégico de remocao de
eritrécitos senescentes ou lesados, possa consfituir
um processo fisiolégico de remogao de células
somaticas senescentes.



2.4.1. A relagdo do neoantigénio de senescéncia
com a banda 3

Estabelecida a natureza glicoproteica do neoan-
tigénio e considerando que o eritrocito € incapaz de
sintetizar proteinas, o neoantigenio resultara de mo-
dificagfes numa proteina da membrana de peso
molecular superior ao seu. Em conformidade, Kay
et al. elaboraram um estudo® que permitiu relacio-
nar imunologicamente o neoantigenio com a protei-
na banda 3 da membrana. Tanto a banda 3 como 0
neoantigénio de senescéncia isolado de eritrocitos
senescentes, apos incubagaoc com o anticorpo, anu-
lam a capacidade indutora de fagocitose das IgG. O
mesmo ndo se verificou com nenhuma das outras
proteinas da membrana eritrocitaria. Alem disso,
anticorpos dirigidos para a banda 3 e para o antigénio
de senescéncia, produzidos em ratos, e 1gG eluidas
de células senescentes, reagem, quer com a banda
3, quer com os respectivos produtos de degradacao,
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 proteina de membrana.

2.4.2. Identificacao dos determinantes
antigénicos da proteina banda 3

A identificacdo dos locais antigenicos da proteina
banda 3 nos residuos 538-554 e 788-827, ambos de
localizacao extracelular, foi feita através de peptidos
sintéticos™, cuja sintese foi executada de acordo com
a sequéncia descrita™. O residuo 788-827 pertence
ao terminal COOH e esta implicado, bem como o
outro, no transporte aniénico. Ambos apresentam
aminodacidos que se ligam por covaléncia com o
inibidor de transporte anionico DIDS (diisotiociano di-
hidrostilbeno). Os hidratos de carbono que entram
na composi¢ao da proteina, nao estao envolvidos na
antigenicidade da proteina banda 3, uma vez que a
remocao dos determinantes antigénicos identificados
na molécula, anulam completamente a capacidade
de ligagéo de IgG. De resto, a disfuncao do trans-
porte aniénico nos eritrécitos senescentes fazia ja
supor gue os determinantes antigénicos se localiza-
riam a nivel de peptidos envolvidos no transporte
anionico. Da mesma forma, pressupunha-se a loca-
lizagdo extracelular destes peptidos, dado que a
molécula de IgG com um peso molecular de 150 Kd
s6 poderia interagir com um determinante antigénico
localizado a superficie da membrana eritrocitaria.
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2.4.3. Exposicao do neoantigenio e ligagao
dos auto-anticorpos

Os auto-anticorpos ligam-se a eritrécitos senes-
centes, eritrocitos envelhecidos in vitro e a eritrocitos
lesados por oxidantes. Considerando o peso mole-
cular do neoantigénio, seria de esperar que a sua
exposicao, por protedlise, promovesse a ligagao ao
auto-anticorpo. Todavia, a exposicao de eritrocitos a
acgao proteolitica da quimiotripsina, com produgao
de dois fragmentos peptidicos, de 60 Kd e 40 Kd,
néao determina a ligagcao de 1gG™*#'. Portanto, a liga-
¢ao dos anticorpos nao se deve a uma simples ex-
posicdo do antigénio por proteclise, requerendo
provavelmente outras modificagGes na membrana
eritrocitéria.

A proteina banda 3 nativa nao reage com o auto-
anticorpo, ao contrario do peptido de 62 Kd, identifi-
cado como neoantigénio de senescéncia. Todavia,
quando desnaturada por um detergente anionico, os
auto-anticorpos anti-banda 3 reagem nao sé com a
proteina, como com 0s seus produtos de degrada-
céo. A presenca de fragmentos peptidicos de banda
3 na membrana dos eritrocitos circulantes, sugere
que a protedlise desta proteina possa constituir uma
modificagao fisiolégica associada ao processo de
senescéncia e ser também iniciadora, ou néo, da li-
gacao de auto-anticorpos™. As lesbes bioguimicas
desenvolvidas pelo eritrocito, & medida que envelhe-
ce, determinam directa ou indirectamente a ligacao
de auto-anticorpos anti-banda 3 a8 membrana. Tam-
bém a deplecao metabdlica, as eritropatias determi-
nantes de envelhecimento acelerado, o envelheci-
mento in vitro, ou, ainda, lesdoes oxidativas,
determinam a ligacao de auto-anticorpos anti-banda
3 a membrana e, em todos os casos, protedlise e
agregacao da banda 3. Alguns autores defendem que
0 neoantigénio de senescéncia resulta da agrega-
¢ao da banda 3 seguida de protedlise®™, enquanto
outros defendem que a agregacao da banda 3, re-
sultante de lesao oxidativa, € a responsavel pela
exposicdo do neoantigénio de senescéncia e sub-
sequente opsonizagao?7 8626482,

2.4.4. A agregacao de banda 3 expoe
o neoantigénio de senescéncia

A agregagao de banda 3, que surge na sequéncia
de diversas lesGes bioguimicas incluidas no perfil
bioquimico de senescéncia eritrocitaria®, induz pos-
teriormente a sua opsonizagao por IgG. Nessas le-
soes incluem-se, entre outras, a deplegao em ATP,
formacéo de MDA, acumulagao de Ca', lesdes
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oxidativas de proteinas, enfraquecimento do citos-
queleto, ligacao de hemicromos a porgao amino ter-
minal da banda 3", Se a proteina banda 3 € modi-
ficada por lesbes bioquimicas tao diversas, pode
constituir o «tradutor» dos sinais de stress
intracelular, para o exterior da célula. De facto, se
as 1gG reconhecem microscopicos agregados de
banda 3, opsonizando-os, entdo, diferentes lesdes
bioquimicas podem ser detectadas e traduzidas para
o sistema imune, por um simples marcador celular —
a banda 3. Segundo Low™, o processo inicia-se com
a desnaturacdo da hemoglobina, a qual pode ter
origem em diversas lestes bioguimicas, sendo o
eritrocito removido quando se apresente «modifica-
do», independentemente da sua idade cronoldgica.

2.4.4.1. Desnaturacao da hemoglobina causa
agregacdo da banda 3

Embora a desnaturacao da hemoglobina nao seja a
Unica alteracao eritrocitdria capaz de induzir a agre-
gacao de banda 3, parece todavia constituir o indutor
principal. A hemoglobina desnaturada liga-se a por-
¢&o aminoterminal da banda 3, promovendo a sua
agregacao®™®, Estes agregados podem ser obser-
vados em eritrécitos com patologia associada a
envelhecimento acelerado* e em eritrécitos isolados
das fraccoes mais densas® . A formacdo destes
agregados pode ser induzida in vitro, por acgao de
desnaturantes da hemoglobina®’. Neste caso, a agre-
gacéo de banda 3 induzida por um agente oxidante,
como a fenil hidrazina, ou por um agregante directo
da banda 3 (que nao afecta a estabilidade da
hemoglobina), promove sempre a ligagao de IgG a
esses agregados®’. De facto, varios agentes
agregantes de proteinas integrais do eritrécito foram
estudados e com todos eles se observou agregacéo
de banda 3, seguida de ligagéo de IgG, fixacao de
complemento e fagocitose por macréfagos humanos.
A inibicdo de qualquer um dos agentes agregantes,
inibia também o desenrolar de todo este processo,
ficando assim bem definido o papel crucial da agre-
gacdo da banda 3 na «clearance» eritrocitaria.

2.4.4.2. Agregados de banda 3 ligam anticorpos
autdlogos do tipo IgG

E reconhecido que a presenca de imunocomplexos
constituidos por agregados de banda 3 e IgG na
membrana eritrocitdria sdo 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 agregacdo de banda 3 podera
ocorrer com deformacao da proteina, que passara a
expor epitopos antigénicos, que nao expunha no
estado nativo e que serao reconhecidos como es-
tranhos pelo sistema imune. Qutra hipotese sera
considerar que no processo de agregagao se escon-
dam epitopos, habitualmente expostos no eritrocito
saudavel, e se exponham outros, que serdo reconhe-
cidos como estranhos pelo sistema imune. Finalmen-
te, deve ainda considerar-se que os anticorpos anti-
banda 3 poderao apresentar uma baixa afinidade
para a banda 3 e a ligacédo entre eles ser do tipo
monovalente. A agregacdo da banda 3 pode modifi-
car essa afinidade por aproximagao de varios locais
de ligagéo com o-anticorpo, favorecendo-se assim a
interacgao antigénio-anticorpo e permitindo o esta-
belecimento de ligagées bivalentes®,

Os anticorpos anti-banda 3 estdo normalmente
presentes no soro humano, sendo anticorpos natu-
rais auto-imunes™*=:,

2.4.5. A ligacao de IgG autologa promove
a deposicao de complemento

E reconhecido que a opsonizacido de um antigénio
pelo respectivo anticorpo promove a fixagao de com-
plemento®™. A reacgao de fixacdo de complemento
favorece a remocgao eritrocitaria, todavia, o papel
desempenhado pela deposicao de complemento no
processo de eritrofagocitose so ficou definitivamen-
te estabelecida por Lutz et al®, demonstrando que
a inactivagdo do complemento presente no soro
autdlogo inibia largamente a fagocitose de células
tratadas com diamida e opsonizadas com IgG anti-
banda 3.

