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Resumo

A empregabilidade é a capacidade de o individuo adquirir/manter um emprego, mudar de fungdes numa
organizacao ou obter um novo emprego, de modo a atingir plena satisfacao profissional. Esta capacidade
implica que o trabalhador desenvolva ativamente um leque de competéncias que o tornem atrativo para
o0 mercado globalizado de trabalho, tornando-se importante conhecer a preparacao mais adequada para
o satisfazer.

E objetivo deste trabalho descrever competéncias profissionais, pardmetros curriculares e areas de
formacao mais relevantes para a admissao de Técnicos de Anatomia Patolégica, Citoldgica e Tanatoldgica
(TAPCT) nas instituicdes empregadoras.

Numa abordagem quantitativa recorreu-se a um questionario em formato on-line, tendo-se inquirido 99
empregadores. Os resultados foram tratados com estatistica descritiva simples.

Resultados: verificou-se que 71% dos inquiridos trabalhavam em instituicdes publicas e 80% na area
da saude. As principais formas de primeiro contacto profissional sdo: realizacdo de estagios (19%) e
conhecimentos pessoais (12%). As competéncias pessoais mais valorizadas foram responsabilidade
(86%) e capacidade de trabalho em equipa (81%). Os parametros curriculares mais apreciados foram:
habilitacoes técnico-cientificas (90%) e experiéncia profissional (78%) e formacao pds-graduada (56%).
As areas de formacéo consideradas prioritarias sdo: Macroscopia (66%) e Patologia Molecular (62%).
Empregadores de diferentes areas valorizam um conjunto de competéncias comum: trabalho em equipa
e responsabilidade. As competéncias técnico-cientificas, a experiéncia profissional e a formacao pds-
graduada sdo os parametros curriculares mais valorizados, sendo que, relativamente a esta ultima, as
areas de Macroscopia e Patologia Molecular sdo as principais. Estes dados sao importantes para a gestao
profissional dos TAPCT.

Palavras-chave: Empregabilidade; Competéncias; Técnicos de Anatomia Patoldgica, Citolégica e
Tanatoldgica

Introducao

Atualmente, entende-se que empregabilidade designa a capacidade de um individuo adquirir e manter um
emprego, mudar de funcbes dentro de uma organizacdo e, se necessario, obter um novo emprego, de modo a
atingir satisfacao profissional (1-3). Esta capacidade implica que o trabalhador desenvolva ativamente um leque de
competéncias que Ihe permitam superar a concorréncia e adaptar-se aos novos cenarios que lhe sdo colocados (4).
Num sentido lato, aplica-se tanto a empregos por conta de outrem como por conta propria, pelo que esta diretamente
associada também ao empreendedorismo ou a vocacgéo para a criagdo de oportunidades de emprego (5).

O conceito de empregabilidade remonta aos anos 50 do século passado, mas apenas a partir dos anos 90 a sua
utilizacdo se generalizou associada ao advento das novas tecnologias, globalizacao do mercado de trabalho e declinio
da produgao industrial ocidental (3-5).

Durante a maior parte do século passado considerava-se o emprego como sendo para a vida e que a evolucao
da carreira surgia dos anos de dedicacdo e de trabalho leal a mesma organizacdo (4). Por volta dos anos 70, a
empregabilidade era vista como um problema apenas dos desfavorecidos ou desinstruidos (4). Cada vez mais, este
conceito revela-se ultrapassado. O contexto politico, econdmico e social que tem vindo a suceder-se nos paises
ocidentais tém conduzido a uma crescente instabilidade no mercado de trabalho, especialmente nas economias com
menor capacidade de criar emprego (4,5). Verifica-se cada vez mais que a constante reestruturacao das organizagoes




€ necessaria ao seu sucesso e sobrevivéncia, especialmente devido a globalizacdo e evolugao tecnoldgica (4),
que se traduz na incapacidade de manter o mesmo numero de trabalhadores e, consequentemente, aumento do
desemprego (1), o que coloca também desafios em termos de empregabilidade empresarial. Esta inseguranca
laboral obriga os profissionais, a possuirem vantagens competitivas que os diferenciem positivamente do resto da
concorréncia, quer estejam ou ndo em situagdo de desemprego, pois, mais do que iniciar uma relacao laboral, efetuar
a sua manutencao afigura-se ainda mais complexo (6).

A empregabilidade esta diretamente associada ao desenvolvimento, pois é do interesse tanto dos empregados
como das suas organizagoes (7):

+ Para os empregados, visa satisfazer os seus desejos e projetos de vida futuros, mantendo-os motivados por
longo prazo;

+ Para as organizacoes, na medida em que otimiza a substituicdo quantitativa e qualitativa dos seus quadros
mais importantes, garantindo-lhes a continuidade e a evolugao.

Empregabllidade em Portugal

O mercado de trabalho em Portugal caracterizou-se por uma reduzida taxa de desemprego nas décadas de
80 e 90 do século passado (8). No entanto, sensivelmente desde o ano 2001 que esta realidade se tem alterado:
verificou-se um aumento progressivo da taxa de desemprego, consequéncia da reducao do emprego num quadro
de estagnacao do produto e da produtividade (8). Nos anos mais recentes assiste-se a uma diminuicao da taxa de
desemprego, nao atingindo ainda, no entanto, os valores do século passado. Por niveis de escolaridade, a maior taxa
registou-se nos que nao detém nenhum nivel de escolaridade, verificando-se ainda que a escolaridade superior possui
a taxa de desemprego mais baixa.

Apesar desta tendéncia, estima-se que 20% dos portugueses com grau académico superior tenha emigrado,
fendmeno vulgarmente denominado por fuga de cérebros (9). A maioria sdo jovens diplomados que aproveitam o
programa Erasmus noutros paises para ficarem em empresas locais através de estagios profissionais (9). Apenas
uma pequena fracdo devera regressar ao pais de origem (9). Esta tendéncia contrasta com a tipologia de emigracéo
portuguesa dos anos 60, constituida maioritariamente por mao-de-obra pouco qualificada (9).

Competéncias Pessoais

A empregabilidade é indissociavel das competéncias pessoais. Certos autores advogam mesmo que
é necessario desenvolver uma série de competéncias transversais a atual sociedade do conhecimento (7).
Tornam-se assim relevantes novas areas que implicam desenvolver as capacidades necessarias para a gestao
da diversidade e da incerteza, permitindo aos graduados, a todos os niveis, manterem-se ativos, competitivos e
enquadrados nos objetivos dos empregadores que os procuram (10). As ferramentas dos graduados nao se devem
centrar somente nos contelidos diretos e associados a uma determinada profissao ou atividade, que facilmente
se esgotam com a atual volatilidade tecnoldgica associada a sociedade moderna (11). Neste contexto, surgem,
com cada vez maior destaque, as designadas competéncias pessoais transversais (a que os anglo-saxénicos
chamam soft skills): lideranga, resiliéncia, assertividade, aprendizagem continua, adaptacdo a mudancga, trabalho
em equipa e compromisso ético, entre outras (12). Assim, num ambiente cada vez mais competitivo, por vezes
até téxico, as competéncias transversais nunca foram tao valorizadas e importantes para a saldde organizacional,
principalmente com o advento de estudos realizados no campo da psicologia e das neurociéncias que permitiram
identificar elementos tdo complexos como a “inteligéncia emocional” (13-15). Esta descricdo mais abstrata pode
ser observada segundo o conceito de qualificagéo real, que designa o conjunto de competéncias posto em agdo em
situagoes concretas de trabalho, através da articulagcao dos diversos saberes oriundos das varias esferas (formais,
informais, teoricos, praticos, tacitos). As caracteristicas desta qualificagéo real reportam a capacidade de resolugéo
de problemas e de enfrentar situagdes de imprevisibilidade, ou seja, a mobilizagdo da inteligéncia para fazer face a
todos os desafios em ambiente de trabalho (7).

No entanto, importa saber quais as competéncias pessoais mais relevantes para os empregadores de Técnicos de
Anatomia Patoldgica, Citoldgica e Tanatolégica (TAPCT), no sentido de orientar a autogestao do percurso profissional,
garantindo o estabelecimento de objetivos de carreira e o seu planeamento em funcédo do nivel de autonomia e
independéncia em que o individuo se encontra (16).

Parametros Curriculares

O principal instrumento de sintese e apresentacdo dos dados e caracteristicas pessoais do profissional é o




seu Curriculum Vitae. Este documento devera estar organizado de forma inteligivel e acessivel de modo a garantir ao
empregador um rapido e simples contacto com os dados relevantes para o posto de trabalho em apreco (17).

Os modelos de preparacao do Curriculum Vitae possuem certos elementos gerais comuns a todos eles, tais
como: dados pessoais, habilitacdes académicas ou experiéncia profissional. Como informacgéo adicional, o Curriculum
Vitae pode incluir informacgdes sobre atividades extracurriculares, idiomas ou literacia informatica, para além de poder
apresentar cartas de recomendagao em anexo (17).

Atualmente é altamente recomendado que o Curriculum Vitae possua ligagdes diretas para a pagina pessoal do
candidato ou para as redes sociais (e.g. LinkedIn, Twitter, Facebook) e outros recursos da web onde os recrutadores
possam expandir as informacdes sobre o seu perfil profissional (18). Também é importante destacar a pratica
profissional adquirida durante a formacao graduada (estagio curricular), uma vez que é considerada frequentemente
como um tipo de experiéncia de trabalho valorizada pelos responsaveis de Recursos Humanos. Paralelamente as
atividades extracurriculares (e.g. trabalho voluntério, participacdo em associacOes de estudantes) surgem também
como elementos muito valorizados em determinados recrutamentos profissionais (18).

O Curriculum Vitae pode terminar com uma se¢ao que colija cartas de recomendagao relevantes para a empresa
ou que ajudem a definir a personalidade do candidato (17). Nos paises anglo-saxénicos esta é uma secao essencial
em qualquer curriculo e no nosso pais tornou-se num habito cada vez mais generalizado.

Desta forma, é fundamental enriquecer o curriculo nos parametros que os empregadores mais valorizam de
modo a aumentar a sua competitividade para a empregabilidade.

Formacao Complementar

Um dos objetivos primordiais do ensino superior consiste no acréscimo ou melhoria das condi¢cOes para a
empregabilidade, formando profissionais qualificados e bem preparados para enfrentar os desafios do mercado de
trabalho, reforgando sempre que os estudantes sdo corresponsaveis na sua propria formacgao (19).

O curso superior prepara o futuro licenciado com um leque de ferramentas intelectuais que o capacitam para
o desempenho de diversas fungdes em varias areas de intervencao, mas nao é suficiente apenas ter um diploma de
licenciatura. E necessario ter presente que as competéncias adquiridas pelos diplomados sé estardo plenamente
desenvolvidas apds concretizacdo da sua aprendizagem através da aplicagcdo em meio laboral (5).

A emergéncia de oportunidades de evolucdo profissional realca a importancia da formacédo pds-graduada. O
numero de profissionais conscientes dessa situacdo cresce a cada dia, criando a necessidade de procurar novos
recursos para estar melhor preparado para o mercado de trabalho. Dentro desses recursos existem os cursos de
pés-graduacdo ou os mestrados que podem ter cariz tedrico ou pratico e visam atualizar, aperfeicoar e reforcar
conhecimentos e competéncias numa area cientifica. Desta forma, torna-se fundamental identificar as areas carentes
de evolucao, com o intuito de evitar perda da qualidade dos profissionais e queda na produtividade da organizacao.
Assim, os TAPCT podem adequar-se as novas realidades, atualizando os seus conhecimentos tedricos e praticos para
que possam garantir o seu espago no mercado de trabalho (20).

Objetivos

A escolha do tema deste trabalho prende-se com a exigéncia crescente de um mercado de trabalho cada vez
mais competitivo, que faz com que os profissionais necessitem de um elevado nivel de competéncias e de preparacao
para poderem desempenhar com sucesso as suas fungdes nas organizacoes. Pretende-se assim criar conhecimento que
possa contribuir para uma maior adequacgao ao mundo real do trabalho considerando o ponto de vista de empregadores.

Delinearam-se os seguintes objetivos especificos:

+ Caracterizar genericamente as instituicdes que empregam TAPCT.

« Descrever a forma de primeiro contacto mais frequente entre a instituicio empregadora e os TAPCT.

« Descrever competéncias pessoais, parametros curriculares e areas de formagdo mais relevantes para a
admissao de TAPCT nas instituigdes empregadoras.




Metodologia

Esta investigacao assenta no paradigma positivista, segundo o qual a verdade é absoluta e os factos e principios
existem independentemente do contexto historico ou social (21, 22). O modelo privilegiado para arealizacao deste estudo
foi o quantitativo, que se caracteriza pela medicdo das varidveis e pela obtencéo de resultados numéricos suscetiveis
de eventual generalizagao (22). Quanto a generalizagdo, trata-se de um estudo nomotético, ou seja, com énfase nos
aspetos gerais do fendmeno e com preocupacdes generalizadoras (22). O estudo realizado é um levantamento nao
experimental, pelo que nao havera uma manipulacao direta do investigador nas varidveis a analisar (21).

Constituicdo da Populacdo e amostra

A populacdo define-se como o conjunto de elementos (individuos, espécies, processos) que tém caracteristicas
comuns e sobre o qual assenta a investigacao (21-23). Dada a necessidade de recolher contributos sobre a
empregabilidade na perspetiva do empregador, considerou-se como populagcao-alvo todos os profissionais com poder
de decisao nos processos de admissao de TAPCT, em Portugal.

Como o nome indica, a populagédo acessivel é constituida pela porcédo da populacdo alvo a que se consegue
aceder (21). Neste estudo, a populagao acessivel foi constituida pelo grupo de profissionais com poder de decisdo nos
processos de admissao cujos contactos eram conhecidos pelos investigadores.

Umaamostra é a fracao da populagcéo sobre a qual se faz o estudo, devendo ser o mais representativa possivel (21).
Neste caso constitui-se como amostra a fragdo da populacdo que respondeu ao questionario. Esta amostra pode ser
classificada como acidental, uma vez que o investigador ndo selecionou a sua amostra por método estatistico (21). No
entanto, tendo em conta que foram obtidas 99 respostas em 105 questionarios (Taxa de resposta=94,2%), a amostra
pode considerar-se de representatividade elevada relativamente a populacéo acessivel.

Instrumento de Recolha de Dados

O instrumento de recolha de dados para este estudo efetuou-se através de inquérito na forma de questionario
que permite obter informacgéao factual sobre a populagdo em estudo, nomeadamente sobre as suas percec¢oes, num
intervalo de tempo curto e de forma sisteméatica e ordenada (21,22).

O questionario era do tipo misto, constituido por perguntas do tipo semiaberto e fechado, com predominancia
para o este Ultimo. As perguntas do tipo fechado permitem realizar uma analise mais célere e uniforme das respostas (21).
Foram colocadas os seguintes subtipos de perguntas fechadas (22):

i. Questoes de resposta Unica, tal como o sexo ou a idade.
ii. Questoes de escolha multipla, constituidas por um conjunto de respostas pré-definido.
iii. Questoes dicotomicas, com respostas de caracter bipolar tais como sim ou nao.

Em virtude de o questiondrio ser de preenchimento ndo-presencial, foi dada especial atencdo a correta
formulacao e sequenciacao das perguntas e das hipéteses de respostas de modo a suscitar o minimo de ddvidas no
preenchimento. Pretendeu-se efetuar perguntas claras e concisas, tendo o questionario sido sujeito a pré-teste (21).

Variaveis
As variaveis sdo as unidades de base da investigagédo. Sao conceitos, qualidades, propriedades ou caracteristicas

de pessoas, objetos de situagOes suscetiveis de se alterarem no tempo (22). As variaveis podem tomar diferentes
valores passiveis de medigcéo, controlo ou manipulagdo (21). Neste questionario identificaram-se as variaveis:

i. Atributo - Idade; Sexo; Tipo de Instituicao; Atividade da Instituicao.

ii. Investigacionais - Quantidade atual de TAPCT na instituicdo; Modo de primeiro contacto com os TAPCT;
Competéncias pessoais mais valorizadas; Parametros curriculares mais valorizados; Areas prioritarias para a
oferta formativa.

Recolha de dados

A colocacdo dos questiondrios aos inquiridos efetuou-se através da plataforma eletrénica LimeSurvey™ (24).
Esta plataforma aberta e amplamente difundida permite obter as respostas de forma automatica e segura, com a
garantia da privacidade e validade das respostas inseridas (24).




A etapa seguinte foi o envio do email de convite de preenchimento do questionario a todos os elementos da
populagéo acessivel. O email, incluia o propésito do estudo, o prazo e o link para preenchimento on-line.

Tratamento Estatistico dos Dados

A andlise das respostas seguiu 0 mesmo encadeamento e organizacao dos questiondrios. Os gréaficos
apresentados neste estudo foram obtidos diretamente da plataforma LimeSurvey™ (48). Desta plataforma extrairam-
se também listagens com todas as respostas registadas no inquérito, tendo sido exportadas para MSExcel™. A partir
desta aplicacao, efetuou-se alguma estatistica descritiva como a frequéncia relativa.

Consideracoes éticas e legais

As perguntas redigidas pretenderam ser minimamente invasivas. Os questionarios incluiram uma descricao do
seu propdsito, tendo sido referida a garantia de confidencialidade (44, 49).

Resultados
Caracterizacéo dos sujeitos

A idade minima referida pelos inquiridos foi de 26 anos e a maxima de 65. A média das idades dos participantes
situa-se nos 41,01 anos, sendo que a maioria (70%) € do sexo feminino e menos de um terco é do sexo masculino,
apenas 30%.

Caracterizagcao da instituicao

A maioria dos inquiridos (71%) trabalha em instituicdes publicas. As intuicdes privadas surgem representadas
por 27% da populagao inquirida e 2% n&do respondeu.

No que diz respeito ao tipo de atividade em que se inserem os empregadores, a da saude surge como a mais
significativa, aglomerando 80% dos respondentes. De seguida, surgem as instituicoes relacionadas com a vertente
comercial, representando 8%, seguidas pelas que se dedicam a investigacdo — 5%. Foram ainda mencionados outros
tipos de atividade, como o ensino e a justica.

No que diz respeito ao nimero de TAPCT que desempenham fungdes na instituicao, 57% dos inquiridos refere
que é suficiente. Pelo contrario, 34% considera que esse numero é insuficiente e apenas 9% considera que tem
técnicos de AP em excesso (Grafico 1).

Insuficiente
34%

Suficiente
57%

Grafico 1 - Distribuicio dos empregadores em funcao da opinido sobre o nimero de licenciados de APCT




Forma de primeiro contacto com os TAPCT que ingressaram na instituicéao

O primeiro contacto entre os empregadores e os licenciados foi efetuado principalmente através da realizacao
de estagios nas suas instituicoes (19%). De seguida foram referidos conhecimentos pessoais (12%) e candidaturas
espontaneas (10%) (Gréfico 2).

Outro %
Candidatura espontanea
Informag0es prestadas pela ESTeSL
Conhecimentos pessoais
Concurso publico %
Resposta a andncios
Realizacdo de trabalhos de fim de curso %

Realizagdo de estagios

0% 2% 4% 6% 8% 10% 12% 14% 16% 18% 20%

Grafico 2 - Meios de contacto dos licenciados que ingressaram na instituicdo dos empregadores

Competéncias pessoais mais valorizadas

As cinco competéncias pessoais mais valorizadas pelos empregadores para fins de recrutamento foram a
responsabilidade (86%), a capacidade de trabalhar em equipa (81%), a capacidade de organizacao (64 %), a motivacao
(55%) e a autonomia (44 %) (Grafico 3).

Competéncia ac nivel de linguas estrangeiras
Capacidade de trabalho em equipa
Capacidade de trabalho individual
Empreendedorismo

Inovagao

Responsabilidade

Motivagao

Lideranga

Capacidade de expressdo escrita e oral
Autonomia

Capacidade de raciocinio e argumentagdo

Polivaléncia

Capacidade de organizagdo

Criatividade ,04%

u t t t t t t t t t d
0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70% 80% 90% 100%

Grafico 3 - Competéncias pessoais mais valorizadas para admissdo numa instituicao, segundo opinido dos empre-
gadores
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Parametros curriculares/pessoais mais valorizados

Os trés parametros curriculares/pessoais mais valorizados pelos empregadores sio: as competéncias técnico-
cientificas (90%), a experiéncia profissional (78%) e formagdes pds-graduadas (56%). E ainda de notar a importancia
das cartas de recomendacao (23%) e que houve ainda casos em que a idade e o sexo do candidato foram referidos
como aspetos a considerar (Gréafico 4).

Outro

Actividades extracurriculares (e.g. desporto,
voluntariado, associativismo}

Formagdo pods-graduada

Sexo

Idade

Cartas de recomendacdo

Nota final de curso
Competéncias técnico-cientificas

Experiéncia profissional

T T T T T T T T T T 1
0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70% 8&0% 90% 100%

Grafico 4 - Parametros curriculares/pessoais mais valorizadas para admissdo numa instituiciao, segundo opinido dos
empregadores

Areas prioritarias para a oferta formativa pds-graduada

Na opinido dos empregadores a Macroscopia (66%) é a area que se destaca nas prioridades para a oferta
formativa, seguindo-se a Patologia Molecular (62%). A menos referida foi a Histotecnologia/Histopatologia (23%). Ha
ainda um pequeno grupo de inquiridos que considera ndo ser necessaria formagdo em nenhuma area (Grafico 5).

QOutro
Nenhuma 03%
Patologia Molecular
Tanatologia
Macroscopia
Citopatologia Ndo Ginecoldgica
Citopatologia Ginecoldgica
Imunohistoquimica/Imunocitoquimica

Histotecnologia/Histopatologia

i
0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70%

Grafico 5 — Areas prioritarias para a oferta formativa de APCT, segundo opinido dos empregadores
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Consideracdes Finais

A idade média dos empregadores inquiridos situa-se nos 41 anos, havendo uma maior representacdo da
populacdo feminina em relacdo a masculina. Relativamente ao tipo de instituicdo empregadora verificou-se que as
instituicoes publicas assumem um papel de destaque na empregabilidade. Quanto ao tipo de atividade a que se
dedicam as instituicoes empregadoras, a mais relevante é a area da salde, de seguida surgem as areas comerciais e
de investigacao.

Quanto a forma como os empregadores conheceram os licenciados que ingressaram nas suas instituicoes,
verifica-se a importancia da realizacao de estagios, de conhecimentos pessoais e candidaturas espontaneas. Esta
situacdo mostra que, a realizagdo de estagios podera ser essencial para o ingresso no mercado de trabalho, muito
provavelmente devido ao facto de os empregadores terem oportunidade de observar o desempenho do licenciado na
realidade laboral e do proprio licenciado ter a possibilidade de adquirir experiéncia profissional.

Relativamente as principais competéncias pessoais mais valorizadas aquando da admissdo por parte das
entidades empregadoras, encontraram-se responsabilidade, capacidade de trabalho em equipa, autonomia, motivacao
e polivaléncia. Observou-se que, em areas diferentes se evidenciam preferéncias distintas, por exemplo a autonomia
é somente mencionada pelos empregadores da drea da salde, demonstrando que esta competéncia é bastante
relevante num contexto de trabalho hospitalar. Por sua vez, é apenas nas areas da investigacao e nas areas do ensino e
da justica, definidas através do campo “outros”, que a polivaléncia se evidencia, bem como a capacidade de raciocinio
e argumentacdo que é referenciada por estes dois grupos profissionais e ainda na area comercial, atestando que
nestas areas as competéncias comunicacionais séo consideradas essenciais para um bom desempenho profissional.
Ainda neste ambito, destacou-se um conjunto de competéncias pessoais comum a todas as areas: capacidade de
trabalho em equipa, responsabilidade, motivacao e capacidade de organizagao.

Quanto aos parametros curriculares mais valorizados, a experiéncia profissional, as competéncias técnico-
cientificas e a formacao pds-graduada foram os trés parametros curriculares/pessoais mais referenciados em todos
0s inquiridos.

As areas consideradas prioritarias para a oferta formativa sédo a macroscopia e a patologia molecular. Estas sao
areas de intervencéo relativamente recente no universo do TAPCT, constituindo uma oportunidade de aprendizagem
com bastante potencial, o que se traduz numa alternativa de diferenciacao e saida profissional.

De facto, a ligacdo dos Cursos ao mercado profissional € uma simbiose indispensavel para o desenvolvimento
favoravel de ambas as partes. Nao s6 as organizacOes beneficiam de profissionais competentes, fruto de uma
formacao superior devidamente orientada para as necessidades profissionais futuras, como também é essencial que
0 meio académico receba, das entidades empregadoras, feedback sobre as valéncias mais valorizadas nos TAPCT
de modo a que possam ser melhorados os contelidos e os métodos de ensino nos Cursos. A conjugacdo destes
fatores, associado a uma atitude proactiva dos TAPCT, permitira incrementar o seu leque de competéncias técnico-
cientificas, o que aumentara a sua competitividade no mercado de trabalho e, em Ultima instancia, podera melhorar a
sua empregabilidade.

Uma das limitagdes deste estudo que se pode identificar logo a partida, esta relacionada com o facto de nao
ser possivel controlar as condicdes em que o questionario é respondido. O autopreenchimento, ndo presencial dos
questionarios ndo permitiu garantir se existiu ou nao alguma interferéncia externa no preenchimento dos mesmos.

Sugere-se realizar este tipo de estudo com intervalos de tempo regulares, por exemplo de quatro em quatro
anos, procurando, nomeadamente, estudar este fenémeno no contexto da nova Licenciatura em Ciéncias Biomédicas
Laboratoriais.
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Resumo

Introducao: O Streptococcus agalactiae (GBS) tem sido o principal agente responsavel pelas infegoes
neonatais. De modo a preveni-las é recomendavel a realizacao de um rastreio retovaginal entre as 35 e as
37 semanas de gestacdo, bem como a administracdo de profilaxia intrapartum as gravidas portadoras.
Objetivo: Verificar a prevaléncia de portadoras de GBS no CHP a partir de amostras retovaginais, bem
como determinar o perfil de sensibilidade da bactéria aos antibiéticos. Materiais e Métodos: Foram
incluidas no estudo as amostras retovaginais de 7375 gravidas com idades entre os 14 e os 53 anos,
no periodo de Janeiro de 2013 a Dezembro de 2015. As amostras foram inoculadas em meio de Todd-
Hewitt, sendo efetuada a subcultura deste em meio Gelose Sangue. Se identificagcao positiva efetuou-se o
teste de sensibilidade aos antibiéticos. Resultados: Em 2013, a prevaléncia de portadoras foi de 9,69%,
tendo decrescido em 2014 para 5,19% e aumentado em 2015 para 9,78%, ndo sendo possivel retirar
conclusdes, uma vez que nao existe uma tendéncia linear. No entanto, os resultados obtidos encontram-
se abaixo da prevaléncia mundial (10-30%). Conclusdes: A alta prevaléncia do niumero de detecdes
desta bactéria enfatiza a importancia de permanecer com o programa pré-natal de rastreio laboratorial de
portadoras por GBS, fazendo com gue os riscos para o recém-nascido sejam menores.

Palavras-chave: Streptococcus agalactiae, gravidez, rastreio laboratorial, prevaléncia, profilaxia,
suscetibilidade

Introducao

Nas ultimas décadas, o Streptococcus agalactiae, também referido como GBS (Streptococcus Grupo B), segundo
a classificacao de Lancefield, tornou-se o principal agente bacteriano responsavel pelas infecoes perinatais e pela
elevada morbimortalidade neonatal. Assim, esta problematica desencadeou novos desafios clinicos e microbioldgicos
com a finalidade de rastrear e tratar as gravidas portadoras de GBS (1-3). O Streptococcus é um género que é
caracterizado por bactérias Gram positivas, catalase negativas. Individualmente sao esféricos ou ovéides, com menos
de 2um de diametro, associando-se em pares ou cadeias formando “rosarios. O comprimento da cadeia de cocos
é dependente das condicdes de cultura, tipo de meios usados. Apresentam uma capsula de ac. hialurénico, a qual
constitui um importante fator de viruléncia (4-7).

Colonizacéo da gravida por Streptococcus agalactiae (GBS)

Este microrganismo tem o seu reservatorio natural no trato gastrointestinal e apresenta uma grande capacidade
de colonizar o genitourinario, local a partir do qual se desencadeia a colonizacao retovaginal (5,7). Apesar de esta
bactéria possuir uma boa capacidade de adesdo a diversos tecidos humanos, a sua adesdo a mucosa vaginal, e
consequentemente a colonizacdo deste local (9-12). As taxas de colonizacdo do intréito vaginal e perianal por GBS
variam entre 15% a 40%, segundo a regido geografica, a raca e a idade (6,21,22). A colonizagdo na gravida reveste-se
da maxima importancia em virtude do nimero elevado de manifestacdes clinicas como: corioamniotite, endometrite,
osteomielite e, raramente, meningite, para além do risco elevado de ter um aborto espontaneo, rotura prematura das
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membranas, febre intraparto (=38°C) e parto prematuro, podendo ser considerados fatores de risco para o recém-
nascido (RN) (14,15). O GBS pode ainda desencadear esterilidade materna (10,11,13).

Doenca neonatal de inicio precoce

A doenga neonatal de inicio precoce (DNP) ocorre geralmente, por transmissao vertical do GBS, podendo ocorrer
um pouco antes ou durante o parto. A DNP é adquirida por aspiragéo de liquido amniético infetado ou durante a passagem
do feto pelo canal vaginal no momento do parto. Uma vez, na cavidade amnidtica, para além de colonizar a pele e as
mucosas do feto, também atinge os pulmoes. Apds o parto, a bactéria adere-se ao epitélio da arvore respiratodria, invadindo
de seguida a corrente sanguinea podendo causar septicemia, pneumonia e, raramente, meningite (10,12,14-16). Esta
fase da doenca desenvolve-se na primeira semana de vida RN, embora os sintomas surjam, geralmente, nas primeiras
seis a oito horas apds o parto (15). A probabilidade do RN desenvolver DNP como consequéncia desta patologia, é
tanto maior quanto menor for o tempo de gestagdo. O risco de colonizagédo e doenga grave no RN esté diretamente
relacionado com a quantidade de GBS presentes no canal vaginal no momento do parto, tempo ocorrido apds rotura
de membranas e auséncia de anticorpos contra o polissacarideo capsular do GBS. Estes anticorpos especificos sao
transferidos pela mée nas Ultimas dez semanas de gestagao e tém por fungéo proteger o bebé contra a infecdo. Deste
modo, o RN de uma mulher colonizada tem uma probabilidade, dez a quinze vezes maior, de desenvolver DNP (8,10,17).

Doenca neonatal de inicio tardio

Adoencaneonatal deinicio tardio (DNT) ocorre por transmissao horizontal, nosocomial e através daamamentagéo,
desenvolvendo-se entre a 12 e a 122 semana de vida do RN (15,17,18). A prematuridade é o principal fator de risco
para a ocorréncia de DNT, que se manifesta principalmente com bacteriemia e meningite, podendo ocorrer também
infecdes osteoarticulares. Ao contrario do que acontece na DNP, as complicagdes pulmonares sdo sintomas menos
frequentes nesta fase da doenca (6,8,10). Mais de 20% dos RN que sobrevivem a meningite, provocada pelo GBS,
desenvolvem problemas neurolégicos permanentes, entre os quais: perda neuro-sensorial auditiva, atraso mental,
cegueira cortical e convulsodes (6,8,19).

Serdtipos capsulares (CPS) de GBS e a sua epidemiologia

Este microrganismo é classificado, de acordo com os polissacarideos capsulares em varios serotipos: la, Ib,
I, 11, 1V, V, VI, VII, VIl e recentemente no serotipo IX. No entanto, existem ainda estirpes sem serotipo determinado,
talvez devido a uma possivel mutagéo nos genes capsulares (6,10,20). A distribuicao dos serotipos esta dependente
da regido geogréfica e da etnia (6,21,22). Assim, na Europa os serotipos la, Il, lll e V representam 80 a 90% das
estirpes de GBS, enquanto os serotipos IV, VI, VII, VIl e IX que tém sido identificados esporadicamente (6,10,15).
Em Portugal, o serotipo V é considerado o mais frequente na colonizacéo assintomatica das mulheres em idade
reprodutiva, enquanto o serotipo la € o mais comum em casos de doenca invasiva. O serotipo Ill é comum a
ambos os casos e é descrito como o mais virulento em diversas partes do mundo, como é o caso da Holanda,
Taiwan e Africa do Sul. Contudo, em Portugal, na Suécia e em Israel o serotipo la é considerado o mais invasivo,
estando associado a DNP enquanto o serotipo Il esté relacionado com a DNT (6,10).

Prevaléncia da colonizacéo de GBS

Segundo os dados da Organizagdo Mundial de Sadde (OMS), a prevaléncia da colonizagdo materna por GBS
a nivel mundial varia entre 10 a 30%. Na Europa, num estudo realizado entre Outubro de 2011 e Outubro de 2013
verificou-se uma taxa de colonizacao retovaginal variavel entre 6,5 e 36% (3,8,23) Face a estes resultados, o Centro de
Controlo e Prevencéo de Doengas (CDC) recomenda que seja realizado o rastreio de GBS a todas as gravidas que se
encontrem entre as 35 e as 37 semanas de gestagéo, de modo a prevenir possiveis patologias tanto para as gravidas
como para os RN (4).

Diagnostico Laboratorial

O produto recomendado é o exsudado retovaginal. Este deve ser colhido pelo Obstetra, utilizando uma
zaragatoa com meio de transporte (Amies ou outros) (24-26). E imperativo que a colheita seja efetuada entre as 35 e
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as 37 semanas de gravidez, dado que a colonizagédo por GBS pode ser transitéria, cronica ou intermitente, pois nesta
fase da gravidez existe uma maior probabilidade de detetar a existéncia ou ndo de colonizagdo por esta bactéria na
altura do parto. Isto é, saber se existe ou ndo risco de ocorrer transmissao vertical, pois a colonizagdo da mulher nos
primeiros meses de gravidez ndo é sugestiva de causar infecdes neonatais (19,24,25). As amostras enviadas, apos
a sua identificacdo e o seu registo sdo inoculadas em meio liquido seletivo de enriquecimento - o Todd-Hewitt broth
suplementado com gentamicina e acido nalidixico. Estes sédo incubados a 37°C durante 18 a 24 horas. E apés faz-se
subcultura do Todd-Hewitt broth em Gelose Sangue, colocando-se um disco de Trimetoprim-Sulfametoxazol (SXT) no
primeiro quadrante (GBS é resistente ao SXT). As culturas sao incubadas a 37°C durante 18 a 24 horas, em atmosfera
de CO2. Caso as culturas sejam identificadas como GBS, efetua-se o teste de sensibilidade aos antibiéticos, de modo
a proporcionar as portadoras as medidas profilaticas necessarias (4,26).

Profilaxia Antibidtica

A prevencéo da infecao por GBS é de extrema importancia, sendo imprescindivel a administragao de antibidticos,
tanto as gravidas como aos RN. A profilaxia pode ser efetuada antes ou durante o parto, no entanto, € no momento do
parto que se torna mais eficazpara a prevencao de DNP no RN (3,8). A profilaxia intraparto baseia-se na administragéo
de antibidticos de forma intravenosa, pois permite obter concentragdes elevadas de antibidtico no liquido amnidtico e
no soro materno, que serao transferidos pela placenta para a circulagéo sistémica do feto. Como o GBS é sensivel aos
antimicrobianos B-lactamicos, nomeadamente a penicilina, este é o antibiotico de eleicao para a profilaxia intraparto,
sendo importante a sua administragao quatro horas antes do parto (6,8,27,30). Nas situagcdes de alergia as Penicilinas
é recomendado o uso dos Macrolidos / Lincosamidas (15,24,27,31).

Objetivos

Os objetivos especificos desta investigagdo foram: analisar a prevaléncia das portadoras de GBS em gravidas
do CHP, durante o periodo de 1 Janeiro de 2013 a 31 Dezembro de 2015; relacionar a idade das gravidas da amostra
em estudo com a frequéncia de colonizagdo por GBS; analisar a suscetibilidade do GBS aos antibidticos e comparar
resultados obtidos neste estudo com um efetuado neste servico em 2011.

Materiais e Métodos

Para avaliar a prevaléncia de gravidas portadoras de GBS no CHP, foi desenvolvido um estudo observacional
descritivo transversal, por meio da recolha de registos de dados da aplicagcao informatica e-Deia do Servico de
Microbiologia. A amostra estudada corresponde a todas as gestantes a quem foi feito rastreio de portador de GBS
entre as 35 e 37 semanas, no periodo de 1 Janeiro de 2013 a 31 de Dezembro de 2015. Na base de dados efetuada, as
variaveis recolhidas foram: data de realizagédo do rastreio, idade da gestante, resultados culturais para pesquisa GBS e
em relacgao ao teste de suscetibilidade efetuado na presenca de GBS. Tendo a amostra em estudo sido categorizada em
grupos etarios (GE) semelhantes ao do estudo realizado em 2011 na mesma instituicao, de modo a obter uma validade
externa. Os dados obtidos para as diferentes variaveis, foram compilados no programa informatico Microsoft Excel®
Office 2013, tendo sido efectuado uma analise descritiva uni e bivariada com o intuito de determinar a prevaléncia de
portadoras de GBS e sua suscetibilidade numa populagéo de gravidas do CHP. Para a descricao das variaveis foram
utilizados graficos e tabelas de frequéncias.

Resultados

O presente estudo foi realizado entre Janeiro de 2013 a Dezembro de 2015 onde foram avaliadas 7375 gravidas,
com idades compreendidas entre os 14 e os 53 anos, que foram agrupadas em varios GE. A Tabela 1 indica a
Frequéncia Relativa (FR) dos rastreios efetuados ao GBS no CHP nesse periodo de tempo, onde é possivel verificar
que o GE dos 29 aos 33 anos foi 0 que teve a maior percentagem de rastreios efetuados (34,12%), ao contrario do GE
das gravidas com mais de 43 anos, que obteve a menor percentagem (0,42%). Das 7375 gravidas estudadas, 2322
foram rastreadas no ano de 2013, sendo 225 portadoras do GBS; em 2014 realizaram o rastreio 2332 gravidas, das
quais apenas 121 eram portadoras da bactéria e em 2015 o rastreio foi efetuado a 2721 gravidas, das quais 266 eram
portadoras. Deste modo, o Grafico 1 apresenta o resultado das culturas retovaginais para GBS no CHP em 2013,
2014 e 2015, respetivamente. Assim, em 2013 obteve-se uma prevaléncia de 9,69%, de 5,19% e de 9,78% em 2013,
2014. 2015 respetivamente. No Grafico 2 podem observar os resultados dos exames culturais por grupo etario. As
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Tabela 1: Frequéncia relativa dos rastreios efetuados ao GBS no CHP no periodo de tempo de 2013 a 2015.

Negativo FR (%)* Positivo FR (%) FR (%)
<19 anos 72 2.54% 14 229% 186 @ 252%
19 a 23 anos 11,67% 66  10,78% 855  11,59%
PZEPIEIT] 1576 2330% 128 2092% 1704 | 2311%
34,20% 203  3317% 2516 34,12%
34 a 38 anos 514 22,39% 153 2500% 1667 22,60%
39343 anos 5,49% 45 7,35% 416 564%
">43 anos 0,41% <) 0,49% 31 0,42%
‘Total 612 7375

Legendsa - * Frequénciz Relative em percentagem em relagdo a coluna

Grafico 1: Resultado das culturas retovaginais para GBS

2013 2014 2015

5,19%

9,78%

90,31% 94,81% 90,22%
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Grafico 2: Associagdio entre os grupos etarios das gravidas e a presenga de GBS
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gravidas com idades compreendidas entre os 39 e os 43 anos apresentam uma maior percentagem de colonizacdo
por GBS, em oposicao as gravidas do GE dos 24 aos 28 anos, que evidenciam a menor percentagem de colonizagao.
Relativamente a positividade das culturas retovaginais ao longo dos trés anos, no Gréafico 2 esta representada e
associada aos GE das gravidas. O estudo revelou que, relativamente aos dados do comportamento dos GBS aos
antimicrobianos, verificamos que todas as estirpes da amostra apresentavam-se susceptiveis a Penicilina, ja em
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Tabela 2: Relag3o entre os antibidticos testados no CHP e a respetiva sensibilidade no periodo de 2013 a 2015.

Sensibilidade Resisténcia

75.20% 24.80% 0%

Indeterminagdo

70,02% 29.01% 0.97%

Tabela 3: Relacdo do teste de suscetibilidade & eritromicina no periodo de 2013 2 2015

R ] 1 Total
28,51% 70,18% 1.32% 100%
31,15% 68,03% 0.82% 100%
28,36% 70,90% 0.75% 100%

Legenda — R: Resisténcia; 5: Sensibilidade; I: Indeterminacio

Tabela 4: Relagdo do teste de suscetibilidade a clindamicinano periodo de 2013 a 2015

Ano Total

o)
w

“ 24 12% 75,88% 100%

“ 28 69% 71.31% 100%

“ 23,60% 76.40% 100%
Legenda— R: Resisténcia; 5: Sensibilidade; I: Indeterminacido

relacdo aos macrolidos e Clindamicina os valores encontrados foram distintos conforme pode ser visto nas tabelas
2, 3 e 4. Ao longo do projeto de investigacdo foram analisados os dados sobre a suscetibilidade dos antibibticos
mais utilizados na profilaxia intraparto. Assim, a Tabela 2 evidencia a relagéo entre os trés antibidticos utilizados e a
respetiva sensibilidade da bactéria aos mesmos, nos trés anos em estudo. Deste modo, verifica-se que a penicilina
é o antibiotico que apresenta uma maior sensibilidade (100%), seguindo-se a clindamicina (75,20%) e, finalmente,
a eritromicina (70,02%). A Tabela 4 apresenta os resultados do teste de suscetibilidade a clindamicina, no periodo
de 2013 a 2015. Verifica-se, de igual modo, uma maior resisténcia em 2014 (28,69% %) e menor em 2015 (23,60%).