3. Remocao do eritrécito senescente

O estudo do processo de envelhecimento eritrocitario
tem focado os mecanismos promotores de remogao
e destruigao, ja que o eritrdcito é removido em fun-
¢do da idade ou de lesoes fisicas ou quimicas acu-
muladas. Muitas questoes se colocam e permane-
cem sem resposta. Qual o impacto de cada uma das
modificacoes decorrentes do processo de envelhe-
cimento no despoletamento do processo de remo-
cao? A célula «morre» devido a incapacidade meta-
bélica ou € reconhecida especificamente e é
removida antes de atingir um estado critico de inca-
pacidade funcional? Existem marcadores de
senescéncia a superficie da célula que permitem o



seu reconhecimento. Como se desenvolvem? Com
que rapidez aparecem? Ha alguma interaccao entre
o0 processo de envelhecimento eritrocitario e a idade
ou estado de saude de cada individuo? A senes-
céncia é pré-determinada ou é simplesmente uma
manifestacdo de lesGes cumulativas irrepardveis?
Estas sa@o algumas das perguntas que se deparam
a quem estuda o processo de remocao eritrocitaria
e para as quais nao existem respostas definitivas.

E reconhecido que o destino tltimo do eritrécito
é ser fagocitado por uma célula do sistema
mononuclear fagocitico algures no figado, baco eu
medula 6ssea. Desconhece-se, todavia, se a sua
remogéao ocorre depois da «morte funcional» da cé-
lula ou se a fagocitose é despoletada por um sinal
de senescéncia desenvolvido a superficie da célula.
Sao duas as hipdteses mais consideradas e estuda-
das. A primeira assume que a célula senescente é
removida devido a uma disfungéo intrinseca; a se-
gunda considera que ocorrem alteragdes exofaciais
no eritrécito senescente, que traduzem modificacdes
citoplasmaticas e marcam a célula para a morte,
antes gue se atinja uma deterioracdo metabdlica
efectiva. Esta ultima € a hipdtese que tem merecido
mais consideragao e atengao por parte dos investi-
gadores nesta drea de estudo. Segundo esta, a
marcacao do eritrécito € feita por exposicdo do
neoantigénio de senescéncia, ao qual se liga o auto-
anticorpo anti-banda 3, que estimula a deposicao de
camplemento. Em conjunto, IgG e complemento,
fornecerao os receptores necessarios para que o
macréfago possa distinguir entre um «eritrécito ma-
duro» e um «eritrocito senescente» e proceda & sua
remogao por fagocitose® &,

3.1. O auto-anticorpo natural anti-banda 3

A auto-imunidade tem sido estudada e avaliada como
um estado de doenca e ndo como um processo
imunolégico normal. Os auto-anticorpos tém, alids,
sido utilizados no diagnéstico e estudo das diversas
patologias auto-imunes. A observacio de auto-
anticorpos anti-banda 3, em individuos saudaveis,
veio revolucionar aquele principio e criar novos inte-
resses de investigacdo nesta area, com o fim de
esclarecer o papel biclégico destes auto-anticorpos.
Segundo alguns, estao envolvidos no reconhecimen-
to da alteracdo de antigénios «self» em células
senescentes ou lesadas, constituindo um mecanis-
mo homeostatico especifico’ 2,

Os auto-anticorpos naturais tém caracteristicas
particulares e distintas dos anticorpos associados a
doencas auto-imunes. Entre estas, referem-se con-
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centracdes séricas baixas, reduzida afinidade para
os locais antigénicos, interagindo com estes através
de ligagbes monovalentes fracas, frequentemente
com uma acgéo bi ou poli-especifica. E reconhecida
a existéncia de anticorpos naturais para a espectrina,
para a banda 3, para os fosfolipidos e para o
colesterol. Os dois primeiros foram jd estudados
quanto ao seu envolvimento na remogao eritrocitaria,
enguanto os Ultimos nunca foram estudados nesse
ambito. O envolvimento do anticorpo anti-banda 3 na
opsonizagdo, fagocitose e eventual remocéao de
eritrocitos senescentes in vivo, foi ja reconhecido em
diversos trabalhos®. Este anticorpo anti-banda 3
existe no soro em reduzidas concentragées (50-1000
ng/ml) apresenta uma afinidade baixa para o
antigénio e liga-se preferencialmente aos eritracitos
mais densos ou lesados. Estudos in vitro mostram
que agressoes do tipo oxidativo estimulam a ligagao
de auto-anticorpos, a deposicao de complemento
(C3b) e, finalmente, a fagocitose®.

A natureza ubiquitdria da proteina banda 3 e do
seu anticorpo natural sugere um mecanismo
homeostatico imunolégico para remocéao de
eritrocitos e células senescentes. De facto, a prote-
ina banda 3 existe em diferentes células e tecidos
(hepatdcitos, células epiteliais, células alveolares dos
pulmdes, linfécitos, plaguetas, células do parénquima
renal, neurénios, fibroblastos) e é também um cons-
tituinte habitual das membranas (membrana nuclear,
membrana do aparelho de Golgi, das mitocéndrias
e membrana celular)’*"®, Nas células nucleadas a
proteina banda 3 exerce fungdes semelhantes as
referidas no eritrocito. O estudo destas células reve-
lou tambeém o desenvolvimento do neoantigénio de
senescéncia nas células senescentes™. Além disso,
os anticorpos do tipo 1gG do soro humano mostra-
ram interagir nao s6 com os eritrocitos humanos,
como também com os eritrécitos de rato, de
murganho, de vaca, de coelho e de galinha®. Por-
tanto, o mecanismo imunolégico para remogéo de
eritrocitos senescentes ou lesados, parece constituir
um processo fisiologico para remogdo de células
programadas para a morie, nos mamiferos e, possi-
velmente, em outros vertebrados.

3.1.1. Concentracao e afinidade do auto-anticorpo
anti-banda 3

Os anticorpos naturais anti-banda 3 existem em re-
duzida concentragdo no soro-e tém uma baixa afini-
dade para o respectivo antigénio. /n vitro, a ligacdo
optima antigénio-anticorpo ocorre a concentracdes
elevadas e é acompanhada de deposicao de com-
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plemento e exacerbacao de fagocitose. A concentra-
¢éo de anticorpo necessdria para a indugao do pro-
cesso de fagocitose € 10 a 100 vezes superior ao
valor sérico fisiolégico do anticorpo anti-banda 3%,
Inesperadamente, verificou-se que a concentragao
de anticorpo anti-banda 3, necessaria para promo-
ver 0 mesmo processo, era consideravelmente mais
baixa, apos tratamento oxidativo de eritrocitos jovens,
de que resultava, entre outras lesdes oxidativas, a
oligomerizagdo de banda 3*%. Os eritrdcitos ape-
sar de jovens, por agressao oxidativa, adguirem
capacidade para interagir com os auto-anticorpos
naturais anti-banda 3. A exposicdo dos locais anti-
génicos parece depender mais de uma alteragao
topoldgica, que de uma modificagdo quimica®™.

3.1.2. A ligacao bivalente do auto-anticorpo
fortalece a ligacao ao antigénio

A preferéncia dos auto-anticorpos anti-banda 3 para
os oligomeros de banda 3, a presenga de oligomeros
de banda 3 nos imunoprecipitados de eritrécitos
senescentes, a correlagao positiva entre a ligagao
de IgG e o «cross-linking» de banda 8, e a ocorrén-
cia de agregados de banda 3 de elevado peso
molecular em efitrécitos «oxidados», em conjunto,
sugerem que os anticorpos anti-banda 3 adquirem
funcionalidade por ligagao bivalente ao antigénio que
sofreu oligomerizacao' %5, Nestes casos, a capaci-
dade de ligacdo do auto-anticorpo anti-banda 3 pode
aumentar para valores cerca de 1000 vezes superi-
ores aqueles apresentados pela proteina nativa®™*.
A ligacao bivalente é estabelecida entre o anticorpo
e a banda 3 oligomerizada, em concentragbes tao
baixas que se a ligagao fosse do tipo monovalente
ocorreria facilmente a dissociacéo. A ligagao do
anticorpo pela regido Fab fornece receptores para os
macrdfagos — a regido Fc™. Todavia, 0 nimero de
receptores oferecidos pelas IgG anti-banda 3 nao sao
em numero suficiente para promover o reconhecimen-
to pelo macréfago. A opsonizagao da banda 3 consti-
tui, pois, a primeira etapa na aquisicdo de funcionali-
dade do anticorpo, mas nao a suficiente para promover
a fagocitose do eritrécito senescente ou lesado.