Discussao

As frequéncias dos rastreios efetuados entre 2013 a 2015 apresentam concordancia com o estudo realizado
em 2011 na mesma instituicao. Apesar de nao haver registos que indiquem que o rastreio foi realizado apenas na
primeira gravidez, de acordo com os dados de 2013 da “Pordata”, a idade média da mulher aquando do nascimento
do primeiro filho é, aproximadamente, 30 anos. Desta forma explica-se a razdo do GE dos 29 aos 33 anos ser o
que realizou a maior percentagem de rastreios (32). A prevaléncia de portadoras de GBS deste estudo é mais baixa
em comparagdao com o estudo realizado em 2011 (10,2%), no entanto, sofreu algumas variacoes ao longo dos
anos. Do ano de 2013 para 2014 houve uma diminuicdo na prevaléncia que voltou a aumentar em 2015, nao sendo
possivel retirar conclusdes, uma vez que nao existe qualquer tendéncia. Assim, o periodo de tempo em estudo é
considerado uma limitagdo. Em Portugal, no ano de 2005 foi realizado um estudo no Porto na Maternidade Julio
Dinis onde se verificou uma prevaléncia de portadoras de 19,3%. Uns anos mais tarde (2009 a 2011) na mesma
localidade foi realizado um estudo com apenas 47 gestantes e obteve-se uma prevaléncia de 15%. Avaliando as
taxas de colonizagdo ao longo dos anos, é possivel observar uma crescente melhoria, a excegéo do ano de 2015 do
presente estudo (2,8). Os valores obtidos encontram-se abaixo da taxa mundial de colonizagao retovaginal por GBS
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que, de acordo com os dados da OMS, varia entre 10 a 30%. No entanto, de acordo com a literatura, a prevaléncia
de GBS esta dependente de diversos fatores, entre os quais a idade materna, nimero de parceiros sexuais, nivel
socioecondmico, nivel de escolaridade, nutricdo, grupo étnico e a localizagdo geogréfica (3,10,33,34). Segundo
um estudo de Turrentine et al, realizado em 2008, verificou-se que a diminuicdo da prevaléncia da colonizagado
materna por GBS foi observada em mulheres com etnia hispanica e com uma relacao conjugal estavel. Por outro
lado, a raga afro-americana e a obesidade sdo alguns fatores associados ao aumento da prevaléncia da colonizagéao
materna por esta bactéria, descritos também noutros estudos (3,18,24,35). Os estudos ndo sdo constantes quando
comparados com outras regides geograficas. Uma investigacao realizada na Tanzania (Agricola Joachim et al, 2009)
demonstrou que a idade materna, o estado civil, o nimero de parceiros sexuais e o nivel de escolaridade ndo séo
estatisticamente significativos para os associar a colonizacdo por GBS (36). Relativamente a idade materna, diversos
estudos referem que a prevaléncia é maior em gravidas com idade inferior a 20 anos, no entanto, os resultados
obtidos sdo contraditérios. Neste projeto de investigacdo, as mulheres mais velhas apresentam a maior taxa de
colonizagao por esta bactéria, sendo mais concordante com o estudo realizado na area metropolitana do Porto de
2009 a 2011 (entre os 31 e 0s 40 anos). Ainda numa dissertacao realizada na Universidade Nova de Lisboa, foi descrito
que a taxa de colonizacdo aumenta com a idade, confirmando os resultados obtidos (8,10,19,37). A penicilina € um
antibidtico B-lactamico e, segundo o CDC, apresenta uma excelente resposta contra o GBS, o que foi comprovado
com o presente estudo. Desta forma, e como ndo estdo descritas resisténcias a esta bactéria, € considerado o
antibidtico de eleicdo. Dado que também possui um espetro estreito de acado, oferece um menor risco de resisténcia
a outros microrganismos (30,38). A eritromicina e a clindamicina sao os antibiéticos de escolha, quando existe alergia
a penicilina por parte das gravidas. Neste projeto de investigacéo, a eritromicina apresenta uma maior resisténcia que
a clindamicina, estando de acordo com outros estudos. Em Franca, (DE MOUY et al, 2001) detetou uma resisténcia a
eritromicina e a clindamicina de 21% e 18%, respetivamente; e na Alemanha, (Schoening et al, 2005) verificou que as
resisténcias aos mesmos antibiéticos eram de 11% e 4%, respetivamente (15). Em Portugal, num estudo realizado de
Janeiro a Junho de 2008 no Centro Hospitalar de Tras-os-Montes e Alto Douro, observou-se uma resisténcia de 15%
a eritromicina e de 9,6% a clindamicina (39). Apesar de em todos os estudos se verificar uma resisténcia superior
a eritromicina comparativamente a clindamicina, estas sdo variaveis nos diversos paises da Europa. Em Portugal,
as resisténcias obtidas no CHP e no Centro Hospitalar de Tras-os-Montes e Alto Douro sdo bastante distintas,
observando-se uma maior resisténcia neste estudo que abrange os anos mais recentes. As resisténcias antibiéticas
sdo mais frequentes pois verifica-se um aumento das infecdes associadas aos cuidados de saude (IACS) e as
utilizagdes indiscriminadas de antibidticos (27). No CHP a eritromicina é utilizada como primeira opgdo em relagao
a clindamicina, dado que esta Ultima apresenta mais efeitos secundarios para a gravida. No entanto, uma vez que a
clindamicina apresenta uma sensibilidade superior a da eritromicina, era interessante avaliar-se os riscos e verificar se
seria uma boa opgao optar primeiramente pela clindamicina (40,41). Os testes de suscetibilidade da eritromicina e da
clindamicina foram divididos pelos trés anos e, em ambos os antibiéticos, verificou-se um aumento da resisténcia de
2013 para 2014 e uma diminuicao de 2014 para 2015. Uma vez que ndo existe uma tendéncia linear, ndo é possivel
retirar conclusodes. Contudo, obteve-se um bom resultado neste Ultimo ano, apesar de inesperado, dada a elevada
multirresisténcia das bactérias aos antibidticos. Os resultados obtidos neste estudo séo representativos do CHP
entre os anos 2013 e 2015. Desta forma, estdo apenas limitados a regido do Porto, ndo abrangendo a populagdo
Portuguesa no geral. A amostra em estudo também podera ser discutivel devido ao facto do estudo ser realizado num
servigo publico e este abranger grande parte da populacdo. Deste modo, se 0 mesmo estudo fosse realizado num
Hospital privado, as frequéncias obtidas seriam discordantes.

Conclusao

A prevaléncia de portadoras de GBS no CHP ao longo dos trés anos foi irregular, no entanto, é inferior a do estudo
realizado em 2011 na mesma instituicdo e também em outros estudos realizados em Portugal. Face ao crescimento
do nimero de detecoes de GBS no ano de 2015 é imperativo que o programa pré-natal de rastreio laboratorial de
portadoras por GBS permaneca, potenciando a diminuicdo os riscos para o RN (23,26). A variavel “idade materna”
ficou por esclarecer, por isso seria interessante em investigagoes futuras incluir outras como a raga, o peso corporal
e o nivel de escolaridade. Seria ainda pertinente analisar a prevaléncia de RN infetados por GBS. Com a evolugdo da
ciéncia surgiram no mercado meios cromogénicos (ex: Bio-Rad — Strep B Select), encontrando-se desde Janeiro de
2016 em utilizagé@o no Servigo de Microbiologia do CHP. Com esta nova metodologia, o meio é mais seletivo e inibe o
crescimento de bactérias gram negativas e algumas gram positivas, potenciando o isolamento dos GBS (42). Apesar
da profilaxia antibidtica intrapartum ser a medida preventiva recomendada pelo CDC, existem limitacoes associadas
a sua utilizacdo, dado que ha a possibilidade da resisténcia aos antibiéticos aumentar, ndo sé pelo microrganismo
que se pretende combater mas também por parte das bactérias de origem comensal. Desta forma, em alternativa
a administracdo de antibiéticos era recomendavel a implementacdo de uma vacina (10). Teoricamente, a vacinacao
contra o GBS tem grande hipotese de erradicar a doenca e prevenir a infecdo nos RN, resolvendo o problema do uso
de antibioterapia. No entanto, as vacinas em estudo tem como alvo o polissacarideo capsular da bactéria (CPS), nao
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conferindo protecao para todos os serotipos, ndo estando ainda disponivel (9). No futuro seria interessante investigar
por Biologia molecular as estirpes isoladas das amostras retovaginais, de modo a obter informagado acerca dos
serotipos capsulares para que seja possivel implementar a vacina no mercado.
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Resumo

Introducéao: Recentemente tem-se assistido a um aumento significativo de micobactérias ndo tuberculosas
(MNT). As MNT encontram-se dispersas na natureza sendo patogénicos oportunistas que apresentam
patogenicidade variavel. O seu aumento deve-se a uma maior susceptibilidade a estes microrganismos,
ao aumento da sensibilidade das técnicas de diagnostico e também ao maior nimero de pacientes
com fatores predisponentes. Objetivo: Avaliar a prevaléncia destas bactérias, como responsaveis por
doencas, em amostras provenientes de pacientes do Centro Hospitalar do Porto (CHP) atendendo a
algumas varaveis, no periodo compreendido entre Janeiro de 2010 e Dezembro de 2015. Material e
métodos: Foi realizado um estudo observacional descritivo transversal, para pesquisa de MNT, no CHP.
Resultados: A MNT mais prevalente neste estudo foi o Micobacterium avium complex (MAC) seguida pelo
M. gordonae. O grupo de diagndstico mais frequente diz respeito as patologias do sistema respiratério.
A prevaléncia de MNT durante os anos do estudo foi respetivamente: 2010 (0,06%), 2011 (0,55%), 2012
(1,38%), 2013 (0,38%), 2014 (1,31%) € 2015 (0,78%). Conclusao: A elevada percentagem de isolamentos
de MAC e M. gordonae é justificada pelo facto do primeiro ser um agente patogénico pulmonar que afeta
individuos cujo sistema imunoldgico se encontre debilitado. J4 a segunda espécie mencionada pode ser
considerada apenas como uma contaminante do produto. A prevaléncia de MNT ao longo dos anos nao
permitiu estabelecer uma relagao linear. Com o desenvolvimento de metodologias que permitem uma
correta identificacao e suscetibilidade das MNT, devera existir uma eficaz coordenacao entre o laboratério
e a clinica para valorizagdo destes agentes.

Palavras-chave: Micobactérias atipicas, prevaléncia, Mycobacterium gordonae, Mycobacterium avium
complex.

Introducao
Micobactérias

As micobactérias sdo bactérias que pertencem ao género Mycobacterium, familia Mycobacteriaceae, ordem
Actinomycetales e classe Actinomycetes (1,2).

As infegcdes provocadas por micobactérias estdo implicadas nas patologias mais antigas com impacto na
saude publica, sendo a tuberculose e a lepra as mais descritas. A descoberta do agente etiolégico da tuberculose,
Mycobacterium tuberculosis, em 1882 por Robert Koch, impulsionou o inicio do estudo destas bactérias (1,3, 4).

Para se incluir uma espécie no género Mycobacterium é necessario que contenham as seguintes
caracteristicas (5, 6):

« Serem bacilos alcool-acido resistentes que podem apresentar-se na forma cocobacilar ou filamentosa,
variando de espécie para espécie.
+ Microrganismos imoveis, nao esporulados, aerdbios e microaerofilos (2,4).

A alcool-acido resisténcia apresentada por estas micobactérias, demonstrada pela coloragdo de Ziehl-Neelsen,
deve-se essencialmente a elevada quantidade de acidos micélicos presentes na sua parede. Assim, quando corados
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com fucsina, as micobactérias, resistem a descoloracdo subsequente com uma solugao de alcool-acido, permanecendo
com a cor do primeiro reagente utilizado (fucsina) neste tipo de coloragao.

Micobactérias atipicas ou Micobacterias nao tuberculosas

As micobactérias nao tuberculosas (MNT) encontram-se dispersas na natureza sendo patogénicos oportunistas
e ao contrario das espécies do complexo Mycobacterium tuberculosis apresentam patogenicidade variavel (7). A
capacidade das MNT em produzir doenca estd documentada na literatura e a sua importancia vem aumentando
progressivamente, com isolamentos de diferentes espécies (8).

Possuem uma parede celular com hidrofobicidade, o que Ihes permite resistir ao glutaraldeido e aos processos
de cloragéo utilizados para o tratamento das aguas. Para além disso ainda apresentam como mais-valia a sua

sobrevivéncia a capacidade de formar biofilmes. Todas estas carateristicas de resisténcia apontam como fonte mais
provavel de infecdo no Homem o consumo de dgua contaminada por estes agentes, quer por inalagao quer por
ingestao (4, 5,9-13).

Ao longo dos ultimos anos, as infegdes por MNT tém vindo a adquirir maior visibilidade. A sua incidéncia vem
aumentando, principalmente devido & sua implicagdo como agente etiolégico de severas patologias que afectam
principalmente pulmdes, pele e ossos; o aumento da sensibilidade nos métodos de diagnédstico e identificacdo e o
aumento de pacientes imunocomprometidos (3).

Epidemiologia

Estes microrganismos s&do agentes ubiquos do ambiente, geralmente isolados a partir de fontes de agua natural
ou canalizada, aerosséis e material cirdrgico. A grande maioria destas micobactérias tem a capacidade de se multiplicar
em condicoes pouco favoraveis a nivel alimentar e ambiental (a temperaturas elevadas e pH de valores extremos).

Os mecanismos de transmissao mais descritos sdo as vias respiratoria e digestiva e por contato direto com a
pele (4,5,11-15).

Relativamente a incidéncia desta patologia este € um parametro dificil de precisar, uma vez que atualmente
as patologias provocadas por micobactérias atipicas ndo sao de declaragao obrigatéria. No entanto, na literatura é
mencionada uma incidéncia aproximada, nos paises industrializados, de 1-2 casos por 100 000 habitantes (nimeros

estimados no ano de 2012). Em outro artigo € mencionado um valor para a incidéncia desta patologia, a nivel mundial,
de 1,78 casos por 100 000 habitantes (4, 12).

Fatores de risco

Estes agentes etioldgicos poderdo provocar tuberculose em individuos infetados com VIH, doentes com doenca
pulmonar subjacente e em pacientes sem doenca pulmonar prévia. Em doentes infetados com VIH as infecbes
disseminadas por MNT normalmente s6 surgem quando o numero de linfécitos T CD4 é inferior a 50 células por
microlitro (ul), sendo que quando este nimero se encontra inferior a 40 células por pl o risco de infecdo aumenta 2,5
vezes. Nos individuos nao afetados por esta infecéo, a patologia podera ocorrer devido a anormalidades dos recetores
da IL-12 e do interferao-y (3, 4, 12, 5, 16).

Segundo dados bibliograficos, a manifestagéo clinica mais relatada é a doenca pulmonar (90% dos casos),
seguida da patologia disseminada, infecdo dos ganglios linfaticos e a ocorréncia de infecdo a nivel da pele e tecidos
moles (5,12,13, 17-20).

Existem alguns sindromas clinicos, que favorecem o aparecimento desta infeccdo como o habito tabagico
(66%), patologia pulmonar crénica (42%), infecao por VIH (26%) e habitos alcoodlicos (20%). No que diz respeito a
patologia pulmonar crénica, as doengas mais associadas incluem DPOC, bronquiectasias, sequelas de tuberculose,
fibrose quistica, fibrose por radioterapia, e pneumoconioses (4, 15, 16, 19).

ldentificacdo das diferentes estirpes de Micobactérias atipicas

As micobactérias atipicas pertencem a um grupo heterogéneo de microrganismos que compreendem um
numero elevado de espécies, que apresentam entre si uma grande variacéo a diferentes niveis, tais como a morfologia
de colénias, tempo de crescimento, sensibilidade a antibidticos e viruléncia. A sua identificagcdo é conseguida com
base em critérios fenotipicos, tais como:
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+ Tempo de crescimento: a partir deste parametro distinguem-se dois grupos de micobactérias, as de
crescimento lento (as colénias demoram cerca de 7 dias ou mais a surgirem em meio solido) e as de
crescimento rapido (as colénias surgem em menos de 7 dias em meio solido).4, 9

+ Temperatura de crescimento: a maioria destes agentes desenvolve-se bem a 37 °C, no entanto existem
estirpes cuja temperatura ideal de desenvolvimento varia entre os 30 e os 42 °C.4,9

+ Producao ou nao de pigmento e fotoreatividade: a partir deste critério poderdo distinguir-se estirpes
fotocromogéneas (pigmentam somente na presenga da luz), escotocromogéneas (pigmentam na presencga
ou nao da luz) e acromogéneas (ndao produzem pigmento).4, 9

« Morfologia das coldnias: no que diz respeito a este parametro as colénias poderdo adquirir a forma lisa,
rugosa ou mucosa.4

Para além destas caracteristicas fenotipicas, actualmente existem metodologias como a espectrometria
de massa (MALDI-TOFF) e métodos moleculares que permitem uma identificacdo mais precisa e rapida destes
agentes (4, 9, 17).

Agentes etiologicos
A identificacdo das espécies de micobactérias atipicas tem uma importancia relevante no ambito da clinica e do
tratamento que devera ser adotado, visto ser diferente consoante o agente em causa.

No Quadro 1, encontram-se mencionadas as espécies relatadas neste estudo, de acordo com o seu processo
de crescimento e com o local predominantemente afetado.

Quadro 1 - Espécies de MNT organizadas segundo o seu processo de crescimento e de acordo com o local predo-
minantemente afetado

Estirpe de Micobactéria atipica (crescimento lento) | Local predominantemente afetado

M. kansasii Pulm&es, infecéo disseminada (4, 5, 13).

M. malmoense Pulmdes (4, 5, 13)

M. xenopi Pulmdes (4, 5, 13)

M. aviumcomplex (MAC) Pulmdes, linfonddos, infecdo disseminada (4, 5, 13)

M. gordonae Pulmdes, tecidos moles, sistema urinario, infecdo disseminada (4, 20)
M. ulcerans Pele (4, 5, 13)

Estirpe de Micobactéria atipica (crescimento rapido) | Local predominantemente afetado

M. abscessos Pele, ossos, articulacoes, catéter, infecdo disseminada (4, 5, 13)

M. chelonae Pele, catéter, infecdo disseminada (4, 5, 13)

M. fortuitum Pele, cateter (4, 5, 13)

O diagndstico de doenca por MNT exige muita prudéncia, pois o isolamento a partir de amostras clinicas com
flora comensal pode significar colonizagdo transitéria ou contaminacao, e nao necessariamente doencga. Torna-se
desta forma importante uma boa comunicac¢ao do laboratério com o clinico no ambito da identificagéo e avaliagdo de
possiveis infecoes por MNT (8).

Os fatores ambientais podem favorecer o predominio de determinada espécie em detrimento de outra o que
torna relevante a realizacao de estudos que indiquem as MNT mais relevantes, as patologias associadas, a prevaléncia
das espécies em cada zona geografica para um melhor conhecimento da realidade local (18)

Objetivos

O objetivo deste estudo é avaliar a prevaléncia destas bactérias como responsavel por infeccoes em amostras
provenientes de doentes do Centro Hospitalar do Porto atendendo a algumas variaveis (idade, género, diagnéstico,
produto bioldgico e espécie de micobactéria atipica), no periodo compreendido entre Janeiro de 2010 e Dezembro de
2015.
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Materiais e Métodos
Tipo de estudo

Estudo observacional, descritivo, transversal.

Amostra

A amostra é constituida por registos de resultados de culturas de produtos bioldgicos, para pesquisa de
Micobactérias, com isolamento e identificacdo de micobactérias atipicas, no servico de Microbiologia do Centro
Hospitalar do Porto, estudados no periodo compreendido entre Janeiro de 2010 e Dezembro de 2015.

3.2.1. Critério de exclusido

Todos os registos de amostras com resultados inconclusivos na identificagcdo de Micobactérias atipicas.

Instrumentos

Os instrumentos utilizados neste estudo foram registos existentes na base de dados do sistema LIS (sistema
informatico existente no Servico de Microbiologia). Os dados foram inseridos na base de dados “eDeialLab” e
devidamente validados pelo patologista do servigo.

Procedimento

Acedeu-se a base de dados “eDeialab”, com o intuito de recolher registos de amostras testadas para pesquisa
de Micobactérias, com identificacdo de micobactérias atipicas. Foi construida uma base de dados no programa
informatico Microsoft Excel® de 2007, com os resultados existentes no LIS e efectuado o estudo tendo em conta as
variaveis anteriormente referidas.

A variavel idade encontra-se expressa em anos, categorizada nas seguintes faixas etarias: <20, 20-29, 30-39,
40-49, 50-59, 60-69, 70-79, 80-89 e = 90. Quanto ao diagndstico, este encontra-se expresso em grupos de patologias,
categorizado nos seguintes grupos: Doencas do Sistema Respiratério, Doencas do Foro Oncoldgico, Infecoes Viricas-
Imunodepressao, Doencas do Sistema Urinario, Doencas Cutaneas e Outras Patologias.

Estatistica

Os dados obtidos foram tratados a partir de uma analise descritiva das variaveis em estudo, com o auxilio
do programa informatico Microsoft Excel ® de 2007. Os resultados encontram-se apresentados sob a forma de
frequéncias absolutas e relativas uni e bivariadas, em gréficos e tabelas.

Resultados

Da andlise descritiva dos dados verificou-se que no total de 16 863 amostras para estudo micobacteriolégico,
no periodo do estudo em questdo, apenas 137 delas apresentaram um resultado positivo para a presenga de MNT.
Perante estes resultados deduz-se que a frequéncia relativa destes microrganismos, no periodo compreendido entre
janeiro de 2010 e dezembro de 2015, foi de 0,81%.

Das 137 amostras com resultado positivo para a pesquisa de MNT, 93 delas diziam respeito a individuos do sexo
masculino enquanto as restantes 44 amostras eram referentes a individuos do sexo feminino.

A nossa amostra foi distribuida por grupos etarios atendendo & idade dos pacientes. Observou-se que o
grupo etario mais atingido é aquele que compreende individuos com idades entre os 50 e os 59 anos (21%). A estes
seguem-se os individuos com idade compreendida entre os 40 e os 49 anos (19%). Os grupos etarios onde estas
bactérias foram menos prevalentes, foram os dos individuos com idade <20 (3%) e os doentes com idade =90 (2,19%).
Dos grupos etarios maioritariamente afetados observou-se que a espécie de MNT mais frequentemente isolada foi,
respetivamente, o MAC e o Micobacterium gordonae.

Das amostras analisadas com resultado positivo para a presenca de MNT identificaram-se as espécies
mencionadas na Tabela 1. Verificou-se que a mais isolada foi o MAC (n= 52), seguida do M. gordonae (n= 51). Houve
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apenas um caso de co-infegao por M. chelonae e M. abscessus (n=1).

Tabela 1- Espécies de MNT isoladas nas amostras com resultado positivo, e respetivas frequéncias absoluta e relativa

Espécie de MNT isolada Frequéncia absoluta Frequéncia relativa
M. abscessus 2 1,46%
M. aviumcomplex 52 37,96%
M. chelonae 2 1,46%
M. chelonae/ abscessus 1 0,73%
M. furtuitum 6 4,38%
M. gordonae 51 37,23%
M. kansasii 12 8,76%
M. lentiflavum 1 0,73%
M. malmoense 2 1,46%
M. marinum 1 0,73%
M. ulcerans 1 0,73%
M. xenopi 6 4,38%
Total Geral 137 100,00%

No que diz respeito aos produtos biologicos analisados, observou-se uma maior percentagem de amostras de
secrecOes respiratérias (60,58%), seguido das amostras de aspirado bronco-alveolar (22,63%), tecido (6,57 %) e urina
(2,92%).

Relativamente ao diagndstico, com base nos registos clinicos de cada individuo, verificou-se uma maior
ocorréncia de patologias a nivel do Sistema Respiratério, tal como evidencia a Tabela 2.

Dentro deste grupo de diagnéstico, as patologias mais observadas foram as bronquiectasias (14,60%), sequelas
de tuberculose pulmonar (10,95%), infecao respiratoria (8,76 %), pneumonia (5,11%), DPOC (2,92%) e fibrose quistica
(2,19%). Foram registadas outras patologias como a pneumonia adquirida na comunidade (PAC), derrame pleural, e
expetoragao hemoptoica, mas com valores percentuais residuais.

Tabela 2 - Grupos de diagnéstico observados no processo clinico dos individuos cuja amostra foi estudada, e respe-
tivas frequéncias absoluta e relativa

Grupos de diagnéstico Frequéncia absoluta | Frequéncia relativa
Doencas do Sistema Respiratério 76 55,47%
Outras patologias 6 4,38%
Infegdes viricas - Imunodepressao 36 26,28%
Doencas Cutaneas 4 2,92%
Doencas do foro oncolégico 10 7,30%
Doencas do Sistema Urinario 4 2,92%
Sem diagndstico encontrado 1 0,73%
Total Geral 137 100,00%

O segundo grupo de diagnostico mais registado diz respeito as infegoes viricas/ imunossupressao (26,28%).
Deste grupo a patologia mais comum foi a infegao pelo VIH (16,79%). Das restantes patologias registadas neste
grupo constam a infecao do VIH associada com outras patologias, como adenopatias, pneumonia, tumor ganglionar,
hepatite C e tuberculose.

Numa andlise bivariada dos resultados obtidos verificou-se, perante a relacao género/espécie, que a espécie
mais isolada nas amostras dos individuos do sexo masculino era o M. gordonae. Ja nas amostras de individuos do
sexo feminino prevalecia o isolamento do MAC.
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Nas secrecoes respiratérias, observou-se que as MNT maioritariamente isoladas foram o MAC (39,76 %), seguido
pelo M. gordonae (37,35%) e o M. kansasii (9,64%). O Grafico 1 apresenta esses resultados, bem como a relacao
entre os restantes produtos bioldgicos e as espécies de MNT. No que diz respeito ao numero de isolamentos de MNT
por ano, deduziu-se que o ano em que houve maior nimero de isolamentos destes agentes foi em 2012, sendo o M.
gordonae a espécie mais isolada (n= 20), seguida do MAC (n= 16).

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90
NR DE MNTS ISOLADADAS

B M. avium complex B M. furtuitum M. gordonae MM, kansasii ™ M. xenopi Outros

Grafico 1 - Relacao entre a espécie de MNT identificada e o produto bioldgico a partir do qual foi isolada

Na relacdo espécie/diagnostico, verificou-se que no grupo de diagnéstico onde se verificou maior prevaléncia
de resultados positivos para a pesquisa de Micobactérias atipicas (Doencas do Sistema Respiratério), as MNT
maioritariamente isoladas foram: MAC (n=31), M. gordonae (n=28) e M. kansasii (n=9). Relativamente ao segundo grupo
de diagnéstico mais frequente Infecdes viricas/ Imunodepressado (n=36) as espécies com maior prevaléncia foram o
MAC (n=14) e o M. gordonae (n=12). Sem diagndstico conhecido foi apenas registada uma amostra, cujo agente isolado

foi o MAC. A nivel das Doencas do foro oncoldgico (n=10), observou-se que as espécies maioritariamente isoladas
foram novamente o MAC e o M. gordonae, com igual nimero de casos (n=4, respetivamente). No que diz respeito ao
grupo de diagndstico da patologia do Sistema urinario, verificou-se que a MNT prevalente era o M. gordonae (n=3)
existindo registo de apenas mais um caso cujo agente era o M. malmoense.

O isolamento de MNTs nao foi uniforme ao longo dos anos do estudo, sendo que a prevaléncia foi maior nos
anos 2012 e 2014.

DisScuUssao

Durante o periodo de estudo foi reportado o isolamento de MNT em 137 casos.

Alidentificacdo das varias espécies de micobactérias, no Servico de Microbiologia do CHP, é feita por metodologia
molecular. Apos cultura de micobactérias positiva, procede-se a sua identificacao reportando como micobactérias do
complexo Mycobacterium tuberculosis, ou no caso de uma MNT, identificada a espécie envolvida. Na grande maioria
dos laboratérios de Microbiologia ndo faz parte da rotina laboratorial proceder-se a identificacdo das MNT, verificando-
se apenas a sua presenca ou auséncia. Em varios estudos é relatado um aumento significativo dos isolamentos de MNT
evidenciado essencialmente pelo decréscimo da incidéncia de casos de TB, em especial nos paises desenvolvidos,
0 que torna importante a sua identificagdo. Segundo um estudo publicado de Grubek-Jaworska (21) realizado na
Polénia, entre 1999 e 2005, verificou-se que 68,1% de amostras de pacientes VIH negativos com suspeita de TB eram
positivas para MNT, embora apenas 8,7 % tivessem causado doenca (13, 21).

Perante os resultados obtidos neste estudo verificou-se um isolamento superior de MNT em individuos do
sexo masculino (n=93) relativamente aos obtidos no sexo feminino (n=44). Na literatura existem varios estudos com
resultados semelhantes, exemplo é o estudo realizado no Porto, no Hospital de Sdo Jodo, no ano de 2011, por A.
Marinho et al (10), mantém estes mesmos resultados, verificando-se um maior nimero de isolamentos nos homens (n=
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68) do que nas mulheres (n=34). Num estudo realizado em Lisboa, no ano de 2012 por Inés Rodrigues (1), os resultados
relativos a estas variaveis foram concordantes com os obtidos neste estudo, visto a obtencdo de 71% de estirpes
provenientes de individuos do sexo masculino contra 29% do sexo feminino (1,10, 19).

Neste estudo analisou-se também a prevaléncia de agentes isolados segundo determinados grupos etérios.
O conhecimento dos principais grupos de risco e a respetiva distribuicdo etaria € uma mais-valia no que respeita ao
diagnostico clinico. A média de idades neste estudo foi de 58 anos de idade, havendo uma variagéo entre os 10 e os 98
anos. O grupo etério onde se observou maior isolamento de MNT compreende os individuos com idades entre os 50 e
os 59 anos de idade. Segundo um estudo realizado por Chy CY et al. (22) em 2016, no ambito do estudo de pacientes
com infecdo por MNT, verificou-se uma média de idades igual a demonstrada neste estudo (22).

Entre as MNT isoladas verificou-se a identificacdo de 12 espécies distintas, sendo que a maior parte dessas
diz respeito a MNT potencialmente patogénicas (MAC, M. kansasii, M. chelonae, M. fortuitum, M. xenopi, M. marinum,
M. abscessus, M. malmoense e M. ulcerans). Apenas duas das espécies isoladas se caraterizam como MNT nao
patogénicas, sendo essas o M. gordonae e M. lentiflavum (14, 19,16,23). De entre as espécies identificadas, as trés mais
prevalentes foram o MAC (37,96 %), M. gordonae (37,23%) e o M. kansasii (8,76%). As outras espécies identificadas
apresentaram uma percentagem de isolamento residual. O MAC é um agente patogénico, cuja sua prevaléncia tem
sofrido um aumento dramatico. E uma MNT que podera causar doenca pulmonar em individuos seropositivos para o
VIH, em pacientes com doenca pulmonar subjacente e em pessoas sem doenca pulmonar prévia. E um agente que
podera afetar individuos cujo sistema imune se encontre afetado de alguma forma (24). Neste estudo observou-se
que o grupo de diagndstico mais prevalente foi o que dizia respeito a patologias do Sistema respiratorio, no qual
também o MAC foi o agente maioritariamente isolado, como seria de esperar. Verificou-se que dentro deste grupo
de diagndstico as patologias mais decorrentes foram as bronquiectasias, tuberculose pulmonar, infecédo respiratéria,
e fibrose quistica. Também no segundo grupo de diagndstico mais afetado — infecdes viricas/ imunodepressao- foi o
MAC o agente mais isolado. Relativamente aos produtos biolégicos dos quais foram isoladas mais MNT, verificou-se
que os mais frequentes foram secrecdes respiratérias e aspirado brénquico, estando este resultado coerente com o
grupo de diagnéstico frequentemente encontrado. Em ambos os produtos a espécie mais prevalente foi o MAC. Esta
elevada percentagem de isolamentos em ambos os grupos de diagndstico mencionados encontra-se concordante
com o que seria de esperar, uma vez que sendo o MAC um agente que causa patologia pulmonar este iria ser
maioritariamente isolado a partir de produtos biolégicos provenientes de individuos pertencentes a esses grupos de
diagnéstico. Verifica-se assim que existe uma diminuicdo das defesas do sistema imune dos individuos manifestantes
destas patologias (devido ao decorrer de cada perturbacdo em particular), o que podera promover a infecao (24-28).
A agua aerossolizada é uma importante fonte de infecao, e assim a elevada prevaléncia deste agente podera também
dever-se a substituicdo de banhos por duches, a nivel dos habitos de higiene (16). No estudo de Hans Dabé et al. (8)
(2015) verificou-se a presenca de patologias semelhantes as detetadas neste estudo. Observou-se a presenca de
DPOC (36%), bronquiectasias (31%) e sequelas de TP (20%). Também o MAC foi a estirpe maioritariamente isolada
(58%) (8).

A percentagem de isolamentos de M. gordonae neste estudo também foi elevada e podera ser justificada pelo
facto desta ser uma das MNT mais frequentemente isolada, encontrando-se dispersa na agua, solos, trato urindrio,
fluido gastrico, e em membranas mucosas de individuos sadios. Na maior parte das vezes, o isolamento desta estirpe
deve-se a contaminacao da amostra ou de colonizagdo, ndao sendo representativa de patologia (29). Noutros estudos,
tais como os realizados por A. Marinho et al. (2008) (10) e Suely Uekl et al. (2004) (19), também foram relatadas pelo
menos duas das trés estirpes mais isoladas neste estudo, como as mais prevalentes, no entanto, em percentagens
distintas. No estudo realizado por A. Marinho et al. (2008) (10) observou-se uma maior percentagem de MAC (47 %),
e uma percentagem de 18,5% de isolamentos da estirpe M. gordonae. Ja no estudo realizado por Suely Uekl et
al. (2004) (19) observou-se uma maior prevaléncia de MAC (64,9%), seguida pelo M. kansasii (12,2%) e por fim o
M. gordonae (10,2%) (10, 19). Perante o seu amplo espetro de colonizagao, encontra-se justificada a percentagem
distribuida de isolamentos pelos varios tipos de produtos biolégicos em estudo — secregdes respiratorias (37,35%),
aspirado (34,38%), tecido (55,56%), liquido pleural (50,00%), urina (25,00%). Também no produto nao identificado
contabilizado, se verificou que o agente isolado era o M. gordonae.

Este estudo, tal como mencionado anteriormente, é baseado em dados registados durante o periodo de tempo
de Janeiro de 2010 a Dezembro de 2015. Como tal estudou-se a distribuicdo das varias estirpes identificadas pelos
anos do estudo. Verificou-se que nos anos de 2010, 2011 e 2013 houve um predominio do MAC, e nos anos 2012,
2014 e 2015 a estirpe mais isolada foi o M. gordonae.

Relativamente a prevaléncia de MNT ao longo dos anos do estudo, ndo se verificou uma distribuicao linear, uma
vez que se obtiveram diversas variacoes ao longo dos anos - 2010 (0,06%), 2011 (0,55%), 2012 (1,38%), 2013 (0,38%),
2014 (1,31%) € 2015 (0,78%).
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Conclusao

O aumento crescente do nimero de casos de infecdo por MNT faz com que estudos nesta area se desenvolvam

de forma a poder identificar-se a causa deste nimero, bem como a estirpe mais frequentemente isolada, o seu valor
clinico e consequentemente a sua forma de tratamento. Pode permitir ainda que se desenvolvam medidas de controlo
da infecao.

Neste estudo em concreto verificou-se que as espécies de MNT maioritariamente isoladas foram o MAC e o M.
gordonae. Importa referir que o facto de se ter isolado estas estirpes ndo implica que se tenha desenvolvido patologia
nos individuos em questéo.

Deve ainda realgar-se o facto da percentagem de isolamentos de M. gordonae ter sido elevada. Sendo este
um agente tipico de colonizacéo, podendo ser encontrado, por exemplo, na dgua da torneira usada para a lavagem
de instrumentos meédicos ou no corante adicionado ao anestésico topico utilizado em broncoscopia, torna-se
relevante que haja uma vigilancia eficaz e continua, de forma a minimizar este nimero, Relativamente a prevaléncia
destas micobactérias no CHP pode concluir-se que a sua distribuicdo pelos varios anos do estudo nao foi linear,
e por isso ndo se pode estabelecer nenhuma relacao a esse nivel. Com o desenvolvimento de metodologias para
identificacao e suscetibilidade das MNT, o conhecimento das causas do surgimento de MNT, deve favorecer uma
correta coordenacao entre laboratério e clinica para valorizacao destes agentes de modo a minimizar o seu impacto
na saude publica. Futuramente seria interessante continuar, ou desenvolver novos estudos de forma a obter-se mais
dados que permitissem conseguir observar a variabilidade, ou ndo, da prevaléncia destes agentes na populacao
abrangida pelo CHP.
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Resumo

Com este estudo pretendemos detetar se existem variagoes relacionadas com o periodo pré-menstrual na
voz falada. A populacéo do estudo é constituida por 12 voluntarias, com idades entre os 18 e os 40 anos,
nado fumadoras, sem patologia vocal ou hormonal e que ndo tomam contracetivos orais. Constituiram-
se dois grupos: grupo A - Voz de mulheres gravada entre o segundo dia antes do inicio do periodo
menstrual e o segundo dia apds o inicio da menstruacao; grupo B - Voz das mesmas mulheres gravada
fora deste periodo. A onda sonora foi gravada por um sistema de analise de voz da Xion® em ambiente de
siléncio. Foi analisada a emissao sustentada de uma vogal “a”, durante 5 segundos, com o microfone a 15
centimetros de distancia da boca. Analisamos o Jitter, o Shimmer e as alteracbes de frequéncia da onda
sonora. Os resultados sugerem alteracdes destas grandezas entre o periodo pré-menstrual e o periodo
fora do pré-menstrual. Concluiu-se que, durante o periodo pré-menstrual, a voz falada das mulheres sofre
alteragdes semelhantes as sentidas na voz cantada.

Palavras-chave: Voz, disfonia, pré-menstrual

Introducao

A voz é um instrumento essencial & comunicagdo do ser humano. Uma boa voz é aquela que é compreendida
pelos ouvintes e emitida sem desconforto pelo emissor (1).

A voz é produzida pela vibragdo da mucosa da corda vocal, a essa deformacao ciclica e controlada, provocada
pela passagem do ar expirado, chama-se onda vocal (2). A mucosa das cordas vocais contem recetores especificos
de hormonas sexuais femininas, que afetam as cordas vocais a nivel histoldgico e a laringe a nivel funcional (3).

Os efeitos provocados pelas hormonas sexuais femininas na laringe, durante o periodo pré-menstrual, sdo, em
termos histoldgicos, idénticos aos registados no endométrio, durante estes mesmo periodo. A diminuicdo dos niveis
de progesterona provoca um edema nas cordas vocais, que aumenta a viscosidade das mesmas e os niveis de acidez
das células das glandulas da laringe. O estrogénio, por outro lado, aumenta a secregé@o das glandulas da laringe e
provoca alteragcoes do muco (3).

Estudos publicados que analisaram apenas a voz cantada, conferem justificacdo cientifica ao facto de muitas
cantoras de épera serem dispensadas de cantar durante o periodo pré-menstrual, por sentirem algumas limitagoes
vocais das quais se destacam a incapacidade de atingir registos vocais mais altos (3). Estes estudos mediram a
frequéncia da voz (F ), a amplitude (A), o nivel de decibéis (dB), o Shimmer e o Jitter. O Jitter corresponde a uma
medida feita de ciclo a ciclo que determina variagdes involuntarias da frequéncia da voz, que se altera principalmente
com a falta de controlo das cordas vocais. O Shimmer é a medida da irregularidade percentual na amplitude da onda
sonora (4).
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Os resultados publicados, para a voz cantada, demostram um aumento da frequéncia da onda vocal bem como
dos valores do Shimmer e aumentos menos significativos no Jitter. Foi também detetada uma maior instabilidade
vocal que surgiria, geralmente, dois a trés dias antes do inicio da menstruagdo e manter-se-ia por trés dias (5). No
entanto, em muitas mulheres, estas alteragoes vocais ndo sao percetiveis ao ouvido humano 2.

Objetivos

Com este estudo pretendemos detetar se existem variagdes relacionadas com o ciclo menstrual na voz falada.

Material e métodos

A populagéo do estudo é constituida por 12 individuos do sexo feminino com idades entre os 18 e os 40 anos,
nao fumadoras, sem patologia vocal ou hormonal e que nao tomam contracetivos orais.

Constituiram-se dois grupos:

Grupo A - Voz de mulheres gravada entre o segundo dia antes do inicio do periodo menstrual e o segundo dia
apods o inicio da menstruacao.
Grupo B - Voz das mesmas mulheres gravada fora deste periodo.

A onda sonora foi gravada por um sistema de andlise de voz da Xion® em ambiente de siléncio. Foi analisada a
emissao sustentada de uma vogal “a”, durante 5 segundos, com o microfone a 15 centimetros de distancia da boca.
Analisou-se o Jitter e 0 Shimmer e as alteragdes de frequéncia e amplitude da onda sonora com o intuito de determinar
diferencas das caracteristicas vocais na voz falada durante periodo menstrual.

Resultados

Como esté descrito na tabela 1, na populacdo deste estudo, durante o periodo pré-menstrual, em média, o
Shimmer aumentou 0,49%, o Jitter teve um aumento insignificante de 0,04% e a frequéncia diminuiu 24,5Hz.

Tabela 1 - Variagcao do shimmer, Jitter e frequéncia durante o periodo pré-menstrual

Variagdo média entre o +0,04% +0,49% -24,5HZ

periodo pré-menstrual e o
periodo ndo menstrual

Discussao

Tanto o aumento do Jitter como o do Shimmer provam que existe um aumento do descontrolo vocal durante
o periodo pré-menstrual. No entanto, o aumento significativo do Shimmer demonstra que as participantes sofreram
alteracoes involuntarias acentuadas na amplitude vocal o que leva a variagbes ndo controladas da intensidade da
onda vocal e, portanto, variacoes de decibéis que, em alguns casos, podem ser notadas. A diminuicdo da frequéncia
permite constatar que a voz fica mais grave.

Assim durante o periodo pré-menstrual na voz falada, tal como na voz cantada (5), as alteracoes da laringe,

provocadas pelas mudancas hormonais, originaram uma voz mais grave, com um maior descontrolo associado ao
aumento do Jitter e do Shimmer.
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Conclusao

Ressalvando o facto de a populacdo deste estudo ser reduzida conclui-se que durante o periodo pré-menstrual,
a voz falada das mulheres sofre alteracdes especificas e tipicas que se podem considerar semelhantes as sentidas na
voz cantada.
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Abstract

Bilirubin (BL) is a bile pigment that arises from the catabolism of hemeproteins and it is an important
biochemical marker for diagnosis and monitoring of hepatic and hematologic diseases. The high
concentration of this metabolite in plasma may be associated with disturbances in production, metabolism
and/or excretion. Several in vivo and in vitro studies established the antioxidant, anti-inflammatory and
anti- tumoral properties of bilirubin. Clinical and prospective studies show that slightly elevated serum
bilirubin levels are positively correlated with a lower prevalence of oxidative stress-mediated diseases.
In this review, detailed information on dietary compounds related to changes in serum bilirubin levels are
provided. Most of the reviewed articles described compounds that inhibit or induce the most important
enzymes in BL metabolism. Knowing how to modulate bilirubin levels by these compounds would be
useful as a therapeutic approach, either to lowering serum bilirubin levels, in cases of hyperbilirubinemia,
or to increase bilirubin concentration in order protect against oxidative stress. Several studies refer four
botanical groups as associated to changes in bilirubin concentrations: Cruciferae (e.g., broccoli), Rutaceae
(citrus), Liliaceae (e.g., onions), and Leguminosae (legumes).

Key words: bilirubin levels, hyperbilirubinemia, oxidative stress prevention, dietary compounds.

Introduction

Bilirubin (BL) is a yellow-orange pigment resulting from the catabolism of hemeproteins(1). This tetrapirrolic
metabolite belongs to one of the most conserved superfamily of molecules in living organisms. BL has been subject
of study for more than three centuries by chemists, biochemists, biologists and researchers from many fields. In
clinical diagnosis, BL is a marker of liver function and used to monitoring hematological diseases(2). In the general
population, there are several factors known to influence serum bilirubin levels (SBL), including genetic (3-5) and non-
genetic variables (6).

The enzyme that catalyzes BL conjugation is the hepatic uridine diphosphate glucuronyl transferase 1A1
(UGT1A1). Unconjugated BL (UCB) is a lipid soluble molecule but after conjugation (with one or two molecules of
glucuronic acid) becomes water soluble (conjugated bilirubin: CB), allowing its excretion via the bile canaliculi. The
most prevalent metabolic disorder in the Caucasian population is Gilbert’s Syndrome (GS). It's a benign condition,
characterized by moderate hyperbilirubinemia in the absence of hemolysis or liver dysfunction(3). The common variant
associated with this syndrome is the TA duplication at position c.-41_-40dupTA (variant UGT1A1*28 or A(TA)7TAA
allele) located in the promoter region of the UGT1A1 gene(3). The presence of hyperbilirubinemia, associated with GS,
can lead to the worsening of clinical symptoms of individuals with chronic hemolytic diseases (7). Moreover, patients
with GS are more sensitive to the adverse effects of antineoplastic drugs and others suffering hepatic glucuronidation,
whereby the diagnosis gains importance in terms of treatment of many disorders(8).
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At high concentrations, as described in children with Crigler-Najjar syndrome type | (SCN-I) or type Il (SCN-II), BL
can be extremely toxic. For many years, the bile pigment bilirubin was considered to be a cytotoxic lipid-soluble waste
product formed during heme catabolism. Since the early nineties, several biochemical and clinical studies suggests
that bilirubin acts as a potent physiologic antioxidant that may provide important protection against stress related
disorders (9-11).

Most of the work undertaken to understand the potential protective effect of BL focuses on BL protection
mechanisms in atherosclerosis (12). Atherosclerosis is an inflammatory process in which lipid deposition on the arterial
wall results from high levels of circulating cholesterol, a stage in the early injury. BL, as an antioxidant, reduces the
formation of oxidized low density lipoprotein (LDL), also an important step to initiate this process (13,14), inhibits
chemotaxis of monocytes and attenuates the expression of adhesion molecules on endothelial cells (15).

The properties of BL as an antioxidant were confirmed in the animal model, the Gunn rat, which has an autosomal
recessive deficiency of the enzyme UGT1A1. Homozygous rats present hyperbilirubinemia and heterozygous have
normal levels of BL (16). The use of this animal model showed that serum bilirubin exerted a protective effect against
oxidative damage during the neonatal period when they were exposed to hypoxia and neonatal jaundice (17).

Another protective effect of BL is related to its anti-carcinogenic activity (18), as verified in caco cells and HepG2
cells, where the addition of tetrapirrolic compounds, such as protoporphyrin, urobilin or estercobilin has induced DNA
damage and apoptosis of tumor cells (18). These observations have encouraged researchers to conduct numerous
epidemiological and experimental studies to clarify the mechanisms involved in its potential protective effect.

Certain dietary compounds may increase or decrease BL levels. It is well known that drugs and other substances
that can compete with BL for glucuronidation also contribute to the raising of SBL(19). Some herbal extracts can even
exert inhibitory effects of UGT1A1 activity and thereby increase BL levels (19). On the other hand, there are dietary
components that increase enzymatic activity of UGT1A1 , such as citrus fruit(20) and some constituents of Cruciferous
vegetables (eg. cabbage and broccoli) (21) by increasing the expression of UGT1A1 gene. In animal models it was
demonstrated that soy protein and soy isoflavones enhance hepatic UGT activity (22)and the allyl sulfides onion and
garlic also had the same effect on different enzymes of the UGT family (20). These interactions must be recognized as
a possibility to modulate bilirubin levels in different situations. On one hand the management of the most important
clinical entity, the hyperbilirubinemia by diminuishing (decreasing) SBL and in contrary (on the other hand — para ser
coerente), raising SBL to prevent stress related diseases.

Revision
Brief description of bilirubin metabolism

In human plasma there are 4 main forms of circulating BL: unconjugated bilirubin (UCB, also known as indirect
bilirubin — IB); conjugated bilirubin (CB, or direct bilirubin); bilirubin covalently bound to albumin (Alb); free BL that is
not bound to albumin (23). The free BL presents a very low nanomolar concentration increase when BL exceeds the
molar concentration of Alb, saturating his binding site (24). The binding of BL to ALB increases with postnatal age but
is reduced in the presence of certain drugs (25). The free BL correlates better with BL toxicity than any other fraction.

The main source of BL is the heme group of hemoglobin from the destruction of senescent erythrocytes, which
contributes around 80-85% of total production(1). The remaining 15 to 20% of BL production results from the turnover
of other liver hemeproteins such as myoglobin, catalase and cytochrome (1). A small proportion (1-5%) results from the
premature destruction of premature erythrocytes in bone marrow or spleen. In normal adult, approximately 250-300 mg
of BL is produced per day, equivalent at 3.8 mg/kg (26).

Under physiological conditions, the majority of normal erythrocytes are removed from the circulation after 120
days of life and they enter into the reticuloendothelial system. The heme catabolism, resulting in BL production, occurs
within macrophages of the spleen, bone marrow and in Kupffer cells. After the heme breakdown BL is released into the
plasma (1). In this mechanism, the ring of ferroprotoporfirina IX heme group, the prosthetic group of proteins such as
hemoglobin, myoglobin and cytochrome P-450, suffers the catalytic action of heme oxygenase (HO-1). This enzyme
consumes three molecules of oxygen and requires a reducing agent, nicotinamide adenine dinucleotide phosphate
(NADPH). The enzyme HO-1 acts at the central bridge methionine, forming biliverdin (BLV) (27) and is located in the
plasma membrane of the endoplasmic reticulum, nucleus and mitochondria (27). The activity of this enzyme is rate
limiting step in heme catabolism and BL production(28). Its synthesis is induced by stimuli associated with oxidative
stress, including free oxygen and bacterial lipopolysaccharide radicals (29) by increasing the intracellular concentration
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of hepatic heme induced by various drugs, natural compounds, cytokines and growth factors (29). From the oxidation
of heme also results iron (Fe2+), carbon monoxide (CO) and BLV. The BLV is, in turn reduced to BL in a reaction that is
catalyzed by biliverdin reductase (BVR), dependent on NADPH (30). At this stage, BL is called UCB and circulates in
the blood bound to albumin (Alb). Alb greatly enhances their solubility due to two binding sites for this molecule and
also prevents its excretion into urine. In healthy individuals, about 99.9% of BL circulates in complex with albumin as
CB (27).

The liver plays a central role in the metabolism of BL. It is responsible for their capture, storage, conjugation
and excretion (31). As already mentioned, the BNC circulates in plasma in a complex bound to Alb (BL- Alb) entering
the hepatocyte by its sinusoidal surface (figure 1). The complex passes through the thin and discontinuous cells,
with pores, that contour the endothelial sinusoidal and reach the space of Disse, which has direct contact with the
sinusoidal basolateral surface of liver cells (32).
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Figure 1 - Bilirubin hepatic uptake, conjugation and glucoronid transporters.

SER: smooth endoplasmic reticulum; UCB: unconjugated bilirubin; Alb: albumin; MGB e DGB: mono and diglucuro-
nid; Y: ligandin; UGT1A1: uridine 5’-diphospho-glucuronosyltransferase 1A1 (UDP-glucuronosyliransferase, UGT);
UDPGIcUA: glucuronic acid residue; OATP1B1/3: organic anion transporter, 1B1 and 1B3; ABCC3: ATP-Binding
Cassette transporter, (Sub-Family C, CFTR/MRP, Member 3); MRP2: Multidrug Resistance-associated Protein 2;
ABCC2: ATP-Binding Cassette transporter (sub-family G member 2). The image also shows the location of UGT1A1
in the membrane of smooth endoplasmic reticulum membrane (SER); transport of unconjugated bilirubin (UCB) into
hepatocyte at the sinusoidal surface by the action of the organic anion basolateral transporters OATP1B1/3 (organic
anion transporter, 1B1 and 1B3); ligandin assembles and transport UCB to the SER; conjugation of UCB by UGT1A1
results in bilirubin glucuronides (MGB, DGB); glucuronides are water soluble and are transported to the exterior
of the hepatocyte, at the apical canaliculi surface, by the MRP2 (Multidrug Resistance-Associated Protein 2) and
ABCC2 (ATP-Binding Cassette transporter - sub-family G member 2), and possibly by the ligandin (initially named Y
protein) a glutathione-S-transferases (32), which despite being in much smaller quantity, can pass through the pro-
tein ABCCS3 a ATP-Binding Cassette transporter, (Sub-Family C, CFTR/MRP, Member 3) and be again captured by
OATP transporters.

After hepatic uptake and metabolism, BL may remain in the liver cells (storage) connected to cytoplasmic
proteins. It can also move to the smooth endoplasmic reticulum of the hepatocyte and undergo conjugation with one
or two residues of glucuronic acid (UDPGIcUA) by the catalytic action of UGT1A1 forming monoglucuronide (MGB)
or diglucuronide (DGB), named as conjugated bilirubin (CB). In the gut this CB undergoes oxidation by the action of
intestinal enzymes and bacterial flora and urobilinogen is formed as other pigments. The Urobilinogen may again be
captured to the liver (enterohepatic circulation) and may be conjugated (33).

The SBL reflect the hemoglobin catabolism as a result of destruction of erythrocytes or the ability of hepatocytes
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to process bilirubin (absorption, storage and conjugation) or the functioning of the biliary system that transfers the bile
to the duodenum.

Disease Risk and bilirubin protection

Some studies point out that UCB may prevent cardiovascular disease (CVD) and other chronic diseases. Clinical
evidence indicates that hyperbilirubinaemic individuals with GS, with mild hyperbilirubinemia, are at reduced risk
of developing cardiovascular and chronic kidney disease. There are currently several studies that have established
an association between low BL and the presence and severity of various cardiovascular diseases (34,35) and the
respective causes or co-morbidities such as, type 2 diabetes (36), metabolic syndrome, hypertension (37), chronic
kidney disease (38)and albuminuria (39). It was observed the same association, as described above, with other disease
conditions which physiopathology is related to oxidative stress, such as rheumatoid arthritis(40), multiple sclerosis
(41), cancer (42,43) and overall mortality (42). Similarly, the analysis of the association between SBL and risk factors
for these chronic diseases, such as lipid profile (35), anthropometric index (44) and C-reactive protein (45) was also
performed in several studies.

Acquired factors that modulate Serum bilirubin levels

It has been shown that there is a significant difference in plasma levels of BL (SPB) between men and women
and between different age groups (46). The differences between gender have been attributed to hormonal differences
(46), in particular, because testosterone decreases the activity of UGT1A1 and estrogens and/or progestogens increase
the activity of the same (47). The effect of testosterone may however, explain that GS, a hereditary hyperbilirubinemia,
is more often detected in males during puberty than in females, and also explain the difference in accordance with age
(47). It is believed that gender differences may be due to the fact that men have higher cell mass or greater turnover of
the hemoglobin (48).

BL levels reach a maximum between 19 and 24 years old individuals, decreasing continuously throughout life
(48,49). But it is in the neonatal period where significant variations of BL levels are observed. Virtually all infants have
higher levels of BL in the first days of life (50). There is a significant difference in ethnicity between NPB. One of the first
studies conducted to evaluate these differences was conducted on a sample of 1,538 Americans. The study revealed
that African-Americans have lower levels of BL than Latinos, Asians and Caucasians of European origin (51) in addition
to these racial differences the differences are more pronounced among women than among men (51). Genetic factors
greatly contribute for inter-racial differences, since there are differences in gene frequencies.

It is described that smokers have lower SBL than non-smokers (52,53). Recently, it was also revealed that the
cessation of smoking is followed by an increase in the concentration fractions of all BL (53). Studies reveled that BL
is inversely associated with the duration of tobacco exposure and the amount of cigarettes smoked per day (54).
The relationship between alcohol consumption and SBL is controversial, since there are studies that indicate that BL
increases with alcohol consumption (55,56) and others describe no clear association with this factor (57).

Dietary compounds and bilirubin levels

An extensive variety of fruits and vegetables offer a range of nutrients and different bioactive compounds
including phytochemicals, vitamins, minerals and fibers. Many dietary compounds, present in fruits, vegetables and
spices have been isolated and evaluated for their therapeutic potential. Evidence suggests that the health benefits of
fruits and vegetables are attributed to the interactions of the phytochemicals present in whole foods by modulating
several metabolic pathways. The impression that these compounds have health promoting effects emerged because
their consumption was related to a reduced incidence of cancer, cardiovascular, neurological, respiratory, and age
related diseases (58-61). However, the molecular mechanism by which food-derived compounds exert their beneficial
effects remains poorly understood due to the complexity of related pathways. The clinical importance of controlling
elevated SBL(hyperbilirubinemia) and in other hand the possible beneficial effects of BL mildly elevated levels on
chronic diseases (potential protective effect of BL) suggests the search for strategies to modulate SBL. This strategies
may include administration of drugs or dietary compounds which can increase or decrease the efficiency of hepatic
bilirubin conjugation by UGT1A1 enzyme, administration of HO-1 or BLVR inducers (to produce more BL) and rise
tetrapirroles by supplementation with BL or BLV or similar compounds from other sources. Some studies cited in this
article did not aim directly to perceive the interference of certain dietary compounds in the SBL. However, their results
were analyzed because in some way the observations are associated with changes in BL production or excretion.
Firstly we will summarize inducers and inhibitors of UGT genes, the superfamily where the gene that encodes UGT1A1
belongs to.

The UGT superfamily is divided into UGT1 and UGT2 families; both are a phase Il biometabolizing enzymes.
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TheUGT1A subfamily, is in charge for the glucuronidation of endogenous compounds such as bilirubin (62), as well as
phenols, anthraquinones, and flavones(62), sex steroids, 17p-estradiol (eg. estrogen) and estriol (63) and cooked-food
carcinogens(64). From the nine proteins that belongs to this subfamily the UGT1A1 is responsible for BL conjugation(8).
In the UGT1 family the presence of genetic variants can alter considerably their clearance efficacy.Variants of the
UGT1A1 gene that decrease UGT1A1 enzyme activity can lead to jaundice as seen in Gilbert’s syndrome or in Crigler-
Najjar syndrome. As already mentioned, the most important genetic variant responsible for the SBL variation observed
in Caucasian population is the repeat polymorphism in the TATA box region of the UGT1A1 promoter. This allele variant
consists of seven thymine adenine (TA) repeats, in the A(TA)nTAA motif (allele 7), while the common allele is characterized
by the presence of six TA repeats (allele 6). Homozygous individuals carrying the 7/7 genotype had higher levels of
unconjugated bilirubin caused by a reduction of 30% in UGT1A1 transcription (65).

Recent published works try to analyze the impact of several dietary compounds in UGT1A1 activity using serum
bilirubin as an endogenous marker of enzyme activity. They also take in account the genotype for the TA promotor
polymorphism of the participants in order to analyze the genetic-environmental interaction (20,21,66).Four ofthese
studies, performed by the same group of researchers, investigated whether food from different botanical groups were
associated with changes in UGT1A1activity. Most of the tested food were cruciferous, soy and citrus, all sources of
UGT inducers (67). Table 1 shows the resume of these works and others that described changes in SBL.

Table 1 — Sources or dietary compounds that potentially modulate serum bilirubin levels.

Dietary compoupds or dietary Type of study Effect on bilirubin levels Reference
sources intake Summary
Record of food intake from four Decreased. Only homozygotes 7/7 showed decreased
botanical groups: Cruciferae, Observational bilirubin concentrations after consuming cruciferous 1)
Rutaceae, Liliaceae and vegetables but not with the intake of other investigated
Leguminosae. botanical groups.
Decreased. The intake of cruciferous vegetables,
Cruciferous, citrus and soy Clinical soy foods and citrus fruit seems was associated (66)
(doses adjusted for body weight) to a decrease on SBL but only in women that are
homozygous 7/7.
Record of food intake Citrus fruit, . . Decrea}sed. Wom.er.1 homozygoug .7/7 that. consume
. Observational | citrus fruit may exhibit a higher activity of this gene than (20)
cruciferous and soy . . S
those who do not include it on their diet.
Cruciferous, citrus and soy Decreased within all of three group of vegetable and it
(Different quantities of Cruciferous Clinical was observed in the three genotypes. Results suggest (68)
supplementation) a dose-response.
Soy In vivo Decreased
Decreased. UGT1A1 activities were minimally affected
Resveratrol - : . Lo
Clinical by the intervention. Is more pronounced in individuals (69)
(Resveratrol doses) . ) L
with low baseline enzyme activity.
Dandelion In vivo Decreased (70)
Rooibos In vivo Decreased (71)
Honeybush tea In vivo Decreased (71)
Rosemery In vivo Decreased (71)
Ellagic acid In vivo Decreased (71)
Ferulic acid In vivo Decreased (71)
Curcumin In vivo Decreased (71)
Astaxanthin In vivo Decreased (71)
Green tea In vitro Increased (71)
Rutin In vitro Increased (71)
Naringenin In vitro Increased (71)
Allspice In vitro Increased (71)
Peppermint oil In vitro Increased (71)
Cacao In vitro Increased (71)
Quercetin (polyphenolic) In vivo / In vitro Increased (71)
Carnosol In vitro Increased (71)
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Discussion

Peterson and colleges (21), performed an observational study (using food records) to analyze the association
between the four botanical groups: Cruciferae, Rutaceae, Liliaceae, and Leguminosae (all sources of UGT inducers) and
bilirubin concentrations. Results showed an interaction between UGT1A1 genotype and Cruciferous intake. Individuals
with the 7/7 genotype with increased intake of cruciferous vegetables had lower SBL. One explanation given by the
authors for this results is that individuals with 7/7 genotype had elevated BL concentration and the ability to detect
differences in the serum of these participants is greater. Intake of food from the other three botanical groups showed
no association with SBL.

Another study, a randomized, controlled, fruit and vegetable feeding trial (66) with doses adjusted for body
weight, showed that the intake of cruciferous vegetables, soy foods and citrus was associated with a decrease in SBL,
but it was only observed in women that were homozygous 7/7.

The third work, based on food record showed that citrus fruit intake elevated the activity of UGT1A1 gene among
individuals that included it on their diet. But this was only observed in women homozygous for allele 7 too.

In a controlled feeding study with a mixed diet of cruciferous, soy and citrus (68) researchers tested different
dosages relatively to a basal diet. The results showed that SBL decreased in response to all three vegetables-containing
diets comparing to the fruit —and vegetable-free basal diet. This results were also more pronounced among individuals
with 7/7 genotype, however, it was also possible to observe the same association among other genotypes.

In a study performed to evaluate the ability of soy to induce phase Il detoxification enzymes, the researchers
concluded that dietary soy enhances the enzyme activity, especially quinone reductase and UGT1A enzymes, which
could lead to protection from potentially harmful xenobiotics (69). At the same time UCB will also have to induce
this group of enzymes, including dandelion, rooibos tea, honeybush tea, rosemary, ellagic acid (present in berryes,
pomegranate, grapes, walnuts, and blackcurrants), ferulic acid, curcumin (major active component of the food flavor
turmeric and curcumin) , and astaxanthin, to enhance UGT activity and therefore diminishing SBL (table 1). In contrast,
there are some dietary compounds like polyphenols epicatechin and chrysin that can inhibit UGTs (72). Among other
food components that have the same effect on UGTs enzymes are green tea, quercetin (natural polyphenol flavonoid:
3, 3, 4, 5, 7-pentahydroxyflavone that is abundant in various fruits and vegetables and stimulates antioxidant and
anti-inflammatory activities), rutin glycoside between the flavonol quercetin and the disaccharide rutinose), naringenin,
allspice, peppermint oil and cacao (73).

As already described above, HO-1 catalysis heme degradation producing CO, which has anti-inflammatory
properties; biliverdin that is converted to bilirubin by BVR that also has a powerful antioxidant capability; and free
iron bound to the heavy chain ferritin (H-ferritin), another antioxidant molecule. HO-1 has been suggested to be an
important therapeutic target in various disease (29,74). The fact that HO -1 represents the rate limiting enzyme of BL
production, elevating the expression of HO-1 could lead to more BL production. This enzyme is inducible by numerous
agents which promote oxidative stress, and is now known to provide important antioxidant protection, as demonstrated
in animal models and epidemiologic studies. One of the most studied phytochemical that induces HO-1 activity is
quercetin which, as already described above, is a polyphenolic compound that also increases BL concentration. In
a recent study, the authors reported the results offsetting 56 compounds on the up-regulation of protein HO-1 in
microglia cells in vitro. The compounds were selected over more than 100 and their HO-1 stimulating capacity with their
effect on cell viability was analyzed. They selected 10 positives (including hemin) and 5 negatives to further examine
their effect on heme metabolism and modulation of the inflammatory response. They carnosic acid, carnosol, cobalt
protoporphyrin IX, dimethyl fumarateand supercurcumin as the compounds causing the greatest HO-1 induction and
low cytotoxicity. They also distinguished between those compounds capable of promoting the generation of HO-1-
derived products (bilirubin)namely the dietary compounds carnasol, supercurcumin and others that do not, indicating
that HO-1 induction may be independent of heme-degradation metabolism.

Curcumin can also induce this cytoprotective enzyme. It is extracted from dry rhizome of Curcuma longa Linn
(Zingiberacee). This herb is widely cultivated in tropical regions of Asia. It has been used for centuries in indigenous
medicine for the treatment of a variety of inflammatory conditions and other diseases. Several studies in recent years
have shown that curcumin is a potent inhibitor of tumor initiation in vivo and (75) and possesses antiproliferative
activities against tumor cells (76). Although, the exact mechanisms by which curcumin promotes these effects remains
to be elucidated. It has been shown in vivo that this compound enhances the activities of detoxifying enzymes such
as UGT but it also induces a distinct antioxidant genes such us HO-1 in mammalian tissues contributing to the variety
of pharmacological actions mediated. These facts could seem contradictory but the inducing HO-1 could not result
in more bilirubin production, it could be an independent induction of heme degradation pathway. In the process of

42




scavenging physiological oxidants by electron donation BL is often reconverted to BLV and the enzyme BLVR quickly
regenerates BL. This seems to be the reason why BL is an effective antioxidant. However, the exact mechanism
underlying this system remains largely undefined (77).

Inducing or inhibiting BLVR would lead to changes on BL regeneration about food components that may alter
BLVR. We didn't find any information. An hypothesis suggested by McCarty (78) to raise tissue or serum BL could
be oral administration of BL or the more soluble BLV. The same author reviewed several experimental studies that
demonstrate the anti-inflammatory properties of BLV when it was administrated in rodents (79). Other authors propose
that supplementation with nutraceuticals containing plant tetrapyrolles, such as phycocyanobilins (80), or their improved
consumption in the form of natural foods (81) might be used as a novel method of the chemoprevention of obesity,
metabolic syndrome, and diabetes.

Conclusion

From all that was exposed in this review about BL metabolism and considering all genetic and acquired factors
that can affect his serum concentration, it is obvious that modulating SBL, by means of dietary compounds, would be
a challenge.ln a hyperbilirubinemiastate, where it is important to decrease serum bilirubin levels, the best approach
would include the increasing UGT1A1 expression and this can be achieved with foods from the different botanical
families Cruciferae (e.g., broccoli), Rutaceae (citrus) and Liliaceae (e.g., onions).

Regulation of UGTs by phytochemicals has been investigated with a focus on cancer prevention and numerous
inhibitors from plant origin (epicatechin gallate, epigallocatechin gallate, octyl gallate, propyl gallate, quercetin, tannic
acid, benzoin gum, capsaicin, dihydrocapsaicin, eugenol, gallocatechin gallate, geraniol, menthol, menthyl acetate,
naringenin, allspice berry oil, N-vanillylnonanamide, clovebud oil, peppermint oil, silibinin, and silymarin).

The results presented in this review demonstrate that that some beneficial effects of curcumin might take place
because of the intrinsic ability of this yellow pigment to increase HO-1 and possibly other intracellular protective
pathways.

The strategy to rise SBL in order to fight oxidative stress by inhibiting UGT1A1 activity appears to be unreasonable
because UGT1A1 also glucuronides estrogens and several dietary carcinogens. The enzymes HO-1 and BLV would
also have an important role in the development of therapeutic strategies based on dietary compounds to prevent stress
related diseases by elevating SBL; however, for these two enzymes there was considerable less information about
their inducers and inhibitors. Additional studies are needed to stablish the compounds that best modulate SBL and the
molecular mechanisms involved.
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Resumo

O envelhecimento é um processo fisioldgico e psicossocial de regressao resultante dainteracdo de multiplos
fatores. Deste processo surgem alteracoes, subjacentes a maior incidéncia de doencas cardiovasculares
(DCV). A adocdo de estilos de vida saudavel, atividade fisica (AF) e a uma dieta equilibrada, sdo assim
uma prioridade de intervencao para prevenir as DCV. Os objetivos deste estudo foram avaliar a influéncia
da AF e da dieta alimentar nos perfis lipidico e glicémico, avaliagdo antropométrica, da pressao arterial
(PA), e do risco de desenvolver DCV a 10 anos por dois métodos na amostra em estudo. Realizou-se
um estudo observacional analitico transversal a uma amostra constituida por 29 individuos com idade
superior a 50 anos fisicamente ativos pertencentes a uma associacao do distrito do Porto. Encontrou-se
uma variacao significativa da PAD em funcao da AF entre o grupo de AF baixa e elevada. A nivel nutricional
verificaram-se diversas variacoes significativas: entre a PAS e gorduras saturadas; entre colesterol HDL
e niveis de riboflavina; entre colesterol total e vitamina B6; entre IMC e iodo; e entre perimetro abdominal
e selénio ingerido. Tanto na avaliacdo do risco global cardiovascular (SCORE) como no calculo do risco
de Framingham se destaca um risco acrescido de desenvolver DCV a 10 anos no sexo masculino. Assim,
tal como descrito na literatura, a nossa amostra revelou uma elevada prevaléncia dos diversos fatores
de risco cardiovascular. Futuramente, propde-se a realizacdo de um estudo de caso-controlo de modo a
obter resultados mais consistentes.

Introducao

O envelhecimento é um processo fisiopsicossocial de regressao caracteristico dos seres vivos, que resulta
da interacdo de fatores enddgenos e exdgenos responsaveis pela resposta bioldgica adaptativa e expressando-se
na perda de capacidade ao longo da vida. O equilibrio dindAmico entre fatores fisicos, genéticos, psiquicos e sociais
condiciona os processos do envelhecimento. Um envelhecimento saudavel pressupde o desenvolvimento de uma
resposta adaptativa aos desafios relacionados com o decorrer da idade (1,2).

O envelhecimento populacional € um fendmeno universal existindo atualmente cerca de 400 milhdes de idosos,
dos guais mais de metade pertence aos paises desenvolvidos. Estima-se que em 2020 o numero de individuos com
idade igual ou superior a 60 anos ultrapasse o nimero de criangcas com menos de 5 anos e que entre 2015 e 2020 a
proporgéo de individuos com mais de 60 anos passe de 12% para 22% (3). Este aumento deve-se principalmente ao
aumento da populacgao idosa e redugdo da populagao jovem, que se tem vindo a agravar nos Ultimos anos (1,3,4). Os
resultados dos censos de 2011 indicam que 15% da populagdo residente em Portugal se encontra no grupo etario
mais jovem (0-14 anos), enquanto 19% pertence ao grupo dos mais idosos (idade superior a 65 anos), sendo o indice
de envelhecimento de 128 (4).

O processo natural de envelhecimento implica alteragcdes ao nivel da constituicdo corporal, sensagdes, estado
nutricional, capacidade fisica e motora (5), refletidas na maior frequéncia de observacao de patologias crénicas como
doencas cardiovasculares (DCV), diabetes mellitus (DM), hipertenséao arterial (HTA), entre outras. Parte das alteragdes
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que conduzem as patologias citadas desenvolvem-se muitas vezes por volta dos 50 anos, idade em que se observa,
em ambos os sexos, mudancas fisioldgicas subjacentes ao surgimento destas patologias (1,2,5-7).

As DCV continuam a ser a principal causa de morte no mundo, com diversos fatores de risco (FR) associados
como dislipidemia, HTA, obesidade, entre outros, denominados de FR cardiovascular (FRCV) modificaveis (8,9) que
interagem entre si aumentado exponencialmente a possibilidade de ocorréncia destas doencgas (10-13).

Disturbios no metabolismo dos lipidos, conhecidos por dislipidemias, tém repercussdes nos niveis de lipoproteinas
na circulacdo sanguinea e nos seus diferentes componentes. Essas repercussoes traduzem-se no aumento dos niveis
de colesterol total (CT), triglicerideos (TG) e colesterol das lipoproteinas de baixa densidade (C-LDL) e diminuicao dos
niveis de colesterol das lipoproteinas de alta densidade (C-HDL) (14,15). Estudos indicam a importancia da reducéo
dos niveis de C-LDL e TG e aumento de C-HDL para reduzir o risco CV (16).

Com avangar da idade verifica-se maior frequéncia de alteragdo no metabolismo da glicose e de DM tipo 2,
existindo varios fatores relacionados com este desequilibrio como modificagdes fisiopatoldgicas e da constituicao
corporal, no estado nutricional e na capacidade fisica e motora (17).

Segundo a Organizacdo Mundial de Salde, a obesidade é uma doenca cronica cuja prevaléncia tem vindo a
aumentar a escala mundial. A avaliacao da obesidade é realizada pelo indice de massa corporal (IMC) e distribuicao
da massa gorda corporal existindo evidéncia de que a gordura visceral esta associada a complicacoes metabdlicas
tais como DM tipo 2 e HTA (18-20).

A HTA é outro fator importante no desenvolvimento de DCV. Varios fatores podem estar associados a HTA, entre
0s quais a ingestao de sal e a AF (14,21).

Varios estudos evidenciam a importancia da adogéo de estilos de vida saudaveis como a pratica de AF e habitos
alimentares saudaveis na redugao de FRCV e prevencao destas doencas (10,16,22). A AF regular esta associada a
um efeito benéfico sobre os FR como a dislipidemia, obesidade, DM e HTA sendo um dos mecanismos de equilibrio
metabdlico a maior sensibilidade dos tecidos a insulina (23,24). Por outro lado, uma dieta equilibrada deve ponderar a
ingestdo de nutrientes com as necessidades energéticas (5,7,22). Os macronutrientes (lipidos, proteinas, carbohidratos
e fibras) sdo geradores de energia e, juntamente com os micronutrientes (vitaminas, antioxidantes e minerais) sao
fundamentais no funcionamento saudavel de vias metabdlicas e hormonais (7,25). A ingestdo de gorduras saturadas
é responsavel pelo aumento do CT, C-LDL e TG (26,27), sendo que as gorduras monoinsaturadas e polinsaturadas
promovem a diminuicao dos niveis de CT e C-LDL e o aumento de C-HDL (27). As proteinas sdo importantes na dieta ja
que estao diretamente relacionadas com a massa muscular (17). Os carbohidratos estdo associados ao metabolismo
da glicose pelo que devem estar incluidos numa dieta equilibrada (28,29). Estudos epidemioldgicos reforcam a
importancia da dieta mediterranea na redugao dos FRCV associada a pratica de atividade fisica. (17,30-33).

Os objetivos deste estudo foram a avaliacdo da influéncia da AF e da dieta alimentar nos perfis lipidico e
glicémico, avaliacdo antropométrica, da PA e do risco de desenvolver DCV a 10 anos através do Systematic Coronary
Risk Evaluation (SCORE) e do risco de Framingham, em individuos com idade superior ou igual a 50 anos.

Materiais e Métodos

Realizou-se um estudo analitico transversal numa amostra de 29 individuos fisicamente ativos com idade = a 50
anos do distrito do Porto. Foram critérios de inclusao idade = a 50 anos e autonomia fisica e de exclusdo amostras de
sangue hemolisadas ou lipémicas.

Foram autoaplicados trés questionarios: 1) caracterizacdo da amostra; 2) avaliacdo da AF; e 3) avaliacdo da
dieta. A AF foi avaliada pela versao curta do International Physical Activity Questionnaire (IPAQ), categorizada em 3
grupos (baixa, moderada e elevada) usando o Metabolic Equivalent (MET, 1 MET = 1 kcal/kg/hora, 3,5 ml de O2/kg/
min) (34). O perfil nutricional da amostra foi avaliado pelo Questionario da Frequéncia Alimentar (QFA) desenvolvido e
validado pela Unidade de Epidemiologia Nutricional do Servico de Higiene e Epidemiologia da Faculdade de Medicina
da Universidade do Porto. Os alimentos ingeridos foram registados e convertidos em nutrientes e comparados com o
Valor Diario Recomendado (VDR) (35).

A avaliagcdo antropométrica (36) consistiu na determinagédo do peso, altura, IMC e perimetro abdominal (PAb).
Mediu-se ainda a PA (37) e foram doseados os niveis séricos de glicose, CT, C-HDL, C-LDL e TG apds 12h de jejum no
autoanalizador Prestige 24i,Cormay® (Diamond Diagnostics, Massachussets, United States of America). Estimou-se
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também o risco de desenvolver DCV a 10 anos com recurso a tabela derivada do projeto SCORE (38,39), bem como
o risco de Framingham através do célculo da percentagem com base em valores numéricos, positivos e negativos a
partir de zero, de acordo com o risco atribuivel aos valores de idade, CT, C-HDL, PA, habitos tabagicos e DM (40,41).

Realizou-se o teste estatistico ANOVA para verificar a existéncia de diferengas significativas entre os grupos de AF
e nutrientes da dieta (<VDR e =VDR). Posteriormente, recorreu-se ao teste de Tukey e de Bonferroni para determinar que
grupos diferiam entre si. Para grupos formados em funcao da ingestao de nutrientes realizou-se um teste de Mann-Whitney,
teste ndo paramétrico para duas amostras independentes. O valor prova dos testes estatisticos realizados foi inferior a 0,05.

Resultados

A amostra é composta por 29 individuos, 18 do sexo feminino (62,1%) e 11 do sexo masculino (37,9%),
com média de idades de 69,5+6,6 anos, sendo a maioria casado (72,4%) e ndo fumadores (79,3%). Observou-se
no nivel de escolaridade um destaque para o 1° ciclo com 12 individuos (41,4%), seguindo-se do 3° ciclo com 7
individuos (24,1%). Ainda no registo de patologias existentes, observou-se maior frequéncia de HTA (n=17), seguida
por dislipidemias (n=16), e auséncia de patologias em 4 individuos. Relativamente as medidas antropométricas e
parametros bioquimicos, obtiveram-se valores médios elevados de pressao arterial sistélica (PAS) (148,3 + 18,8
mmHg), pressao arterial diastolica (PAD) (83,8 + 7,3 mmHg), CT (203,4 + 33,7 mg/dL), C-LDL (130,8 + 42,4 mg/dL) e
PAb (99,5 + 10,5 cm). O valor médio de IMC (28,6 + 3,9 kg/m2) também se encontra acima do desejavel. Os restantes
valores encontram-se dentro dos valores normais de referéncia (tabela 1).

Estimou-se o risco global cardiovascular (SCORE), cujos valores estao expressos na tabela 2. O sexo masculino
apresenta um risco entre 3-4% (média = 68,6 anos, minimo/maximo = 59/75 anos) e 5-9% (média = 72,2 anos,
minimo/méaximo = 61/82 anos). Ja no sexo feminino o risco mais prevalente é de 2% (média = 69,4 anos; minimo/
maximo = 63/79 anos) e de 3-4% (média = 68,9 anos; minimo/maximo = 59/78 anos). Realizou-se o célculo do risco
de Framingham (tabela 3) para os individuos que cumpriam critério de idade inferior a 74 anos (n=24). Observou-se
no sexo masculino um maior nimero de individuos cujo risco de desenvolver DCV a 10 anos se situa entre os 20-
25%. Nos 20%, a idade média dos individuos é de 68,3 anos (minimo/maximo = 59/73 anos) e nos 25% de 71,5 anos
(minimo/maximo = 69/74 anos). Nos individuos do sexo feminino, 8 apresentaram risco compreendido entre 11-15%.
Nos 11%, a idade média é 67,3 anos (minimo/maximo = 61/71 anos), nos 13% ¢ de 68,5 anos (minimo/maximo =
63/74 anos), e nos 15% é de 66,7 anos (minimo/maximo = 65/70 anos).

Narecolha de informagao sobre a AF dos individuos, verificou-se que, do total da amostra, 19 individuos praticam
AF moderada, 7 AF elevada e 3 AF baixa. Na tabela 4 estdo reunidos os valores médios e respetivos desvios-padrao
dos parametros laboratoriais, medidas antropométricas e PA para cada grupo de AF. Na analise da relagéo entre a AF
e estas variaveis encontrou-se uma variagao significativa da PAD em fungao do tipo de AF entre o grupo de AF baixa
e elevada (tabela 4). No grupo com nivel baixo de AF, observam-se valores de glicose elevados face aos de referéncia;
os valores de CT e C-LDL apresentam-se também superiores aos de referéncia no grupo com nivel moderado de AF.

O PAb e a PAS apresentam valores aumentados em todos os grupos de AF e o IMC aparece com valores
sugestivos de obesidade nos grupos de AF com nivel baixo e elevado.