3.1.3. Anticorpos anti-banda 3 estimulam
a deposicao de complemento (C3b)

A etapa seguinte, que permitira adquirir e fornecer
receptores em numero suficiente para o reconheci-
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mento da célula lesada, pelo macréfago, serd a de-
posicio de complemento®®, Varios anticorpos esti-
mulam a deposi¢do de complemento, todavia, o
anticorpo anti-banda 3 pertence a um pequeno gru-
po que estimula a deposigac de complemento pela
via alternativa®. A importancia do C3b como
opsonina na remogao de eritrécitos senescentes ou
lesados foi durante algum tempe questionada. Toda-
via, diferentes laboratérios evidenciaram o envoivi-
mento da deposi¢gdo de C3b no processo de
fagocitose e remogao de eritrécitos in vitro ou in
VviveP 548 O mecanismo de interacgao parece envol-
ver a deposicdo preferencial de C3b ao imuno-
complexo constituido pelas IgG e oligémeros de
banda 3, através de uma ligac@o covalente com a
lgG. O tipo de ligagao estabelecida entre 0 C3b e 0
imunocomplexo (anti-banda 8/oligémero de banda 3)
é controversa. E reconhecida, todavia, a sua interac-
¢ao preferencial com um local perto da regiao de li-
gacao do anticorpo ao antigénio e que a ligacao
parece fazer-se com a porgao (Fab), da IgG e nao
com a porgdo Fc. A preferéncia do C3b pelos
anticorpos anti-banda 3 é de extrema importéncia
funcional, pois permite a intensificacao selectiva do
sinal de senescéncia ou de lesdo eritrocitaria. A
opsonizacao pelo complexo (C3b-anti-banda 3), que
se liga de forma bivalente a oliggmeros de banda 3,
medeia e pode desencadear o processo de reco-
nhecimento e remogao da célula senescente ou lesa-
da, por activagdo dos receptores FcR e CR1 dos
fagoeitos®™. No decorrer do processo pode ocorrer
inactivacdo do C3b (iC3b). Neste caso, a fagocitose
envolvera para além do receptor FcR, um receptor
diferente para o iC3b, o receptor CR3 e decorre na
presenca de catides bivalentes, como o ido célcio e
magneésio.

A forma como os anticorpos anti-banda 38 adqui-
rem funcionalidade permite compreender nédo so a
remogéo de eritréeitos senescentes, como tambem
a remogao prematura de eritrocitos portadores de
determinadas patologias, que associam frequente-
mente anemia. Efectivamente, nestes casos, é re-
conhecida uma maior opscnizagao dos eritrdcitos por
anticorpos anti-banda 3%4° e, em alguns casos, foi
possivel detectar um aumento no complexo (C3b-
anti-banda 3)*.

Em suma, os anticorpos anti-banda 3 saoauto-
anticorpos naturais, com propriedades distintas dos
anticorpos induzidos. A reduzida afinidade para a
proteina banda 3 permite-lhes fazer a distingao en-
tre eritrocito maduro e eritrécito senescente ou lesa-
do. A oligomerizagdo da banda 3 determina um au-
mento dessa afinidade e inicia a ligacao do
auto-anticorpo. A interacgdo do auto-anticorpo anti-



banda 3 com o respectivo antigénio &, portanto, con-
trolada por modificacGes intracelulares, que sdo
traduzidas para a superficie celular por oligomeri-
zacao da banda 3.
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RESUMO

Um questionario estandardizado (MMO40 EA) desenvolvido no Medical Center Hospital, Orebro, Suécia, utilizado em muitos paises,
especial te nos paises ndrdicos, 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 andlise do Sindroma
dos Edificios Insalubres (Sick Building Syndrome).

O questionario foi enviado a 15 servigos, pré-seleccionados, do hospital, um edificio monobloco com nove anos de existéncia. O
questiondrio foi também enviado para a Maternidade, um edificio hospitalar mais antigo, com cerca de 30 anos de existéncia. Dum
total de 1298 pessoas dos 15 servigos seleccionados, 582 responderam ao questiondrio, o que da uma taxa de resposta de 44,8%.
Na maternidade com um total de 180 pessoas, 145 responderam o que di uma taxa de resposta de 80,6%.

O questiondrio cobria questdes sobre factores ambientais perturbadores (temperatura, gualidade do ar, cheiros desagradaveis, fu-
madores passivos, ruido e luminosidade), sintomas e sua presumivel relagdo com o ambiente hospitalar e outros factores de fundo
(background) como idade, sexo, ocupagdo, hibitos tabdgicos e histdria de alergia. O pessoal hospitalar foi dividido em guatro ca-
tegorias (médicos, enfermeiros, administrativos e servigos).

No estudo efectuado no Hospital verifica-se que as prevaléncias para o ruido, para as temperaturas ndo éptimas e para os cheiros
desagradaveis, sdo relativamente elevadas e muito mais elevadas que os valores de referéncia.

Os padroes de queixas para homens e mulheres foram semelhantes, apresentando contudo as mulheres uma prevaléncia significa-
tivamente mais elevada dos sintomas que os homens. Foram ainda significativas as diferengas encontradas nas prevaléncias da
sintomatologia entre fumadores/nao fumadores, entre alérgicos/ndo alérgicos e para os grupos ocupacionais.

0O aumento de prevaléncia dos sintomas, sobretudo os cutaneos, sao relacionados pelo pessoal hospitalar com o ambiente interior.
Os resultados observados sdo semelhantes aos encontrados nos hospitais de outros paises europeus. Particularmente a compara-
cao com hospitais da Suécia, mostram claramente as diferencas climaticas existente entre aquele pais e Portugal.

Palavras-chave: Clima interior, factores ambientais, qualidade do ar, cheiros desagraddveis, fumadores
passivos, ruido, factores de fundo, sindrome de edificios insalubres.

SUMMARY

A standardized questionnaire (MMO40 EA) developed at the Medical Center Hospital, Orebro, 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 personnal, in the University
Teaching Hospital, Coimbra (HUC).

The guestionnaire was sent to 15 Services, previously seleected, of the Hospital, a monobloe building, nine years old. The questionnaire was
also sent 1o the Maternity, another hospital building, about 30 years old. A total of 1298 people of the 15 Hospital services sellected, 582
answered the questionnaire;, which gives a response rate of 44,8%. In the Maternity, in a total of 180 people, 145 answered the questionnaire
which gives a response rate of 80,6%,

The questionnaire covered guestions about disturbing environment factors (femperature, air quality, unpleasant odour, passive smoking, noise
and light), symptoms and their presumed relation to the hospital environment and background factors such as age; sex, occupation, smoking
habits and history of allergy.

* Instituto de Anatomia Patoldgica da Faculdade de Medicina de Coimbra .
** Dept. of Occupational and Environmental Medicine, Orebro Medical Center Hospital, Orebro, Suécia
*** Hospitais da Universidade de Coimbra
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The hospital persorinel was divided in four categories (doctors, nurses, administrative and services).

In the study carried out it was shown a higher prevalence for noise, non optimal temperatures and unpleasant odours. The prevalence for
symptoms for men and women are similar, but women report much higher symptom prevalence than men.

It was found a significant difference in the prevalence between allergic persons and non-allergic persons, as well as between smokers and non-
smokers. There are also clear differences in the perception of the indoor climate and symptoms among different occupational groups.

The increased symptom prevalence repported, specially skin symptomns, are related to the indoar environment by the personnel. The different
outcome between various occupations are similar to what is seen in hospitals in other countries. Comparison with a hospital in Sweden show
clearly the different climatic condition in Sweden compared to in Portugal.

Keywords: Indoor climate, environmental factors, air quality, unpleasant odour, passive smoking, noise,

background factors, sick building syndrome.

Introducao

Nas ultimas décadas varios estudos tém-se ocupa-
do da elevada prevaléncia de problemas do clima
interior dos edificios e de sintomas que sao desig-
nados como Sindroma dos Edificios Doentes (Sick
Building Syndrome — SBS) em edificios nao 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 edificios publi-
cos (Indoor Environment Quality) tem vindo a preo-
cupar a comunidade cientifica e as autoridades
sanitdarias nos Udltimos vinte anos®®*, Em particular
o clima interior dos hospitais tem sido objecto da
atencéo mais especifica, quer nos seus aspectos
gerais® ®* quer nos seus aspectos biomedicos e
médicos?* 25,

Resultados diferentes sao apresentados nos
varios estudos, no entanto é evidente que muitas
pessoas sdo afectadas por um clima interior
desconfortavel, nas suas casas, no local de traba-
Iho, nas escolas e em outros locais publicos. Num
inquérito a nivel nacional feito na Suécia, cerca de
meio milhdo da populacdo adulta (7-8%), queixou-
se de sintomas os quais relacionavam com suas
casas™. Em particular, nos ocupantes de grandes
edificios de andares construidos depois de 1975,
mas muito especialmente em mulheres ou pessoas
com problemas alérgicos. Estudos efectuados em
escritorios mostraram uma prevaléncia muito eleva-
da de gueixas e de sintomas os quais eram atribui-
dos pelos ocupantes ao clima interior dos escritdrios.
Este tipo de problemas foi também com frequéncia
verificado em escolas ou em centros de acolhimen-
to didrios em paises com um clima frio®57 ¢, Nos
controlos de ventilacdo efectuados nos tltimos anos
na Suécia em escolas e em centros de acolhimento
diarios, mostravam que menos de 50% dos edificios
tinham condigoes satisfatorias de ventilagao.