O tratamento dos dados obtidos pelo QFA evidenciou que o total da amostra ingere uma quantidade superior ou
igual ao VDR de sédio, potassio, calcio e fosforo. No caso da ingestao das vitaminas D e K, biotina e acido pantoténico
observa-se o inverso. Da andlise realizada para verificar a existéncia de diferencas significativas das médias dos
parametros laboratoriais, medidas antropométricas e PA entre os grupos de ingestiao de nutrientes [inferior ao VDR
(< VDR) e superior ou igual ao VDR(=VDRY)], observaram-se diferencas entre: PAS por ingestdo de gorduras saturadas
[< VDR: 141,0 + 15,4 mmHg; =VDR: 155,1 + 19,6 mmHg, p= 0,042]; CT por ingestao de vitamina B6 [< VDR: 219,9 +
34,1 mg/dL; =VDR: 193,3 + 29,9 mg/dL, p=0,036]; PAb por ingestao de selénio [< VDR: 91,3 = 13,0 cm; =VDR: 102,1 =
8,3 cm, p=0,015]; IMC por ingestao de iodo [< VDR: 27,8 + 3,6 kg/m2; =VDR: 31,4 + 3,8 kg/m2, p=0,036]; C-HDL por
ingestao de riboflavina [<VDR: 43,6 + 7,9 mg/dL; =VDR: 51,5 + 9,0 mg/dL, p=0,036] (tabela 5).
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Tabela 1 - Caracterizagdo da amostra, valores de referéncia e respetivas frequéncias absoluta e relativa

Variavel (unidade) Média = Desvio-padrio
Idade (anos) 69,5 + 6,6
Altura (m) 1,61 +£0,1
Peso (Kg) 74,4 £ 12,4
Variavel n (%)
Glicose (mg/dL) (20)
Normal (<110) 22 (75,9%)
102,3 £ 24,8
Anomalia Glicemia em Jejum (=110 e <126) 4 (13,8%)
Diabetes Mellitus (=126) 3 (10,3%)

Colesterol Total (mg/dL) (9)

Categoria de risco CV

Valor desejavel (< 200) 203,4 + 33,7 13 (44,8%)
Risco Moderado (200 — 239) 9 (31,0%)
Risco Alto (= 240) 7 (24,1%)

HDL (mg/dL) (9)

Categoria de risco CV

Risco alto (4 <40; ¢ <50) 49,3 +9,3 4 (13,8%)
Valor Desejavel (40-59) 21 (72,4%)
Fator de Protecao (= 60) 4 (13,8%)

LDL (mg/dL) (9)

Categoria de risco CV

Valor desejavel (< 100) 7 (24,1%)
Valor préoximo do desejavel (100 — 129) 130,8 + 42,4 10 (34,5%)
Risco moderado (130 — 159) 7 (24,1%)
Risco elevado (160 — 189) 4 (13,8%)
Risco muito elevado (= 190) 1(3,4%)

Triglicerideos (mg/dL) (9)

Categoria de risco CV

Valor Desejavel (<150) 24 (82,8%)
Risco Moderado (150 - 199) 1206550 3(10,3%)
Risco Alto (200 - 499) 2 (6,9%)
Risco Muito Alto (= 500) 0 (0%)
IMC (Kg/m2) (36)

Baixo peso (<18,5) 0 (0%)
Variagao normal (18,5 — 24,9) 2 (6,9%)
Pré-obesidade/Excesso de peso (25,0 — 29,9) 28,6 +3,9 20 (69,0%)
Obesidade classe | (30,0 — 34,9) 5(17,2%)
Obesidade classe Il (35,0 — 39,9) 2 (6,9%)
Obesidade classe Il (= 40,0) 0 (0%)

Perimetro Abdominal (cm) (36,42)

Categoria de risco CV

Valor Desejavel (3< 94; 9< 80) 99,5+ 10,5 3 (10,3%)
Risco aumentado (3=94; = 80) 5(17,3%)
Risco muito aumentado (4=102; 9> 88) 21 (72,4%)
PAS/PAD (mmHg) (9,42)
Normal (<140/<90) 9 (31,0%)
148,3+18,8/83,8+7,3
HTA (=140/=90) 19 (65,5%)
Hipertensao Sistdlica isolada (HSi) (=140 e <90) 1(3,5%)

Legenda: $:Hor,nens;EE:Mtheres; CV: Cardiovascular; HDL: High-density lipoprotein; LDL: Low-density lipoprotein;
IMC: Indice de massa corporal; PAD: Pressao arterial diastdlica; PAS: Pressdo arterial sistdlica.
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Tabela 2 - Risco global cardiovascular (SCORE)

SCORE (n = 29)

Percentagem de Risco

Homens (n=11)

Mulheres (n=18)

Total

<1%

1%

2%

3-4%

5-9%

10— 14%

= 15%

o

o

o

2

8

Tabela 3 — Risco de Framingham

Framingham (n = 24)

% a 10 anos

Homens (n = 9)

% a 10 anos

Mulheres (n = 15)

2% 0 1% 0
3% 0 2% 0
4% 0 3% 1
5% 0 4% 1
7% 0 5% 1
8% 0 6% 0
10% 0 7% 0
13% 0 8% 2
16% 1 10% 1
20% 3 11% 3
25% 2 13% 2
31% 0 15% 3
37% 1 18% 0
45% 1 20% 0
53% 1 24% 1

=227% 0
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Tabela 4 - Média dos parametros bioquimicos, medidas antropométricas e PA em fungdo da atividade fisica

Varidvel (unidades) Atividade Fisica (Média = DP)
Baixa (n=6) Moderada (n=17) Elevada (n=6) p
Glicose (mg/dL) 129,02 + 50,10 95,88 + 15,48 108,11 + 28,01 0,071
Colesterol Total (mg/dL) 183,51 + 19,43 213,16 + 32,83 185,44 + 32,47 0,095
Colesterol HDL (mg/dL) 47,53 + 15,49 50,18 + 8,81 47,64 + 9,23 0,791
Colesterol LDL (mg/dL) 107,81 + 19,58 134,30 + 33,11 110,08 + 28,91 0,146
Triglicerideos (mg/dL) 117,65 + 19,31 128,77 + 65,40 99,52 + 20,32 0,499
IMC (Kg/m2) 31,65 + 3,11 27,48 + 3,84 30,16 + 3,24 0,096
Perimetro Abdominal (cm) 106,33 + 6,03 96,63 + 11,75 104,43 + 3,64 0,120
PAS (mmHg) 146,83 + 8,89 149,68 + 19,35 145,21 + 22,0 0,866
0,041*
PAD (mmHg) 76,00 + 1,32 83,18 + 7,66 88,29 + 4,62 # (0,036*
& (0,042%)

Legenda: DP: Desvio-padrao; HDL: High-density lipoprotein; LDL: Low-density lipoprotein; IMC: indice de
massa corporal; PA: Pressao arterial; PAD: Pressao arterial diastélica; PAS: Pressao arterial sistélica; P =
Valor de prova obtido através do teste de ANOVA; #: valor de prova obtido através do teste de Tukey para
diferenca de médias entre grupo de AF baixa e grupo de AF elevada; &: valor de prova obtido através do
teste de teste Bonferroni para diferenca de médias entre grupo de AF baixa e grupo de AF elevada. Nivel
de significancia = 0,05

Discussao

O baixo nimero de individuos da amostra (n=29) bem como a existéncia de uma assimetria na distribuicao por
género (62,1% de individuos do sexo feminino) sdo limitagdes do nosso estudo (42-44). No entanto, importa referir
que a assimetria de género foi também encontrada em estudos semelhantes nos quais também se verificou uma maior
representatividade do sexo feminino (45-47).

Atualmente, diversos FR como HTA, obesidade, tabagismo, DM tipo 2 e alteragcbes dos valores do perfil lipidico
sdo importantes no desenvolvimento do processo aterosclerotico (8,48,49). Relativamente aos FR modificaveis, neste
estudo, 69,0% da amostra tem excesso de peso, 24,1% sao obesos, 3,5% sdo fumadores e 58,6% referem ser
hipertensos, apesar de 65,5% apresentarem valores de PA indicadores de HTA. Segundo o estudo portugués “The
PHYSA study” com uma amostra de 3720 individuos com idades compreendidas entre 18 e 90 anos, obteve-se que
quase metade da populacdo em Portugal tem excesso de peso ou obesidade, 30,2% sao fumadores e 42,2% tém
HTA (50,51). Comparativamente, na nossa amostra (idade superior a 50 anos), ha uma maior frequéncia de casos de
obesidade e HTA mas uma menor percentagem de fumadores. O mesmo estudo indica um aumento progressivo da
PA com a idade, o que podera explicar a maior frequéncia de hipertensos na nossa amostra (51).

As patologias mais frequentemente registadas na amostra em estudo, foram a HTA com 58,6% (n=17) dos
individuos, e as dislipidemias com 55,2% (n=16) dos participantes. Dos 17 individuos diagnosticados com HTA, 14
apresentaram determinagdes de PA concordantes com a patologia. Contudo, registou-se valores indicativos de HTA
em 19 individuos dos 29 que compunham a amostra. Isto podera dever-se ao efeito da “bata branca” (19,52), ou a
alguma falha no preenchimento do questiondrio, nomeadamente no esquecimento/ocultacdo de alguma informacao
clinica importante. A presenca de valores sugestivos de HTA em mais de metade da amostra em estudo pode dever-
se também ao excesso de ingestdo de sal ja que toda a amostra revelou consumo de sal superior ou igual ao VDR, de
acordo com os resultados do QFA (19,51,53).
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Tabela 5 - Comparacao das médias dos parametros bioquimicos, medidas antropométricas e PA entre os grupos de

ingestao de nutrientes (<VDR e =VDR)

Glicose CT HDL LDL TG IMC PAb PAS PAD
P P P P P P P P P

Proteinas 0,277 0,626 0,880 0,467 0,394 0,501 0,095 0,816 0,973
Carbohidratos 0,723 0,779 0,235 0,565 0,198 0,778 0,617 0,423 0,631
Gorduras 0,964 0,284 0,365 0,189 0,295 0,660 0,620 0,460 0,692
Gorduras saturadas 0,194 0,826 0,223 0,611 0,172 0,867 0,725 0,042* 0,880
Colesterol 0,489 0,760 0,460 0,653 0,334 0,859 0,504 0,257 0,561
Vitamina A 0,292 0,771 0,800 0,601 0,895 0,181 0,143 0,634 0,839
Fibras 0,615 0,166 0,842 0,264 0,347 0,795 0,705 0,766 0,895
Ferro 0,424 0,541 0,651 0,710 0,083 0,940 0,563 0,358 0,179
Tiamina 0,585 0,137 0,327 0,115 0,054 0,762 0,816 0,126 0,892
Riboflavina 0,700 0,893 0,039* 0,823 0,069 0,312 0,183 0,094 0,821
Niacina 0,106 0,796 0,683 0,661 0,729 0,469 0,184 0,515 0,316
Vitamina B6 0,450 0,036* 0,774 0,083 0,056 0,970 0,484 0,195 0,915
lodo 0,751 0,144 0,955 0,081 0,503 0,036* 0,286 0,057 0,327
Magnésio 0,908 0,526 0,169 0,431 0,080 0,831 0,870 0,398 0,398
Zinco 0,660 0,629 0,119 0,992 0,352 0,669 0,356 0,855 0,995
Selénio 0,236 0,804 0,458 0,527 0,952 0,186 0,015* 0,618 0,617
Manganésio 0,155 0,242 0,338 0,382 0,566 0,422 0,066 0,936 0,978

Legenda: CT: Colesterol total; HDL: High-density lipoprotein; LDL: Low-density lipoprotein; IMC: indice
de massa corporal; PAb: Perimetro abdominal; PAD: Pressao arterial diastélica; PAS: Presséo arterial
sistolica; TG: Triglicerideos; VDR: Valor diario recomendado. P = Valor de prova obtido através do teste de
ANOVA; Nivel de significancia = 0,05

Os valores de glicose obtidos foram concordantes com as respostas aos questionarios, uma vez que os 3
individuos que referiram ser diabéticos obtiveram valores de glicose sugestivos da patologia. Foram identificados 20
individuos com excesso de peso e 7 obesos (36). Registaram-se 21 individuos com PAb superior aos valores normais
apresentando risco aumentado para complicagoes metabdlicas (54,55). A relagdo dos dados desta variavel com os
niveis de glicose permitem realcar a importancia de estimular a AF nos individuos diabéticos, os quais na nossa
amostra apresentam alteragdes no PADb. E de salientar que um dos diabéticos é obeso e tem risco muito elevado
de complicagoes metabolicas tendo em conta o PAb e os outros dois apresentam-se com excesso de peso e risco
elevado de complicagbes metabolicas. A AF é um importante fator que melhora a salde das populagoes (56-58).
Verificou-se, com a aplicagao do IPAQ, que a maioria dos individuos (65,5%) pratica AF moderada, seguida de AF
elevada (24,1%) e de AF baixa (10,3%).

Num estudo que compara a prevaléncia da AF em 20 paises no mundo, os resultados de Portugal, de 2002-2004,
evidenciaram que 45,3% praticava AF elevada, 28,5% praticava uma AF moderada enquanto que 26,2% praticava
uma AF baixa (59). Neste estudo, Portugal foi um dos paises que evidenciou uma maior AF por parte do sexo feminino
(59). No entanto, outros estudos apontam para um maior sedentarismo na pratica de AF na populacao portuguesa
em contexto europeu (22). No nosso estudo, os individuos eram fisicamente ativos, a maioria com nivel moderado a
elevado, com maior frequéncia do nivel moderado nos individuos do sexo feminino.

Relativamente a relacao da PA com a AF, verificou-se diferenca estatisticamente significativa da variavel PAD
entre os grupos AF baixa e a elevada. A literatura aponta que a HTA é mais frequente em idosos sedentarios e a
pratica de exercicio fisico ligeiro a moderado esta associado a uma diminuicdo da PA na ordem de 13 a 10 mmHg,
respetivamente (60,61).

A autoaplicacdo dos questiondrios da frequéncia alimentar permitiu observar que a maioria dos individuos,
65,5%, ingere uma quantidade de calorias superior ou igual ao VDR. Verificou-se também que o total da amostra
ingere uma quantidade superior ou igual ao VDR de determinados nutrientes, como o sédio, potassio, célcio e fésforo.
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Por outro lado observou-se niveis abaixo do VDR em nutrientes como vitaminas D e K, biotina e acido pantoténico.

Relativamente a associacéo entre os nutrientes ingeridos e as variaveis em estudo verificou-se existirem variagcbes
significativas entre PAS e gorduras saturadas; o C-HDL e niveis de riboflavina; o CT e a vitamina B6; o IMC e o iodo; e 0
PADb e o selénio ingerido. H4 um consenso de que uma baixa ingestao de gorduras saturadas reduz o risco de DCV (62—
64). No entanto, continua por descobrir quais os nutrientes recomendados para substituirem as gorduras saturadas,
visto que as recomendacdes dietéticas tém dois grandes objetivos que sdo: reduzir os valores de PA e melhorar os
valores do perfil lipidico. Por um lado, de acordo com a Dietary Approaches to Stop Hypertension (65), uma dieta rica
em carbohidratos reduz a PA e os niveis de C-LDL mas, por outro lado, reduz os niveis de C-HDL (66). Outros estudos
recomendam dietas ricas em gorduras monosaturadas e polinsaturadas para a redugao do risco cardiovascular, uma
vez que estas dietas atuam na reducéo da PA, TG, CT e C-LDL e aumento do C-HDL (26,62,64,67). Dos 17 individuos
que afirmaram ser hipertensos, 58,8% (n = 10) ingere uma quantidade de gorduras saturadas superior ou igual ao VDR.

Em relacao a riboflavina, apesar de ainda nao ser totalmente conhecido o seu mecanismo de acéo, na literatura
é referida a sua protecdo contra DCV (68,69). Nestas doencas também niveis elevados de C-HDL s&o considerados
como fatores de protecéo (70). Contudo ainda ndo se conhece a relagido entre a ingestao de riboflavina e os niveis de
C-HDL. No nosso estudo, 86,2% (n=25) da amostra apresenta niveis satisfatérios de C-HDL, sendo que destes, 80%
referem uma ingestao superior ou igual ao VDR de riboflavina. Isto podera indicar que, de facto, a riboflavina influencia
os niveis de C-HDL.

A vitamina B6, com um importante papel no metabolismo dos lipidos e com efeitos benéficos na manutencgéo de
niveis normais de homocisteina, encontra-se muitas vezes em falta na alimentagéo dos idosos (71-73). Niveis elevados
de homocisteina no plasma estao associados a um maior risco de DCV (71-73). Observou-se associagdo entre os
valores de CT e ingestao de vitamina B6, sendo que dos 62,1% que ingere uma quantidade igual ou superior ao VDR,
55,6% (n=10) apresenta valores normais de CT.

Oiodo é um nutriente indispensavel para o correto funcionamento datirdide, para que esta glandula possa produzir
e libertar na circulagdo as suas hormonas essenciais para diversos processos (74). Quando ocorre uma disfuncao
na libertacdo das hormonas, podera ocorrer hiper ou hipotiroidismo que provocam alteracoes na taxa metabdlica
basal conduzindo a alteragdes no peso corporal e, consequentemente, no IMC (75,76). Os nossos resultados indicam
uma possivel ligacao entre a ingestdo de iodo e alteragdes do IMC, que somente com outro desenho de estudo é
possivel explorar. Teria sido Util e interessante realizar avaliagdo da funcao tiroideia para uma melhor associagcdo com
a obesidade e IMC a semelhanca de diversos estudos ja realizados (75,77-79).

O selénio é um oligoelemento antioxidante relacionado com a protecado frente ao dano provocado pelo stress
oxidativo (72,80,81). Propde-se que a ingestao deste mineral diminua o risco de doencas cronicas por reduzir a
atividade pro-inflamatoéria, estando também envolvida na defesa do organismo (81,82). Os antioxidantes controlam
a quantidade de radicais livres ou converte-os em produtos inofensivos (72). Sao varios os grupos que apresentam
necessidades acrescidas de controlo na ingestdo de antioxidantes. Os atletas necessitam de ingerir maiores
quantidades de oligoelementos do que os individuos sedentarios, de modo a neutralizar a maior producédo de radicais
livres de oxigénio (72). Este nutriente é responsavel por um efeito protetor nos idosos através da modulacido do
sistema imunolégico (82). Frequentemente, tanto os idosos como os jovens fazem uma ingestdo inadequada deste
oligoelemento, que esta disponivel para uso em suplementos (82). A semelhanca do iodo, o selénio tem uma relagdo
intima com a func&o tiroideia (83).

Concluséao

Neste estudo, verificou-se que a maioria da amostra apresenta excesso de peso e um PAb elevado. A HTA e as
dislipidemias, condigdes clinicas mais frequentes na amostra, constituem FR de grande impacto, principalmente, para
o desenvolvimento de DCV devido ao reconhecimento dos seus efeitos e a sua prevaléncia na populacdo. Desta forma,
é extremamente importante tomar medidas que diminuam ou controlem estes FR de forma a diminuirem a morbilidade
e mortalidade por DCV. De entre as medidas passiveis de ser adotadas destacam-se o combate ao sedentarismo,
referido em alguns estudos como elevado em Portugal e a adocao de uma dieta alimentar que permita controlar os
niveis de glicose, colesterol (CT, C-LDL) e TG e aumentar os niveis de C-HDL. Uma vez que a dieta mediterranea
tem sido associada a uma melhoria do risco cardiovascular, nomeadamente no perfil lipidico (30,84) seria importante
promover este tipo de alimentacado na nossa populacao.
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Resumo

Introducao: O sono e o repouso constituem o ritmo biolégico base da espécie humana e sdo fundamentais
para uma boa salde e qualidade de vida, com especial significado em criancas e jovens. Procedemos
a revisao da literatura utilizando os motores de busca PubMed, ScienceDirect, B-on, Scielo, no espago
cronolégico 2006 a 2016, objetivando-se relacionar a qualidade do sono com os marcadores endocrinos
e bioguimicos. Revisao: Ha cada vez mais evidéncias de que o sono tem influéncia sobre os habitos
alimentares e consequentemente sobre o balanco energético e a regulacdo do peso corporal, estando
também associado a outros fatores de risco metabolico na adolescéncia. A reducao das horas de sono e
os disturbios do sono estdo associadas ao aumento da ingestédo de alimentos, a dietas de ma qualidade
e excesso de peso. Por outro lado uma dieta saudavel pode promover o sono e a sua qualidade, dado o
seu impacto na sintese de serotonina e melatonina. A ma qualidade do sono tem um impacto negativo
na qualidade de vida, verificando-se que a privagdo do sono é um fator de risco relevante para a salde
e seguranca, aumentando o risco cardiovascular e metabdlico. Discussdo: Os diferentes estudos
demonstram a relagdo da qualidade do sono com as hormonas e proteinas essenciais ao desenvolvimento
fisico, cognitivo e emocional. Conclusao: A investigacdo na area do sono é fundamental para aumentar o
conhecimento sobre a correlagdo do sono com as diferentes varidveis e consequentemente desenvolver
programas de promocao efetivos.

Palavras-chave: Qualidade Sono, Marcadores Endécrinos e Bioquimicos

Introducao

O sono e o repouso constituem o ritmo biolégico base da espécie humana e sdo fundamentais para uma boa
saude e qualidade de vida, com especial significado em criancas e jovens (1).

Passamos um terco da vida a dormir e neste periodo ocorrem fenédmenos especificos que tém repercussoes
na nossa saude e na qualidade de vida em geral. Dormir bem é fundamental para a recuperacéo fisica e psiquica
do individuo, indispensavel para sermos saudaveis e essencial para nos mantermos ativos, concentrados e bem-
dispostos. O sono é um equilibrador do humor e das emocdes, recupera o corpo e a memoria, estimula a criatividade
e aumenta e consolida a capacidade de aprendizagem (2,3).

A qualidade do sono é hoje em dia um importante indicador da qualidade de vida global do individuo e sua
familia (1). Segundo a neurologista Teresa Paiva (3) o bem-estar fisico e psicolégico esta dependente de um sono
reparador e de qualidade. As criangas e os adultos que dormem pouco tém uma maior propensao para ter um peso
aumentado, assim como para desenvolver diabetes tipo 2 e hipertensao arterial. Os adultos e idosos veem, ainda,
aumentado o risco de outras patologias como o cancro e a doenga de Alzheimer.

Ha cada vez mais evidéncias de que o sono tem influencia sobre os habitos alimentares e consequentemente
sobre o balanco energético e a regulacdo do peso corporal, estando também associado a outros fatores de risco
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metabolico na adolescéncia (4). Os diferentes estudos demonstram a relagao da qualidade do sono com as hormonas
e proteinas essenciais ao desenvolvimento fisico, cognitivo e emocional.

A reducao das horas de sono e os disturbios do sono estdo associadas ao aumento da ingestao de alimentos,
a dietas de ma qualidade e excesso de peso. Por outro lado uma dieta saudavel pode promover o sono e a sua
qualidade, dado o seu impacto na sintese de serotonina e melatonina (5).

O papel do sono é fundamental no desenvolvimento cerebral e no equilibrio metabdlico de criancas e
adolescentes, o que ndo deve ser ignorado por pais, educadores e profissionais da saude (1, 3).

O impacto das alteragdes do sono, em particular as alteragdes do ciclo sono-vigilia e as dissonais, sobre a vida
quotidiana, individual e social € enorme. De referir também que as marcadas mudancas de habitos sociais, laborais
e individuais registadas no Ultimo século tém consequéncias fundamentais na duragéo e organizagédo do sono-vigilia,
aumentando consideravelmente as perturbacoes do sono e o seu impacto na saude e na sociedade (2).

Varios estudos apontam para uma diminuicao do tempo médio de sono, da ordem de hora e meia, relativamente
ao inicio do século passado (6). Cerca de 25% dos portugueses sofrem de insénia cronica (3). No que se refere aos
adolescentes e jovens, diversos estudos comprovam que os estudantes portugueses dormem pouco € com pouca
qualidade, com prevaléncias elevadas de sonoléncia (2). Os disturbios do sono, como insénia, insuficiéncia do sono,
sonoléncia diurna e horarios irregulares do ciclo sono-vigia, sdo aspetos frequentemente verificados nos adolescentes
e adultos (7).

Objetivando-se relacionar a qualidade do sono com os marcadores enddcrinos e bioquimicos procedemos auma
revisao da literatura utilizando os motores de busca PubMed, ScienceDirect, B-on, Scielo, no espaco cronoldgico 2006
a 2016. Foram incluidos artigos em lingua portuguesa, espanhola e inglesa, cujo objeto de estudo fosse a qualidade do
sono e sua relacdo com marcadores enddcrinos e bioquimicos. Os descritores utilizados contemplaram as seguintes
palavras: qualidade do sono, marcadores enddcrinos e bioquimicos, obesidade, glucose, risco metabdlico, salde,
adolescentes. Foram identificados 65 artigos, analisando a associacao da qualidade do sono com os marcadores
enddcrinos e bioquimicos.

Revisao

O sono é um estado multifuncional, exercendo varias funcoes fundamentais a homeostasia do organismo.
Assume assim fungdes essenciais na manutencao da vigilidade; na conservacao da energia; nos mecanismos de
termorregulacéo; no desempenho psicomotor; no desenvolvimento, maturacao, equilibrio e plasticidade cerebral; na
estimulacdo da memoria, aprendizagem e funcdes cognitivas globais; na estabilidade psicoafectiva e nos processos
adaptativos; na producido de citoquinas fundamentais ao sistema imunitario; na producao de diversas hormonas
essenciais ao desenvolvimento e na regulacdo de iniUmeros processos metabolicos (2).

Alteracoes da qualidade do sono, em particular a privagao do sono, aumentam a propensao para o excesso de
peso, doenga cardiovascular, obesidade, diabetes e hipertensdo, existindo ainda um aumento do risco para outras
patologias como cancro, doenga de Alzheimer e doencgas psiquiatricas. Existe também relagdo entre a redugdo do
sono e o nivel de desempenho psicomotor. A falta de horas de sono esté correlacionada com o deficit de concentragao
e de consolidagdo da memodria, dificuldades de raciocinio, alteragdes no desempenho escolar e horarios escolares,
habitos alimentares inadequados, menor pratica de exercicio fisico e sensacao de fadiga em qualquer fase do ciclo
vital (3, 8, 9, 10).

Embora néo tenha sido ainda definido o que se entende por sono étimo, existem cada vez mais evidéncias que
suportam a ideia de que sono inadequado pode ser um fator que contribui para o excesso de peso e aumento da
prevaléncia de obesidade entre criancas e adolescentes (11).

A reducdo das horas de sono e os disturbios do sono estdo associadas ao aumento da ingestao de alimentos, a
dietas de ma qualidade e excesso de peso. Sono inadequado, seja em qualidade ou quantidade, deve ser considerado
como um fator de risco plausivel para o desenvolvimento de obesidade e diabetes tipo 2 (5).

Com a andlise dos diferentes estudos e artigos de revisao sistematica da literatura apresentam-se as potenciais
explicagoes para a relagdo entre a ma qualidade do sono e o aumento da ingestao de alimentos, dietas de ma qualidade
€ consequente excesso de peso e risco acrescido de obesidade e diabetes tipo2.
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Estudos recentes sugerem que adultos e criangcas que dormem poucas horas tém uma maior probabilidade de
apresentarem indice de massa corporal elevado e maior percentagem de massa gorda, dado o aumento da ingestao
caldrica relacionado com o tempo disponivel para comer, mas também com alteracdes hormonais e cerebrais que
motivam a ingestao de alimentos de alta densidade caldrica (4,5,12).

A considerar ainda as modificagcdes na resposta cerebral aos estimulos alimentares, provocada por disturbios
circadianos (13,14). Uma elevada variabilidade na duracdo do sono e continuas perturbacdes de sono produzem
disturbios circadianos, o que leva a potenciais efeitos adversos no metabolismo da glucose (15).

Alteracbes da qualidade e quantidade do sono relacionam-se com baixos niveis de serotonina que podem
levar a um aumento do consumo de hidratos de carbono simples, de modo a estimular a secrecao de serotonina (4).
Perturbacdes do sono levam a diminuicdo da leptina e o aumento da grelina (15), provocando uma menor saciedade
e aumentando a absorgao alimentar.

Poucas horas de sono ou distlrbios do sono estdo também associados com indicadores de diabetes tipo 2,
como intolerancia a glucose, aumento da adiposidade abdominal ou insulino-resisténcia (4,15,16).

O aumento de ingestdo de comida conduz ao aumento dos niveis de cortisol ao final do dia e, consequentemente
pode diminuir a sensibilidade a insulina na manha seguinte (5,17). O aumento dos niveis de cortisol promove o consumo
de alimentos com alta densidade energética e consequente aumento da adiposidade abdominal (18). A ingestdo de
comida a horas mais tardias pode levar a um aumento da secrecédo de insulina, causando uma maior eficacia na
transformacao de glucose em gordura visceral, aumentando a acumulagéo de tecido adiposo intra-abdominal (19).

A quantidade do sono, mas também a sua qualidade, esta associada com a regulacao de glucose e funcoes
metabdlicas (20,21,22). Em estudos citados por Quist et al., verificou-se a associagdo entre a fragmentagao do sono
e alteracOes adversas no metabolismo da glucose em criancas com disturbios respiratérios do sono, bem como a
diminuida tolerancia a glucose em adolescentes com transtorno do sono-vigilia do ritmo circadiano (4).

Sono inadequado, seja em qualidade ou quantidade, deve ser considerado como um fator de risco plausivel
para o desenvolvimento de obesidade e diabetes do tipo 2 , em criancas e adultos (5). As perturbagdes do sono estdo
relacionadas com o risco de obesidade em criangas € jovens, pelo aumento matinal do cortisol e reducao da leptina e
maior risco de diabetes tipo 2, pela resisténcia a insulina (4, 11, 23,24,25).

Alguns mecanismos nao associados diretamente com o consumo alimentar também tentam explicar o aumento
de peso causado pelas curtas horas de sono, tais como a reduzida oxidacdo da gordura, a reducao na atividade fisica
e o reduzido gasto de energia (15, 24).

Os estudos procuram também uma associagéo entre sono inadequado e a dislipidemia, focando-se no aumento
da ingestao de gordura, aumento da fadiga, reduzida atividade fisica e alteracdes na adiponectina, associando-se
a regulacdo do perfil das lipoproteinas (4). Bhattacharjee et al., citados por Quist et al. (4) sugeriram a ligacdo entre
0 sono e o metabolismo lipidico em criancas, associando a restricdo do sono, fragmentacdo do sono, distlrbios
respiratorios do sono e a obesidade com alteracdes do metabolismo lipidico.

Os mecanismos que podem possivelmente explicar uma associagao entre sono inadequado e dislipidemia
incluem: aumento da ingestédo de alimentos de alta densidade caldrica e consequente aumento de colesterol, acidos
gordos e gordura saturada; aumento da fadiga diaria e consequentemente reduzida atividade fisica; alteragdes na
adiponectina, que para além dos efeitos positivos na homeostasia da glucose, parece também estar associada com a
regulacao do perfil das lipoproteinas (4,15).

De forma inversa, analisando também a influéncia do estilo de vida na qualidade e quantidade do sono, o
conhecimento cientifico remanescente dos estudos recentes remete-nos para a influencia da alimentacao
nutricionalmente equilibrada e da atividade fisica regular na promoc¢ao do ciclo circadiano sono-vigilia estavel e sono
de qualidade. Uma dieta saudavel pode promover o sono e a sua qualidade, dado o seu impacto na sintese de
serotonina e melatonina (5). Os estudos demonstram ainda a influéncia negativa das horas a ver televisao ou em
“ecras” e do baixo nivel de exercicio fisico na duragédo do sono (4,11, 23, 26).

Apesar da relevante evolugdo dos conhecimentos sobre o sono nas Ultimas décadas (10) existem lacunas no
que se refere a investigacdes com populacdes adolescentes, cujos dados possam legitimar intervencdes educativas e
terapéuticas adequadas e cientificamente fundamentadas (27).
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DISCUSS&ao

As evidéncias observadas a partir de um ndmero crescente de estudos observacionais sugerem que alteraces
na qualidade e quantidade do sono estao relacionadas com o excesso de peso, obesidade, diabetes tipo 2 e risco
cardiometabdlico aumentado em criancas, adolescentes e adultos.

Mais consistentes sdo as associagoes entre o sono inadequado e o aumento da ingestéo caldrica, acumulo de
adiposidade abdominal, alteragdo na regulacao de glucose e funcdes metabolicas e diminuicdo da sensibilidade a
insulina.

O sono tem influencia sobre os habitos alimentares e consequentemente sobre o balango energético e regulagao
do peso corporal. Sono insuficiente aumenta a vulnerabilidade de comer em excesso, com dietas de méa qualidade
(4,5,12). Alteracdes da qualidade do sono relacionam-se com baixos niveis de serotonina que podem levar a um
aumento do consumo de hidratos de carbono simples, de modo a estimular a secre¢ao de serotonina (4).

Os diferentes estudos remetem-nos para a associacao entre o sono inadequado e o aumento da ingestao de
alimentos de alta densidade calérica, aumento do cortisol e reducao da leptina, aumento da grelina, aumento do tecido
adiposo intra-abdominal, alteracao do metabolismo da glucose, diminuicdo da sensibilidade a insulina e maior risco
de diabetes tipo 2 (4, 15,19,23, 25).

Os dados observados nos estudos sugerem que sono curto e com perturbagdes sao fatores de risco para
adiposidade abdominal em jovens (28) .

A considerar ainda os mecanismos nao associados diretamente com o consumo alimentar, mas que também
tentam explicar o0 aumento de peso causado pelas curtas horas de sono, tais como a reduzida oxidacao da gordura,
a reducdo na atividade fisica e o fraco dispéndio de energia, com grande enfoque nos artigos recentes, contudo com
estudos inconclusivos em criangas e adolescentes(15) .

A relacéo entre o sono e a alteracao do perfil lipidico sdo menos consistentes em criancas e adolescentes,
dado existirem poucos estudos experimentais realizados nesta populacao-alvo. No entanto os estudos realizados em
adultos sdo sélidos na associacao do sono com a dislipidémia, propondo os principais mecanismos relacionados com
a regulacao do perfil das lipoproteinas: alteracGes na regulacao do apetite, aumento da ingestao de gordura, aumento
da fadiga, reduzida atividade fisica, alteracdes na adiponectina e alteracées na regulacdo da glucose (4,15). Permite-
nos assim, inferir sobre o impacto do sono inadequado no perfil lipidico.

Globalmente os estudos e evidéncias cientificas sugerem que alteracdes na qualidade e quantidade de sono
estdo relacionadas com a alteragcdo dos marcadores enddcrinos e bioquimicos e aumento do risco cardiometabdlico,
tal como é evidenciado na figura 1. De referir que os estudos realizados com criangas e adolescentes sdo ainda
limitados, conduto as potenciais explicacdoes para a relagdo da qualidade do sono e alteragdes metabdlicas sédo
consistentes e remetem-nos para a importancia da investigagdo e implementacao de programas de promogao do
sono efetivos e ajustados.

t Tempo para comer |
T Leptina \ 1 Aporte caldrico Gordura
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Figura 1 - Vias potenciais que tém sido propostas para relacionar o sono inadequado com o risco metabdlico. Adap-
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A ma qualidade do sono tem um impacto negativo na qualidade de vida, verificando-se que a privagdo do sono é
um fator de risco relevante para a salde e seguranga, aumentando o risco de doencas cardiovasculares, hipertensao,
obesidade, diabetes, depressdo, ansiedade e outros distlurbios de humor (29).

A intervencao é fundamental. A promocédo de bons habitos de sono desde a infancia deve ser encarada como
uma componente essencial da promogao da saude e da prevencéo da diabetes, obesidade e risco cardiovascular (1,
5, 29).

Conclusao

Existem vérias conexdes entre padrdes de sono, comportamento alimentar, balanco energético e marcadores
metabolicos e endocrinos, devendo a promogdo do sono ser incluida como parte essencial do empowerment da
comunidade para estilos de vida promotores da saude (1,5, 29).

As perturbacdes da qualidade do sono constituem um problema de saulde publica que requer uma intervencao
quer a nivel individual, quer num ambito mais vasto, envolvendo a adogédo de medidas educativas e de programas
de intervencdo fundamentados na informacéo disponivel sobre o problema. A realizacao de investigacdo na area
do sono é fundamental para aumentar o conhecimento sobre a correlacdo do sono com as diferentes variaveis e
consequentemente desenvolver programas de promogao efetivos para as populacdes-alvo, em particular em criangas
e adolescentes (1, 4, 8,23).
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Resumo

Introducao: O envelhecimento é um processo irreversivel, com grandes implicagdes na saude, favorecendo
o aparecimento de patologias. O stress oxidativo, resultante do desequilibrio entre as espécies oxidantes
e antioxidantes, é em parte responsavel pelo envelhecimento. A glutationa é um antioxidante de sintese
endogena, constituida por glutamato, cisteina e glicina. No seu ciclo a enzima glutationa peroxidase,
converte a glutationa reduzida em oxidada e a glutationa redutase, transforma esta em reduzida. Assim,
o objetivo foi avaliar o efeito do exercicio na atividade das enzimas glutationa peroxidase e glutationa
redutase em individuos idosos. Material e Métodos: 14 idosos, distribuidos por 2 grupos, controlo e
experimental, sujeitos a um plano de exercicios durante 12 semanas. Efetuaram-se colheitas de sangue
venoso em trés momentos: TO antes do exercicio, T1 imediatamente apds o términus e T2 passadas 12
semanas do final do plano. Realizaram-se os kits: Glutathione Peroxidase Assay e Glutathione Reductase
Assay, da Randox. Os resultados foram obtidos por leitura no espetrofotémetro EnSpire, da PerkinElmer.
Resultados: Auséncia de diferencas significativas entre os grupos controlo e experimental, nos diversos
tempos e em ambas as enzimas. Contudo, quer na enzima glutationa redutase, quer na enzima glutationa
peroxidase observou-se uma diminuicao significativa das suas atividades de TO para T1, em ambos os
grupos. Discusséo: A reducao da atividade das enzimas glutationa peroxidase e da glutationa redutase
apds o exercicio parece sugerir que o plano de exercicio podera nao ter sido suficiente para alterar
as enzimas; a diminuicdo pode dever-se a idade, ou a possivel desvio da via metabdlica antioxidante
enddgena. Conclusdo: Nesta amostra o exercicio parece nao ter influenciado a atividade das enzimas
glutationa peroxidase e redutase.

Palavras-chave: Stress oxidativo; Envelhecimento; Glutationa redutase e peroxidase; Antioxidantes.

Introducao

O envelhecimento é um processo bioldgico natural e universal que consiste em mudancas morfolégicas,
funcionais, bioguimicas e psicoldgicas, com impacto na salde e na qualidade de vida do individuo (1).

Com a idade, surgem mudangas fisiolégicas e um dos fatores mais importantes é o sistema imune que se
torna menos competente na resposta a infegcoes e a algumas patologias. Também o mecanismo de reparagao do
acido desoxirribonucleico (ADN) perde eficiéncia revelando maior presenca de células mutadas e sintese de proteinas
anormais (2).
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O envelhecimento pode também estar relacionado com a presencga e a agdo dos radicais livres no organismo,
que condicionam um aumento do consumo de oxigénio na mitocdndria, diminuindo a sua longevidade e, assim,
predispondo ao desenvolvimento de certas doencgas, entre as quais o cancro e a aterosclerose (2). Os radicais livres
sdo atomos ou moléculas desemparelhados com carater instavel e altamente reativos, ou seja, possuem a capacidade
de oxidar eletroes de diversas moléculas da estrutura celular e seus derivados (3). Em organismos aerdbios sado
produzidos durante o normal funcionamento celular e maioritariamente na forma de espécies reativas de oxigénio
(ERO) (4).

Quando em excesso, os radicais livres, podem levar o organismo a um estado de stress oxidativo, provocando
lesdes moleculares nas estruturas celulares, desequilibrio ou mesmo perda das suas fungdes. A nivel molecular, atuam
como potentes agentes oxidantes e sao parte da causa do envelhecimento (2). A maior parte dos radicais livres sdo
removidos pelas defesas antioxidantes da célula, diminuidas com o decorrer da idade, incluindo enzimas e moléculas
ndo enzimaticas. Como enzimas temos por exemplo a glutationa peroxidase (GSH-Px), a glutationa redutase (GSR),
a catalase (CAT) e a superoxido dismutase (SOD). Os antioxidantes ndo enzimaticos sao, entre outros, a glutationa
reduzida (GSH), os peptideos de histidina e as proteinas ligadas ao ferro (5).

A glutationa é um tripéptido de baixo peso molecular, de sintese endégena, composta por glutamato, cisteina
e glicina. Tem um grupo tiol na cisteina, € muito abundante e constitui o principal tampao redox intracelular. Como
defesa antioxidante, além de outras fungoes, é quelante de radicais livres, reagindo direta ou indiretamente com eles
(4), pelo que a glutationa e todos os intervenientes do seu ciclo constituem um importante sistema de defesa contra
0 seu aumento no organismo (6). A enzima GSH-Px funciona como mecanismo de prote¢ao contra o stress oxidativo,
convertendo a glutationa reduzida em glutationa oxidada, removendo o perdxido de hidrogénio (H,0,) e formando
agua (7).

No processo de neutralizagdo dos radicais livres, a glutationa é oxidada com a formagao do radical GS. Este
radical livre também é reativo, mas reage rapidamente com um segundo radical GS, formando a molécula GSSG,
que ndo é oxidante. A GSSG é novamente reduzida a duas glutationas pela enzima GPH-R. A GSH ¢é utilizada para
regenerar ao seu estado ativo outras moléculas antioxidantes como as vitaminas C e E (4. Esta sua capacidade
para regenerar as moléculas antioxidantes mais importantes esta associada ao estado redox do par GSSG/GSH (8).
Deste modo, o equilibrio entre a produgao de radicais livres, as defesas antioxidantes e a presenca de vitaminas séo
essenciais para o normal funcionamento do organismo (9).

O exercicio parece ser um fator importante na ativacdo de mecanismos antioxidantes. Contudo, ha que ter
algum cuidado relativamente a frequéncia, intensidade, duracao e tipo de exercicio praticado, pois, como se sabe,
quando realizado de modo muito intenso, pode levar ao aumento da produgao de radicais livres e, consequentemente,
ao stress oxidativo (3).

Assim, o principal objetivo deste estudo foi avaliar a atividade das enzimas glutationa peroxidase e glutationa
redutase em idosos institucionalizados sujeitos a um plano de exercicio, durante 12 semanas, seguidas de uma pausa.

Material e Métodos
Amostra

A amostra foi constituida por 14 idosos, distribuidos aleatoriamente pelos grupos experimental (n=7) e controlo
(n=7), com idades compreendidas entre 77 e 88 anos. A participacao no estudo tinha como critérios de inclusao ter
idade igual ou superior a 75 anos e estar institucionalizado e critério de exclusao a presenca de qualquer incapacidade
fisica, que impossibilitasse a realizagdo de exercicio.

Plano de exercicios

Os idosos integrados no grupo experimental (GE) realizaram um plano predeterminado de exercicios de forga,
resisténcia, equilibrio, flexibilidade e marcha, durante 12 semanas, sob supervisao do fisioterapeuta.

Metodo de recolha de dados

O estudo envolveu trés momentos distintos de avaliacdo: TO antes de realizar o plano de exercicios, T1 no
términus do plano e T2 decorridas 12 semanas apés esse términus (10).
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As informacoes sobre a caracterizagao demografica, medicagao usual, comorbilidades, quedas e utilizagdo de
auxiliar de marcha foram obtidas através de inquérito realizado para o efeito. Recorreu-se a escala Late-Life Function
and Disability Instrument (LLFDI), adaptada e validada para a cultura portuguesa (11), para conhecer o grau funcional
e de incapacidade e ao Teste de Diminuicdo Cognitiva para o nivel cognitivo dos participantes.

A colheita sanguinea foi realizada por pungéo venosa e o sangue distribuido por dois tubos, um com EDTA K e
outro sem preparacgao. Todas as amostras foram centrifugadas a 1800 xg, por 10 min, a 4°C, seguindo-se a separacao
do soro, plasma e glébulos em criotubos e conservados a - 23°C, por um periodo de 8 meses, de forma a efetuar a
determinagado simulténea da atividade enziméatica da totalidade das amostras. Todas as amostras foram efetuadas em
duplicado.

Para quantificar a atividade das enzimas glutationa redutase e glutationa peroxidase recorreu-se aos Kkits
Glutathione Peroxidase Assay Kit e Glutathione Reductase Assay Kit, da casa comercial Randox Laboratories, United
Kingdom. As técnicas foram realizadas segundo a descricao do kit. A glutationa redutase foi quantificada em soro e a
glutationa peroxidase em sangue total. Os resultados foram medidos por espetrofotometria a 340 nm, no equipamento
EnSpire Multimode Plate Reader da PerkinElmer, Singapura.

Estatistica

A estatistica realizou-se com o programa SPSS Statistics 22.0 da IBM. Foi aplicada uma andlise descritiva e de
seguida os testes ANOVA e t-Student. Os resultados foram apresentados na forma de média+desvio padrdo (DP) e
considerados estatisticamente significativos para valores de p <0,05.

Resultados
Caracterizacao da amostra

Tratados os dados demograficos, os elementos do grupo experimental apresentaram uma média de idades
de 83+3,8 anos, sendo 87,5% dos idosos do sexo feminino. Todos revelaram ter varias patologias crénicas, das
quais dislipidémia, insuficiéncia respiratoria ou cardiaca, diabetes Mellitus ou alteragdes no sistema nervoso central e
afirmaram, tomar no minimo, 4 medicamentos por dia. No grupo controlo a média de idades registada foi de 84+2,5
anos, sendo 87,5% dos idosos do sexo feminino. Apenas 6,7% nao possui nenhuma patologia, os restantes possuem
vérias das anteriormente referidas. No consumo de farmacos, 85,7% confirmou tomar mais de 4 por dia.

Relativamente a quedas ocorridas nos 6 meses anteriores, 87,5% dos constituintes do grupo experimental
ndo registou nenhuma, enquanto 12,5% caiu uma vez. No total 25% dos idosos nao utiliza auxiliar de marcha, 25%
desloca-se com ajuda de bengala e os restantes com ajuda de outro auxiliar de marcha. No grupo controlo, 57,1%
referiu ndo ter caido nos 6 meses precedentes, 57% utiliza como auxiliar de marcha a bengala e os restantes outro
tipo de auxilio.

A nivel cognitivo foram realizados varios desafios e a avaliagdo fez-se com base nos erros revelados. Em média,
foram referidos 7,25 erros no total dos desafios no grupo experimental e 6,14 no controlo.

Apos analise dos resultados foi possivel registar algumas melhorias ao nivel da fungéo fisica como andar, subir
e descer escadas, no tempo entre TO e T2, no grupo experimental.

Em relacdo a parte cognitiva os erros registados durante os desafios foram diminuindo gradualmente de TO
(7,3+£2,8), para T2 (6,4+2,9).

Alividade enzimatica da glutationa redutase

A andlise comparativa dos resultados da glutationa redutase entre os grupos controlo e experimental, em TO,
T1 e T2, nao registou diferencas estatisticamente significativas. No entanto, quando se avaliaram os resultados nos
trés momentos, em cada grupo observaram-se diferencas estatisticamente significativas (p=0,0003 grupo controlo
e p=0,0163 grupo experimental), figura 1. No grupo controlo mostrou-se uma diminuigdo significativa da atividade
enzimatica da glutationa redutase (T0: 18,69+8,63 U/L; T1: 4,80+3,63 U/L), figura 1A. No grupo experimental verificou-
se também uma diminuicdo significativa da atividade enzimatica da glutationa redutase (TO: 19,57+10,54 U/L; T1:
7,48+8,78 U/L), figura 1B.
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Em ambos os grupos entre T1 e T2 também foi notério um aumento significativo da atividade enzimatica da
glutationa redutase no grupo controlo (T1: 4,8+3,6 U/L; T2: 8,7+9,3 U/L) e no grupo experimental (T1: 7,4+8,7 U/L; T2:
14,0+11,0 U/L), figura 1A e B.
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Figura 1 — Atividade da glutationa redutase em T0, T1 e T2 no grupo controlo (A) e no grupo experimental (B). Os
resultados apresentam-se em U/L e na forma de média+desvio padrao.

*p<0,05: TOvs T1 vs T2. ** p<0,001: TOvs T1 vs T2.

Alividade enzimatica da glutationa peroxidase

Ao compararmos os resultados da atividade enzimatica da glutationa peroxidase entre os grupos controlo
e experimental, nos tempos TO, T1 e T2 nao houve diferencas estatisticamente significativas. Apos pesquisa das
alteragdes nos 3 tempos em cada grupo, registaram-se diferengas estatisticamente significativas (p=0,0218 grupo
controlo; p=0,0004 grupo experimental), figura 2. No grupo controlo observou-se uma diminuicdo da atividade
enzimatica da glutationa peroxidase nos 3 tempos (T0: 1087+244,4; T1: 758,4+186,1; T2: 610,9+400,0), figura 2A. No
grupo experimental verificou-se, também, um comportamento semelhante com diminuicéo da atividade enzimatica da
glutationa peroxidase (T0: 1377+123,7; T1: 848,8 +7,6; T2: 719,2+ 45,2), figura 2B.
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Figura 2 - Atividade da glutationa peroxidase em TO, T1 e T2 no grupo controlo (A) e no grupo experimental (B). Os
resultados apresentam-se em U/L e na forma de média+desvio padrao.

* p<0,05: TO vs T1 vs T2. *** p<0,001: TO vs T1 vs T2.

DiScUssao

O envelhecimento é um processo gradual e irreversivel que provoca uma perda funcional progressiva no
organismo a nivel fisiolégico, psicologico e social (12). A idade, o estado fisioldgico, os habitos alimentares, o estilo
de vida, o estado emocional, o exercicio intenso, o envelhecimento e as doengas degenerativas, sdo fatores que
influenciam o stress oxidativo no organismo humano (13). Assim, as defesas antioxidantes revelam ser essenciais para
minimizar os efeitos do stress oxidativo, com a idade. As defesas antioxidantes enzimaticas, superoxido dismutase
(SOD), catalase (CAT), glutationa peroxidase, glutationa redutase, entre outras, estao dispersas por todo o organismo,
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tanto a nivel intra como extracelular (4)excess free radicals may damage cellular lipids, proteins and DNA, inhibiting his
normal function and leading to various diseases. In aerobic organisms, the free radicals are constantly being produced
during the normal cellular functioning, mainly in the form of Reactive Oxygen Species (ROS. A eficiéncia do sistema
antioxidante esta relacionada com a ingestédo nutricional e a produgdo de enzimas antioxidantes enddgenas, que
podem sofrer modificagcoes pelo exercicio/atividade fisica, nutricdo e envelhecimento (14). Nelson e colaboradores,
2007 referem claramente que a participacao de idosos em programas de atividade fisica € uma forma independente
de reduzir e/ou prevenir uma série de declinios funcionais associados ao envelhecimento (15).

No nosso estudo a atividade enzimatica da glutationa redutase e da glutationa peroxidase, ndo mostrou
diferencas entre os grupos controlo e experimental, nos tempos TO, T1 e T2. Em contrapartida, analisando os
grupos isoladamente observaram-se diferengas estatisticamente significativas entre TO, T1 e T2. Observou-se uma
diminuicdo da atividade enzimatica de TO para T1, em ambas as enzimas. Os dois grupos apresentaram diferencas
significativas quando analisados separadamente, o que nédo era de todo expetavel no grupo controlo, devendo ser
mais uniforme nos seus resultados, uma vez que os idosos ndo realizaram exercicio, como os do grupo experimental.
Deste modo, as diferencas registadas ndo podem ser imputadas ao plano de exercicio realizado, parecendo-
nos que talvez o volume e intensidade concretizados ndo tenham sido suficientes para produzir as modificacoes
perspetivadas e ainda, que outros fatores devem estar implicados. Pode ser, por exemplo, que a idade avangcada
esteja a induzir uma reducéo da atividade enzimatica da glutationa. Segundo o estudo de Matsubara e colaboradores
1992, ao comparar individuos de 30 anos com os de 69 anos, ambos saudaveis, encontrou resultados que mostraram
niveis inferiores de GSH e uma diminuigéo da atividade enzimatica da glutationa redutase e da peroxidase nos mais
velhos relativamente aos mais jovens (16). Desta forma podera justificar-se a diminuicdo da atividade enzimatica
da glutationa redutase e da peroxidase nos idosos que constituem a nossa amostra. Outra hipétese pode estar
relacionada com um desvio da eficiéncia na utilizagdo das vias antioxidantes endégenas com o aumento da via mais
favoravel em detrimento de outra. Por exemplo, um incremento da via de dismutacdo da superdxido dismutase e
diminuicdo da via da glutationa. Outro aspeto importante é o sistema de transporte via cisteina/glutamato, realizando
a troca de glutamato por cisteina, processo que sob condicdes fisioldgicas providencia uma fonte de cisteina para
a producédo de glutationa, antioxidante endégeno. Caso se verifique um excesso de glutamato extracelular podera
levar a inibicdo desse transporte ocorrendo assim, uma diminuicdo da GSH (17). Por outro lado, a quantidade de
medicamentos ingeridos diariamente, também pode interferir com a atividade das enzimas GPx e GR e, no minimo,
os idosos tomavam 4 medicamentos por dia.

Contudo, apesar dos nossos resultados ndo serem relevantes na relagdo, pratica de exercicio e aumento
do sistema antioxidante, podera ainda, ser explicado pela composicdo da nossa amostra, sendo maioritariamente
constituida por mulheres. De acordo com o trabalho de Rebelatto e coautores, 2007 evidenciou-se que a pratica regular
de exercicio de intensidade moderada induzia stress oxidativo em mulheres, o que, por sua vez, originava uma diminuicao
significativa nos niveis de GSH, apds o exercicio realizado em mulheres idosas (18). Ainda, segundo a Sociedade
Brasileira de Medicina do Desporto e da Sociedade Brasileira de Geriatria e Gerontologia, o exercicio praticado de forma
regular melhora a qualidade de vida do idoso e as suas capacidades funcionais, minimizando os efeitos das alteracdes
fisiologicas, melhorando o seu bem-estar geral, a sua saude fisica e psicolédgica, ajudando a preservar a independéncia,
a controlar as doencas e a minimizar as consequéncias de determinadas incapacidades (19).

Concluséao

A atividade das enzimas glutationa peroxidase e redutase esta diminuida apos o exercicio, o que parece indicar
que nao foi o plano de exercicio aplicado que determinou a alteracao destas enzimas. Eventualmente outros fatores,
tais como a idade, a nutricdo, ou até, um desvio da via antioxidante enddégena tenham condicionado esta redugéo da
atividade das enzimas.

A importancia do tema implica ser mais estudado de forma a revelar resultados evidentes, dado que o stress
oxidativo é uma realidade com grande impacto na nossa saude, quer benéfico, quer prejudicial e os antioxidantes
podem reduzir as consequéncias negativas provocadas pelo excesso de radicais livres.
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Abstract

Introduction: Oxidative stress is defined as the imbalance between reactive oxygen species (ROS)
and antioxidant defenses, which is responsible for several pathologies, and also associated with aging.
Superoxide dismutase (SOD) is critical in reduction oxidative stress, catalysing the dismutation of the
superoxide ion in hydrogen peroxide and oxygen. In acute exercise there is a high production of ROS
however, when practiced regularly and moderately it seems to stimulate antioxidant capacity. Material
and methods: 14 blood samples were collected from individuals aged 77-88 years, at 3 different times:
TO before exercise, T1 after 12 weeks of exercise and T2 after 12 weeks of rest. A combined exercise plan
was applied. The activity of the SOD enzyme was determined by the Randox Kit, UK, with a reading on
the PerkinElmer spectrophotometer, model EnSpire. The statistic was performed with the SPSS Statistics
program (22.0) and values of p <0.05 were considered statistically significant. Results: The enzymatic
activity of SOD showed differences in the three moments, with a significant increase between TO and
T1 (o =0.015), after exercise. The cognitive activity seems to show an improvement in T1. Discussion:
Corroborated by the results of other researchers, we stated a significant increase in SOD activity levels
after exercise. Conclusion: Despite the advanced age of the individuals, the antioxidant activity of the
enzyme seems to be stimulated with exercise.

Key words: Oxidative stress; SOD; Exercise; Aging.

Introduction

Oxidative stress is defined as the imbalance between reactive oxygen species (ROS) and antioxidant defenses,
which is responsible for several pathologies, and associated with aging. The production of reactive species of oxygen,
nitrogen or others, integrates metabolism with important biological functions, such as phagocytosis. When the amount
of ROS increases abnormally, the action of antioxidants is required. The harmful effect of free radicals occurs in the
presence of excessive amounts in the body, by the inability of neutralization by natural antioxidant systems (1). The ROS
are formed by the incomplete reduction of oxygen, generating the superoxide radical, which can undergo dismutation
in hydrogen peroxide (2, 3).

The organism has natural systems to eliminate free radicals, which may be enzymatic or not, leading to the
elimination or preventing the transformation into products of greater cellular toxicity. The oxidant system includes
enzymes such as superoxide dismutase (SOD), catalase and peroxidase. SOD plays a key role in reducing oxidative
stress by catalyzing the dismutation of the superoxide ion in hydrogen peroxide and oxygen. It is a metalloprotein with
metal ions in its structure giving it certain characteristics and functions. According to the composition can be classified as
copper zinc SOD (CuZnSOD), manganese SOD (MnSOD), and extracellular SOD (EC-SOD) (4,5). CuZnSOD is encoded
as SOD1, located in the cytosol and intermembrane space, very stable and appears to be present in all eukaryotic cells
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(6). MnSOD is encoded as SOD2, it is found in the mitochondrial matrix, plays an important role in the defense against
ROS in eukaryotic mitochondria, allowing to maintain the redox balance of the immune system, it is also essential in
the maintenance of cellular homeostasis (7-9). EC-SOD catalyzes the dismutation of the superoxide radical in hydrogen
peroxide and oxygen in the interstitial spaces of tissues and extracellular fluids, such as plasma, lymph and synovial
fluid, and also plays an important role in the regulation of erythropoietin, in the preservation of vascular tone, pulmonary
function, and pathologies such as atherosclerosis, diabetes, and arthritis (10,11). Mitochondria is the main source of
ROS production, with several origins such as intensive exercise(5). The situations of acute and intense exercise increase
the consumption of oxygen and increase the production of ROS (12). According to several studies, it can be said that
the cellular and tissue injury caused by free radicals, lipid peroxidation and inflammation, happens after exercise, mainly
with high intensity efforts (13,14). However, it's known that the practice of regular exercise, frequent and of moderate
intensity can induce adaptation of the antioxidant system, contributing to reduce oxidative stress. Some studies carried
out in older people have shown that resistance training, working strength and muscle power is beneficial, with the elderly
being subjected to this training in a situation of acute exercise, respond more effectively to the oxidative stress caused
by this exercise, compared to individuals with similar age but, sedentary (15,16). In addition to the harmful effects of
ROS and oxidative stress, it's also known that aging is a consequence of the action of both endogenous free radicals
produced in mitochondria and exogenous, UV radiation, and environmental factors such as pollution. Some researchers
have observed the importance of oxidative stress, the antioxidant system, as well the influence of exercise on aging, and
demonstrated an association of SOD with anti-aging effects, acting positively on all degenerative processes (17-19). It
seems pertinent to constantly evaluate the influence of exercise on oxidative stress and the adaptation of the antioxidant
system when an organism undergoes regular exercises. Since oxidative stress is closely related with some pathologies,
the elimination of ROS, namely by stimulating SOD activity, can be an effective strategy in preventing these diseases,
developing ways to delay the harmful effects of aging by increasing the quality of Life of the elderly (20).

Thus, the objective of this study was to investigate if the SOD activity expressed changes in older adults when
subjected to an exercise plan for 12 weeks, followed by a pause of the same time, constituting an antioxidative stress
defense.

Material and methods
Subjects

The sample involved 14 individuals, divided randomly by the control and experimental groups, aged between
77 and 88 years. Integration into the study had age as an inclusion criterion, aiming to evaluate individuals aged 75 or
over and institutionalized.

Exercise plan

The individuals integrated in the experimental group performed a predetermined plan of strength, resistance,
balance, flexibility and gait exercises for 12 weeks, under the supervision of a physiotherapist, according to Lindel6f,
2008 (21).

Method of data collection

The study had 3 different moments of evaluation: TO before performing the exercise plan, T1 after 12 weeks of
exercise and T2 after a 12 weeks pause without exercise. Demographic characterization, usual medication, comorbidities,
falls and use of walking aid were recorded in an appropriate survey. As a complement, the Late Life Function and Disability
Instrument (LLFDI) scale was adapted and validated for Portuguese culture in order to understand the functional and
disability degree (22, 23). For the cognitive level the cognitive impairment test was applied.

Blood collection was performed for anticoagulant tube (EDTA K)) at 3 different times (TO, T1 and T2). In the
laboratory the samples were properly treated and stored at -23 °C until analysis.

The SOD activity in erythrocytes was performed with the Randox Commercial Kit, United Kingdom, following
protocol and indications. The reading was performed at 340 nm on the PerkinElmer spectrophotometer model EnSpire,
Singapore. The technique was run on microplate, all samples were processed in duplicate and the results presented
in U/L.

Statistical analysis

Statistical analysis was performed using the program SPSS version 22.0 (IBM). Was performed descriptive
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analysis and dispersion measurements. The Student’s t test was applied for paired samples, comparing the times (TO,
T1 and T2) separately and the Wilcoxon t test verifying the behavior of the samples. The results were shown as mean
+ standard deviation (SD) and values of p <0.05 were considered statistically significant.

Results
Sample characterization

The demographic characterization of the experimental group (EG; n =7) and the control group (CG; n =7) is
shown in table 1. EG mean age was 83.0+3.8 years and CG was 84.0 + 2.5 years. In each group 6 individuals were
female and 1 was male. The elderly manifested several chronic conditions, such as dyslipidemia, respiratory or cardiac
insufficiency, central nervous system diseases or diabetes mellitus, and reported taking at least 4 medications per day.
In the CG 6.7% of the elderly didnt manifest any pathology, the rest have several of them.

Table 1 — Demographic characterization of the sample

EG CG
(n=7) (n=7)
Age (years) 83,0+3,8 84,0+2,5
(min/max) 77/86 82/88
(femjg;(male) 6/1 6/1
Weight (kg) 74,3+£17,5 72,7+10,5
(min/max) 54/106 62/86
height (cm) 150,0+5,2 152,5+8,4
(min/max) 141/157 142/167

Results are presented as mean + standard deviation. EG - Experimental Group; CG - Control Group

Regarding falls recorded in the 6 months prior to the study, 87.5% of the elderly of the experimental group did not
indicate any registry, while 12.5% fell once. In all, 25% of the elderly do not use walking aid, 25% move with the aid of
a walking stick and the rest with the help of another walking aid. In the control group, 57.1% reported not having fallen
in the previous 6 months, 57% used as walking aid the cane and the remaining other type of aid.

At the cognitive level, several challenges were realized and the evaluation was made based on the revealed
errors. Regarding the cognitive part, errors recorded during the challenges were gradually reduced from T0 (7.3 + 2.8)
to T2 (6.4 + 2.9), table 2.

Table 2 — Cognitive evaluation in the experimental group

TO T T2
Errors made by the elderly 7,3+2,8 5,9+2,7 6,4+2,9

TO - before the exercise; T1 — after 12 weeks of exercise; T2 — 12 weeks after the end of the exercise.

In the end it was possible to register some improvements in physical function such as walking, climbing and
descending stairs, in the time between TO and T2, in the experimental group.

Superoxide dismutase activity

The comparative analysis of the results of the SOD activity between the control and experimental groups at
the various moments (TO, T1 and T2) showed no significant differences. However, when the results were evaluated in
the three moments, in each group there were statistically significant differences (p =0.015) in the experimental group
between TO and T1. At the time T1, after 12 weeks of exercise, the mean value of SOD activity 116.32+17.02 U/L was
higher than TO (100.9 + 8.5 U/L), table 3.
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In the control group there were no differences between the mean values at the three moments.

Table 3 — Evaluation of superoxide dismutase activity

TO T T2
SOD - EG 100,9+8,5 116,3£17,0* 97,6+13,0
SOD - CG 108,2+16,2 107,9£9,9 102,7+34,1

TO — before the exercise; T1 — after 12 weeks of exercise; T2 — 12 weeks after the end of the exercise; EG-experi-
mental group; CG—control group; Results are presented as mean + standard deviation in U/L.

*p value<0,05 (TO vs T1)

Discussion

Many researchers studied the antioxidant system and observed a possible relationship between increased activity
of the various enzymes in this system when stimulated by exercise (14, 22). Combining several exercise programs
according to each study, many results point to an increase in the activity of the SOD enzyme, important in the removal
of ROS, after exercise (24, 25). Also, there seems to be a possible adaptation of the organism to the training, allowing
to maintain these enzymes elevated during some time (26).

In the present study, the cognitive evaluation of the errors made by the experimental group seems to decrease
after exercise compared to TO, and there seems to be a favorable trend in physical and cognitive function with moderate
and controlled exercise.

Also the activity of the SOD enzyme in the three moments revealed a statistically significant increase in T1
compared to TO, decreasing in T2, manifesting a stimulation of the SOD activity after exercise. Our results corroborate
with those described by other researchers who applied tai chi, swimming and yoga exercises respectively, and registered
significant differences in SOD values before and after exercise, increasing SOD activity with exercise (24, 25, 27). The
increase in SOD activity and consequently antioxidant defenses with the practice of controlled and moderate exercise
programs performed regularly tend to be beneficial to the body, increasing the activity of enzymatic antioxidants. In
the present study, the levels found at 12 weeks after the end of the exercise did not show a possible adaptation to the
training, since in T2 the values were close to TO. This can be justified by the advanced age of the individuals, making
it difficult to perform some exercises, or the possibility of the short duration of the exercise plan applied, taking into
account the target population. However, the performance of the exercise shows to be beneficial increasing the activity
of SOD and demonstrating also, although with small changes, advantages in cognitive and physical level. However, we
recognize the fragility of our study by the low number of participants.

The antioxidant system has been intensively studied because of its importance as a defense against several
pathologies and the need to keep the oxidant species in balance. Ji LL in 1993, performed a study in mice applying
successive stimuli through exercise and found an increase in the activity of the enzymes of antioxidant system (28).
A recent study by Ha and colleagues, 2015 (23,25) performed in women showed an increase in SOD activity after
performing 16 weeks of yoga exercises, obtaining a significant difference, and realizing that moderate exercise is
favorable (25). This study also supports our results, since our sample is made up mostly of women. Moreover, Hwang
and coauthors, 2007 found a positive response of the SOD enzyme in a population that was subjected to controlled
hydrotherapy exercises, showing an increase of SOD, after a stimulus of 10 weeks (27). Ceci and colleagues, 2013
evaluated the antioxidant system in elderly individuals subject to resistance training and concluded that the elderly in
the study developed more capacities and higher levels of SOD, when compared with sedentary individuals of the same
age group (15).

According to our study and those presented, all corroborate the same conclusion it seems to be a great tendency
for the moderate practice of the exercise to be beneficial in the stimulation of the antioxidant system, allowing the
maintenance of the balance. It is also known that besides being related to several pathologies, free radicals are also
the basis of aging, which makes it more important to eliminate them.

The theory that aging results from lesions caused by free radicals was credited to Denham Harman in 1956 (29).
He studied mice and found that free radicals shortened the life span of the animals and produced similar changes to
aging. According to this theory, the slow development of irreversible cellular lesions leads to aging, and the chemical and
enzymatic oxidations involved in the formation of free radicals accelerate the phenomenon of aging (29). Considering
the relationship between aging and formation of free radicals, several studies have been carried out (19,28,30). It is
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concluded that eliminating free radicals (in various forms) can delay and decrease aging mainly at the cutaneous level
(31).

Thus, it is important to evaluate the impact of exercise on reducing the formation of free radicals and applying it
to the elderly, as we know that we are reducing one of the causes of aging.

However, we recognize some limitations to the study due to the small samples, which justify the future replication
of the study with a greater number of elderly, and to determine other parameters such as glutathione, nitric oxide and
malonildialdehyde, important markers of oxidative stress.

Conclusion

Knowing the several processes and associated pathologies with oxidative stress, it is pertinent to investigate
those relationships, as well as the factors that can interfere in the maintenance of the balance between oxidative and
antioxidant species. This study sought to understand how to reduce oxidative stress and consequently its harmful
effects. Despite the advanced age of the sample, significant differences were found, similar to other studies. In this
way, it is important to promote personalized programs of moderate exercise, under supervision of a physiotherapist,
monitoring its benefit in health and aging process, improving the quality of life, even in the oldest populations.
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Resumo

Introducdo: Em idades mais avangadas é comum encontrar-se um maior risco da presenca de
patologias, essencialmente de cariz cronico, sendo estas por enumeras vezes responsaveis, por um
lado, pela necessidade de um maior consumo do nimero de farmacos, por outro, por uma perda da
capacidade funcional. Objetivo: Avaliar a relacdo entre a adesao terapéutica e a capacidade funcional da
pessoa idosa na realizacdo das atividades de vida diaria. Material e método: Desenhou-se um estudo
descritivo, analitico, transversal de cariz quantitativo. A populagdo alvo incluiu idosos do concelho de
Macedo de Cavaleiros. Aplicou-se um formulario constituido por questdes sociodemograficas e clinicas,
pela escala de Barthel e pela escala Medida de Adeséo Terapéutica (MAT). Resultados: Obteve-se uma
amostra de 376 pessoas idosas, maioritariamente do sexo feminino (56,6%), com maior predominio do
estado civil casado/unido de facto (48,4%). Verificou-se ainda que 44,1% da amostra refere viver com
o conjuge e a maioria (55,9%) ndo possui qualquer tipo de apoio domiciliario. Do total de inquiridos,
67,29% foram considerados independentes, 26,86% como ligeiramente dependentes e 5,85% como
moderadamente dependentes. Verificaram-se valores médios mais baixos de adesdo ao regime
terapéutico medicamentoso no grupo dos que se encontravam na categoria ligeiramente/moderadamente
dependentes, comparativamente ao grupo dos independentes, com significancia estatistica (p=0,000).
Conclusao: Atendendo as responsabilidades das instituicoes de salde para com o processo de adesao
ao regime terapéutico, sera fulcral envolver equipas multidisciplinares, redes de apoio social informais ou
formais, que apostem na identificacdo atempada das necessidades das pessoas idosas, com consequente
definicdo e implementacdo de intervencdes/programas de boas praticas, que visem a melhor adesao
terapéutica possivel.

Palavras Chave: Pessoa idosa; Capacidade funcional; Adesao terapéutica.

Introducao

Em Portugal, nas tltimas décadas, o aumento da esperanca média de vida, o aumento do indice de envelhecimento,
bem como do indice de longevidade, sdo uma realidade. Tendo por base os Ultimos censos realizados pelo Instituto
Nacional de Estatistica (INE), entre 2001 e 2011, o indice de envelhecimento aumentou de 102,23 pessoas idosas
por cada 100 jovens, para 127,8 (1). O concelho de Macedo de Cavaleiros constitui um dos concelhos com um
envelhecimento demografico exacerbado, pois em 2011 o indice de envelhecimento alcancou os 240 (2), acarretando
preocupacgdes, mas também desafios.

O envelhecimento é um processo dindmico e progressivo, responsavel por alteracdes morfologicas, bioquimicas
e psicoldgicas. Estas alteragcdes contribuem para uma perda da capacidade de adaptacao do individuo ao meio
ambiente e para a sua maior vulnerabilidade aos processos patoldgicos que acabam por torna-lo dependente e leva-
lo a morte (3). Em idades mais avangadas existe um maior risco da presenca de patologias, essencialmente de cariz
crénica, sendo estas por enumeras vezes responsaveis, por um lado, pela necessidade de um maior consumo do
nuimero de medicamentos, por outro, por um aumento do grau de dependéncia da pessoa idosa nas atividades
basicas de vida diaria. As patologias cronicas podem representar um “... alto custo na assisténcia a saude, além de
propiciarem o surgimento de complicagdes com grande interferéncia no grau de dependéncia e qualidade de vida
das pessoas” (4). Véarios estudos revelam que os utentes portadores de patologia crénica sdo os que menos aderem
a terapéutica (5).

A Organizagéo Mundial de Saude considera como determinantes na adesao a terapéutica: os fatores econémicos
e sociais, o sistema de saulde, as caracteristicas da doenca, a terapéutica e o utente (6).
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Face ao anteriormente exposto, pretendeu-se neste este estudo avaliar a relagéo entre a adeséo terapéutica e
a capacidade funcional da pessoa idosa na realizacao das atividades de vida didria.

Material e Métodos

Visando alcancar o objetivo proposto, desenhou-se um estudo observacional, descritivo, analitico de carater
transversal.

Amostra: A populagao idosa (individuo com idade igual ou superior a 65 anos) do Concelho de Macedo de
Cavaleiros era constituida por 4455 individuos. Recorrendo-se a uma amostragem acidental, obteve-se uma amostra
de 376 individuos. Utilizaram-se como critérios de inclusio: i) utentes com idade igual ou superior a 65 anos; ii) utentes
em tratamento farmacoldgico. Paralelamente definiram-se como critérios de exclusdo: i) utentes ndo orientados no
espaco e no tempo; ii) utentes com dificuldades de comunicacao (ex: impossibilidade de falar).

Instrumento de recolha de dados: Como instrumento de recolha de dados, aplicou-se um formulario constituido
pela caraterizacdo sociodemogréfica e clinica, bem como pelas escalas: Barthel e Medida de Adesao Terapéutica
(MAT). A escala de Barthel avalia a capacidade funcional ao nivel de dez atividades de vida diaria, tendo sido ja validada
para Portugal por Araujo, Pais Ribeiro, Oliveira e Pinto, numa amostra de 209 idosos nao institucionalizados (7). A
pontuacao minima de zero corresponde a maxima dependéncia, e a maxima de 100 corresponde a independéncia total.
Sequeira, numa versao do indice de Barthel, com uma redacdo dos itens ligeiramente distinta, mas avaliando contetido
semelhante, apresentou os seguintes pontos de corte: 90-100 Independente; 60-90 Ligeiramente dependente; 40-
55 Moderadamente dependente; 20-35 Severamente dependente; <20 Totalmente dependente (8). A escala MAT foi
adaptada para Portugal por Delgado e Lima (9), sendo constituida por 7 itens, correspondendo cada item a uma questao
do ambito com seis possibilidades de resposta. A classificacao de adesao ao regime terapéutico medicamentoso foi
realizada a partir da mediana do nivel de adesao, isto &, valores de mediana abaixo de 5 consideram-se ndo aderentes
e valores iguais ou superiores a 5 sao considerados aderentes, tal como o efetuaram Monterroso, Pierdevara e Joaquim
(10).

Procedimentos éticos, de recolha e tratamento de dados: Envolvendo idosos da comunidade (em meio rural
e urbano), a recolha de dados foi efetuada nos dois primeiros meses de 2013. Inicialmente explicou-se o objetivo de
estudo, solicitando-se a colaboragédo da pessoa idosa. Disponibilizou-se o consentimento informado, construido de
acordo com os principios da declaragéo de Helsinquia e a Convengéo de Oviedo, que regulamenta a investigagéo
com seres humanos. Para tratar os dados, recorreu-se ao SPSS for Windows (versdo 20.0). Realizou-se uma andlise
descritiva dos dados em fungédo da natureza das variaveis em estudo, utilizando-se as medidas estatisticas como:
frequéncias absolutas e relativas, média e desvio padrao. Para o estudo da ades3o a terapéutica medicamentosa, em
funcao da capacidade funcional, operacionalizou-se esta Ultima em duas categorias (idosos independentes e idosos
ligeiramente/moderadamente dependentes), aplicando-se o teste paramétrico t de Student, uma vez verificados os
pressupostos inerentes a sua utilizagao.

Resultados

Procedemos inicialmente a caracterizacdo sociodemogréfica (tabela 1) e clinica (tabela 2) da amostra. A maioria
da amostra obtida é do sexo feminino (56,6%; n=213). A sua idade média situa-se nos 78,8+8,11 anos. Quanto a idade
por classes, 41,5% (n=156) tem idade compreendida entre 76 a 85 anos. Quanto ao estado civil, 48,4% (n=182) estao
casados ou em unido de facto. No que confere as habilitagoes literarias, 44,6% (n=168) ndo sabe ler nem escrever
e 40,7% (n=153) sabe ler e escrever. Relativamente a coabitacio, 44,1% (n= 166) vive com o cOnjuge. A maioria da
amostra refere usufruir de apoio domiciliari.

Quanto ao numero de doengas, a amostra apresenta uma média de 3,34+1,45 doencgas. Constata-se que 46,5%
(n=175) da amostra padece de trés a quatro doengas. Quanto ao nimero de medicamentos, em média cada inquirido
toma 6,38+3,29 medicamentos por dia. Esta variavel foi operacionalizada em trés categorias, verificando-se que
51,3% (n=193) refere tomar de cinco a nove medicamentos. A maioria dos inquiridos (87,2%; n=328) refere que as
vezes necessita de orientacdo na preparacao da medicacao (tabela 2).
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Tabela 1 - Caracterizagdo sociodemografica

Variaveis Sociodemograficas n Yo
) Feminino 213 56,6
Sexo Masculino 163 43,4

65-75 anos 132 351

76-85 anos 156 41,5

Idade Mais de 85 anos 88 234

Media Desvio padrio
78.80 8,11
Solteiro 22 59

CasadoUmido de facto 182 484
Divorciado/Separado 1 0,3
Viuvo 171 454

Nio sabe ler/ escrever 168 446

Estado Civil

Sabe ler e escrever 153 407

1.7 ciclo 38 10,1
S 2% ciclo 9 24
Habilitagdes literarias 3.9 ciclo 1 0.8
Secundario 3 0,8
Curso Técnico’ Superior 2 0.6
Conjuge 166 441
Coabitacdo Familiar 69 184
Sozinho 141 375
. . Sim 166 44,1
Apoio domicilidrio Nio 210 55.9
Tabela 2 — Caracterizacao clinica
Variaveis Clinicas n Yo
Uma a duas 120 319
Trés a quatro 175 46,6
N de doengas Mais de quatro 81 215
Meédia Desvio padrio
3,34 1.45
Até quatro 128 340
De cinco a nove 193 513
N? de medicamentos Dez ou mais medicamentos 55 14.6
Média Desvio padrio
6,38 3,29
Nunca 17 45
Necessita de orientaciio na As vezes 328 872

preparacio da medicagio
Sempre 31 8.2




Do total de inquiridos, tendo por base a capacidade funcional para as atividades de vida diaria, 67,29% foram
considerados independentes, 26,86% como ligeiramente dependentes e 5,85% como moderadamente dependentes
(gréfico 1).

Tendo por base o critério de classificacdo de adesdo ao regime terapéutico medicamentoso, constatamos
que 80,9% (304) da amostra inquirida enquadra-se na categoria ndo aderente e 19,1% (n=72) na categoria aderente
(gréfico 2).

Grafico 1 - Caracterizagdo da amostra segundo Grafico 2 - Percentagem de aderentes e ndo
o grau de dependéncia aderentes ao regime terapéutico medicamentoso
5,85%

19,10%

26,86%

m Nio aderentes

® Independentes
Ligeiramente dependente Aderentes

Moderadamente dependente

Operacionalizada a variavel capacidade funcional em duas categorias, constata-se a existéncia de valores
médios mais baixos de adesao ao regime terapéutico medicamentoso no grupo das pessoas idosas que se encontram
na categoria ligeiramente/moderadamente dependente, comparativamente ao grupo dos idosos incluidos na categoria
independente, diferenca esta, estatisticamente significativa (p=0,000), como se pode observar na tabela 3.

Tabela 3 - Relacdo entre a variavel capacidade funcional e os valores médios obtidos no MAT

Desvio Valor de

Variavel n Meédia padrao  Teste prova

Independente 253 4,41 0,68
Capacidade Funcional tde
B} 0,000
- Indice de Barthel - N Student
Ligeira/Moderadamente “

122 3,69 0,53

dependente

DISCUSS&0

Tendo por base o critério comumente utilizado na categorizacdo da Polimedicacéo, que a define como aquele
individuo que consome cinco ou mais farmacos por dia (11), constatamos que a maioria da amostra estudada se
enquadra na mesma. Com base nos resultados obtidos com o MAT, constatamos que uma elevada percentagem
de idosos é considerada nao aderente ao regime terapéutico medicamentoso (80,9%), corroborando com outros
estudos, como por exemplo o do Monterroso, Joaquim e S&, onde procuraram avaliar a ades&o do regime terapéutico
medicamentoso dos idosos integrados nas equipas domiciliarias de Cuidados Continuados, verificando que 72,7%
dos idosos enquadrava-se na categoria de ndo aderente a terapéutica medicamentosa (12).
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Verificou-se ainda, que os idosos que apresentam algum grau de dependéncia sdo os que possuem resultados
mais baixos de adesao ao regime terapéutico medicamentoso. O processo de envelhecimento (primario e secundario),
pode potencializar, essencialmente em idades mais avangadas, o surgimento de défices nos distintos aparelhos do
nosso organismo (13), que dificultam a execugdo de determinadas atividades de vida didria.

Conclusao

No presente estudo, a adesao ao regime terapéutico esta significativamente associada a capacidade funcional
da pessoa idosa. A terapéutica medicamentosa ocupa um lugar de primordial importancia, quer pela sua acao
curativa quer pela preventiva. Atendendo as responsabilidades das instituicbes de salde para com o processo de
adesdo ao regime terapéutico, sera fulcral envolver equipas multidisciplinares, redes de apoio social informais ou
formais, que apostem na identificagdo atempada das necessidades das pessoas idosas, com consequente definicao
e implementacao de intervengdes/programas de boas praticas, que visem a melhor adesao terapéutica possivel.
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Resumo

Introducdo: A infegdo pelo Virus do Papiloma Humano (HPV) é uma das infegbes sexualmente
transmissiveis (ISTs) mais comuns em todo o mundo sendo que, a infecdo persistente pelas suas estirpes
oncogénicas € a principal etiologia do cancro do colo do Utero. Dado que esta patologia constitui uma
das principais causas de morte por neoplasia nas mulheres, em todo o mundo e, como tal, um problema
de Saude Publica que urge combater, torna-se necessario o estabelecimento de medidas de intervencao
comunitaria tendo em mente a capacitacdo dos jovens para a prevencdo desta infecao. Objetivos:
Avaliar os conhecimentos acerca do HPV em alunos do Ensino Secundério de uma escola em Braganca.
Material e Métodos: Com recurso a metodologia quantitativa desenhou-se um estudo observacional,
descritivo e correlacional de carater transversal. Aplicou-se um questionario a uma amostra acidental
de 196 estudantes de ambos os sexos. Os dados foram tratados com recurso a estatistica descritiva e
inferencial. Resultados: 93,4% respondeu erradamente a questio sobre qual o agente mais comum das
ISTs, referindo o VIH como o agente mais responsavel por estas infecoes. A maioria dos adolescentes
(82,7%) referiu ja ter ouvido falar em HPV e destes, a grande maioria conhecia o significado da sigla HPV.
Verificou-se ainda que os estudantes mais jovens apresentaram maior nivel de conhecimentos acerca
do HPV (p <0,001) e que os alunos do 11° ano sdo os que evidenciaram mais conhecimentos acerca
da tematica (p <0,001). A grande maioria dos adolescentes (90,7%) realgou o papel da escola e dos
profissionais de salde enquanto fontes de informacao acerca da infecdo. Conclusao: Os resultados
evidenciam a importancia da educacao para a salde na capacitacao dos jovens para uma tomada de
decisao consciente e esclarecida no que a sua saude diz respeito.

Palavras Chave: Virus do Papiloma Humano; conhecimentos; adolescentes

Introducao

O Virus do Papiloma Humano, também conhecido pela sua abreviatura HPV (Human Papillomavirus), é o agente
sexualmente mais transmissivel, que pertence a Familia Papillomaviridiae e ao Género Papillomavirus, é considerado
o maior responsavel pelo Cancro do Colo do Utero (CCU) (1). Em 1977, Zur Hausen sugeriu e demonstrou a existéncia
da relacdo entre o HPV e o Cancro do Colo do Utero e esta relagdo foi comprovada ao longo da década de 80 do séc.
XX com o isolamento do virus em células de tumores cervicais (2).

Ainfecdo pelo HPV é uma das infegoes sexualmente transmissiveis mais comuns em todo o mundo (3). Os varios
tipos de HPV podem ser classificados de acordo com o seu potencial oncogénico em virus de “baixo risco” ou de “alto
risco” (4). A persisténcia desta infecdo por um periodo superior a doze meses esta associada a um risco aumentado
de neoplasia. Na presenca de uma infegado persistente por HPV, esta tem um periodo de laténcia prolongado, podendo
levar anos e, nalguns casos pode mesmo demorar décadas, desde o inicio da infecdo até ao desenvolvimento de
tumores, passando por varias fases evolutivas. As trés fases do processo de Carcinogénese do Colo do Utero sdo a
infecdo com os gendtipos especificos de alto risco oncogénico de HPV, a progressao para lesoes pré-neoplasicas e,
por Ultimo, instalagédo de lesdes invasivas (5).

A infegdo por este virus € “...mais frequente nos mais jovens nos primeiros anos apos inicio da atividade sexual”
e, nestes, “...mais comuns nos adolescentes e adultos jovens sendo mais frequentes nos individuos com multiplos
parceiros sexuais ao longo da vida” (6), observando-se a nivel mundial um pico da sua prevaléncia em mulheres
de idade inferior a 25 anos (6). Estes dados epidemiolégicos realcam a importancia da Promocao/Educacdo para
a saulde junto desta camada da populacdo tendo em mente a sua capacitacdo para a prevencdo desta infecéo e,
conseguentemente, a prevencao do cancro do colo do Utero, uma vez que estratégias nacionais e internacionais
para a prevencdo deste cancro pressupdem a aplicacdo dos trés classicos niveis de prevencdo, nomeadamente
a “...prevencdo da infecao por HPV e dos cofatores que aumentam o risco de cancro do colo do Utero” (6) e que
inclui a “Implementacao das estratégias apropriadas para influenciar alteragoes comportamentais, tendo em conta os
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cofatores de risco” (6) e a vacinagao contra o HPV.

No entanto, antes de se colocar em acdo qualquer processo de intervencdo ha necessidade de conhecer a
situacdo do grupo pelo que, o processo devera ser sempre antecedido pela identificagcdo das reais necessidades
de intervencdo visando a definicdo de objetivos, bem como a eleicdo de métodos e técnicas mais adequadas (7).
Assim, o presente estudo tem como principal objetivo avaliar os conhecimentos acerca do HPV em alunos do Ensino
Secundério de um agrupamento de escolas sediado em Braganca.

Material e Métodos

Estudo observacional, descritivo e correlacional de carater transversal que respeita os principios éticos,
aceites pela comunidade de investigacao e pela Declaracdo de Helsinquia, como o consentimento informado dos
participantes, confidencialidade, respeito, e garantia dos direitos dos que participaram voluntariamente. Por se tratar
de um questionario ja elaborado e validado por outros autores (8, 9), foi solicitada a autorizagcdo para o seu uso, tendo
a mesma sendo concedida.

Foi também enviado um pedido de autorizacdo, para aplicagcdo do questionario ao Presidente do Conselho
Executivo do Agrupamento de Escolas.

Por se tratar de menores de idade, outro pedido de autorizagdo foi enderegcado aos encarregados de educacgao.

Aqguando da entrega dos questionarios aos alunos, foi-lhes explicado qual o objetivo e o &mbito do estudo, que
a sua participacao era livre e voluntaria e que podiam abandonar a investigacdo a qualguer momento. Foram ainda
garantidos a confidencialidade e o sigilo e que, caso pretendessem, podiam ter acesso aos resultados do estudo.