Nos edificios onde existem gueixas sobre o ar
interior, € muitas vezes fécil encontrar uma explica-
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¢do quando o sistema de ventilagcao nao funciona,
existem avarias na canalizagao ou sdo encontrados
bolores. Em geral, contudo as situacbes nao sao
muito claras, pois além duma ventilacao imperfeita,
podem ocorrer emissdes a partir dos materiais de
construgdo ou por difusao microbioldgica. A experi-
éncia tem mostrado que grandes vistorias técnicas
com medigdes quimicas ou microbiolégicas numa
fase inicial raramente dao resultados nos quais se
possam basear medidas de comparagao.

De igual modo o exame clinico dos ocupantes ou
as amostras de sangue nao dae qualquer indicagao,
principalmente porque nao existem métodos para
obter uma descricdo objectiva e relevante dos efeitos
sobre a sadde. Investigacoes sistematicas, iniciando-
se com exames técnicos simples e a obtengéo de uma
informagao estruturada dos ocupantes, geralmente
fornecem uma base para se efectuarem as necessa-
rias medigoes técnicas complementares nos edificios
e para se seleccionarem eficientes medidas de recu-
peragao. Esta estratégia foi apresentada num docu-
mento da OMS*®® e tem na pratica sido seguido como
o metodo de escolha nos paises nordicos.

A imagem da saude e da doenca tém sido
modernamente caracterizadas numa perspectiva
ecossistémica®. Esta perspectiva de um ecossistema
pode ajudar na descricao da complexidade biol6gi-
ca de um hospital e contribuir como método para
analisar os problemas de salide que sao especifi-
cos do clima hospitalar® =%, O conceito ecossis-
témico permite por um lado que os médicos, e 0
restante pessoal hospitalar, tenham uma visao mais
alargada das suas responsabilidades ocupacionais.
Por outro lado, o pessoal hospitalar na sua comple-
xa actividade profissional esta integrado num
ecossistema fechado em que como ocupantes per-
manentes, estdo sujeitos a graves riscos de saude
que agora comecam a ser mais estudados®.

Nos hospitais da Universidade de Coimbra (HUC)
tém surgido nos Ultimos anos gqueixas sobre a qua-
lidade do clima interior, ainda que a construgdo do
hospital remonte sé a 1987. Para avaliar a qualida-



de do clima interior dos HUC recorreu-se a um ques-
tionario piloto com a finalidade de se analisar a sen-
sibilidade dos seus ocupantes normais, isto € o
pessoal hospitalar, excluindo os doentes que séao
ocupantes temporarios. Este artigo apresenta os
resultados da andlise do inquérito utilizado.

Os sintomas comunicados eram nao especificos
em cardcter mas prevalentes no pessoal hospitalar.
O conceito do Sindroma dos Edificios Doentes (Sick
Building Syndrome) é aqui usado para descrever
aqueles sintomas gerais (fadiga e dores de cabega),
irritagdo das membranas mucosas dos olhos, nariz
e garganta, além dos sintomas cutaneas. Edificios
doentes sao geralmente definidos como edificios
«where people experience general symptons — while
working in, living in or otherwise occupying the
building — more aften than on other buildings»'.

Material e métodos

A estratégia pratica para investigar os Edificios Do-
entes foi definida no relatério da OMS em 1983, A
técnica usada foi de uma abordagem gradual e de
uma avaliagao de resultado antes de se tornar a
decisao para o passo seguinte. Medidas mais sofis-
ticadas e mais dispendiosas, so deveriam ser toma-
das se fosse considerado necessario.

A estratégia basica atras referida pode socorrer-
se de uma metafora, o «diagnéstico clinico». Um
médico observando pela primeira vez um paciente
desejara primeiramente diagnosticar a doenga. Para
o efeito o medico procurara reunir dados sobre o seu
doente, como sinais e sintomas num exame fisico,
a sua tensdo arterial, ritmo cardiaco, etc., tentando
fazer o diagndstico. Normaimente um médico nao
pode fazer o diagnéstico numa primeira visita, pelo
que procurara completar os seus elementos, com
andlise de sangue, da urina, efc., antes de estabe-
lecer um diagnéstico conclusivo. Nesta base o mé-
dico pode iniciar o tratamento, preventivo ou curativo,
e continuar a observar os resultados com uma ob-
servagao regular do doente, provavelmente com mais
testes.

Existe obviamente um paralelismo na conduta a
ter com os Edificios Doentes. Antes do «tratamen-
to» torna-se necessario estabelecer um «diagnosti-
co», Os meios disponiveis consistem na informagéo
dada pelos ocupantes que trabalham no edificio, bemn
como as avaliagOes técnicas e as medigdes do cli-
ma interior. A abordagem tem de ser holistica. Alem
dos factores fisicos, quimicos e bioldgicos, o ambi-
ente psicossocial e as caracteristicas individuais
devem ser incluidas na avaliagao.
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Os métodos epidemioldgicos sao Uteis em des-
crever as experiéncias e as percepgoes dos ocupan-
tes sobre o clima interior dos edificios ou para se
avaliarem os resultados das medidas tomadas. Os
pré-requisitos basicos sao instrumentos validos e
seguros para se obterem informagdes sobre 0s ocu-
pantes dos edificios.

A informagao deve ser obfida dos ocupantes,
através de entrevista ou utilizando-se guestionarios
estandardizados. Alguns tipos de questionarios tem
sido mais usados como o da «Royal Society of
Healthy Advisory Group on Sick Building Syn-
drome»™ concebido para edificios de escritérios. No
presente estudo foram utilizados os chamados ques-
tionarios estandardizados MM®, particularmente usa-
dos nos paises ndrdicos. A intengao original foi criar
um gquestiondrio simples e curto, com duas paginas
ma maximo, com perguntas claras, vélidas e fidveis.
Através do questiondrio sao coligidos dados sobre
os factores perturbadores do clima interior e dos sin-
tomas experimentados no periodo dos Ultimos trés
meses.

O «Questionnaire Orebro» de que em anexo se
inclui a versao portuguesa, cobre questoes gerais
sobre factores perturbadores do ambiente (tempe-
ratura, qualidade do ar, cheiros desagradaveis, fu-
madores passivos, ruido e luminosidade). Em relagéo
aos sintomas e a sua presumivel relagdo com o
ambiente hospitalar eram referidos factores de fun-
do, como idade, sexo, ocupacao, habitos tabagicos
e histéria de alergia.

As perguntas sobre sintomas e queixas tinham
trés categorias de resposta:

«Sim, com frequéncia (cada semana)», «Sim, por
vezes», «Nao, nuncax».

Na prética, a primeira alternativa é definida como
uma resposta positiva. Um estudo metodolégico
comparando diferentes escalas de frequéncia referi-
da gue «sim por vezes» neste contexio era equiva-
lente e pelo menos 3-4 dias por semana®. Cada
pergunta de sintoma € seguida de uma outra inqui-
rindo se o respondente atribuia o sintoma a um
ambiente especifico.

A representacao dos resultados numa forma gra-
fica especial permite com rapidez e com simplicida-
de mostrar o tipo e a dimensao dos problemas e ao
mesmo tempo facilitar um diagnostico preliminar. As
medicOes técnicas podem entdo ser tomadas com
melhor conhecimento da situagdo. O «Questionario
Orebro» é bastante estavel com o tempo e pode ser
usado para seguir os efeitos das medidas de recu-
peracéo gue forem aconselhadas®™.

No presente estudo dos Hospitais da Universi-
dade de Coimbra o preenchimento do questionario
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foi feito com o auxilio do Servico Social e fazendo
apelo exclusivo a personalidade civica de cada um
dos inquiridos sem interferéncia de factores de influ-
éncia, como os sindicatos, as comissdes de salide
ou os servicos de administracdo hospitalar. Depois
de preenchidos e codificados os questionarios foram
enviados para o Hospital de Orebro na Suécia, onde
foram analisados pelo Programa do Questionério
Estandardizado MM 040 EA.