Populacao e Amostra: A populacao-alvo deste estudo sdo os 396 alunos que frequentavam o Ensino Secundario
(10°,11°e 12°ano). A amostra selecionada de forma acidental teve em consideracao o seguinte: - Critérios de inclusao:
alunos matriculados no Ensino Secundario de uma escola em Braganca. - Critérios de exclusdo: questionarios com
respostas incompletas, alunos ausentes no dia da aplicacdo do questionario e ainda aqueles de quem nao se tivesse
obtido a autorizacdo dos encarregados de educacgdo. A amostra ficou constituida por 196 alunos (49,5% do total de
estudantes deste nivel de ensino).

Dos 115 alunos do 10° ano foram inquiridos 67, (34,2%). Dos 155 alunos do 11° ano foram inquiridos 80 (40,8%).
Os restantes 49 alunos (25,0%) frequentam o 12° ano). A maioria (56%; n=110) pertencem ao sexo feminino e os
restantes 44% (n=86) do sexo masculino, tém idades compreendidas entre os 15 e os 19 anos (média: 16,54+1,04
anos) e provém maioritariamente de ambiente urbano (58,0%; n=113).

Metodologia de Colheita de Dados: Para aplicacdo do questionario, foi solicitada a colaboragdo dos
professores a quem foram previamente explicados os objetivos do estudo. No inicio de cada aula os professores
distribuiram o instrumento de colheita de dados aos estudantes presentes e com autorizagcdo escrita, recolhendo-os
logo que estivessem preenchidos.

Metodologia de Tratamento de Dados: O tratamento de dados foi realizado no SPSS versao 20 para Windows,
recorrendo-se a seguinte metodologia estatistica:

- Estatistica descritiva com calculo de frequéncias absolutas e relativas, bem como medidas de tendéncia
central e de dispersao.

+ Para testar a normalidade das variaveis fez-se uso do Teste de Kolmogorov-Smirnov uma vez que a amostra
tinha uma dimensao superior a 50 elementos

+ Para estabelecer a correlagdo entre variaveis quantitativas, e atendendo a distribuicdo ndo normal das
mesmas, recorreu-se ao teste rho de Spearman.

Resultados

A grande maioria dos estudantes (83%; n=162) referiu ja ter ouvido falar do HPV . Registe-se no entanto uma
percentagem de 17% (n=34) que apresentou resposta negativa a esta questao.

Quando questionados se sabiam qual o agente mais frequente das infegdes sexualmente transmissiveis
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(gréfico 1), a maioria (n= 183; 93,4%) afirmou ser o Virus da Imunodeficiéncia Humana (VIH) e um reduzido nimero de
estudantes identificou o HPV (n=8; 4,1%).

Assim, face aos resultados acima apresentados, verifica-se que, apesar da grande maioria dos estudantes ja
terem ouvido falar em HPV, também a maioria identifica o VIH como sendo o agente causal mais comum das ISTs.

Grafico 1 - Distribuicdo dos estudantes segundo as respostas apresentadas acerca de qual o agente mais comum
responsavel pelas ISTs
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No grafico 2 esta representada a distribuicdo da amostra de acordo com o nimero de respostas corretas as
questdes que lhes foram colocadas em relacao HPV (num total de 46). Da sua andlise pode observar-se que o nimero
de respostas correto varia entre 0 e 31, sendo 29 e 30 o mais frequente.

Grafico 2 - Distribuicao dos estudantes segundo o nimero de respostas corretas as questoes relativas ao HPV
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Ao estabelecer a correlagao entre a idade € 0 ano em que os estudantes estavam inscritos e os conhecimentos
acerca do HPV expressos na tabelal, verifica-se que existe correlagdo negativa fraca mas significativa entre o
ano em que estado inscritos e os conhecimentos apresentados (rs=-0,435; p<0,001), bem como entre a idade e os
conhecimentos manifestados (rs= -0,319; p<0,001), resultados que parecem indicar que quanto maior a idade e o ano
de frequéncia, menores sdo os conhecimentos acerca do HPV.

Tabela 1 — Matriz das correlagOes entre os conhecimentos acerca do HPV, a idade e o ano de escolaridade frequen-

tado
Conhecimento HPV
rde Spearman Conhecimenio rs
P Hev 1,000
p
ano em gue esta rs o
inscrito & -,435
P <0,001
[dade rs _ 319"
P <0,001

DIiSCUSS&ao

A amostra por nds estudada é constituida maioritariamente por pessoas do sexo feminino (56,0%), resultados
contrarios a realidade nacional onde, no ano letivo de 2013/2014 havia mais alunos do sexo masculino a frequentarem
o ensino secundario (10), verificando-se também diferencas no que a idade diz respeito relativamente a outros
estudos efetuados, como aquele que foi desenvolvido junto de estudantes universitarios portugueses (8, 9), mas com
semelhancas no que a idade diz respeito a um outro estudo desenvolvido no Brasil onde os inquiridos pertenciam a
um grupo etario semelhante ao da amostra por nés inquirida (11), apesar de ja frequentarem o ensino superior, mas
onde a maioria frequentava o primeiro ano.

No presente estudo obteve-se uma proporgao elevada de estudantes que ja tinham ouvido falar do HPV (83%),
proporgcao mais elevada quando comparada com outras obtidas noutros estudos (8, 9,11). No entanto, apesar da
elevada proporcdo de estudantes que ja tinham ouvido falar do virus, sé 4,1% o identificaram como sendo o agente
responsavel pelas ISTs mais comum, corroborando os resultados obtidos noutras investigagdes (8, 9, 11).

A correlagdo estabelecida entre o ano de frequéncia e os conhecimentos bem como entre a idade e os
conhecimentos evidenciou uma correlacdo negativa mas significativa entre as variaveis. Estes resultados contrariam
outro que, apesar de efetuados em estudantes de outro nivel de ensino (basico a secundario), concluiram que os
estudantes do 10° ano possuem maior nivel de conhecimentos acerca das ISTs que os do 8° ano (12).

Conclusao

Os resultados do estudam permitem concluir pela necessidade da manutencdo/implementacdo de um
trabalho de parceria de profissionais de diversas areas, (saude, educacdo, comunicagdo) com o envolvimento ativo e
participativo dos estudantes para uma tomada de decisdo consciente e esclarecida. O incentivo a vacinagdo a par da
implementacéo de programas de educacao/promocao da saude e prevencdo da doenca, abre caminho a diminuicao
do problema com a ambicao da erradicacdo do cancro do colo do Utero por infecao do HPV.
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Abstract

Introduction: The Forssman antigen (Ag) can be expressed in erythrocytes, cells, and organs. FORS
antibody (Ab) titer is conditioned by the Forssman Ag expression. This blood group Ag may play a key
role in carcinogenesis; according to several studies, this Ag is present in gastric, colon, and lung cancers.
The anti-Forssman Ab titer is influenced by the histologic type of cancer and the stage of the disease. The
anti-Forssman may function as an anti-tumor Ab, which means that it could be used to control the cancer
reoccurrence in post-surgically cancer patients. Aim: The aim was to optimize the immunohistochemistry
procedure in order to study twenty samples of colon cancer, and identify the FORS Ag and compare
with normal and neoplastic tissue. Methods: Fresh surgical specimens of lung, stomach, and colon from
neoplastic tissues were collected together with the transitional mucosa. All specimens were fixed in 4 %
buffered formaldehyde for 24 hours, processed and embedded in paraffin. Paraffin sections were cut at
3 um and stained with hematoxylin-eosin for histological evaluation. After selecting the zones of interest,
immunohistochemistry assays were performed. Results: After alkaline hydrolysis and neuraminidase
digestion, immunostaining pattern was identified only in four of twenty samples, raising the question
about the reliability of the method and the materials used. It also highlights the importance of validating the
immunohistochemistry assay. Discussion/Conclusion: The immunostaining results were different from
what has been previously demonstrated. Further studies are necessary to clarify and better understand
the pattern identified.

Key-words: Forssman; antigen; antibody, cancer; Immunohistochemistry

Introduction

The International Society of Blood Transfusion in 2012 recognized Forssman (FORS) as new blood group system.
FORS include all the conditions for a blood group system such as independent from other blood group antigen (Ag),
heritable, expressed on red blood cells (RBC) and the presence of naturally occurring antibodies (Ab) (1). John Frederick
Forssman first identified the Ag in 1911 after injecting rabbits with a suspension of kidney tissue from the guinea pig.
The rabbits produced Ab that haemolysed sheep RBC (2). In 1987 three unrelated English families were described
with an A subgroup called Apae. However, in 2012, Svensson et al. were able to show that the subgroup Apae should be
obliterated and a new histo-blood group should be created: the FORS blood group system (3,4).

FORS Ag has several similarities with the histo-blood group A Ag, FORS Ag is synthesized by Fs-synthase, a
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homologous enzyme of the ABO transferase (globoside 3-a-N-acetyl-D-galactosaminyltransferase). The FORS Ag also
terminates with a3-N-acetylgalactosamine and can be used by pathogens as a host receptor. FORS is remarkably
rare and most individuals are FORS negative (4-6)3-N-acetylgalactosaminyltransferase; EC 2.4.1.88. The FORS Ag
can be distinguished from others by their solubility in lipid solvents and stability to boiling as it has a glycosphingolipid
structure (7,8). It has been described in guinea pigs, horses, hamsters, sheep and chicken (2,9). The FORS Ag is
unequally distributed within the same tissue in the same species. Consequently, Yamamoto et al., conclude that the
rejection in transplantation through FORS Ab could be conditioned by FORS Ag expression on the tissue (2).

The expression of blood group Ag is not restricted to the surface of RBC, they are expressed also in other
body fluids, cells, tissues and organs. The Ab anti-FORS may play a significant role in binding complement and it
could probably cause intravascular lysis of transfused FORS-positive RBC (4). These Ab might have repercussions
in transfusion medicine, organ transplantation and even during pregnancies as they might be involved in perinatal
haemolytic disease as well as others naturally occurring anti-carbohydrate Ab (6,10). Some authors propose that this
Ag might have a key role in carcinogenesis, according to several studies the FORS Ag is present in gastric, colon, and
lung cancer and its expression in tissues could be related with the Ab titer in patient’s plasma (1,11-14).

The incidence of FORS Ab in cancer patients is only 35-40% but in random healthy individuals, it is more than
75% (15). The anti- FORS Ab titer may be influenced by some features such as age, sex and in cancer patients, also
by the histologic type of cancer. The titer is lower in differentiated adenocarcinoma and varies by disease stage (13,16).

The Anti- FORS Ab may function as an anti-tumour Ab; this was recognized due to the decrease of FORS Ab
titer caused by the establishment of anti-FORS — FORS immune complexes through the absorption of FORS Ag shed
by the tumour. Phagocytes remove these complexes from circulation. Therefore, the serum level of FORS Ab has been
suggested to be used clinically to control the cancer reoccurrence in post-surgically cancer patients (13,14,16).

Nowadays, the numbers of new cancer cases increase significantly, revealing it as a major public health problem.
It is expected to be the main cause of death in the next coming years. According to the latest cancer statistics, lung,
colon and gastric cancer are amongst the most frequent new types of cancer (17).

The presence of FORS Ag at the cytoplasm of colon goblet cells, especially those in the transitional mucosa
adjacent to carcinoma was conclusively verified by Ono et al. considering that the detection of a FORS Ag assay would
be of great value to detect cancer (18). Subsequently, the FORS Ag might be tumour-specific and it is possible to
incorporate it in conjugate vaccines used to mark different types of cancer; to increase an immune response against
the FORS pentasaccharide expressed on cancer cells surface (19).

Immunohistochemistry (IHC) is associated with methodologies that use immunoassays to co-locate an epitope
of interest in tissue sections. Essentially, tissue is collect and preserved by chemical methods, namely formaldehyde,
and posteriorly embedded in paraffin. Subsequently, very thin sections are obtained and placed on glass slides. Thus,
it is possible to locate Ag in histological components keeping the original tissue architecture. Depending on the method
of fixing the samples may have to undergo antigenic recovery (20,21).

In addition, IHC use Ab as specific reagents able to identify and bound to cellular constituents that act as Ag.
This bonding will allow the localization and identification of various substances in cells and tissues by means of colour.
Consequently, microscopic observation is possible and allow us to identify where the Ag is expressed (22).

The aim of this study was to optimize the IHC technique needed to test the FORS Ag presence in tissues by
investigating twenty samples of colon cancer and compare with the Ag expression in normal and neoplastic tissue. We
consider essential to optimize the IHC procedure once that every Ab requires specific conditions and concentrations
to bind as better as possible to the antigen.

Matherial and Methods

Population

The sample consisted of twenty cancer samples from the colon. Only patients with adenocarcinoma were
included, exclusion criteria were having any other type of cancer or autoimmune diseases.

Sample Characterization
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The sample is constituted by seven female samples and thirteen male samples the average age is 68, ranging
between 38 and 90 years old as described in detail in Table 1.

Table 1 — Characterization of the 20 patients with colon cancer, all adenocarcinoma included in the study. Assess-
ment was performed based on sex, age, type of cancer and stage

Sample | Gender (yﬁgfs) C_?;::r Diagnose TNM

1 F 64 Colon Low Grade Invader Adenocarcinoma T3N2aMO0
2 M 52 Colon Low Grade Invader Adenocarcinoma T3NOMO

3 F 81 Colon Low Grade Adenocarcinoma T4aNOMO
4 M 79 Colon Low Grade Adenocarcinoma T3 NO MO
5 M 60 Colon Low Grade Adenocarcinoma T3 NOMO
6 M 58 Colon Low Grade Adenocarcinoma T3NOMO
7 M 65 Colon | High Grade Invader Stenotic Adenocarcinoma T4aN2aM1b
8 M 81 Colon Low Grade Invader Adenocarcinoma T2NOMO

9 M 90 Colon High Grade Invader Adenocarcinoma T4aN1aMO0
10 M 87 Colon | High Grade Invader Stenotic Adenocarcinoma T3N1aMO0
11 M 76 Colon High Grade Invader Adenocarcinoma T3N1cMO
12 F 38 Colon Low Grade Invader Adenocarcinoma T3N1aMO
13 F 67 Colon Adenocarcinoma not available
14 M 76 Colon Mucinous Invader Adenocarcinoma T4aN2bM1a
15 F 54 Colon Low Grade Invader Adenocarcinoma T3N2aM0
16 M 53 Colon Low Grade Adenocarcinoma T3NOMO
17 M 80 Colon Mucinous Adenocarcinoma T3NOMO
18 F 80 Colon Low Grade Invader Adenocarcinoma T3N1aMO
19 F 67 Colon Low Grade Invader Adenocarcinoma T2NOMO
20 M 55 Colon Low Grade Adenocarcinoma T3NOMO

Legend: F- female; M- Male

Tissue specimens

Fresh surgical specimens of colon were collected at Centro Hospitalar e Universitario de Coimbra. Samples
from neoplastic tissues were removed together with the transitional mucosa. All specimens were fixed in 4 % buffered
formaldehyde for 24 hours, processed through alcohols and xylenes and embedded in paraffin.

Paraffin sections, cut at 3 um of each specimen were stained with hematoxylin and eosin (HE) for histological
evaluation (results not shown). After performing the HE technique, a multi-tissue block was built in order to perform the
assays.

All tissues were classified using TMN system, histotype, and stage grading according to the TNM Classification
of Malignant Tumors criteria.(23)

Immunohistochemical Staining

The Ono et al technique was replicated with some minor revisions (18). Tissue slides prepared to IHC, cut at
3 um of the multi-tissue block were first heated in a dry oven promoting electro-statically attraction to Superfrost™
Plus Microscope Slides (ThermoFisher Scientific™). Sections were deparaffinized in xylene and rehydrated in graded
alcohols.

Antigenic recovery was possible through the use of Cell Conditioning 1 (CC1) (Ventana Medical Systems, Inc. -

Roche Diagnostics), at 95° C during 20 minutes which is a pre-diluted solution, pH=8, used as a pre-treatment step in
the processing of tissue samples for IHC reactions;
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Endogenous peroxidase activity was blocked by incubation of films in H,0,3% (Ventana Medical Systems, Inc.
- Roche Diagnostics) for 10 minutes at room temperature (RT).

After inhibiting unspecific bindings by Discovery Ab Diluent (Ventana Medical Systems, Inc. - Roche Diagnostics)
for 4 minutes at RT, slides were incubated overnight at 4° C with the primary Ab (supernatant of the cell line M1/22.25.8.HL
- ATCC® TIB121™),

Between staining steps, slides were rinsed with Reaction Buffer (10x) (Ventana Medical Systems, Inc. - Roche
Diagnostics) a Tris-based buffer solution (pH 7.6+0.2) which provides a stable aqueous environment for the IHC;
The sections were rinsed in deionized water, counterstained with hematoxylin, bluing with copper sulphate at 0,5 %
dehydrated, cleared, and mounted with resinous mounting medium.

Before incubation with the primary Ab solution, some sections were subjected only to alkaline hydrolysis, only to
neuraminidase digestion or neuraminidase digestion after alkaline hydrolysis.

Neuraminidase (from Clostridium perfringens) (11585886001 ROCHE) was used at a concentration of 1 Ul/ml in
0.05 M Phosphate Buffer, pH 7, at 37°C for 18 hours. The ability of neuraminidase to digest sialic acid in the section
was confirmed by staining a section of the small intestine with Alcian Blue, which visualizes mucin acidic (results not
showed).

Alkaline hydrolysis was performed for 15 min at RT with 1% KOH in 70% ethanol.

OptiView DAB IHC Detection Kit (Ventana Medical Systems, Inc. - Roche Diagnostics) is an indirect, biotin-free
system for detecting mouse IgG, mouse IgM and rabbit primary Ab. The kit is intended to identify targets by IHC in
sections of formalin-fixed, paraffin-embedded and frozen tissue that are stained.

In addition, normal multi-tissue (appendix, tonsil, skin, liver, prostate, and pancreas) was used as immunostaining
control.

Results

Several immunohistochemistry techniques were performed to analyze how different aspects would affect the
immunostaining: IHC without previous treatment, IHC with previous Alkaline Hydrolysis, IHC with previous Neuraminidase
Digestion and IHC with previous Alkaline Hydrolysis and Neuraminidase Digestion.

The results of tissue subjected only to Ag recovery (CC1) showed diffuse nuclear and cytoplasmic unspecific
staining both in normal and tumor tissue without background staining as shown in Figure 1.

After testing with prior alkaline hydrolysis (potassium hydroxide), some unspecific binding was removed without
evident cytoplasmic staining (Figure 2 B).

Testing with prior neuraminidase digestion, let us remove some unspecific binding without evident cytoplasmic
staining.

After performing IHC with previous alkaline hydrolysis and neuraminidase digestion, we were able to eliminate
unspecific binding. However, it seemed that the crypts of the colon tissue were immunostained but at high magnification,
we clearly observe the existence of nonspecific staining of the goblet cells (Figure 2 C).
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Figure 1 — Colon tissue subjected only to Ag recovery (CC1) (Ventana Medical Systems, Inc. - Roche Diagnostics),
at 95° C during 20 minutes which is a pre-diluted solution, pH=8, used as a pre-treatment step in the processing
of tissue samples for IHC reactions. Endogenous peroxidase activity was blocked by incubation of tissue sections
in H202 3% (Ventana Medical Systems, Inc. - Roche Diagnostics) for 10 minutes at room temperature (RT). After
inhibiting unspecific bindings by Discovery Ab Diluent (Ventana Medical Systems, Inc. - Roche Diagnostics) for 4 mi-
nutes at RT, slides were incubated overnight at 4° C with the primary Ab (supernatant of the cell line M1/22.25.8.HL
- ATCC® TIB121™). Between staining steps, slides were rinsed with Reaction Buffer (10x) (Ventana Medical Systems,
Inc. - Roche Diagnostics) a Tris-based buffer solution (pH 7.6+0.2) which provides a stable aqueous environment for
the IHC; The sections were rinsed in deionized water, counterstained with hematoxylin, bluing with copper sulphate
at 0,5 % dehydrated from OptiView DAB IHC Detection Kit (Ventana Medical Systems, Inc. - Roche Diagnostics),
cleared, and mounted with resinous mounting medium. As it is showed in the picture (40x) diffuse nuclear and cyto-
plasmic unspecific staining both in normal and tumor tissue without background staining.
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Figure 2 — Anti-Forssman labeling with rat monoclonal antibody Forssman following the IHQ technique: Colon tissue
subjected only to Ag recovery (CC1) (Ventana Medical Systems, Inc. - Roche Diagnostics), at 95° C during 20 minutes
which is a pre-diluted solution, pH=8, used as a pre-treatment step in the processing of tissue samples for IHC re-
actions. Endogenous peroxidase activity was blocked by incubation of tissue sections in H,0,3% (Ventana Medical
Systems, Inc. - Roche Diagnostics) for 10 minutes at room temperature (RT). After inhibiting unspecific bindings by
Discovery Ab Diluent (Ventana Medical Systems, Inc. - Roche Diagnostics) for 4 minutes at RT, slides were incubat-
ed overnight at 4° C with the primary Ab (supernatant of the cell line M1/22.25.8.HL - ATCC® TIB121™). Between
staining steps, slides were rinsed with Reaction Buffer (10x) (Ventana Medlical Systems, Inc. - Roche Diagnostics) a
Tris-based buffer solution (pH 7.6+0.2) which provides a stable aqueous environment for the IHC; The sections were
rinsed in deionized water, counterstained with hematoxylin, bluing with copper sulphate at 0,5 % dehydrated from
OptiView DAB IHC Detection Kit (Ventana Medical Systems, Inc. - Roche Diagnostics), cleared, and mounted with
resinous mounting medium. A — Labelling without any previous treatment (magnification 40x); B — Results after Alka-
line hydrolysis (potassium hydroxide) before Anti-Forssman, some unspecific binding was removed without evident
cytoplasmic staining (magnification 100x); C - Alkaline hydrolysis and neuraminidase digestion before Anti-Forssman
(were able to eliminate unspecific binding. However, it seemed that the crypts of the colon tissue were immunos-
tained but at high magnification (100x), we clearly observe the existence of nonspecific staining of the goblet cells).
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Discussion

In order to better study the expression of the FORS Ag in tissues the IHC technique needed to be optimized. We
choose to perform a manual assay as the IHC equipment didn’t allow overnight incubations and different temperature
as it was referred in the previous study (18).

From the 20 colon cases studied, only four showed identical immunostaining results.

We think that antigenic recovery is required to execute this technique, once it exposes Ag that were previously
blocked by the fixative agent, making possible and improving the formation of the Ag-Ab complex (21,22).

Ono et al demonstrated the presence of Forssman Ag at the cytoplasm of colon goblet cells, in the transitional
mucosa adjacent to carcinoma, and show that sialic acids might be linked to glycoproteins masking the Forssman
antigenicity (18). Due to that, using neuraminidase after alkaline hydrolysis endorsed to cleave sialic acids residues
such as a2,3-, a2,6-, or a2,8-linked to Gal, GIcNAc, GalNAc, AcNeu, GicNeu, oligosaccharides, glycolipids, and
glycoproteins.

We consider that without previous alkaline hydrolysis and neuraminidase digestion it will not be possible to
observe the Forssman Ag, once it is necessary to remove unspecific bindings. We considered that the cell culture
supernatant should be concentrated to ensure more binding specific.

Conclusion

The lack of the immunostaining pattern in 16 samples may reflect the inability of the method used to identify the
Forssman Ag or the inability of the cell culture supernatant used as Ab without any previous concentration, raising the
question about the reliability in the reagents used and highlighting the importance of IHC assay validation.

We endorse the necessity of performing more tests with the aim of assessing the right incubation time for
neuraminidase digestion so we can avoid over digestion as we observed in some tissues. A positive control sample
would be useful for further testing.

Several associations have been identified between blood group glycans and different diseases, disease stages
and health promoting factors which make histo-blood group glycans an intriguing topic in the field of personalized
medicine (25). Merging studies of genomic, proteomics, metabolomics and glycomics data containing histo-blood group
Ag information may offer disease biomarkers as well as therapeutic targets in the near future (19,25,26). Therefore, we
conclude that it is highly important to maintain the study of the FORS histo-blood group, bearing in mind the potential
and contributing to better information of this blood group’s relevance in transfusion medicine and oncology.

B|bl|ograph|c References
Storry JR, Castilho L, Daniels G, Flegel W a, Garratty G, de Haas M, et al. International Society of Blood Trans-
fusion Working Party on red cell immunogenetics and blood group terminology: Cancun report (2012). Vox Sang
[Internet]. 2014;107(1):90-6. Available from: http://www.ncbi.nim.nih.gov/pubmed/24372289

2.  Yamamoto M, Cid E, Yamamoto F. Molecular genetic basis of the human Forssman glycolipid antigen negativity.
Sci Rep [Internet]. Nature Publishing Group; 2012 Jan 13 [cited 2015 Nov 14];2:975. Available from: http://www.
nature.com/srep/2012/121213/srep00975/full/srep00975.html

3. Stamps R, Sokol R, Leach M, Herron R, Smith G. A new variant of blood group A. Apae. Transfusion
[Internet]. 1987 Jul [cited 2015 Nov 25];27(4):315-8. Available from: http://doi.wiley.com/10.1046/j.
1537-2995.1987.27487264737.x

4.  Svensson L, Hult AK, Stamps R, Angstrc’jm J, Teneberg S, Storry JR, et al. Forssman expression on human ery-
throcytes: biochemical and genetic evidence of a new histo-blood group system. Blood [Internet]. 2013 Feb 21
[cited 2015 Nov 10];121(8):1459-68. Available from: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23255552

5. Haslam DB, Baenziger JU. Expression cloning of Forssman glycolipid synthetase: a novel member of the his-
to-blood group ABO gene family. Proc Natl Acad Sci U S A [Internet]. 1996;93(20):10697-702. Available from:
http://www.pubmedcentral.nih.gov/articlerender.fcgi?artid=38217&tool=pmcentrez&rendertype=abstract

6. Kaczmarek R, Buczkowska A, Mikotajewicz K, Krotkiewski H, Czerwinski M. P1PK, GLOB, and FORS Blood
Group Systems and GLOB Collection: Biochemical and Clinical Aspects. Do We Understand It All Yet?
Transfus Med Rev [Internet]. 2014;28(3):126-36. Available from: http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/

94




10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.
21.
22.
23.
24.

25.

26.

S0887796314000455

Nilsson Ulf, Ray Asim K. MG. Synthesis of the Forssman pentasaccharide and terminal tetra-, tri-, and di-sac-
charide fragments. Elsevier Science BV, Amsterdam [Internet]. 1994 [cited 2015 Nov 25];137-48. Available from:
http://moscow.sci-hub.bz/da5b520a308de40c1a4bb9fd30f0a210/10.1016%400008-6215%2894%2990011-6.
pdf

Tanaka H, Takeuchi R, Jimbo M, Kuniya N, Takahashi T. Synthesis and biological evaluation of the Forssman an-
tigen pentasaccharide and derivatives by a one-pot glycosylation procedure. Chem - A Eur J. 2013;19(9):3177-
87.

Tanaka N, Leduc EH. A Study of the Cellular Distribution of Forssman Antigen in Various Species Information
about subscribing to The Journal of. 2015;

Poole J, Daniels G. Blood group antibodies and their significance in transfusion medicine. Transfus Med

Rev [Internet]. 2007 Jan [cited 2015 Nov 14];21(1):58-71. Available from: http://www.ncbi.nIm.nih.gov/pub-
med/17174221

Yamamoto F, Cid E, Yamamoto M, Blancher A. ABO Research in the Modern Era of Genomics. Transfus Med
Rev [Internet]. Elsevier Inc.; 2012;26(2):103-18. Available from: http://dx.doi.org/10.1016/j.tmrv.2011.08.002
Kawanami J. The appearance of forssman hapten in human tumor. J Biochem. 1972;72(3):783-5.

Hirayama R, Hirokawa K, Takagi Y, Utsuyama M, Maejima S, Takemura K, et al. Changes in serum levels of
Forssman-like antibody in patients with gastric cancer. Cancer [Internet]. 1989;63(8):1528-33. Available from:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/2924260

Kitamura H, Levine P, Cheng P, Egeli RA, Liu Y, Good RA, et al. Forssman-like Antibody Levels in Sera of Patien-
ts with Lung Cancer. Cancer Res. 1979;39(12):2909-14.

Ezzelarab M, Ayares D, Cooper DKC. Carbohydrates in xenotransplantation. Immunol Cell Biol. 2005;83(Fe-
bruary):396-404.

Diagnostics O. CHARACTERIZATION OF ANTI-FORSSMAN (ANTI-Fs) ANTIBODIES IN HUMAN SERA : THEIR
SPECIFICITY AND POSSIBLE CHANGES IN PATIENTS WITH CANCER. 1979;123(1):22-6.

Siegel RL, Miller KD, Jemal A. Cancer statistics, 2015. CA Cancer J Clin [Internet]. 2015 Jan 5 [cited 2015 Jan
9];65(1):5-29. Available from: http://www.ncbi.nim.nih.gov/pubmed/25559415

Ono K, Hattori H, Uemura K, Nakayama J, Ota H, Katsuyama T. Expression of Forssman antigen in human large
intestine. J Histochem Cytochem [Internet]. 1994;42(5):659-65. Available from: http://www.ncbi.nim.nih.gov/
pubmed/7512587

Feng J, Hevey R, Ling C-C. Synthesis of a Forssman antigen derivative for use in a conjugate vaccine. Car-
bohydr Res [Internet]. 2011 Dec 13 [cited 2015 Nov 14];346(17):2650-62. Available from: http://www.ncbi.nim.
nih.gov/pubmed/22015168

Borges A. Imunohistoquimica. 2014.

Werner Martin, Chott Andreas FA and BH. Effect of Formalin on Digestive system. 2000.

Werner M, Von Wasielewski R, Komminoth P. Antigen retrieval, signal amplification and intensification in immu-
nohistochemistry. Histochem Cell Biol. 1996;105:253-60.

Leslie H. Sobin (Editor), Mary K. Gospodarowicz (Editor) CW (Editor). TNM Classification of Malignant Tumours,
7th Edition. 2009. 336 p.

Christiansen MN, Chik J, Lee L, Anugraham M, Abrahams JL, Packer NH. Cell surface protein glycosylation in
cancer. Proteomics. 2014;14(4-5):525-46.

Dotz V, Wuhrer M. Histo-blood group glycans in the context of personalized medicine. Biochim Biophys Acta

- Gen Subj [Internet]. Elsevier B.V.; 2015;1860(8):1596-607. Available from: http://dx.doi.org/10.1016/j.bba-
gen.2015.12.026

Li Q, Anver MR, Li Z, Butcher DO, Gildersleeve JC. GalNAcalpha1-3Gal, a new prognostic marker for cer-

vical cancer. Int J Cancer [Internet]. 2010;126(2):459-68. Available from: http://www.ncbi.nim.nih.gov/
pubmed/19585575\nhttp://onlinelibrary.wiley.com/store/10.1002/ijc.24716/asset/24716_ftp.pdf?v=1&t=ha-
mey70y&s=6eae3e98270d27bc3b6cdd8dbd1e37266a8bd476

95







A acreditacao de laboratorios. Um exemplo em Genética
Forense.

Joana Cerqueira (joana.i.cerqueira@inmlcf.mj.pt), Paula Matos, Maria Joao Pereira, Gabriela Lima, Laura Cainé,
Benedita Ferreira da Silva, David Abrantes, Lurdes Pontes, Maria Joao Porto

Servico de Genética e Biologia Forenses do Instituto Nacional de Medicina Legal e Ciéncias Forenses, I.P.

Resumo

A acreditacao de laboratérios consiste num reconhecimento a nivel internacional da competéncia técnica
do laboratério para a realizagdo de um determinado ensaio. O Servico de Genética e Biologia Forenses
da Delegacéo do Norte (SGBF-N) do Instituto Nacional de Medicina Legal e Ciéncias Forenses (INMLCF),
encontra-se acreditado pela norma NP EN ISO/IEC 17025:2005, representando, juntamente com os
outros dois laboratérios do SGBF (Delegacao do Centro e Delegacao do Sul), os Unicos laboratérios com
acreditacdo na area da genética forense em Portugal. O processo de acreditacao implica uma série de
desafios para o laboratorio, que passa a evidenciar de forma transparente, todas as suas atividades. O que
a partida parece apenas um acréscimo de trabalho, acaba por se revelar uma mais valia no fortalecimento
da sua relacdo com os seus clientes, que representam uma peca fundamental em todo este processo.
A acreditacao garante um compromisso de melhoria continua no funcionamento do laboratério e uma
adequacdo as necessidades apresentadas. As atividades e ensaios executados sdo completamente
controlados dentro do Sistema de Gestdo da Qualidade implementado, de forma a tornar possivel a
sua repeticdo integral num outro momento e por outro executante. E o controlo rigoroso aplicado a
atividade de um laboratério acreditado, que garante uma elevada capacidade de execucao técnica, o que
naturalmente acaba por satisfazer e dar seguranca a quem efetua e a quem requisita as pericias.

Palavras Chave: Acreditacdo, NP EN ISO/IEC 17025:2005, SGBF-N.

Introducao

A acreditacao de laboratérios consiste num reconhecimento a nivel internacional da competéncia técnica do
laboratério para a realizacdo de um determinado ensaio. A norma de referéncia que regula a atividade de um laboratério
acreditado, é a norma NP EN ISO/IEC 17025:2005.

Por determinacao da Unido Europeia cada Estado-Membro designou um organismo nacional de acreditagao
Unico, sendo o Instituto Portugués de Acreditacao (IPAC) o organismo responsavel em Portugal. A atividade de
acreditagdo esta sujeita a legislagdo comunitéria que obriga a um funcionamento harmonizado, verificado através de
um sistema de avaliagédo pelos pares. Uma vez que esta atividade é regulada segundo metodologias padronizadas
em todo o mundo, existem acordos de reconhecimento mutuo entre os organismos de acreditacéo, facilitando a livre
circulacao de servigos abrangidos pela acreditacao.

De forma a melhor identificar uma entidade acreditada, o IPAC emite um Certificado de Acreditagcao com um
Anexo Técnico que descreve as atividades por ele acreditadas. A cada Certificado de Acreditacdo corresponde um
numero de registo inequivoco, que consta do simbolo de acreditacio utilizado pela respetiva entidade.

De modo a facilitar a obtencao de informacao, pode ser consultada uma lista de todas as entidades acreditadas
por tipo de atividade executada (http://www.ipac.pt/pesquisa/acredita.asp) (1).

Revisao
A acreditacdo pode representar um percurso longo, dificil e muito trabalhoso, mas que no final permite alcancar
uma série de mais valias que a partida pareciam inexistentes.
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O Servigo de Genética e Biologia Forenses da Delegacédo do Norte (SGBF-N) do Instituto Nacional de Medicina
Legal e Ciéncias Forenses (INMLCF), encontra-se acreditado pela norma NP EN ISO/IEC 17025:2005, representando,
juntamente com os outros dois laboratérios do SGBF (Delegagao do Centro e Delegagéo do Sul), os Unicos laboratérios
com acreditagao em Portugal, na area da genética forense.

O SGBF-N iniciou este percurso em 2010, tendo submetido o pedido de concesséo da acreditacdo ao IPAC
em julho de 2013. A primeira avaliagcao ficou agendada para setembro de 2014, tendo o SGBF-N concretizado o seu
objetivo em janeiro de 2015 com a acreditacdo do laboratério para o ensaio de determinacdo de perfil genético em
amostras de referéncia.

Este processo implicou uma série de desafios para o laboratério, que passou a evidenciar de forma transparente
todas as suas atividades. Comecou a realizar uma monitorizacao constante de todo o seu funcionamento, passando
por avaliar o tempo despendido na realizacdo das pericias, as tendéncias do nimero de exames requisitados, a
forma como interage com os seus clientes e satisfaz os seus pedidos, os erros que comete e com que eficacia os
deteta e resolve, o compromisso de melhoria continua e a sua adequacado as necessidades apresentadas, o grau de
cumprimento dos objetivos que tracou, adaptando-os a evolucdo do sistema ou definindo novas metas para o futuro
(2,3). A preocupacdo permanente com os colaboradores, como peca fundamental no funcionamento do laboratoério,
garante a mais correta qualificacao dos mesmos, de forma a estarem sempre preparados para novos procedimentos e
desafios que a propria evolugéo do sistema implica. A definicao de responsabilidades e competéncias, a averiguacao
das necessidades de formacgao e a avaliacdo dos colaboradores representam os principais mecanismos de gestao
de recursos humanos (2,3). Todas as metodologias usadas nos ensaios acreditados tiveram que ser tecnicamente
validadas, de forma a garantir a sua adequabilidade e eficacia na realidade concreta do laboratério. A validacdo das
metodologias representa uma demonstracdo de competéncia técnica na realizacdo dos ensaios, o que garante a
validade dos resultados obtidos.

Uma forma de garantir o cumprimento dos pressupostos estabelecidos, assim como, permitir uma evolugao que
resolva as novas exigéncias que surgem, consiste numa avaliagdo do Sistema de Gestao implementado, que apesar
de ser documentada apenas uma vez em cada ano, se trata de um processo continuo e de uma preocupagao sempre
presente em todos os colaboradores.

De todas as vantagens observadas, salientam-se o maior controlo das atividades, o maior rigor na execugao
técnica e acima de tudo uma maior rapidez na obtencao de informacado. Torna-se facil evidenciar um elevado grau de
confianga e transparéncia nos resultados obtidos.

Uma vez implementado um sistema de gestao da qualidade, o cumprimento dos procedimentos e diretivas a
ele associados passam a fazer parte da rotina do laboratdrio, enraizando-se de tal maneira, que ja nao é possivel fazer
de outra forma. O sistema, ao inicio dificil e burocratico, facilmente se torna imprescindivel. Alids, torna-se necessario
fazer sempre mais e melhor.

Desta forma, apds a concessao inicial, foram sendo introduzidas alteragdes nos métodos de forma a contribuir
para uma evolucao técnica, mais eficaz na resolugdo das pericias, alteragcOes essas também validadas, avaliadas pelo
organismo responsavel e posteriormente acreditadas (2015).

Mais recentemente (2016), foi pedida a extensdo do ambito da acreditacdo para o ensaio de determinagéao de
perfil genético em amostras problema, um processo ja avaliado pelo organismo competente, e validado no inicio de
2017 com alargamento do Anexo Técnico de Acreditacao.

Dois anos depois da primeira auditoria, o SGBF-N consegue trabalhar com a quase totalidade das suas amostras,
ensaiadas no ambito da acreditacdo, o que representa sem duvida uma seguranga e um enorme avanco na valorizacao
técnica das pericias por ele realizadas.

Discussao

A grande concorréncia na area laboratorial comeca a exigir uma diferenciacdo que destaque a atividade do
laboratério no ambito da sua atuacio. A acreditacdo representa um importante fator de reconhecimento, pelo que se
tornou um objetivo da grande parte dos laboratérios.
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No dominio das atividades forenses, até pela importancia e sensibilidade das pericias executadas como
instrumento judicial, essa necessidade surgiu como fundamental. O SGBF comprometeu-se com este objetivo e tem
vindo a trabalhar, sempre focado, na demonstragao inequivoca da sua competéncia técnica e na melhoria continua
dos servigos por ele prestados.

As exigéncias comunitdrias relativamente a necessidade da acreditacdo dos laboratérios forenses ao servigo da
justica (4) foram cumpridas pelo SGBF, que se orgulha de todo o processo e da enorme evolugdo que sentiu.

Este processo representa, sem duvida, uma diferenciacao do SGBF na area forense, relativamente ao tipo de
pericias que realiza no ambito da acreditac3o.

Concluséao

A acreditacdo representa um acréscimo consideravel no trabalho realizado, mas cujos beneficios dela
decorrentes, compensam todo o esforco necessério na implementacao de um Sistema de Gestdo da Qualidade.
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Resumo

Introducao: A diabetes Mellitus (DM) tipo 1 consiste na destruicdo autoimune das células 3 pancreaticas
produtoras de insulina. A hiperglicemia crénica conduz ao desenvolvimento de complicagoes
microvasculares na DM. As metaloproteinases da matriz (MMPs), responsaveis pela remodelacdo da
matriz extracelular, estdo implicadas na patofisiologia da DM. A metaloproteinase da matriz-2 (MMP-2)
e a metaloproteinase da matriz-9 (MMP-9) tém um papel ativo nos processos inflamatérios que advém
da DM e séo inibidas pelo inibidor tecidular da metaloproteinase 1 (TIMP-1). Objetivo: Avaliaram-se os
niveis e a atividade da MMP-2 e da MMP-9 e os niveis de TIMP-1 em amostras de soro de individuos
diabéticos tipo 1. Material e Métodos: Amostras de soro de individuos diabéticos tipo 1, recolhidas
em jejum e analisadas com recurso as técnicas de slot blot e zimografia, face a um grupo controlo
saudavel. Resultados: A atividade enzimatica da MMP-9 foi tendencialmente maior e os niveis de TIMP-
1 diminuiram tendencialmente no grupo de DM. A razdo MMP-9/TIMP-1 revelou valores tendencialmente
mais elevados nos doentes. Nao se observaram correlacoes entre a MMP-9 e TIMP-1, nem entre os
niveis de pré-MMP-2, pré-MMP-9, MMP-9 e TIMP-1 e os niveis de HbA1c. Discussdo e Conclusao:
Os resultados obtidos sugerem a possibilidade de existir uma relacdo entre 0 aumento das MMPs e a
progressdo da DM e das complicacdes que dela advém. Contudo é necessario aumentar a amostra de
individuos com DM tipo | e estratificar a mesma relativamente a evolugcdo da doenca de forma a se poder
correlacionar os dados clinico-patoldégicos com os resultados do estudo.

Palavras-chave: Diabetes Mellitus tipo 1, MMP-2, MMP-9, TIMP-1

Introducao

A diabetes Mellitus (DM) é uma doenca metabdlica crénica com multiplas complicagcbes, provocadas por
picos de hiperglicemia e pela consequente desregulacdo metabdlica (1-5). O controlo metabdlico da DM influencia
a concentracdo de hemoglobina glicada (HbA1c) no sangue total, possibilitando a identificacdo de periodos de
hiperglicemia a longo prazo (3).