Dos cerca de 40 Servigos e Laboratdrios do
Hospital foram seleccionados 15, com base na
representatividade das areas clinicas, das especia-
lidades cirlirgicas, dos laboratdrios de diagnéstico e
dos servigos de apoio. Foram ainda determinantes
as indicacoes dadas pelos Setvicos Técnicos do
Hospital, de acordo com a localizagao dos Servigos
seleccionados no vasto edificio monobloco de 14
andares. De referir que ao inquérito foi imposto o
periodo de 3 semanas. Um dos Servigos seleccio-
nados excedeu aquele periodo e foi excluido. Num
outro Servico os enfermeiros recusaram colaborar
alegando motivos politicos.

Para analise dos resultados foi usado o teste chi?
da diferenca na prevaléncia entre os diferentes
subgrupos. Dois testes diferenciados («tailed tests»)
e um nivel de significancia de 5% foi utilizado.

Num total de 1298 pessoas dos Servigos selec-
cionados no Hospital responderam 582 o que dé uma
resposta de 44,8%. Na Maternidade, um edificio com
cerca de 30 anos e escolhido como comparacéo, de
um total de 180 pessoas, responderam ao questio-
nario 145, o que da uma taxa de 80,6% de respos-
tas.

Resultados

Os resultados do questiondrio para o Hospital mos-
tram-se no Grafico 1, comparados com os resulta-
dos da Maternidade. As prevaléncias para o ruido,
para temperaturas ndo dptimas, e para cheiros de-
sagradaveis, sdo relativamente elevadas e muito
mais elevados que os valores de referéncia. Os va-
lores de referéncia que se encontram no centro dos
graficos baseiam-se em estudos efectuados na Su-
écia em edificios ndo-industriais e em escolas con-
sideradas «sauddveis», isto é sem problemas de
clima interior. Estes valores de referéncia sdo usa-
dos nos estudos de edificios ndo-industriais nos
paises nérdicos® © 5,

Em geral verifica-se um aumento de prevaléncia
dos sintomas, especialmente os sintomas cutineos,
que s&o relacionados pelo pessoal hospitalar com o
ambiente interior. Os resultados para a Maternidade
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mostram um padrao semelhante quer para os facto-
res ambientais quer para os sintomas. No entanto
na Maternidade os sintomas sdo menos expressivos,

O padrao de queixas para os homens e para as
mulheres (Grafico 2) sao semelhantes, com as mu-
Iheres a apresentarem uma prevaléncia mais eleva-
da dos sintomas que os homens (p<0.05).

As pessoas alérgicas apresentam uma
prevaléncia muito mais elevada de irritacao das
membranas mucosas e de sintomas cutaneos (Gra-
fico 3) que os individuos néo-alérgicos (p<0.05). Por
sua vez os fumadores como seria natural, apresen-
tam mais queixas sobre o fumo do tabaco (Gréfico
4), mas em contrapartida apresentam menos quei-
xas sobre o0s cheiros desagradaveis e sobre o ar seco
que os fumadores, nao sendo significativa a diferen-
¢a. O padrao dos sintomas € quase idéntico para os
fumadores.

Entre os diferentes grupes ocupacionais, médi-
cos, enfermeiros e administrativos, existem claras di-
ferengas na percepgao do clima interior do hospital
(Gréfico 5). Todos os grupos se queixam de ruido e
de cheiros desagradaveis. Para o pessoal adminis-
trativo é mais elevada a frequéncia de queixas so-
bre o ar seco, das correntes de ar e das temperaturas
elevadas. No gue respeita ainda ao pessoal admi-
nistrativo s@o maiores as queixas de irritacdo das
membranas mucosas a qual relacionam com o cli-
ma interior ocupacional. A prevaléncia de sintomas
gerais e da pele facial é também mais elevada nes-
te grupo ocupacional, ndo sendo contudo estatisti-
camente significativo.

Os médicos tém prevaléncias 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 prevaléncia de sinto-
mas, especialmente as maos secas, o0 que é uma
ocorréncia tipica neste grupo ocupacional. Todos os
grupos se queixam do fumo do tabaco com excep-
¢ao dos servicos.

A percentagem das respostas positivas
respeitantes aos 15 Servicos e Laboratérios envol-
vidos no inquérito ao hospital sao apresentados no
Quadro |, igualmente com as percentagens dos
respondentes. No Quadro |l sdo apresentadas
igualmente as percentagens das respostas positivas
para 0s quatro grupos ocupacionais, médicos, en-
fermeiros, administrativos e servicos.

Verifica-se uma grande diferenga de queixas e
de sintomas, o que reflecte a grande heterogenei-
dade do ambiente especifico proprio da actividade
de cada departamento. Como exemplo ilustrativo
mostram-se os casos extremos, o do laboratorio de
Anatomia Patolégica (Grafico VI) e o do Servigo de



Farmacia (Gréafico VII). No primeiro caso 70 por cento
do pessoal queixa-se de sintomas do nariz e dos
olhos & gue relacionam com as condicoes de traba-
Iho. Neste caso é 6bvio uma exposicao a liquidos
volateis irritantes como é o formaldeido ou o Xilol,
factores importantes do ambiente interno.

O ruido € um factor importante de perturbagéo
na maioria dos Servigos. As queixas do fumo do ta-
baco, fumadores passivos, sao surpreendentemen-
e elevadas. Em muitos Servicos as queixas sobre
correntes de ar e de temperaturas elevadas sao
prevalentes, o que pode estar relacionada com o mau
funcionamento do sistema de ar condicionado.

No Quadro |l so ainda apresentados os resul-
tados globais para o Hospital e para a Maternidade,
Na comparagao entre as respostas do Hospital com
a Maternidade verifica-se um nivel muito significati-
vo (p < 0.01) para as temperaturas baixas, cheiros
desagradaveis e ruido. A um nivel menos significati-
vo (p < 0.05) verificam-se as queixas para as cor-
rentes de ar, sujidade e outras queixas. Para a
Maternidade sdo muito significativas (p < 0.01) as
queixas referentes a temperaturas elevadas.

Discussao e conclusoes

Uma das ilagGes a retirar na variagao das percenta-
gens das respostas do pessoal hospitalar foi ja a
dificuldade da amostragem:

a) A grande heterogeneidade de actividades
ocupacionais dos diferentes servigos confina-
das as areas especificas na complexa estru-
tura do edificio monobloco hospitalar. A este
importante aspecto teve ocasiao de se referir
Otdvio Lopes num estudo apresentado em
1989%, estudo que veio a desenvolver numa
tese de doutoramento™. Naquele estudo o
hospital era considerado como uma instalagao
constituida por unidades de produgédo indepen-
dentes na produgao de bens e de servigos,
com muiltiplas relacdes 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 Salide, nos
anos de 1990/947".

b) A dificuldade de estabelecer uma melhor
amostragem devem-se em primeiro lugar ao
periodo de 3 semanas imposto para o inqué-
rito. Depois houve que enfrentar a natureza da
actividade de cada servico. E por exemplo
muito diferente a dindmica do Bloco Operato-
rio quando comparada com a rotina modera-
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da de uma enfermaria de medicina. Houve gque
contar com a rotagao propria da prestacao de
cuidados médicos e com os turnos de pesso-
al que variam muito de servigo para servico.

¢) Devido as taxas de resposta relativamente
baixas e A falta de informacdo sobre a distri-
buicao de auséncia em relacéo ao sexo e ocu-
pagéo, uma andlise estatistica mais detalhada
ndo teria significado. O «Orebro Question-
naire» tem alids a finalidade de uma analise
sumdria sobre situacdes concretas de proble-
mas do clima interior dos hospitais, ou de es-
tabelecimentos de cuidados de salde, um tipo
de informag&o necessaria para que a adminis-
tragdo de um hospital tome as necessarias
medidas correctivas.

Como foi referido anteriormente a metéfora do
«diagndstico clinico dos Edificios Doentes» é de
extrema utilidade, uma primeira fase de estudo, pre-
cedendo outros métodos que descrevem objectiva-
mente os efeitos sobre a salde do pessoal hospitalar
pelo clima interior dos edificios. Novas técnicas e
novos testes médicos tém sido descritos™ ® 7,
inclusivamente ja abordado nas paginas deste jor-
nal™.

A importancia dos questionarios MM, de que o
«Questiondrio Orebro» é uma adaptacéo aos estu-
dos do clima interior dos hospitais, estd desenvolvi-
da num trabalho de K. Andersson™. Deve salientar-se
que o «Questionario Orebrow», fora dos paises nérdi-
cos, foi pela primeira vez utilizado na Europa, nos
Hospitais da Universidade de Coimbra. As conclu-
sdes deste estudo foram igualmente analisados
numa reuniao internacional que teve lugar em
Coimbra em 199524

As prevaléncias das queixas e de sintomas sao
elevadas no Hospital mas do mesmo nivel na Ma-
ternidade, um edificio cerca de 20 anos mais velho.
As principais queixas tém a ver com o ruido, altera-
cdes de temperatura e cheiros desagraddveis. A
exposicao aos ‘varios factores verifica-se ser bas-
tante diferente nos varios sectores do hospital, sen-
do o ruido o factor geral de perturbag@o mais citada
pelos ocupantes. A prevaléncia dos sintomas & bas-
tante elevada mas semelhantes tanto no Hospital
como na Maternidade. E curioso verificar que na Ma-
ternidade os sintomas s&o menos expressivos, tal-
vez por ser um edificio mais pequeno e portanto mais
controlavel.

A diferenca dos resultados entre os véarios ocu-
pantes do Hospital € semelhante & que é verificada
nos hospitais de outros paises europeus™. A com-
paragdo com um hospital na Suécia mostra clara-
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mente as diferengas climéticas as condicbes exis-
tentes na Suécia, comparadas com Portugal (Gréfi-
co VIII). Na Suécia, especialmente no Inverno, o ar
interior € extremamente seco porque o equipamen-
to de humidificacao é raramente instalado. O uso de
ar condicionado em Portugal pode explicar a
prevaléncia extremamente elevada de gqueixas so-
bre ruido, correntes de ar, e variagao de temperatu-
ra.

Apesar das grandes diferengas do cima interior
nos hospitais da Suécia e em Portugal & interessan-
te verificar-se que os padroes de sintomas sao mui-
to semelhantes em ambos os paises™. Os resultados
do Inguérito Orebro nos Hospitais da Universidade
de Coimbra confirmaram observagoes verificadas
nos hospitais da Suécia, como seja o comportamento
Homem/Mulher, dos Fumadores/Ndo Fumadores,
dos Alérgicos/Nao Alérgicos e inclusivamente o com-
portamento de trés 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 diferencas
entre as varias actividades ocupacionais poderiam
ser explicados devido a natureza do trabalho envol-
vido. E conhecido que 79% dos médicos revelam um
elevado estimulo pelo trabalho em comparagdo com
menos de 56% dos outros grupos®,

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 Londres™. Por sua
vez Francis Roe em 1890% chamou vivamente a
atencdo para os problemas médicos do cima interi-
or dos hospitais e da necessidade de um estudo
epidemiologico mais orientado para a analise dos
aspectos patologicos. F. Cruzet™ salientou igualmen-
te a necessidade dum estudo epidemioldgico espe-
cificamente orientado para o ambiente interior
hospitalar com base numa permanente andlise cli-
nica.

Em Portugal a perigosidade e os riscos do ambi-
ente interior hospitalar ndo tém tido a devida aten-
cao apesar das graves ocorréncias verificadas em
muitos hospitais, em especial com os verificados com
anestesistas e instrumentistas nos blocos operatéri-
0s, aquelas que se conhecem.

Os resultados desta andlise tém de ser interpre-
tados com cuidado. A baixa taxa de respostas torna
impossivel uma analise avangada. Contudo, a expe-
riéncia verificada em cada um dos diferentes servi-
cos deve ser analisada com cuidado. E possivel no
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futuro aumentar as taxas de respostas e melhorar a
base para que sejam tomadas medidas de correc-
¢ao. Para que seja possivel, torna-se necessdrioc uma
iniciativa de esclarecimento que melhore a percep-
cdo entre os ocupantes do hospital, gue é o pessoal
hospitalar, sobre as possibilidades de se efectuarem
alteragdes no ambiente de trabalho.
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GRAFICO IV _ )
ALERGICO/NAO ALERGICO

Inst de Anatomia Patolégica
Combra 1995

CLIMA INTERIOR  Ambiente de Trabalho MM 040 EA ! ETI o TN

Reterence data after Report Mh 0
AMBIENTE DE TRABALHO Dept of Occup-and Ervirarer St

(Incomodado com frequencia) % Crabiro Medicol Centra Hospito

Poelra e sujidade

Lud msulicientes ou ancandeamentc Cortentes de ar

Tempergtura ambiental
Ruido demasiado elevada

Fumador
Passive

i Variocoes da temperatea

Temparatura ambiental
demasioda baixe

Elechicdade estatica
eichogues

Chelros desogroddveis Ar bafient.

Estudc | (n=534) =————

SINTOMAS Metarn (n=45) =— — —

(Sim, com frequencia) %

Qutros Sensocao de

Méos secas, com ardor
ou varmelhiddo

Prurido e descamacac na
cabeca ou nas orelhas

Pele secacu
vermelhidao da face
Oificuloooge de
concentracdac

Prurido. sensocao de aroor
2u Initaedo nes oinas

Garganta seca
2 aspera Imitocdo: commento
au Blegueio de narz

Dept of Occup and Envirenm Medicing, Oretre Medical Centee Hosp, 5-701 85 Orebro, 9310/K Andersson £/F. Fax +46 |9 120404,
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GRAFICO V
AS 3 CATEGORIAS OCUPACIONAIS

[Inst de Angtomia Patologica }
CLIMA INTERIOR  Ambiente de Trabalho MM 040 EA, | Wbeice Erommass ;:m.m atvi |
|

Reference data after Repart M5,90,
Dept of Occup and Envirenm Med,
Grabro Medical Centre Hospital,

AMBIENTE DE TRABALHO

{incomodado com frequencia) %

Luz insuficients ou encandeaments Conenias de ar

Temperatura ambiental
demaslade elevada

B0% Varlocdes da tempetatura

Tempetatura ambiental
demasiado balxa

Chelros desagraddvels Ar baflento
Arsaco

Medlcs (n=94)

Enfermeira (n=133— — — -
s[NToMAS " Adfﬂ (n = w) ------
(5im, com frequencia) %

Outros Fodiga

Mdaes secas, com ardor
ou vermelhidao
\ Dot de cabeca
Prurldo e descamacdo na
cabeca ou nos orelhas ¥
A0% Mauseq/Tontura
Pele seca cu

vermelhidao da foce

Prurido, sensacdo de ardar
ou imfacde nos ohos

Gargenia seca
e aspera Intacdio, commento
ou bloqueis de narlz

Dept of Occup and Environm Medicine, Crebre Medical Cenfée Hosp, 5701 85 Orebro, 9310/K Andersson /IF. Fax +46 19 120404,
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GRAFICO VI )
ANATOMIA PATOLOGICA

[inst de Anatomia Patolagica |

CLIMA INTERIOR  Ambiente de Trobalho MV 040 EA | gy, oo NI

AMBIENTE DE TRABALHO i

{Incomodado com frequencia) % Srebio Medical Cenfre Hospital

Poeira & sujidade

Luz insuficiente ou encandeamento Comentes de ar

Temperatura ambiental
Ruide = demasiado elevoda

S Varlacoes da temperatura

Temperatura amblental
demasiade baixa

Electicidade estatica
a chogues

Cheires desogradaveis Ar bafiento

Arseco

LAl Anat (R=18) s—

SINTOMAS Bo e G aR =76

(Sim, com frequencia) %

Outras Sensacdo de
sonolencia

Dor de cabeca

Prurido e descamacdo na
cabeca ou nas orelhas

A% peuseo/Tantura

Pele secaou
varmelhidao da foce
Dificuldade de
concentrocdo

Pr‘ o, sensacdo de ardor
Gatgania seca = —oy [Nacao nos chhes
& dspera imtacdo.

ou bloguele de nariz

agfimento
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Inst de Anatomia Patolégica
Coimbra, 1995
Farmdcia

CLIMA INTERIOR  Ambiente de Trabalho MM 040 EA

AMBIENTE DE TRABALHO Pkt s folindat

(Incomedado com frequencia) % Grebro Medical Centre Hospital,

Poeira e sujidade

Luz insuficients ou encandeamento Comentes de ar

Temperatura ambiental
Ruido demaslodo elevada

B0% varlacses dia temperatura

Electricidade estdtica Temperatura omblental

& chogues demasiado balxa
Cheiros desogradaveis Ar bafiento
Arseco
Farmacia (n=30)
S|NTOMAS Devidos o amiby == == =
(Sim, com frequencia) %
Outros f 2 Sensacao de
sonclencia

Maes secas, com arder

ou vermelhidao
Dot de cabeca

Pruride & descamacdo na
cabeca ou nos afelhas

A% MNausea/Tontura

Pele seca ou
vermeihiddo da face
Dificuldade de

concentracdo
Tosse

Garganta seca ou infitacao nos olhos
e dspera Imtacao, comimenta

ou blequsio de nariz

Dept of Occup and Envirenm Medicine, Srebiro Medical Centee Hosp. 5-701 85 Orebro. 9310/K Andersson @/IF. Foax +46 19 120404,
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GRAFICO VI ;
HUC/HOSPITAL OREBRO

Coimbra e Estocolmo

CLIMA INTERIORambiente de Trabalho MM 040 EA

Referunce data after Report MS/S0.