A DM tipo 1 consiste na destruicao autoimune das células 3 pancreaticas produtoras de insulina (6-9). O défice de
insulina conduz a hiperglicemia crénica e, consequentemente ao aumento do stress oxidativo e a sintese de citocinas
pré-inflamatdrias, resultando em alteracoes estruturais das paredes dos vasos sanguineos e no desenvolvimento de
complicagcdes macrovasculares, como as doencgas cardiovasculares, e complicacdes microvasculares, destacando-se
a retinopatia e a nefropatia (3, 6, 10, 11).

E de extrema importancia reconhecer as complicacOes relacionadas com a diabetes nas suas fases iniciais,
permitindo aos médicos prescrever a medicagdo necessaria e/ou a intervencao cirdrgica antes da faléncia renal ou da
perda de visdo, no caso das complicagdes microvasculares a nivel renal e a nivel da retina (2).

As metaloproteinases da matriz (MMPs), uma familia de enzimas proteoliticas dependentes de zinco e célcio que
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degradam as proteinas da matriz extracelular (MEC), sdo essenciais para a remodelagéo do tecido vascular (11-16).
As MMPs sdo expressas na forma de zimogénios (pro-MMPs), necessitando de uma clivagem proteolitica nos seus
dominios pré-peptidicos para se tornarem ativas (16-18).

Elevados niveis de glicose induzem a expressdo e ativacdo das MMPs que sdo secretadas pelas células
endoteliais (gelatinase A ou metaloproteinase da matriz-2 (MMP-2) e estromalisina-1 ou metaloproteinase da matriz-3
(MMP-3)) e pelos macrofagos (gelatinase B ou metaloproteinase da matriz-9 (MMP-9)) no tecido vascular (19-21). Outro
fator que induz a expressédo das MMPs sdo as citocinas pro-inflamatérias, sendo as MMPs também conhecidas como
mediadoras da inflamacao por degradarem substratos patoldégicos como parte da resposta inflamatéria (13, 20-22).

A atividade das MMPs é ainda regulada endogenamente pela presenca de inibidores tecidulares das
metaloproteinases (TIMPs) que mantém o equilibrio entre a degradacao e a sintese do tecido conjuntivo, controlando
assim a integridade da MEC (14, 19, 23). O inibidor tecidular da metaloproteinase 1 (TIMP-1) é capaz de inibir todas as
MMPs conhecidas e, como tal, desempenha um papel central na regulacao da degradacao da MEC e na remodelagao
dos tecidos (18, 19). E o inibidor natural da MMP-9, uma vez que apresenta maior afinidade por esta enzima (24).

As MMPs estdo implicadas na fisiopatologia da DM e nas complicagdes associadas a esta doenga (10, 12, 19). A
MMP-2 e a MMP-9 tém um papel ativo nos processos inflamatoérios que advém da DM, principalmente os que ocorrem
a nivel da retina e a nivel renal (17, 24-27).

A hiperglicemia crénica na DM altera a relacao entre a atividade das MMPs e os seus inibidores, conduzindo a
uma desregulacao do equilibrio entre a degradacéo e a remodelacao tecidular (17, 18, 23). A detecao de alteracdes
dos niveis e da atividade da MMP-2 e da MMP-9 e dos niveis de TIMP-1 podera ser sugestiva de uma excessiva
remodelacdo vascular, alertando precocemente para o desenvolvimento de multiplas complicagbes em doentes com
DM tipo 1, tais como retinopatia e nefropatia (10, 15, 18, 28).

A investigacdo de novos biomarcadores que reconhegcam e monitorizem as complicagcdes que advém da DM
permitirda um controlo antecipado da progressao destas lesGes, contribuindo para uma melhor qualidade de vida desta
crescente populacao (17). O objetivo desta investigacdo consistiu em avaliar os niveis e a atividade da MMP-2 e da
MMP-9 e os niveis de TIMP-1 em amostras de soro de individuos diabéticos tipo 1 face a um grupo controlo saudavel
e também possiveis correlagdes com o parametro bioquimico HbA1c.

Material e Métodos
Populacao do estudo

Fizeram parte da populacéo de estudo 12 individuos diabéticos tipo 1 com pelo menos 7 anos de doenca e 10
individuos saudaveis como grupo controlo.

De acordo com os critérios de inclusdo os individuos participantes eram diabéticos tipo 1 com pelo menos
7 anos de doenca, havendo um emparelhamento em relagdo ao género e a amplitude de idades variou entre os 24
e os 69 (47,79+£12,70) anos. De acordo com os critérios de exclusdo, ndo se admitiram no estudo individuos com
complicacOes macrovasculares, neuropatias, outras doencas agudas ou crénicas e fumadores.

Efetuaram-se, a cada participante, colheitas sanguineas em jejum.

Os dados correspondentes a populagdo em estudo (caracteristicas individuais, anos de doenga e marcadores
bioquimicos) encontram-se descritos na tabela 1.

A Comissdo de Etica do Hospital Distrital da Figueira da Foz aprovou o projeto de investigacéo de acordo com a
Declaracéo de Helsinquia e todos os individuos incluidos no estudo deram o seu consentimento informado por escrito,
apods serem esclarecidos sobre a natureza do projeto de pesquisa e aceite voluntariamente ingressar nele.
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Tabela 1 - Caracterizacdo da populagdao em estudo

Grupo DM Grupo Controlo
Caracteristicas individuais
Idade (anos) 47,79+12,70 47,4+ 4,452
Anos de doencga 23+10,03 -
Marcadores bioquimicos
Colesterol Total (mg/dL) 197,4+41,71* 193,9+28,30
Glicemia em jejum (mg/dL) 205+100,64* 79,27+4,57
HbA1c (%) 7,38+0,93 -
Doentes com complicagcées da DM
Retinopatia 7 -
Retinopatia e nefropatia 2 -
Doentes sem complicacoes da DM 5 -

Os dados da caracterizagao da populagdo estdo apresentados sob a forma de média + desvio padrao;
*p> 0,05 (Grupo DM vs Grupo Controlo); **p <0,0001 (Grupo DM vs Grupo Controlo)

Tratamento da amostra

A colheita das amostras de sangue venoso, em jejum, efetuou-se por pungéo sanguinea para tubos de gel seco
e para tubos de &cido etilenodiamino tetracético tri-potassico (K,EDTA). Os niveis de HbA1c mediram-se em sangue
total, colhido para os tubos de K,EDTA, usando o kit Cobas HbA1c Test (Roche, Indianopolis, USA)) e o equipamento
Cobas c 501 da Roche (Indianopolis, USA).

As amostras de soro centrifugaram-se a 3000 g, durante 10 minutos, a 4°C e armazenaram-se a -80° C até a
sua analise. A quantificacdo de proteinas totais obteve-se utilizando o kit LQ total protein (Cormay) e recorrendo-se
ao analisador automatico Prestige 24i (PZ Cormay S. A., Poland). A determinacéo dos parametros bioquimicos, tais
como os niveis de glicemia em jejum e niveis de colesterol total, realizou-se no equipamento Cobas 6000 da Roche
(Indianopolis, USA).

Analise por slot blot

A andlise dos niveis de TIMP-1 por slot-blot efetuou-se de acordo com Caseiro et al.(9). As amostras de soro
diluiram-se numa solucéo salina tamponada com Tris Buffered Saline (TBS) (10 mM Tris, 500 mM NaCl), com o objetivo
de se obter uma concentracgéao final de proteina de 0,02 pg/ pL e aplicou-se um volume de 150 pL nas membranas de
nitrocelulose - Hybond ECL Nitrocellulose Membrane (GE Healthcare, Pittsburgh, USA). As membranas de nitrocelulose
bloquearam-se numa solugdao com 5% (m/v) de leite em pé magro em TBS (10%) durante uma hora e meia e,
posteriormente, incubaram-se a temperatura ambiente em agitagdo constante durante uma hora e quinze minutos
com o anticorpo primario anti-TIMP-1 (Clone 63515; R&D systems, Minneapolis, USA), diluido a 1:500. Seguidamente
as membranas lavaram-se trés vezes, durante 10, 15 e 10 minutos, respetivamente, com TBS-Tween (TBS-T) e
incubaram-se durante uma hora e meia com anticorpo secundario (alkaline phosphatase conjugated goat anti-mouse,
Bio-Rad, Hercules, USA) numa diluicdo de 1:3000. Apéds a incubagao com o anticorpo secunddrio as membranas
lavaram-se novamente trés vezes, durante 10, 15 e 10 minutos, respetivamente com TBS-T. A detecao realizou-se
por quimiluminescéncia de acordo com as instrugoes do kit Immun-StarTM AP Chemiluminescent Protein Detection
System (Bio- Rad, Minneapolis, USA), expondo-se a um filme fotografico Kodak BioMax Light Film (Carestream Health,
Rocherter, USA) numa cassete (Kodak® X-OMAT Casset, Carestream Health, Rocherter, USA) durante 4 minutos. A
analise da densidade otica (D.0.) das bandas efetuou-se com recurso ao sistema de aquisicao de imagem GelDoc XR+
(Bio-Rad Hercules, USA) e ao software ImageLab® Versao 3.0 (Bio-Rad Hercules, USA).

Analise por zimografia

A andlise da atividade proteolitica da MMP-2 e da MMP-9 por zimografia realizou-se de acordo com o
descrito por Caseiro et al. (10). As amostras de soro diluiram-se em agua destilada com a finalidade de se obter uma
concentragao de proteina de 15 pg/ 10 pL. Prepararam-se dois géis SDS-PAGE (Dodecy! Sulfate Polyacrylamide Gel
Electrophoresis): o gel de separagdo numa concentragdo de 10%, copolimerizado com gelatina a 0,1% e, apos a
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polimerizacdo deste, adicionou-se gel de concentragdo a 4%, colocando-se os pentes até este polimerizar. Depois
aplicaram-se dois padroes de pesos moleculares (marcador capilar e marcador comercial - Precision Plus ProteinTM
Standards kaleidoscopeTM,; Bio-Rad Hercules, USA) e 26 pl de amostra nos pogos, que previamente foram preparadas
com tampao de carregamento (100mM Tris pH 6,8; 5% SDS; 20% glicerol; 0,1% azul bromofenol) numa proporgao
de 1:1 (v/v) e incubadas durante 15 minutos a temperatura ambiente. Por fim, procedeu-se a eletroforese em tampao
de corrida (100mM Tris; 100mM Bicina; 0,1% SDS), a 180V durante 40-45 minutos. Apos a eletroforese, lavaram-se
os géis com tampao de renaturacédo (2,5% Triton X-100) durante 30 minutos a temperatura ambiente com agitagéo
suave. Posteriormente, incubaram-se os géis em tampao de desenvolvimento (50mM Tris, pH 7,4; 5mM NaCl; 10mM
CaCl,; 1uM ZnCl,) durante 30 minutos a temperatura ambiente em agitacéo suave. Apos esta incubacgéo adicionou-se
novo tampao de desenvolvimento e incubou-se a 37°C overnight. Seguidamente, coraram-se os géis com Coomassie
Brilliant Blue G250 (0,4% Coomassie Brilliant Blue em 50% etanol; 10% &acido acético) durante 4 horas sob agitagao
suave. Por fim, descoraram-se com 20% metanol até haver um contraste entre as bandas claras e o background azul.
Utilizou-se o sistema GelDoc XR+ (Bio-Rad Hercules, USA) para a aquisicao das imagens do zimograma e o software
ImagelLab® Versao 3.0 (Bio-Rad Hercules, USA) para a sua andlise quantitativa.

Estatistica

Os caélculos estatisticos realizaram-se com recurso ao programa estatistico GraphPad Prism versdo 5.0 para
Windows (GraphPad Software, San Diego, California, USA). Os valores apresentam-se como média + desvio padrdo
e os valores de D.O. estao expressos em unidades arbitrarias. As diferencas dos valores de D.O. entre os grupos da
amostra determinaram-se utilizando o teste ndo paramétrico Mann-Whitney. A correlagdo entre as variaveis avaliou-
se através do coeficiente de correlacao Rho de Spearman de acordo com a normalidade dos resultados obtidos.
Recorreu-se a uma tabela e a um diagrama de barras para a apresentacéo de resultados. Para a inferéncia estatistica
teve-se em conta um nivel de confianga de 95% para um grau de erro de 5%.

Resultados

Considerando que a MMP-2 e a MMP-9 tém um papel ativo nos processos inflamatérios que advém da DM (17,
24-27), procedeu-se a determinacao da atividade enzimatica destas enzimas e dos seus respetivos zimogénios. As
pré-MMPs, in vitro, adquiriram atividade enzimatica devido aos procedimentos de renaturacéo utilizados durante o
método de zimografia.

A analise da atividade gelatinolitica das enzimas presentes nas amostras de soro revelou no gel a presenca das
bandas correspondentes a pr6-MMP-2, a MMP-9 e a pr6-MMP-9, com pesos moleculares de aproximadamente 72
kDa, 86 kDa e 92 kDa respetivamente. Atribuiu-se o peso molecular a cada enzima de acordo com Caseiro et al. (10).

Nas amostras de soro analisadas, determinou-se a atividade enzimatica do zimogénio da MMP-2. A pro-MMP-2
apresentou-se tendencialmente mais elevada no grupo de individuos com DM (664000+206100) comparativamente ao
grupo controlo (609700+171800), apesar das diferencas nao serem estatisticamente significativas (p> 0,05) (Tabela 2).

Tabela 2 - Avaliagédo da atividade proteolitica da pro-MMP-2, in vitro, da MMP-9 e dos niveis séricos de TIMP-1

Grupo DM Grupo Controlo
Atividade proteolitica
Pré-MMP-2 664000+206100 609700+171800
MMP-9 961900+603900 530100+156000
Niveis séricos
TIMP-1 0,2026+0,1454 0,2660+0,1334

Os dados da caracterizacao da populagdo estdo apresentados sob a forma de média + desvio padrio;
p> 0,05 (Grupo DM vs Grupo Controlo)

A atividade enzimatica da pré-MMP-9 demonstrou ser superior no grupo de individuos com DM (162199 £209328)
comparativamente ao grupo controlo (36471+4548), apesar desta diferenca ndo apresentar significado estatistico.
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A atividade proteolitica da MMP-9 apresentou-se tendencialmente mais elevada no grupo de individuos com DM
(961900+603900) comparativamente ao grupo controlo (530100+156000). No entanto, ndo se observaram diferencas
estatisticamente significativas (Tabela 2).

Sendo a pré6-MMP-9 a forma inativa da MMP-9, avaliou-se a razdo entre os niveis séricos de MMP-9 e pré-
MMP-9, para verificar a existéncia de uma possivel relacao entre alteracao destas enzimas e a progressdo da DM.

A razao entre os niveis de MMP-9 e pr6-MMP-9 apresentou valores tendencialmente mais elevados no grupo
de individuos com DM (16,27+17,71) em comparacao com o grupo controlo (12,51+5,920), apesar das diferencas
observadas nao serem significativas.

O TIMP-1 regulada endogenamente a atividade das MMPs, tendo maior afinidade pela MMP-9 (18, 19, 24).
Desta forma, procedeu-se a avaliagdo dos niveis séricos de TIMP-1 por slot blot.

Os niveis de TIMP-1 nas amostras de soro apresentaram-se tendencialmente mais baixos no grupo de individuos
com DM (0,2026+0,1454) em comparagao ao grupo controlo (0,2660+0,1334). Contudo, as diferencas ndo foram
estatisticamente significativas (Tabela 2).

Considerando o TIMP-1 o inibidor natural da MMP-9 avaliou-se a razdo entre os niveis séricos de MMP-9 e
TIMP-1, que apresentou valores tendencialmente mais elevados no grupo de individuos com DM (8330000+1007000)
em comparagao com o grupo controlo (3522000+1637000), apesar das diferencas observadas nao terem significado
estatistico (Figura 1).
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Figura 1 — Avaliacao da raz&o entre os niveis séricos de MMP-9 e TIMP-1

Relativamente a correlacédo entre os niveis séricos de MMP-9 e TIMP-1 nao se observou um padrio de variagdo
entre os niveis de TIMP-1 e MMP-9 ajustado ao grupo de doentes com DM (r=0,2143; p=0,6191).

Alteragcbes na concentracao de HbA1c permitem averiguar a longo prazo que um individuo diabético sofreu
episodios de hiperglicemia (3). Reconhecendo que a hiperglicemia cronica se relaciona com a progressao da DM e
com as consequéncias que dela advém, correlacionaram-se os niveis séricos de pré-MMP-2, pro-MMP-9, MMP-9 e
TIMP-1 com os niveis de HbA1c (%) ajustada ao grupo de doentes com DM.

Nao se observou um padrdo de variagdo entre os niveis de pro-MMP-2, pro-MMP-9, MMP-9 e TIMP-1 e os
niveis de HbA1c (%) (r=0,3095; p=0,4618), (r=0,5238; p=0,1966), (r=0,2857; p=0,5008), (r=-0,2242; p=0,5367).

Discussao

Apesar de ainda nao se ter esclarecido completamente quais os mecanismos que originam as complicacdes
vasculares na DM tipo 1, desregulagdes na remodelagcao da MEC pelas MMPs contribuem para o aparecimento das
lesbes microvasculares (25, 29-31). A ligacao dos TIMPs ao local ativo das MMPs permite bloquear o acesso aos
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substratos da MEC, tornando-se fundamental uma relagdo adequada entre as MMPs e os seus inibidores para a
manutencado da integridade da MEC (27, 32, 33).

No presente estudo averiguou-se que a atividade enzimatica da MMP-9 e da pro-MMP-2, in vitro, foi
tendencialmente maior e os niveis de TIMP-1 diminuiram tendencialmente no grupo de DM (Tabela 2). A razao MMP-9/
TIMP-1 revelou valores tendencialmente mais elevados nos doentes (Figura 1). Nao se observaram correlagcdes entre
a MMP-9 e TIMP-1, nem entre os niveis de pro-MMP-2, pro-MMP-9, MMP-9 e TIMP-1 e os niveis de HbA1c.

Analisaram-se as amostras de soro de individuos com DM tipo | pela técnica de zimografia no sentido de avaliar
a atividade proteolitica da MMP-2 e da MMP-9. Utilizaram-se dois padrdes de peso molecular que demonstraram
a presenca das bandas correspondentes a pr6-MMP-2, a MMP-9 e a pro-MMP-9, com pesos moleculares de
aproximadamente 72 kDa, 86 kDa e 92 kDa respetivamente (10).

Para a andlise dos niveis de TIMP-1 por slot-blot, recorreu-se a um anticorpo primario anti-TIMP-1 e a um
anticorpo secundario conjugado com fosfatase alcalina que permitiu a detecao das ligagoes do anticorpo primario as
moléculas de TIMP-1 (10). Neste estudo, a atividade enzimatica da pr6-MMP-2, que reflete a quantidade de pré-MMP-2
presente no soro de cada individuo, verificou um aumento tendencial nos doentes diabéticos comparativamente ao
grupo controlo (Tabela 2). Nao foi possivel identificar a banda de D.O. correspondente a atividade enzimatica da MMP-
2 na sua forma ativa, o que tera elevada importancia em estudos futuros, uma vez que num estudo de Derosa et al. (27),
sugere-se que o aumento dos niveis de MMP-2 em criancas e adolescentes com DM tipo 1 possa servir de biomarcador
para o desenvolvimento de lesdes microvasculares. Ainda, de acordo com Yang et al. (4) o aumento da expressao de
MMP-2 promove a degradacao do colagénio tipo IV, acelerando o aparecimento das complicagoes vasculares da
diabetes, como a retinopatia. Apesar de nao se ter averiguado na presente investigagdo, outros estudos referem a
existéncia de uma regulacao positiva dos niveis de MMP-2 induzida pela hiperglicemia em doentes diabéticos (19, 25).

Os niveis séricos de pro-MMP-9 e MMP-9, avaliados pela atividade gelatinolitica destas enzimas, observaram-se
superiores nos individuos diabéticos (Tabela 2). Apesar das diferencas obtidas neste estudo ndo serem estatisticamente
significativas, a literatura corrobora com os resultados, referindo que a expressao de MMP-9 aumenta com a inflamacao
que é induzida por elevados indices glicémicos na DM (stress oxidativo ou produtos finais de glicagdo avangada) (15,
32). Neste estudo ndo se fez esta correlagdo, mas seria importante averiguar se os niveis elevados de MMP-2 e MMP-
9 estdo associados ao desenvolvimento de retinopatia em individuos diabéticos, como sugere Peeters et al. (30) e
segundo um estudo animal onde se encontraram niveis de MMP-9 elevados nas retinas de ratos com DM (24). Outros
estudos também mencionam um aumento da expressao das MMPs, nomeadamente a MMP-2 e MMP-9 em doentes
com DM (13, 18, 28, 31).

Houve um aumento tendencial da razdo MMP-9/pr6-MMP-9, que mesmo ndo tendo significado estatistico,
nao se conseguindo, por isso, retirar uma conclusao, provavelmente este resultado pode indicar que nos doentes
diabéticos existem quantidades superiores de MMP-9 na forma ativa, sendo esta possivelmente responsavel pela
degradacdo da MEC em diversos tecidos e pelo consequente desenvolvimento de lesdes vasculares, tal como é
referido em diversos estudos anteriores (17, 19, 34).

Os niveis séricos de TIMP-1 avaliados por slot blot mostraram-se tendencialmente inferiores no grupo dos
doentes diabéticos em comparagdo com o grupo controlo de populagédo saudavel (Tabela 2). O TIMP-1 é o inibidor
tecidular capaz de inativar todas a MMPs e tem maior afinidade para a MMP-9 (18, 24, 33). De acordo com Maxwell et
al. (18), o aumento de TIMP-1 permite a inibicao da atividade das MMPs, reduzindo a degradagéo da MEC e evitando,
consequentemente, a progressdo das complicagdes que advém da DM. Segundo o mesmo autor a relagao entre as
MMPs e o inibidor é complexa e provavelmente varia com o tempo e com o tipo de complicagdo vascular que afeta
o individuo diabético, dado que alguns tecidos sao mais suscetiveis aos efeitos que advém da DM (18). Desta forma,
no presente estudo analisou-se a razao MMP-9/TIMP-1, que se demonstrou superior no grupo de doentes com DM
(Figura 1). No entanto as diferencas obtidas ndo foram significativas (p> 0,05). Nao se evidenciou nenhuma correlagdo
entre os niveis séricos de MMP-9 e TIMP-1 no grupo de individuos diabéticos.

Nao se fez esta correlagao neste estudo, mas seria importante averiguar em investigacdes futuras, a existéncia de
uma associagao entre a retinopatia e um aumento da razao MMP-9/TIMP-1, como se refere no estudo de Peeters et al.
(30) e no estudo de Mohammad et al. (24), que verificou uma diminuicdo de TIMP-1 nas retinas de ratos diabéticos. Por
outro lado, Maxwell et al. (18) apresenta resultados que comprovam que o TIMP-1 desempenha um papel significativo
na regulagéo da progressdo da doenca renal, uma vez que para além de se evidenciarem niveis elevados de MMP-9,
também se observaram niveis elevados de TIMP-1 nos rins de ratos diabéticos e numa cultura de células mesangiais,
em ambiente propicio a DM, verificou-se uma producéo elevada de TIMP-1 por estas células. No presente estudo
também ndo se averiguou esta associacao, que tera grande relevancia em ser avaliada em investigacdes futuras.
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A HbA1c é o principal parametro utilizado para avaliar os niveis de glicemia a longo prazo (3, 17). Um adequado
controlo da glicemia retarda o desenvolvimento e a progressao das complicagdes vasculares induzidas pela DM (17,
27). No entanto, neste estudo ndo se verificou qualquer padrdo de variagéo, nos individuos diabéticos, entre os niveis
séricos de pré-MMP-2, pro-MMP-9, MMP-9 e TIMP-1 e os niveis de HbA1c. Contudo, segundo Lewandowski et
al. (13), existe uma correlacao positiva entre as concentracdées de MMP-9 e HbA1c, corroborando com o facto da
hiperglicemia cronica aumentar a atividade das MMPs em diversos tecidos (32).

Os resultados obtidos nao foram estatisticamente significativos (p> 0,05) e dado que o tamanho da populagéo de
estudo foi reduzido, ndo permitindo a subdivisdo da populacao diabética em grupos que apresentassem as diferentes
complicacdes da doenca, como retinopatia e nefropatia, este fator limitou a detecdo de correlagdes significativas,
impossibilitando a formulagdo de uma conclusao.

Os niveis de colesterol ndo apresentaram diferencas estatisticamente significativas entre o grupo controlo
e 0 grupo de doentes com DM, indicando que nenhuma patologia associada a um estado de hipercolesterolemia
influenciou os niveis séricos de pro-MMP-2, pro-MMP-9, MMP-9 e TIMP-1.

Concluséao

Neste estudo obtiveram-se niveis tendencialmente mais elevados de pré-MMP-2, pr6-MMP-9 e de MMP-9
e niveis tendencialmente mais baixos de TIMP-1, apesar das diferencas observadas ndo serem estatisticamente
significativas. Como os resultados obtidos foram limitados pelo reduzido nimero de doentes com DM tipo 1, também
ndo se pode excluir a possibilidade da existéncia de uma relacdo significativa entre o aumento das MMPs e a
progressdo da bM e das complicacdes que dela advém. Assim, para futuras investigacoes é necessario um maior
numero de doentes com DM tipo 1 e estratificar a populacdo diabética de acordo com as diferentes complicagdes
inerentes a doenca de forma a possibilitar a correlacdo dos dados clinico-patolégicos com os resultados obtidos do
ensaio experimental. A investigacdo no sentido de identificar biomoléculas envolvidas nos mecanismos que causam
alteracOes patogénicas vasculares, iniciadoras das complicagdes que ocorrem nos individuos com DM tipo |, como
da retinopatia e da nefropatia podera possibilitar o desenvolvimento de terapéuticas que inibam estes mecanismos,
retardando a degradacao dos vasos sanguineos consequente da DM tipo I.
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Resumo

Introducao: A deficiéncia de ferro afeta mundialmente 2 milhdes de pessoas. A ferritina e o Contelido de
Hemoglobina dos Reticulécitos (RET-He) sdo parametros que permitem detetar esta alteracdo. Sendo a
ferritina considerada o marcador mais sensivel do metabolismo do ferro, o RET-He é o primeiro marcador
analisado em sangue periférico a sofrer alteracoes devido a deficiéncia de ferro. No entanto, existem
condicoOes paralelas que levam ao aumento da concentracdo de ferritina sérica, tornando mais confiavel
a aplicabilidade do RET-He face a ferritina. Objetivo: Verificar a existéncia de relagdo entre os parametros
RET-He e ferritina sérica, numa populagao de individuos com patologia oncoldgica. Material e métodos:
Realizou-se um estudo observacional analitico transversal com os resultados das determinagdes de RET-
He e ferritina obtidas pela base de dados do Instituto Portugués de Oncologia FG - EPE, Porto entre
Setembro de 2015 e Janeiro de 2016. Resultados: Através do programa Microsoft Excel 2007 obteve-

se a média de RET-He de 32,22pg e de ferritina de 600,95 pg/L. O coeficiente de determinacao

(r2) obtido pela realizagdo da regressao linear foi de 0,201. Concluséao: Verificou-se uma fraca relagao
entre as variaveis RET-He e ferritina. Desta forma, nao é possivel inferir sobre a aplicabilidade do RET-
He no diagndstico de deficiéncia de ferro em doentes oncoldgicos, que permitiria a detegdo precoce da
deficiéncia de ferro. No futuro, podera ser estudada a influéncia das diferentes patologias oncoldgicas
nas variaveis em estudo.

Palavras-chave: Contelido de Hemoglobina dos Reticuldcitos, Ferritina, Deficiéncia de ferro, Diagnostico

Introducao

A deficiéncia de ferro € uma alteragdo que afeta mundialmente mais de 2 milhdes de pessoas e € responsavel
por 0,8 milhdes de ébitos. Desta forma, na tentativa de diminuir o nimero de novos casos é importante identificar
os fatores de risco e os parametros que permitem detetar o défice de ferro.”"? A nutricdo deficiente em ferro é a
principal causa desta alteragdo, afetando principalmente as criangas, seguida de hemorragias. 37 Os fatores de risco
associados a esta patologia incluem infegdes parasitarias, idade, sexo e perfil socioeconémico.

A deficiéncia de ferro é responsavel por 50% das anemias desenvolvidas mundialmenteé e, em Portugal, estudos
verificam que 10,9% da populagéo desenvolve anemia causada por este tipo de deficiéncia. 9,10

O ferro é essencial na sintese da hemoglobina, encontrando-se incorporado maioritariamente no grupo heme
dos eritroblastos e da mioglobina presente nos musculos. A presenca do ferro no grupo heme assegura o transporte
de oxigénio pela corrente sanguinea, visto que este se liga as moléculas de oxigénio, contribuindo também para a
regulacdo da quantidade de eritropoietina produzida pelo figado influenciando assim a eri’cropoiese.s’11

O ferro existente no organismo resulta da alimentagéo e da reciclagem dos eritrécitos senescentes. ' A deficiéncia
funcional do ferro é caracterizada por um desequilibrio entre o ferro necessario para a eritropoiese e a biodisponibilidade
deste.'®' Esta alteracdo ocorre quando o ferro é retido pelos macréfagos no sistema reticuloendotelial, ficando
os hepatécitos com baixas concentragdes de ferro. Desta forma ndo ocorre mob|I|zagao suficiente de ferro para
a eritropoiese tendo como consequéncia o desenvolvimento de anemia. 512147 Eqta é verificada em processos
inflamatorios, infecdes e em anemlas provocadas por quimioterapia, caracterizando-se por elevadas concentragoes
de ferritina entre 100 e 800pg/L

O diagnostico de deficiéncia de ferro é realizado com base na coloragéo citoquimica de ferro em esfregacos de
111




medula 6ssea, sendo esta a metodologia de referéncia. A coloragéo de ferro ou Perl’s permite visualizar a presenca
de granulos de ferro nos S|deroblastos existentes na medula 6ssea. Na deficiéncia de ferro é previsto a auséncia de
depdsitos de ferro.> 7191820 N entanto, uma vez que o aspirado de medula éssea € um método invasivo, poder-se-a
realizar a determinacéo de parametros bioquimicos, sendo a ferritina sérica o parametro de maior interesse clinico.

A ferritina é constituida por 24 subunidades de dois tipos de cadeias: Heavy (H) e Light (L). 12223 £ considerada
o) marcador mais sensivel do metabolismo do ferro uma vez que é responsavel pelo armazenamento deste nas
células.>" Assim a determinacao quantitativa desta metaloprotelna Nno soro ou plasma permite inferir a concentracao
de ferro no organismo uma vez que o valor da sua concentragao € proporcional as reservas de ferro.

No entanto, existem condi¢cdes que levam ao aumento da concentra((f‘ao de ferrltma sérica, tais como doencas
crénicas, diabetes, alcoolismo, sindromes metabdlicas e inflamacdes. 6 Um valor de ferritina inferior a
10ug/L é sugestivo de anemia por deficiéncia de ferro, embora este parametro bioquimico ndo seja indicador da
biodisponibilidade do ferro.

Em individuos oncolodgicos que apresentam deficiéncia de ferro, a ferritina pode encontrar-se em concentracdes
consideradas normais, devido a elevacdo da sua concentracdo em quadros clinicos inflamatérios e/ou crénicos.
Nestas situagdes verifica-se que existe um aumento do armazenamento do ferro, no entanto este encontra-se
retido no complexo de Golgi, ndo estando disponivel para a eritropoiese.m6‘22’2

Adicionalmente, em complemento do diagndstico de anemia por deficiéncia de ferro, pode determinar-se Volume
Corpuscular Médio (MCV), Hemoglobina Corpuscular Média (MCH), Concentracao de Hemogloblna Corguscular Média
(MCHQ), transferrina e saturacao da transferrina, embora estes apresentem baixa sensibilidade. 10,12,18,21,25,27,28

Recentemente foi desenvolvido um método que determina o Contelido de Hemoglobina dos Reticuldcitos (RET-
He), sendo este o primeiro marcador analisado em sangue periférico que sofre alteracdes devido a deficiéncia de
ferro.*?1 A concentracdo de RET-He é determinada em amostras de sangue total colhidas em tub (FS com anticoagulante
acido etilenodiaminotetracético (EDTA) no autoanalisador hematoldgico XN9000 da Sysmex por citometria de
fluxo e fluorescéncia, sendo este um dos autoanalisadores utilizados para detetar a concentracdo de RET-He. A sua
determinacdo é importante em varias situacdes como no diagnéstico de anemia, na eritropoiese restrita de ferro e na
deficiéncia funcional de ferro, direcionando para a melhor terapéutica. 255,17,18,29-31 De forma a auxiliar a diferenciacao
entre um défice funcional de ferro ou uma deficiéncia de ferro classica o resultado obtido com a determinacéo do RET-
He deve ser avaliado simultaneamente com o valor de ferritina sérica.

O RET-He permite avaliar em tempo real a biodisponibilidade do ferro pela determinagdo da concentragcao
de hemoglobina presente nos reticuldcitos, indicando assim a quantidade de ferro disponivel nos Ultimos 3 a 4
dias para a eritropoiese. 10.21,82,33-35 A caréncia de ferro ou a indisponibilidade deste para a eritropoiese provoca a
diminuicdo da concentragdo de RET-He, sendo por isso considerado um marcador precoce de deficiéncia de ferro.*
O diagnostico de deficiéncia de ferro conclui-se em casos cujo valor de RET-He é inferior a 28 pg. Este parametro nao
sofre alteragoes significativas com o aumento da idade nem ¢ afetado por interferéncias fisiolégicas, representando
mais vantagens em relagéo a ferritina. Desta forma, torna-se confiavel a sua agllcabllldade em todas as populagdes,
incluindo criangas, gravidas, idosos e individuos com patologias cronicas. No entanto, a concentragao de
RET-He também apresenta-se diminuida em individuos com talassemia. 2424.21.32 Gomo o RET- He é um marcador
de biodisponibilidade do ferro, a sua utilizagdo permite monitorizar a terapéutica do ferro. Por este motivo, a sua
determinacao é util em individuos com deficiéncia de ferro, uma vez que, reflete a biodisponibilidade atual de ferro
nestes individuos. O sucesso da terapéutica pode ser verificado apods 2 a 3 dias do inicio desta pelo aumento da
concentragao de RET- He. 2

Este estudo tem como objetivo verificar a existéncia de relagéo entre os valores obtidos com a determinacao
do RET-He e os valores de ferritina sérica, numa populacdo de amostras provenientes de individuos com doenca
oncoldgica.

Material e métodos

Foi realizado um estudo observacional analitico transversal com os resultados das determinacoes de RET-He,
por citometria de fluxo fluorescente e ferritina, por ensaio imuno-turbidimétrico, obtidas através da base de dados
do sistema informatico e-deialLab do Instituto Portugués de Oncologia do Porto Francisco Gentil, EPE-Porto, entre
Setembro de 2015 e Janeiro de 2016. Para o tratamento de dados foi elaborado, através do programa Microsoft Excel
2007, uma reta de regressao linear para analisar a relacao entre as variaveis “Ferritina sérica” e “RET-He”.
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Resultados

Com a base de dados construida pelo sistema informatico edeia-Lab foram estudadas 270 determinagcdes de
RET-He e ferritina sérica, pertencentes a 225 individuos com patologia oncoldgica. Destes 225 individuos 52,44%
(n=118) eram do sexo masculino e 47,56% (n=107) do sexo feminino. A analise da distribuigdo dos individuos por
grupos etarios permitiu verificar que o grupo etério [65-72[ foi o mais frequente. A média de idades foi de 47,28+25,39
anos e mediana de 49, variando de 1 ano a 92 anos.

Da populagédo de 225 individuos foram obtidas 270 determinacdes de Eritrécitos (RBC), HGB, Hematdcrito
(HCT), Volume Corpuscular Médio (MCV), Hemoglobina Corpuscular Média (MCH), RET-He, Reticuldcitos (Ret) e
Ferritina (Tabela 1). A média de HGB foi de 11,27 + 2,12 g/dL variando de 6 a 16,2 g/dL; a média de RET-He foi de
32,22 + 4,52 pg variando de 17,3 a 44,1 pg e a média da ferritina foi de 600,95 + 815,46 ug/L e os seus valores variam

entre 7 a 5111 pg/L.

Tabela 1 - Resultados das determinacdes laboratoriais recolhidas

Média 3,74 11,27 34,21 92,25 30,4 32,22 2,11 600,95
Erro-padrao 0,04 0,13 0,37 0,53 0,22 0,28 0,09 49,63
Mediana 3,77 11,3 34,4 93,1 30,8 32,9 1,7 298
Moda 3,77 11,2 32,2 94,7 29,1 33 1,4 9
Desvio-padrao 0,74 2,12 6,06 8,64 3,59 4,52 1,42 815,46
Variancia da amostra 0,54 4,51 36,7 74,6 12,92 20,45 2,01 664969,76
Intervalo 3,49 10,2 28,5 47,6 20,6 26,8 8,2 5104
Minimo 1,82 6 17,9 64,5 18,4 17,3 0,3 7
Maximo 5,31 16,2 46,4 112,1 39 441 8,5 5111
Contagem 270 270 270 270 270 270 270 270

Da totalidade dos dados das variaveis RET-He e ferritina sérica (n=270) obtidos pelo programa informatico
e-deial.ab realizou-se a regressao linear, cujo coeficiente de determinagao (r2) foi de 0,201 (Gréfico 1).

Grafico 1 - Regresséo linear
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DiSCUSS&ao

Este estudo foi efetuado numa populacdo de doentes oncoldgicos, representando esta condicdo uma limitacao
ndo so6 devido as neoplasias, mas também ao processo de cronicidade e/ou inflamatoério que podera decorrer nesta
populacdo, bem como os tratamentos a que estao sujeitos, como a quimioterapia.

Pela andlise da tabela 1, relativa aos parametros hematologicos e bioquimicos recolhidos, verifica-se que a
amostra em estudo apresenta uma média de HGB de 11,27 g/dL. Para o género feminino considera-se anemia um
valor de HGB inferior a 11 g/dL e para o género masculino um valor de HGB inferior a 12 g/dL.2 Desta forma, pode
concluir-se que o valor médio de HGB é baixo, podendo a maioria dos individuos em estudo apresentar anemia.
No estudo de Peerschke et al também se verifica uma populagao de individuos com patologia oncolégica anémica. O
valor médio de ferritina sérica obtido na amostra em estudo é elevado (600,95 pg/L) uma vez que valores de ferritina
entre 10 a 250 pg/L sd@o os valores de referéncia, sendo o valor obtido esperado numa populagdo de amostras de
doentes oncoldgicos. Estes poderdo encontrar-se elevados devido a neoplasia ou ao tratamento, nao refletindo o
valor real de ferro armazenado. De forma a verificar se o valor de ferritina sérica elevado é devido a um processo
inflamatorio ou a uma sobrecarga de ferro, poder-se-a determinar parametros auxiliares como a Proteina C Reativa
(PCR) e a saturacao da transferrina. Numa situacdo de inflamacao é esperada uma elevada concentracdo da PCR,
enquanto numa sobrecarga de ferro é esperado um aumento da saturacdo da transferrina.

A média de RET-He obtida nas determinagdes dos individuos incluidos no estudo foi de 32,22 pg, considerado
normal relativamente aos valores de referéncia, que se encontram entre 28 a 36 pg.2 Este resultado permite afirmar
que os individuos em estudo, em média, ndo tém deficiéncia de ferro, encontrando-se este biodisponivel para a
eritropoiese, podendo concluir-se que a deficiéncia de ferro nao é a causa do valor obtido de HGB diminuido. Sendo o
valor de RET-He especifico da determinacao da biodisponibilidade do ferro e, como néo sofre alteracdes em processos
de fase aguda demonstra uma maior especificidade relativamente a ferritina. '° O estudo do RET-He também apresenta
vantagens em relagdo a determinagdo da HGB, na medida em que o seu resultado diminui num periodo de 2 a 3 dias
como consequéncia da deficiéncia de ferro, enquanto a detecao da diminuicao da HGB sé é verificavel apos 1 semana
deste desequilibrio dos niveis de ferro.®

A regressao linear possibilita identificar e estimar uma funcédo que descreva, o mais proximo possivel, a relagdo
entre as variaveis, que permitira predizer o valor que a variavel dependente y (RET-HE) ira assumir para um determinado
valor da variavel independente x (ferritina sérica). A relacdo é determinada pelo valor do r° que avalia a qualidade do
ajustamento do modelo aos dados. Com a realizacdo da regressao linear (grafico 1) obteve- se a equacao da reta
y=0,002x -30,73 e r de 0,201. No %réfico 1 visualiza-se uma concentracao de pontos, nao existindo um padrao linear.
Estatisticamente verifica-se que o r° obtido é baixo ndo permitindo inferir relacao entre as variaveis em estudo, RET-He
e ferritina sérica, sendo este resultado ja verificado nos estudos de Peerschke et al. e Lorenz L. et al. A inexisténcia de
relacdo entre as variaveis ndo permite inferir sobre a aplicabilidade do RET-He no diagnostico de deficiéncia de ferro,
que possibilitaria a detecdo precoce da deficiéncia de ferro, a principal vantagem da determinacdo do RET-He. Esta
vantagem permite iniciar a terapéutica de ferro mais precocemente, possibilitando evitar possiveis consequéncias
resultantes deste défice, como a anemia.

Este estudo encontra-se também limitado pelo baixo tamanho amostral, ndo permitindo extrapolar os resultados
para a populacao oncolégica em geral. Os diferentes diagndsticos entre os individuos da amostra em estudo, que
podem ser influenciados pela anamnese dos doentes, como exposicdo ambiental, alimentacado, habitos tabagicos e
consumo de alcool, foram também fatores limitantes para o referido estudo.

Conclusao

O parametro RET-He é considerado um indicador precoce da deficiéncia de ferro, evitando possiveis
consequéncias resultantes deste défice pelo inicio precoce da terapéutica. Este apresenta diversas vantagens em
relagdo a determinagédo da ferritina e da HGB, cujo nimero de determinagdes podem ser reduzidas no diagndstico de
deficiéncia de ferro.

No entanto, este estudo constatou a fraca relagao entre as variaveis RET-He e ferritina sérica, devido as patologias/
quadros clinicos dos doentes envolvidos que podem ter influenciado as varidveis analisadas, nomeadamente na
determinacdo do parametro ferritina sérica.