AMBIENTE DE TRABALHO Dept of Occup and Envirsnm Med,

{Incomodado com frequencia) % Orebro Medical Centre Hospital

Poeira e su|ldade

Luz insuliciente ou encandeamanto Correntes de ar
Temperatura amblental

Rulde demasiado elevada

Furmnad i
mador &Vuﬂacéas da temperatura

passivo

Temperatura ambiental

Electricidade estatica
demasiado baixa

e chogues

Cheiroe desagradavers Ar bafiento

Arseco
Coimbra (N=536) ————
SINTOMAS EatuB(mags) s
(Sim, com frequencia) %
Qutres Fadiga Sensacio de
sonolencla

Maos secas com ardor

ou vermelhidéo
Dor de cabeca

Prundo » descamacac na
cabeca ou nas oreipas |

" Nausea/Tontura

Peie seca ou \

vermelhidéc galace \
A Dificuldade de

concentracao

Tosse
Prurido, sensacdo de ardor

Garganta seca ou irritacde nos clhes

e aspera Irritacd@o, corrimento
ou bloqueio de nariz
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FOLHA DE TRABALHO

Environment med, Dept. Occ. Med,

Orebro, test version 8912/K Andersson

ARQUIVOS DO INSTITUTO NACIONAL DE SAUDE, 20-21

CLIMA INTERIOR Ambiente de Trabalho MM 040 EA

AMBIENTE DE TRABALHO
(incomodado com frequencia) %

Luz insuficiente
ou encandeamento

Ruido

Fumador passivo

Electricidade estatica
e choques

Cheiros desagradaveis

SINTOMAS
(Sim, com frequencia) %

Maos secas, com ardor ou
vermelhiddo

Prurido e descamagao na
cabeca ou nas orelhas

Pele seca ou vermelhidao
da face

Tosse

Garganta seca
e aspera

Poeira e sujidade
Correntes de ar
Temperatura ambiental
demasiado elevada
40% 80% Variages da temperatura
ambiental
Temperatura ambiental
i iado bai
Ar bafiento
Ar seco
Fadiga
Sensagéo de
sonolencia
Dor de cabega
Nausea/Tontura
Dificuldade de

Prurido, sensagio de ardor
ou irritagdo nos olhos

Iritag&o, corrimento
ou blogueio de nariz

Andersson K and Stridh G. The use of Standardized questionnaires in

building-related iliness (BRI) and sick buildi

g Sy SBS) Y
NATO/CCMS Pilot Study on Indoor Air Quality, eds. F. Levy and M Marori,

of O«

spational Health, Oslo, Norway, 1992,

Tradutor: J.J. Amaral-Mendes
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QUADRO |

RESULTADOS RESPEITANTES AOS 15 SERVICOS E LABORATORIOS EM PERCENTAGEM DE RESPOSTAS POSITIVAS EM RELACAO AO
AMBIENTE DE TRABALHO E AOS SINTOMAS ACTUAIS

Bloco Infecto- Lab, Lab. Imuno-  Lab. '

opera- Gineco- Neuro- Urgén-  Conta- Imagio- UCIP  Anatom. Pat. hemote- Hema- Farma- Alimen-  Esterl- Pneu-

torio logia  cirurgia clas giosas logia Pat. Clin. rapia  tologia cia tagdo lizagdo  mologia

4D/100  SB/90  16/55  41/123 16/40  75/160  a31/52  18/37  42/93 38/57  21/36 30/59  78/256 3a/50 46100

(40) (64.4) (27.3)  (33.3) {40) (50) (59.6)  (48.8) (45.2) (66.7)  (58.3) (50.8)  (30.5) (65) (45)
Correntes de ar 33 3 i 46 19 1 - 44 19 21 19 13 63 15 1
Temperaturas elevadas 13 16 33 22 50 15 29 44 a1 18 19 47 15 3 17
Variagtes de temperatura 45 21 20 15 13 13 29 39 21 29 ) 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
Ar seco 33 24 40 44 50 27 52 6 41 37 38 60 3 6 28
Cheiros desagradaveis 10 7 7 22 38 15 45 7 69 26 48 7 22 12 39
Electricidade estatica 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 - Fi 6 48
Ruido 50 48 40 42 38 21 58 50 74 65 19 27 80 79 35
Problemas de luminosidade 33 16 20 27 25 7 10 1 14 18 10 a3 14 6 28
Poeira e sujidade 10 7 - 12 13 8 29 44 10 24 29 3 4 76 13
Fadiga 30 36 20 27 44 16 65 28 43 32 a3 33 40 46 20
Sensagéo de sonoléncia 33 22 7 12 25 1 23 17 17 18 24 20 13 18 17
Dor de cabeca 28 36 7 22 31 13 26 33 21 29 43 20 40 49 17
Nausea/Tontura 3 9 - - - 5 3 6 5 16 5 7 15 12 7
Dificuldade de concentragao 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 1 13 24 27 4 9 1
Prurido na cabega 13 3 - 5 6 1 - - 4 - 10 7 - - 7
Maos 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 0

BIGUIIOT) 8P SPEDISISAILN BP SIENASOH SOp JoUBJU| BUD O
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ARQUIVOS DO INSTITUTO NACIONAL DE SAUDE, 20-21 1994

/195

RESULTADOS RESPEITANTES AOS QUATRO GRUPOS OCUPACIONAIS EM PERCENTAGEM DE RES-
POSTAS POSITIVAS EM RELACAO AO AMBIENTE DE TRABALHO E SINTOMAS ACTUAIS. IGUAL-
MENTE COMPARACAQ DE RESULTADOS DO HOSPITAL COM A MATERNIDADE

Enfer- Adminis-
Médicos meiros trativos Servicos Hospital Maternidade
a6/222 131/528 50/141 259/607 1298/582 145/180
(43.3) (38.9) (35.5) (42,7) (44,8) (80,8)
Correntes de ar 13 15 34 29 23" 15
Temperaturas elevadas 21 12 30 25 22 35"
Variagdes de temperatura 13 31 16 23 22 30
Temperaturas baixas 6 19 2 10 ™ 3
Ar bafiento 8 12 26 13 13 g
Ar seco 22 37 40 26 29 26
Cheirgs desagradaveis 22 20 30 28 a5t 12
Elecricidade estatica 6 13 2 1 10 8
Fumador passivo 29 27 28 16 22 17
Ruido 38 56 38 56 51 37
Problemas de luminosidade 14 20 26 14 16 11
Poeira e sujidade B 22 14 15 16" 10
Fadiga 23 41 32 36 34 30
Sensacao de sonoléncia 15 24 20 15 18 12
Dor de cabega 16 31 36 31 29 22
Nausea/Tontura 0 5 10 10 7 6
Dificuldade de concentracdo 4 12 12 8 9 5
Preblemas 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 " 6 9 g 5
Pele seca 5 14 22 16 14 17
Prurido na cabega 1 5 4 3 3 3
Maos secas 6 42 16 23 24 30
Qutros problemas 4 7 6 3 Lh 2

* 5 <0.01
*p <005
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Environment med, Dept, Oce. Med,
Orabro, test version BHOKABY B

O clima interior dos Hospitais da Universidade de Coimbra

MODELO DE INQUERITO

CLIMA INTERIOR I\[-)I'In:l 040 EA
ata
Ambiente de Trabalho Ano Més Dia

Nome

VERSAO PORTUGUESA

12-

Instituicao/Hospital/Companhia

Numero m Ocupagao |._L_LJ_J_J

Departamento/Servigco

Utilizador m Grupo m

A preencher pelo inguiridor

21

Este Questionario ocupa-se do clima interior do seu ambiente de trabalho e dos possiveis
sintomas que possam estar a afecta-lo.

FACTORES BASICOS

22-
23

‘24

25

28
29
3

=1

Bl
3
33

(3

a4
35

3T
aa
3o

40

4

4

w

Ano de Nascimento 19 L+_|
Sexo M [ F Ol:

Fuma? sim [ Nao [z

Qcupagédo

Ha quantos anos se encontra no presente lugar

de trabalho? L1 | Anos

26-
27

AMBIENTE DE TRABALHO

Foi afectado os Ultimos trés meses por alguns dos seguintes factores Sim, com Sim, Nunca:
no local de trabalho? frequéncia  algumas
(cada semana) wvezes
) 2 ()
Correntes de ar O O i
Temperatura ambiental demasiado elevada L] L] 0
Variagtes da temperatura ambiental O O i)
Temperatura ambiental demasiado baixa il ] D
Ar bafiento e desagradével [-] L] =)
Ar seco | | []
Cheiros desagradaveis Ll ] ]
Electricidade estdtica, por vezes causando choques D ] ]
Exposicdo a fumo de tabaco (fumador passivo) il ] ]
Ruido Ol ] ]
Luz insuficiente ou provocando encandeamento ou reflexos ] [l ]
Poeiras e sujidade ] ] |
CONDICOES DE TRABALHO
Sim, com Sim, Nao, Nao,
frequéncia  porvezes raramente  nunca
0 (@ @ i)
Considera o seu trabalho interessante e estimulante? L] ] O [i]
Tem muito trabalho para fazer? ] ] = E
Tem alguma hipctese de influenciar as suas condigdes de trabalho? Il ] 4] |
Os seus celegas ajudam-no nos problemas que encontra no seu trabalho? ] | U [

100

Andersson K and Stridh G, The use of Standardized questionnaires in
building-related iliness (BRI) and sick building syndrome (SBS) surveys.