No futuro, de modo a atingir a finalidade do estudo, devera ser estudada a influéncia das diferentes patologias
oncologicas nas variaveis RET-He e ferritina, de forma a verificar se podera existir relacao entre ambas as variaveis
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consoante o diagndstico. A inclusdo dos parametros bioquimicos transferrina e saturagdo da transferrina também
podera ser vantajosa, permitindo auxiliar o diagnodstico de deficiéncia de ferro.
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Resumo

A diabetes mellitus é uma patologia cronica com grande expansao a nivel mundial. Estima-se que o nimero
de portadores de diabetes aumente rapidamente nas proximas décadas devido ao envelhecimento da
populacdo, obesidade, alimentacao inadequada e inatividade fisica. A implementacdo de programas de
intervencdo com énfase na promocao da atividade fisica tem demostrado ser um ponto importante no
tratamento desta patologia ja que permitem um melhor controlo da glicémia e perfil lipidico. Verificar
qual a efetividade da implementacao de um programa de atividade fisica nos valores de glicémia e perfil
lipidico em portadores de diabetes mellitus tipo 2, incluindo pessoas com 60 ou mais anos. Revisdo
sistematica da literatura publicada no periodo 2010-2015 na base de dados PubMed/Medline de acordo
com as orientacoes da Recomendacédo PRISMA e Colaboracao Cochrane. Apds a aplicagdo dos critérios
de inclusdo foram selecionados 14 artigos de um total de 6600. Neles é evidente a influéncia positiva que
a implementacdo de programas de atividade fisica supervisionados baseados em exercicios aerébios,
resisténcia, flexibilidade e combinados tém no controlo da glicémia e perfil lipidico em portadores
de diabetes mellitus tipo 2. De uma forma geral, os resultados obtidos permitem-nos verificar que a
implementacdo de programas de atividade fisica, que visem a pratica regular desta de acordo com
informacdes cientificamente vélidas sdo pilares fundamentais no tratamento e controlo metabdlico da
diabetes mellitus tipo 2.

Palavras-chave: Diabetes mellitus tipo 2; Controlo glicémico; Dislipidémia; Treino Fisico.

Abstract

Diabetes mellitus is a chronic disease with great impact worldwide, particularly in the elderly population.
It is estimated that the number of type 2 diabetics increase considerably in the coming decades due to
the aging population, obesity, unhealthy diet and physical inactivity. The implementation of intervention
programs with emphasis on the promotion of physical activity has been shown to be an important point
in the treatment of this pathology since they allow a better control of glycemia and lipid profile. To verify
the effectiveness of the implementation of physical activity programs in the values of glucose and the
lipid profile in patients with type 2 diabetes mellitus, including people aged 60 and over. Systematic
review of the literature published in the period 2010-2016 in PubMed/Medline database according to the
guidelines of the PRISMA and Cochrane Collaboration Recommendation. After applying the inclusion
criteria, 14 articles were selected from a total of 6.600. In them it is evident the positive influence that
the implementation of supervised physical activity programs based on aerobic, resistance, flexibility and
combined exercises has in controlling glycemic and lipid profile in patients with type 2 diabetes mellitus. In
general, the results obtained allow us to verify that the implementation of physical activity programs aimed
regular practice of this according to scientifically valid information are fundamental pillars in the treatment
and metabolic control of type 2 diabetes mellitus.

Keywords: Type 2 diabetes mellitus; Glycemic control; Dyslipidemia; Physical training.

Introducéao

A diabetes mellitus é uma doenca crénica com grande expansao a nivel mundial. O aumento global da prevaléncia
desta patologia, nos Ultimos anos, nomeadamente da diabetes mellitus tipo 2 (DM2) tem sido atribuido principalmente
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ao envelhecimento da populacao, obesidade, alimentagdo inadequada e inatividade fisica (1-7). Mundialmente, em
2015, estimava-se que havia 415 milhdes de pessoas com diabetes mellitus, sendo que este niUmero devera atingir
os 642 milhdes em 2040. Neste mesmo ano, esta patologia foi responsavel por 5 milhdes de mortes. As projecdes da
Organizacao Mundial de Saude estimam que a diabetes mellitus seja a sétima principal causa de morte em 2030 (6,
8). A International Diabetes Federation refere que Portugal é dos paises da Unido Europeia que apresenta uma taxa de
prevaléncia da diabetes mellitus mais elevada (13.6 %) (6). Em 2015 mais de um milhdo de portugueses com idades
compreendidas entre 20 e os 79 anos eram portadores de diabetes mellitus. Mais de um quarto dos portugueses na
faixa etaria 60-79 anos sofria desta patologia (9). De acordo com a mesma fonte, havera uma taxa de prevaléncia
de diabetes mellitus ndo diagnosticada de aproximadamente 44%. Dada a posicdo epidemiolégica que ocupa e as
repercussodes associadas é considerada um problema mundial de saude publica (10-13). A Organizagdo Geral das
Nagdes Unidas reconheceu que a diabetes mellitus € uma doenga cronica, debilitante, que leva a complicagdes
graves. A detecdo precoce e um tratamento adequado sao basilares para o seu controlo e/ou progressao (12-15).
Os efeitos benéficos da pratica regular de atividade fisica (AF) no controlo da glicémia e perfil lipidico tém vindo a ser
documentados na literatura. Esta é considerada por varias as evidéncias cientificas uma estratégia de intervencao nao
farmacolodgica essencial na prevengao e controlo metabdlico da DM2 (6, 16-22). O objetivo desta revisao sistematica
foi verificar qual a efetividade da implementacao de um programa de atividade fisica nos valores de glicémia e perfil
lipidico em portadores de diabetes mellitus tipo 2, incluindo pessoas com 60 ou mais anos.

Metodologia

Fontes de dados

Pesquisa na base de dados cientifica internacional PubMed/Medline no horizonte temporal 2010-20186, utilizando
os descritores: “Type 2 diabetes mellitus AND (BMI OR obesity OR (physical activity) OR exercise OR glucose OR HbA1c
OR (total cholesterol) OR HDL OR LDL OR VLDL OR triglycerides OR apoa OR apoB OR apoC OR apoD OR apoE OR)”.

Colheita de dados e avaliagao da qualidade

Com o intuito de obter artigos adequados ao objetivo do estudo, estabeleceu-se um conjunto de critérios de
inclusao: artigos com foco em intervengdes de AF em portadores de DM2 que incluam participantes com idade igual
ou superior a 60 anos, com avaliagao da intervencao proposta, tipo de estudo randomizado controlado, publicados
entre 2010 e 2016, disponiveis em texto integral e publicados em portugués, espanhol, inglés ou francés. Avaliou-se
o risco de viés de cada estudo selecionado de acordo com as recomendacdes da Colaboracdo Cochrane, uma vez
que os estudos randomizado controlado sdo muito propensos a vieses, devido a arbitrariedade dos investigadores
na selecdo da amostra, avaliagdo das variaveis analisadas e dificuldade no controle de varidveis externas que podem
influenciar os resultados (23).

No quadro 1 foi feita a classificagdo do risco de viés dos estudos selecionados, tendo como linha orientadora
as recomendacdes da Colaboragao Cochrane.

Quadro 1 - Risco de viés para cada estudo incluido nesta revisdo
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A avaliagdo é composta por duas partes, em que o risco de viés é avaliado em sete dominios: geragdo da
sequéncia aleatoria, ocultagdo da alocagéo, cegamento de participantes e profissionais, cegamento dos avaliadores
finais, conclusoes incompletas, relato de desfecho seletivo e outras fontes de viés. Na primeira parte faz-se uma andlise
ao que esta descrito no artigo de forma a poder classificar o risco de viés. Na segunda parte ¢ feita a classificagao do
risco de viés numa das trés categorias a seguir mencionadas: baixo risco de viés, alto risco de viés ou risco de viés
incerto para cada um dos dominios analisados (24). No gréafico 1 esta representada a avaliagao global do risco de viés.

Grafico 1 - Percentagem do risco de viés dos estudos incluidos nesta reviséo
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Como se pode verificar no fluxograma de selecao dos artigos (Fig.1), efetuado de acordo com as recomendagoes
PRISMA (Principais ltens para Relatar Revisbes Sistematicas e Meta- andlises), na nossa pesquisa inicial foram
identificados na base de dados 6.660 estudos, dos quais 6.247 estudos foram excluidos devido a falta de relevancia
e 353 foram selecionados. Destas publicacdes, 295 foram excluidas e 58 foram inicialmente selecionadas com base
no titulo e resumo. Apds a leitura do texto integral foram excluidos 44 artigos e apenas 14 preencheram os critérios de
inclusao, sendo considerados para esta revisao.
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Figura 1 — Fluxograma de selecao dos artigos

De forma a facilitar a analise da informacéo contida em cada artigo, foi construido o quadro 2, com a sintese
das informagdes recolhidas.
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Quadro 2 - Descri¢do dos trabalhos cientificos incluidos nesta revisao

EXERCICIO AEROBIO

Motahari-Tabari et al., 2015, Irdo

J Glicose (p>0,05)
J Insulina (p<0,05)

J Resisténcia a insulina (p<0,05)

EXERCICIO AEROBIO + RESISTENCIA

Okada et al., 2010, Japao

J HbA1c (p<0,05)
4 CT (p<0,05)
4 C- LDL (p<0,05)
1 C- HDL (p<0,05)
J TG (p<0,05)
M Glicose (p>0,05)

Balducci, Zanuso, Cardelli, Salerno, et al., 2012, Italia

J HbA1c (p<0,05)
4 CT (p>0,05);
4 C- LDL (p<0,05)
‘> C- HDL (p>0,05)
M TG (p>0,05)

Balducci, Zanuso, Cardelli, Salvi et al., 2012, Italia

{ Glicose (p<0,05)

4 HbA1c (p<0,05)

J Insulina (p<0,05)

J Resisténcia a insulina (p<0,05)

4 CT (p<0,05)

4 C- LDL (p<0,05)

1 C- HDL (p<0,05)

4 TG (p<0,05) INTENSIDADE MODERADA A ALTA
M TG (p<0,05) INTENSIDADE MODERADA A BAIXA

EXERCICIO AEROBIO + RESISTENCIA + FLEXIBILIDADE

Vinetti et al., 2015, Italia

J Glicose (p>0,05)

4 HbA1c (p>0,05)

J Insulina (p<0,05)

J Resisténcia a insulina (p<0,05)
4 CT (p<0,05)

4 C- LDL (p<0,05)

4 TG (p>0,05)

4 C- HDL (p>0,05)




Quadro 2 (continuagao)- Descricao dos trabalhos cientificos incluidos nesta revisao

EXERCICIO AEROBIO / RESISTENCIA / COMBINADO

Church et al., 2010, EUA J HbA1c
Larose et al, 2011, Canada > |, no grupo exercicio combinado (p<0,05)
J Insulina:

>, no grupo exercicio combinado (p>0,05)
1 Glicose

< M no grupo exercicio combinado (p<0,05)
4 TG

> |, no grupo exercicio combinado (p>0,05)

Gavin et al., 2010, Canada J Apo B-48 no grupo exercicio combinado (p>0,05)
e resisténcia (p<0,05)

Swift et al., 2012, EUA

N Apo B-48 no grupo exercicio aerdbio (p>0,05)

J Glicose em jejum

4 HbA1c

4 TG

J Glicose pos prandrial
Jorge et al., 2011, Brasil 4 CT

J Resisténcia a insulina
C- HDL:

/N Grupo exercicio combinado (p>0,05)

J Grupo exercicio aerdbio e resisténcia (p<0,05)

SESSOES EDUCATIVAS

J HbA1c (p<0,05)
De Greef et al., 2011, Bélgica J Glicose (p>0,05)
M CT (p>0,05)
4 HbA1c (p<0,05)
J Glicose (p>0,05)
4 CT (p<0,05)
4 C- LDL (p>0,05)
4 TG (p>0,05)
‘> C- HDL (p>0,05)

Yuan et al., 2014, Japao

SESSOES EDUCATIVAS + EXERCICIO AEROBIO
Ariza Copado et al., 2011, Espanha 4 HbA1c
J Glicose
4 CT

Ferrer-Garcia et al., 2011, Espanha 4 C-LDL
TG

1 C- HDL

Discussao dos Resultados

Vérios autores tém focado as suas investigacoes na efetividade da pratica de AF no controlo da glicémia e perfil
lipidico de portadores de DM2. No que se refere as alteragoes a nivel glicémico, verificou-se em varios estudos que
o exercicio fisico aerdbio, flexibilidade, resisténcia ou combinado (aerdbio e resisténcia) supervisionado proporciona
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uma diminuicdo da hemoglobina glicada (HbA1c) e glicose em jejum (25-32). Estes resultados vao de encontro aos do
estudo de Church, et al. (2010), acrescentando ainda estes, que a pratica de exercicio aerdbio e resisténcia quando
combinado, potencia uma maior redugcédo da HbA1c do que quando praticados individualmente. Quando realizados
em separado, o exercicio aerobio potencia uma maior reducdo em comparagdo com o exercicio de resisténcia. O
estudo de Larose et al. (2011) vem corroborar estes resultados, referindo que foram observados niveis mais baixos de
HbA1c no grupo que praticou exercicio combinado supervisionado, seguindo-se o exercicio aerdbio e de resisténcia.
Os resultados do estudo de Swift et al. (2012) também vao ao encontro do acima citado em relagdo ao exercicio
combinado. Porém, no que concerne ao exercicio aerébio e de resisténcia, constatou-se que foi este ultimo que
proporcionou menores valores de HbA1c. Tendo em conta a modalidade do exercicio, no estudo de Jorge et al.
(2011), verificou-se que o exercicio de resisténcia € o que potencia uma maior redugcédo da HbA1c e glicose em jejum,
seguindo-se o exercicio aerdbio e combinado. Em relagéo a glicose pos-prandial, o tipo de exercicio que proporcionou
maior redugao foi o aerdbio, seguindo-se o combinado e resisténcia. No estudo de Okada et al.(2010) a pratica de
exercicio aerobio e de resisténcia supervisionado durante 3 meses nao proporcionou beneficios a curto prazo no perfil
glicémico, uma vez que os valores de glicose em jejum no plasma tiveram um ligeiro aumento (aproximadamente
0,3mmol/L). Resultados semelhantes verificaram-se no estudo de Swift et al.(2012), onde se constatou que o exercicio
combinado foi o que proporcionou um menor aumento da glicose em jejum, seguindo-se o exercicio aerdbio e o
de resisténcia. A pratica de exercicio também proporcionou uma menor resisténcia a insulina,(25, 27, 30, 31) sendo
também o exercicio combinado o que potenciou uma menor resisténcia, seguido do exercicio de resisténcia e aerdbio
supervisionados (25). Em relagdo aos niveis de insulina, verificou-se que estes sdo mais baixos quando se pratica
exercicio fisico aerdbio, resisténcia e combinado supervisionado (27, 31, 35). O exercicio combinado supervisionado foi
0 que potenciou uma maior redugao, seguido do exercicio de resisténcia e aerdbio (35). Tendo em conta a intensidade
do exercicio combinado, constatou-se que quando este é praticado com uma intensidade moderada a alta, verificam-
se valores mais baixos de HbA1c e glicose do que quando a intensidade é baixa. Em relacao a resisténcia a insulina,
verificou-se uma menor resisténcia no grupo que praticou exercicio aerobio de intensidade moderada a baixa (27).
De acordo com a maioria dos estudos analisados, a pratica de exercicio fisico também demostra ser uma ferramenta
fundamental no controlo do perfil lipidico em portadores de DM2. Segundo o estudo de Okada et al.(2010), a pratica
de exercicio aerdbio e de resisténcia supervisionado correlaciona-se com um melhor perfil lipidico pois proporciona
valores mais baixos de CT, LDL, TG e o colesterol HDL é incrementado. Estes resultados sao corroborados pelo estudo
de Balducci, Zanuso, Cardelli, Salvi, et al. (2012) aquando da pratica exercicio aerdbico e de resisténcia de intensidade
moderada a alta. Quando a intensidade do exercicio € moderada a baixa apenas se verifica uma redugédo do CT e
LDL, os TG aumentam, bem como o colesterol HDL. O mesmo resultado obteve o estudo de Balducci, Zanuso,

Cardelli, Salerno et al. (2012), em que os participantes foram submetidos a um programa de exercicios aerdbios e
resisténcia supervisionados durante 1 ano. No estudo de Gavin et al. (2010), onde foram avaliados 251 portadores de
DM2, verificou-se que a pratica de exercicio aerdbio, de resisténcia e combinado supervisionado, traduz-se em valores
mais baixos de TG. O exercicio combinado foi o que proporcionou uma maior redugao, seguindo-se o exercicio de
resisténcia e o aerodbio. Em relagao a Apo B 48, esta diminuiu no grupo exercicio de resisténcia e combinado, tendo
tido um ligeiro aumento no grupo exercicio aerdbio. Resultados semelhantes foram verificados no estudo de Jorge
et al. (2011), referindo também que foram observados niveis mais baixos de TG, porém neste estudo o exercicio que
proporcionou uma maior redugao foi o de resisténcia, seguindo-se o combinado e o aerébio. O CT também sofreu
uma redugdo. Neste caso o exercicio aerdbio foi o que proporcionou maior reducao, seguido do de resisténcia e
combinado. Em relagdo ao colesterol HDL, este sé aumentou no grupo que praticou exercicio combinado, tendo-se
verificado uma menor redugao no grupo que praticou exercicio aerdbio. Vinetti et al. (2015) analisaram a influéncia de
um programa de exercicio aerdbios, de resisténcia e flexibilidade supervisionados em contexto hospitalar, tendo-se
verificado valores mais baixos de TG, CT, LDL e HDL.

A efetividade de sessdes educativas que abordem a importancia da pratica de AF no controlo do perfil glicémico
e lipidico também foi alvo de estudo em quatro dos artigos selecionados.

Em relacao as sessoes educativas e programas de auto gestao da diabetes mellitus que abordem a importancia
da AF e de uma alimentacao saudavel correlacionam-se com valores mais baixos de HbA1c, glicose, CT, LDL, TG
e aumento do colesterol HDL (29, 38). Neste contexto, De Greef et al. (2011), constataram que ao contrario do que
se verificou com os niveis de glicose e HbA1c, 12 semanas de secdes educativas individuais ou em grupo onde foi
abordada a importancia da pratica de AF, ndo proporcionam uma reducdo do CT. O aumento foi maior quando as
sessoes foram realizadas em grupo e o formador (médico de clinica geral) tinha formac&o na area do comportamento.
Em relacdo a HbA1c e glicose a diminuicdo foi maior quando as sessoes se realizaram individualmente. Quando
estas sessOes se combinam com a pratica de exercicio aerdobio de intensidade moderada os efeitos benéficos
sdo potenciados (29). A realizacdo de um programa de exercicio fisico aerébio ou anaerdbio em casa em conjunto
com sessOes educativas que abordem a pratica de AF e de um alimentacdo saudavel durante 6 meses em 84
pacientes portadores de DM2 diminuiu os valores de TG, CT e LDL e o colesterol HDL aumentou (26). O nosso
estudo apresenta, no entanto, algumas limitacdes que devem ser consideradas na interpretacao dos resultados, tais
como a heterogeneidade dos estudos incluidos, da populacdo estudada e os estilos de vidas dos paises onde foram
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realizados os estudos. Uma vez que a maioria dos estudos ndo se realizou em laboratorio, a pratica de exercicio e AF
habitual podem estar subestimados. Existe também um desconhecimento do acompanhamento dos pacientes apos a
intervencéo para avaliar a persisténcia dos potenciais efeitos benéficos a longo prazo. Outra das limitagdes é o risco
de viés de selecao incerto nos estudos incluidos. O fato de nenhum dos estudos analisados ocorrer a nivel nacional,
ndo permite caracterizar a influéncia destes programas em portugueses portadores de DM2. Deste modo, fica provada
a necessidade de continuar a investigar nesta tematica para poder colmatar as lacunas apontadas. Assim, futuras
investigagdes devem ser realizadas e publicadas para poder caracterizar com maior precisio a efetividade da pratica
de AF no perfil glicémico e lipidico em portadores de DM2, nomeadamente a nivel nacional.

Conclusao

Dada a elevada prevaléncia da DM2 na populacgao, particularmente na populagéo idosa, e considerando que
esta patologia tende aumentar com a idade, torna-se crucial enraizar nas praticas diarias dos individuos mudancgas
de comportamentos, promovendo estilos de vida mais ativos e saudaveis ao longo da vida. Os programas de AF e a
realizacdo de sessdes elucidativas junto das populagdes relativamente a importancia da mudanca de estilos de vida
de acordo com informagdes cientificamente validas revelam-se como estratégias terapéuticas complementares no
tratamento e controlo metabdlico da DM2.
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Resumo

Tal como poucas tarefas importantes podem ser realizadas em trabalho individual, também sao poucas as
equipas laboratoriais que podem atingir grandes objetivos sem lideranca. Liderar é o ato que enriquece o
potencial da equipa, sabendo-se que a lideranca esté relacionada com motivacao/producéo/produtividade,
o que torna relevante a identificagdo de estilos e estratégias que modelam a eficiéncia do lider.

E nosso objetivo caracterizar os estilos de lideranga mais usuais e apresentar as estratégias mais
adequadas para o lider se tornar mais eficiente no contexto da sua atividade, de acordo com a literatura
cientifica.

Kurt Lewin definiu 3 estilos de lideranga: autocracia, democracia e laissez-faire. No primeiro, o lider toma
decisdes e determina as metodologias de trabalho sem ouvir a equipa, sendo dominador/pessoal em
elogios e criticas. O lider democratico acompanha reunides de equipa para discutir objetivos, tendendo
a comportar-se como um membro normal, aconselhando e sugerindo alternativas, mas mantendo a
objetividade e apresentando factos nas criticas/elogios. O lider laissez-faire da liberdade na realizacao
dos trabalhos e definicdo de prazos, fazendo breves comentarios sobre as atividades e participando
pouco nos debates.

Estudos realizados concluem que a autocracia, centrada no lider, produz maior quantidade de trabalho e
é apropriada para rapida tomada de decisdo. A democracia, centrada em lider/equipa, apresenta maior
qualidade no trabalho que progride mesmo na auséncia do lider, garantindo satisfacdo no trabalho e
produtividade elevada. No estilo laissez-faire, centrado no colaborador, as tarefas desenvolvem-se com
oscilacdes e ocorrem discussdes pessoais com perda de tempo, podendo verificar-se individualismo.
Pode, no entanto, estar associado a elevada produtividade e satisfacao profissional num contexto estavel
e com uma equipa muito eficiente.

As estratégias que tornam o lider mais eficiente passam por conhecer os seus variados papeis,
conseguindo lidar com o desconforto da lideranga e tratando assertivamente a equipa. E importante ndo
fugir das suas responsabilidades, gerindo a toxicidade de eventuais colaboradores. E fundamental fazer
formacao robusta e seguir sempre as melhores estratégias de lideranca.

No passado acreditou-se que o lider ja nascia com essa personalidade. Atualmente, considera-se que
existe vantagem na aprendizagem/treino dos diferentes estilos de lideranga. A melhor lideranca varia
consoante a equipa e o contexto, o que implica que o lider tenha que se reinventar constantemente,
aplicando, caso a caso, as mais eficientes estratégias de lideranga.

Palavras-Chave: Lideranca; Estilos de Lideranga de Kurt Lewin.

Introducao

O Laboratorio Biomédico é a base dos cuidados de saide modernos, desde o rastreio do cancro até o diagnéstico
do HIV, da transfusdo de sangue a cirurgia, a intoxicagdo alimentar e ao controlo de infecées. Sem o Laboratério
Biomédico, o diagnéstico, a avaliagcdo da eficacia do tratamento e a investigacdo sobre as causas e terapéuticas das
patologias ndo seria possivel(1). A pratica atual das Ciéncias Biomédicas Laboratoriais reline ciéncia basica essencial
com insights sobre a pratica de laboratério para mostrar como uma compreenséo biopatolégica da doenca deve ser
acoplada as abordagens analiticas que levam ao diagndstico nos campos mais diversos: microbiologia laboratorial,
histopatologia, ciéncia transfusional ou hematologia(1). O Técnico do Laboratério Biomédico devera assim estar
habilitado com competéncias profissionais nas areas do saber e saber-fazer adequadas ao nivel de exigéncia que
suporta diariamente no desempenho dos papéis complexos inerentes a pratica das modernas ciéncias da salde,
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implicando necessidades de desenvolvimento e adequacado permanentes associadas a rotatividade dos requisitos da
entidade empregadora e da profissao.

Tal como poucas tarefas importantes podem ser realizadas em trabalho individual, também sdo poucas as
equipas laboratoriais que podem atingir grandes objetivos sem lideranca(2,3). Liderar é o exercicio que permite
reconhecer, orientar e fortalecer o potencial inerente a uma equipa e, consequentemente, a organizacao em que se
insere. A lideranca ocorre quando um membro do grupo modifica a motivagdo ou as competéncias de outrem no
grupo. Assim, qualquer elemento num grupo pode exercer algum grau de liderancga(4).

Invariavelmente, qualquer que seja o discurso acerca das caracteristicas de personalidade e atributos de
um lider eficiente, os recursos principais passam por ter competéncias comunicacionais para lidar com pessoas,
ter capacidade de adaptacdo a mudanca e possuir foco inovacional(3,5). Este ultimo é fundamental pois alicerca
a capacidade do lider para aprender a operar nas circunstancias desafiadoras e, de certa forma, imprevisiveis da
sociedade global em que sistemas, ferramentas e pensamentos inovadores sido essenciais para garantir a salde
organizacional e a sua viabilidade futura(5).

Diversos estudos tém demonstrado que as mudancas na lideranga estéo relacionadas com modificagdes na
motivagao, na producao e na produtividade das equipas de trabalho (2,3,6,7). Os investigadores defendem ainda que
quando se procede a analise dos meandros de uma excelente organizagdo sera encontrada, com grande probabilidade,
uma liderancga focada e eficiente, e que uma organizagéao fragil, provavelmente, albergara uma lideranca fraca (8).

Analisando a Histéria da Humanidade verificamos, com relativa facilidade, que ha tantas maneiras de liderar
pessoas, como ha lideres. Ao longo dos tempos tém surgido variadas matrizes que descrevem as principais formas
de lideranca existentes, que quando compreendidas, permitem desenvolver uma abordagem holistica a lideranca. A
realidade pessoal de cada um abarcara possivelmente alguns dos estilos e modelos preconizados pelos diferentes
autores, sendo modelada pelo contexto, espaco e temporalidade da agao de lideranca que desenvolve(9).

Desta forma, conhecendo-se o impacto que a liderancga possui nos diferentes prismas da atividade do laboratério
biomédico, torna-se relevante refletir sobre a identificacao de estilos e estratégias que modelam a eficiéncia do seu
lider, nomeadamente sobre a conceptualizacdo de Lewin pois € uma das mais antigas e Uteis, demonstrando, de forma
simples, que existem alternativas acessiveis relativamente a autocracia instintiva de muitos lideres(10,11).

Pretende-se com esta breve revisao da literatura, caracterizar os estilos de lideranga mais usuais de acordo com
o modelo de Lewin e apresentar as estratégias mais adequadas para o lider se tornar mais eficiente no contexto da
sua atividade.

Revisao de Literatura
Estilos de Lideranga de Lewin

Kurt Lewin (1890-1947) foi investigador em psicologia social e fundou o Research Center for Group Dynamics
no Massachusetts Institute of Technology (MIT) (12). Lewin foi forcado a sair da Alemanha nazi tendo visto desaparecer
véarios dos seus familiares no holocausto. Em consequéncia dessa histéria de vida, Lewin preconizou a mais-
valia da diversidade e a aceitacdao desse conceito tornou-se no foco da sua reflexdao global em lideranca. As suas
conceptualizacoes ainda hoje sao influentes, mais de 60 anos apds a sua morte.

E considerado um dos principais impulsionadores da psicologia social tendo desenvolvido diversos estudos na
teoria de campo e na aplicacdo de experimentacao nas ciéncias sociais. Contribuiu muito para as teorias de lideranca,
particularmente com a conceptualizacédo da lideranca democratica(13).

Em 1939, Lewin conduziu um estudo classico no campo das teorias da lideranga, envolvendo trés estilos
de lideranca: autocratico, democratico e laissez-faire(10). A pesquisa experimental de Lewin implicou o treino de
colaboradores nos referidos estilos de comportamento do lider, que depois seria aplicado em diferentes grupos. Os
resultados revelaram que a lideranga democratica era a mais eficaz para o desempenho do grupo, tendo-se destacado
a importancia do comportamento do lider, bem como o valor da participacao do grupo(14). Lewin defendeu que o
estilo de lideranga democratica ndo pode ser imposto, mas sim aprendido através de um processo de participacdo
voluntaria e responsavel. A mudanca da autocracia para a democracia € um processo que leva mais tempo do que o
inverso(15).
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Os lideres autocraticos sao associados ao termo popular: “chefe”. Tém tendéncia a definir procedimentos
de forma unilateral, tomando decisbes sem consultar os membros da sua equipa, mesmo que a sua participacao
fosse util. Desta forma, a equipa ndo é envolvida no processo de tomada de decisao, recebendo as deliberagoes de
forma imposta e obedecendo cegamente. Pode atuar sem uma estratégia bem definida, tomando decisoes de forma
extemporanea a medida que as situagdes vao ocorrendo e de forma, por vezes, inesperada para a equipa. Apesar
desta forma isolada de agir, sente que tomou as decisdes acertadas e ndao confia nos colaboradores para delegar. Foca
a sua atuacgao nas tarefas em si e ndo valoriza as relagdes sociais nem a gestao dos recursos humanos. A sua liderancga
¢é frequentemente baseada no estatuto ou posicao hierarquica que possui no laboratério, privilegiando o impacto do
medo em detrimento do poder da respeitabilidade. O lider autoritario € centrado na sua autoridade e assume um
papel coercivo com a equipa, sendo é orientado para a producgéo e preocupado com a tarefa direta. E ainda diretivo,
socialmente distante e controlador. A equipa laboratorial revela frequentemente tensao, frustragdo, agressividade e
auséncia de espontaneidade e iniciativa. Nao existe relacionamento e socializagdo entre os membros, apenas trabalho
e execugao de tarefas. Os Técnicos nao revelam satisfagdo em relagédo a tarefa, embora aparentemente gostem do
seu trabalho. A equipa atua na presenca fisica do lider, mas quando este se ausenta, o grupo baixa de producao e
ha uma tendéncia a indisciplina. Apesar de tudo, este comportamento pode ser apropriado quando é necessario
tomar decisbes rapidamente, em situagdes em que ndo é premente a participacdo da equipa, uma vez que nao é
imprescindivel para um bom resultado. No entanto, a constante predominancia deste estilo pode ser desmoralizante e
levar a altos niveis de absentismo e rotatividade de pessoal (11) - Figura 1.

Os lideres democraticos assumem ativamente as decisdes finais, mas incluem os membros da equipa no
processo de tomada de decisao, incentivando a criatividade e integrando todos os elementos nos projetos e decisdes,
tendo em conta as suas competéncias. Assim, o lider democratico esta socialmente préximo da equipa laboratorial,
desenvolvendo um comportamento consultivo e participativo, incrementando relagdes e partilhando o poder. Assume-
se como delegativo e procura ser gerador de consensos, tendo consideracao pelas ideias de todos e centrando-se em
praticas igualitarias e de afiliacdo com os Técnicos. Sempre que se justifica apresentar uma critica ou tecer um elogio é
“objetivo” e apresenta “factos” que sustentem o seu raciocinio. Considera que o grupo é maior do que a soma de cada
um individualmente e aceita as suas proprias imperfeicdes. Percebe que a riqueza do grupo esta na sua diversidade,
sabendo que todos possuem potencial para contribuir de alguma forma para o resultado final. Baseia a sua lideranca
no respeito adquirido junto da equipa, procurando reforgar esse respeito em todas as tarefas e intervencgoes que faz(4).

Como resultado dessa atitude, os membros da equipa tendem a ter alta satisfacao no trabalho e produtividade
elevada, fortalecendo-se os lacos de amizade e de bom relacionamento entre os seus membros. A equipa desenvolve
um ritmo de trabalho progressivo e seguro mesmo que o lider se ausente. Apesar de tudo este estilo nem sempre é
eficaz quando é premente a tomada de uma decisdo rapida (16). Apesar do termo “democratico” a tomada de decisao
ndo implica necessariamente a colocacédo das decisoes a votagdo, uma vez que serdo sempre os lideres a carregar
a responsabilidade de assegurar que as decisdes alcancam os resultados desejados. A lideranga democratica pode,
assim, ser definida como um comportamento que influencia as pessoas de uma forma consistente e conducente a
principios e processos democraticos basicos, como a autodeterminacao, a inclusdo, a participacéo e deliberacdo
igualitaria(17) - Figura 1.

Os lideres Laissez-faire dao aos elementos da equipa absoluta liberdade na realizagdo dos trabalhos e projetos,
inclusive na definicdo de prazos. Pode ser fornecido suporte de cariz pessoal com recurso a conselhos e opinides se
necessario, mas caso contrario, o lider prefere ndo se envolver. E assumida sistematicamente uma postura passiva
e de nao envolvimento no trabalho, como se este ndo fosse preocupacao do lider. Pode ser evidente o abdicar da
tomada de decisado e da gestdo dos projetos, cedendo-se lugar a equipa que pode apresentar um certo individualismo
e pouco respeito pelo lider. Em situacoes de instabilidade no contexto laboratorial, as tarefas desenvolvem-se ao
acaso com oscilagoes e ocorrem muitas discussdes pessoais que resultam numa perda de tempo. Em situagoes muito
estaveis e em que a equipa esta altamente rotinada nas suas tarefas, esta autonomia concedida ao grupo pode levar a
alta satisfagdo no trabalho, mas pode ser prejudicial se os membros da equipa ndo gerirem adequadamente o tempo
ou se nao possuirem conhecimentos, competéncias e auto-motivagéo suficientes para concluirem o seu trabalho de
forma eficiente. Este tipo de lideranga também pode surgir quando os gestores séo forgados a assumir uma posicao
de lideranga, mas ndo tém controlo sobre o seu trabalho e a sua equipa(16) - Figura 1.
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Figura 1 — Caracteristicas gerais dos estilos de lideranga descrito por Kurt Lewin.
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O estilo autocratico é centrado na pessoa do lider, enquanto o estilo democratico é centrado no lider e na equipa.

Por sua vez o estilo laissez-faire é centrado somente no colaborador. O estilo autocratico é focado na rapidez de
resposta e no nivel de producao, enquanto o estilo /aissez-faire tendencialmente esta mais associado a produtividade
e ao empowerment (17,21) - Figura 2.

Na globalidade, a matriz de Lewin é popular e Util, porque incentiva os lideres a serem menos autocraticos do

que poderiam instintivamente ser (21).
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Figura 2 - Estilos de lideranca de Kurt Lewin e enfoque no lider e na equipa.

Considera-se que todos os tipos de lideranga poderao estar presentes no perfil da maioria dos lideres, existindo,
no entanto, a predominancia de um deles. Logo, os estilos ndo sdo mutuamente exclusivos e podem estar presentes
num certo grau no lider (22). O processo de lideranga varia consoante a equipa e o contexto o que implica que o lider
tenha que se reinventar constantemente, procurando adaptar-se as diferentes circunstancias - Figura 3.
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Figura 3 — Adequacéo do estilo de lideranca a equipa de trabalho e contexto da atividade(23).

Uma das grandes forcas da teoria de lideranga de Kurt Lewin passa por procurar definir comportamentos, mas
acaba por aceitar algum afastamento em relacédo as teorias do lider carismatico de personalidade quase mitica que
existiam previamente. Paralelamente, é uma teorizacao bastante acessivel que permite a facil construgdo de um leque
de competéncias apds reflexdo pragmatica e mudanga comportamental, tornando-se assim numa ferramenta valiosa
em atividades de coaching empresarial. Além disso, a sua simplicidade permitiu que servisse de matriz base para
outras teorizag0es mais modernas e complexas. A sua principal fraqueza estéa relacionada com o facto de poder ser
considerada um pouco desatualizada nao possuindo a capacidade de competir com as teorias mais recentes que se
adequam a complexidade intrincada da sociedade atual.
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O Modelo de Lewin é de tal forma poderoso que serviu de base a conceptualizagdo de um dos modelos mais
utilizados atualmente em investigagdo em lideranca: o Modelo de Lideranca Transformacional desenvolvido por
Bernard Bass no qual podem também ser descritos trés principais estilos de lideranga, mas, desta feita, cada um com
seus préprios subtipos correspondentes (24).

Teoria de Lideranca Transformacional

A literatura disponivel sobre o tema liderangca comeca gradualmente nos tempos mais recentes a defender
paradigmas diferentes que procuram responder a transicdo para modelos organizacionais mais modernos. Assim,
surge também um novo lider que corresponde a um novo modelo de lideranca, diferente daqueles do passado,
acomodado na transicdo de modelos estratégicos do tradicional para o moderno, sustentando a transformacao
estratégica organizacional (25). Centrados num paradigma mais holistico e humanista, estes novos modelos de
lideranga organizacional centram-se nas pessoas, substituindo a lideranga tradicional centrada nos processos de
controlo ou controlo operacional e patrimonial, realcando hierarquia ou controle rigido (26). As funcdes desta nova
lideranca estao mais uniformemente distribuidas na equipa, razao pela qual é constantemente pedido o compromisso
perante o grupo, destacando-se a possibilidade dos individuos poderem encetar e desenvolver as suas prdprias
fontes de empowerment (25). Surge assim um modelo que requer uma responsabilizagao conjunta, focando-se numa
lideranca inteligente, adquirida por mérito e ndo apenas por carisma, mais humana e preocupada com o bem-estar.
A participacdo é importante, a fim de lidar efetivamente com a mudanca e com a aceitacdo de responsabilidades
conjuntas (25). E um tipo de lideranca que est4 centrado na colaboragdo em vez de em torno do lider, inspirando e
nao apenas atuando, uma lideranga centrada em modos mais integrais de interagir com colaboradores, que inspiram
os outros profissionais, atraindo-os para um padrao moral mais elevado em vez de operar em um nivel préatico (27).

3

Um dos modelos que diretamente corresponde as novas formas de lideranca é o Modelo de Lideranca
Transformacional desenvolvido por Bernard Bass (24). Este modelo inclui trés estilos diferentes de lideranga, cada um
com seus proprios tipos correspondentes (28):

I. Lideranca transformacional:

a Atributos idealizados - Construgao de confianga;

b Comportamentos idealizados - Atua com Integridade;

C. Motivagao inspiracional - Incentiva os outros;

d Estimulo Intelectual - Incentiva o pensamento inovador;

e Consideracéo individualizada - Treina e desenvolve Pessoas.
Il. Lideranca transacional

a. Recompensa contingencial - Recompensa do sucesso;

b. Gestao por excegao/Ativo - Monitoriza desvios e erros.
lll. Passivo/Fuga

a. Gestao por excegao/Passivo — “Apaga-incéndios”;

b. Laissez-Faire - Evita Envolvimento.

Estes estilos podem ser caracterizados através da aplicacdo de um instrumento padronizado denominado
Multifactor Leadership Questionnaire MLQ-5x (28).

Conclusoes

Os lideres no Laboratério Biomédico possuem uma esfera de acéo extremamente complexa do ponto de vista
tecnolégico e cientifico a que acrescem as exigéncias correntes colocadas pelos problemas que surgem no quotidiano
da vida profissional. Este contexto é de tal forma absorvente e consumidor de horas de trabalho que varios lideres
se deparam com o obstaculo de possuirem conhecimentos limitados ou desatualizados sobre lideranga que nao
conseguiram enriquecer atempadamente. Esta tendéncia devera ser contrariada assumindo-se que a formacdo em
lideranca é tdo importante como a formagao nas restantes valéncias cientificas e tecnolégicas do laboratério.

Os lideres atuam impulsionados pelas suas capacidades, experiéncias, valores e atitudes. Um percurso
profissional rico ira incrementar a atuagao futura, seguindo-se uma abordagem colaborativa e humanizada, o que ira
facilitar todas as mudangas que for necessério implementar, no sentido de incrementar o capital humano do laboratério,
principal salvaguarda de futuro e prosperidade institucional.

Nenhum estilo de lideranca se encaixa em todas as situagoes, por isso é util entender diferentes estruturas
e estilos de lideranca de modo a adaptar de forma dindmica a abordagem para se adequar a situacdo. Os grandes
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lideres sao, quase sempre, simplificadores e facilitadores que desmontam argumentos e duvidas criando, caso a caso,
solugdes exequiveis e inteligiveis por todos (29).

Em jeito de conclusédo remetem-se algumas sugestoes basicas para o lider no contexto do Laboratério Biomédico:

e O lider devera conhecer os seus os seus diferentes papeis, selecionando os seus comportamentos em
funcao do que é esperado dele numa determinada situacao;

o E importante estar preparado para saber lidar com o desconforto da lideranga, uma vez que, por vezes, é
necessario tomar decisoes dificeis e nem todas as tarefas sao aliciantes por natureza.

e O lider devera conhecer e assumir as suas responsabilidades, ndo deixando de estar presente nos bons e
nos maus momentos.

e Umaestratégia interessante passa por conciliarimagem externa do laboratério com o seu ambiente interno, ou
seja, se é importante demarcar a qualidade e polivaléncia do laboratério na captacao e satisfagéo de clientes,
entdo também toda a estrutura interna devera estar adequada a essa imagem dindmica e competitiva.

¢ A lideranca eficiente pode ser aprendida, logo urge fazer formagao robusta e seguir as melhores estratégias
de lideranga, mantendo uma atualizagdo constante.

e Por vezes alguns colaboradores assumem um comportamento téxico na equipa, pelo que se devera ter uma
elevada capacidade de lidar de forma rapida e assertiva com essas situagoes antes que toda a equipa fique
comprometida.

¢ Criar o habito de abracar as mudancas de forma positiva, encarando-as como um desafio e ndo um obstaculo,
principalmente quando sao decisdes top-down que ndo podem ser alteradas.

e A equipa é uma componente fundamental e indissociavel da atuagéo do lider, logo é basilar cuidar dela com
permanente assertividade, nomeadamente nos aspetos da formagao, humanizagao e retribuicao justa pelo
trabalho prestado.
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