National Institute of Occupational Health, Oslo, Norway, 1392,

NATO/CCMS Pilot Study on indaor Air Quality, eds. F. Levy and M Maroni,

Tradutor: J.J. Amaral-Mendes
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5:6
T8

1-12
13-14
15-18
17-18
15-20
21-22

23-24
25-26
27-28

29-30

DOENCAS E SINTOMAS/PASSADOS E ACTUAIS

ARQUIVOS DO INSTITUTO NACIONAL DE SAUDE, 20-21 1994/95

Teve algumas vezes problemas asmaticos?
Sofreu, alguma vez de febre dos fenos?
Sofreu alguma vez de eczema?

Alguém na sua familia sofre de alergias? (p. e. asma, febre dos fenos, eczema)

Nao

ooooss
OOoOonos

SINTOMAS ACTUAIS

Mos dltimos 3 meses teve algum destes sintomas?

Fadiga
Sensacao de sonoléncia
Dor de cabeca

Nausea/Tonturas

Dificuldade de concentragao

Prurido, sensagdo de ardor ou irritagdo nos olhos
Irritacdo, corrimento ou bloqueio nariz

Garganta seca e aspera

Tosse

Pele seca ou vermelhiddo da face
Prurido & descamagéo na cabega ou nas orelhas
Maos secas, com ardor ou vermelhidao

Outros sintomas

Sim,
frequente

0 OO0 000 000 0Om

Sim,
as vezes

0 000 000 000 0Ob =

Nao,
nunca

0000000000000 =

Se SIM:

Estd convencido que estes
sintomas sio devidos ao
ambiente de trabalho?
Sim, Néo,

0O OO0 000 000 04
0O 000 000000 oan s

COMENTARIOS ADICIONAIS

MUITC OBRIGADO!
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titulo do artigo, na mesma lingua

1.3 Palavras-chave
o Fazer acompanhar os resumos de 3 a 5 palavras-
-chave (em portugués e inglés), as quais definam
bem o conteddo do artigo. Nao esquecer que uma
palavra-chave pode ser constituida por dois seg-
mentos. Ex.: Rubéola-Epidemiologia.

1.4 Quadros

o Apresentacdo em folhas auténomas, com titulo
e legenda proprias.

o Numeragao individual, em nimeros romanos.

o Recomenda-se que os quadras-nao sejam em
nimero exagerado, e que cada um se baste
a si proprio, sem recurso a quadros suplementa-
res.

o Os guadros devem ser citados no texto.

o No verso de cada quadro, indicar a respectiva lo-
calizagdo no texto.

1.5 Figuras
o De boa qualidade, que permita reproducéo foto-
grafica.
a Numeragdo em algarismos arabes.
o Legendas em folhas A4, a parte.

Graficos

A tinta da China preta, sobre papel vegetal ou pro-
duzidos em impressora de boa qualidade.

Titulos e legendas, inscritos no verso de fotocdpia
dos mesmos.

Fotografias

A preto e branco, em papel brilhante, & com bom
contraste.

Nao deixar impressoes digitais.

N.B.: No verso de cada Quadro ou Figura deve ser
colado um autocolante, com o nome do(s)
Autor(es), o inicio do Titulo, niimero de ordem e
localizacao, dentro do trabalho.

1.6 Agradecimentos
o Em poucas linhas, e apresentados tambem em
folha a parte.

1.7 Bibliografia

o Referéncias bibliograficas, precedidas de um
niimero de ordem sequencial.

o Este niumero sera usado no texto, quando se fi-
zer, a respectiva citagdo, de modo a remeter o
leitor para a Bibliografia apresentada no final do
artigo. Nunca repetir a referéncia em nota de
rodapé.

o O titulo do pericdico 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 (IPQ).

2. NP-405-1 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS:
DOCUMENTOS IMPRESSOS

EXEMPLIFICACAO DE CASOS-TIPO
MAIS FREQUENTES

2.1 Monografia (=Livro)
Com um Autor
LEVY, JAY A. — HIV and the pathogenesis of AIDS.

Washington, D.C.: American Saciety for Micrabiology,
1994

109



Normas para a preparagdo de manuscritos

2.2

23

110

Até trés Autores

DHILLON, H.8.; PHILIP, L. — Health promotion and
community action for health in developing countries.
Geneva: WHO, 1994.

Mais de trés Autores

MODELL, B,; et al.* — Les services genétiques au
sein de la collectivité en Europe: rapport sur une
enquéte. Copenhague: OMS, Bureau Régional de
'Europe, 1993. (Série Européenne; 38).

Contribuicoes em monografias (Capitulos)
Faz-se a entrada pelo Autor e Titulo do Capitulo a
refenir, seguido de In e o Autor principal da obra e
respectivo Titulo da mesma, bem como as paginas-
limite do Capitulo em questao.

SCHEFLEN, A.E. — Systémes de la commurication
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 constara em primeiro lugar. Ministérios, orgaos
legislativos, judiciais, adminisirativos, civis ou religi-
osos ficamn subordinados a circunscrigdo territorial a
gue dizem respeito.

UNIVERSIDADE DE COIMBRA. Faculdade de Ci-
éncias. Departamento de Quimica — [... seguem-
se os elementos duma referéncia bibliografica (V. ex.
1.1)]

PORTUGAL. Ministério da Saude. Instituto Nacional
de Saude — [... seguem-se 0s elementos duma re-
feréncia bibliografica (V. ex. 1.1)]

* et al. = abreviatura da expresséo latina «et allii»,
que significa «e outros».

Artigos de publicagGes em série
(Pericdicos)

Cumpre-se o estabelecido para as enfradas de Au-
tor (V. ex. 1.1 a 1.4), e usa-se a seguinte descrigdo
bibliogrédfica, para todos os restantes elementos:

BOSHOFF, C.; et al. — Kaposi's sarcoma:
associated herpesvirus infects endothelial and
spindle cells. Nature Medicine. New York, N.Y.*. 1:
12 (1995), 1274-78.

Comunicagbes em congressos, jornadas, etc.

LECHNER, M.C. — Regulacao da expressdo de
genes de citocromo P450 no figado. In JORNADAS
LUSO-ESPANHOLAS DE GENETICA, 30.%, Lishoa,
1995, p. G71.

[Caso idéntico ao das contribuictes em monografias
— (V. 1.4)]

Se se referir a publicacao na totalidade, e nao ape-
nas parte;

JORNADAS LUSO-ESPANHOLAS DE GENETICA,
30.%, Lisboa, 1995 — Livro de Comunicagtes. Lis-
boa: Sociedade Portuguesa de Genética, 1995.

2.4 Abreviaturas'
Definir as abreviaturas na sua primeira ocorréncia
no texto. Exemplo: «virus da imunodeficiéncia hu-
mana (VIH)»

Podem utilizar-se, nos seguintes casos:

— AUTORES, EDITORES LITERARIOS, efc.
Ex.: PIAGET, J.

— ESTADOS, PROVINCIAS, PAISES, stc.?
Ex.: E.JUA,, GB

— TITULOS DE PERIODICOS?
Ex.: Clinical Chemistry
Clin. Chem.

Journal of Medical Genetics
J. Med. Genet.

— PALAVRAS E TERMOS CORRENTES
Ex.: edigdo = ed.

pagina = p.
volume = vol.
. SEPARATAS

Cada autor recebera 20 separatas gratis e 1 exemplar
dos Arquivos.

. ENDERECO EDITORIAL

Os manuscritos deverdo ser enviados para:

Director do

Instituto Nacional de Saude Dr. Ricardo Jorge
Av. Padre Cruz

1699 LISBOA CODEX

Telefone: (01) 751 92 00
Telefax: (01) 759 04 41
Conselho Redactorial: (01) 751 93 18/81 (directo)

. Consulte-se'a NP-3B80, 1989: Descrigio e referéncias bibliograficas:

abreviatura de palavras tipicas.

. O local de publicagio é um elemento facultativo. Recomenda-se, no

entanto, 0 seu usa, quando possa ccasionar dividas. Ex.: Cambridge
(Inglaterra} — Cambridge, Massachussetts (Estados Unidds da Améri-
ca).

. Aconselha-se consulta da lista de titulos do Index Medicus, contida na

base de dados MEDLINE









