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O Departamento de Saude Ambiental em
relevo no quadro das fun¢des essenciais
do INSA

Highlighting the Department of Environmental
Health in the framework of essential functions
of INSA

Para a prossecuc¢ao das suas atribuicdes, o Instituto Nacio-
nal de Saude Doutor Ricardo Jorge (INSA) esta organizado
em departamentos técnico-cientificos onde sdo desenvol-
vidas atividades de investigacdo e desenvolvimento em
ciéncias da saude, de referéncia e garantia da qualidade
analitica, de observacgao do estado de saude da populacéo,
de prestacao de servigos diferenciados, de formacéo de
guadros técnicos e de difusao da cultura cientifica.

Este trigésimo nimero da segunda edicao do Boletim Epide-
mioldgico Observacées publicado pelo INSA, relne cinco
artigos elaborados por técnicos e investigadores do Depar-
tamento de Saude Ambiental (DSA) que traduzem em larga
escala o &mbito de atuacado deste departamento enquadrado
nas funcdes esséncias do INSA.

A sua acao visa fundamentalmente a monitorizacdo e con-
trolo da qualidade da agua, nas suas diversas utilizacdes,
bem como dos locais de trabalho e condigdes laborais com
vista a identificacdo de situacbes capazes de colocarem
em risco a salde dos trabalhadores ou ocupantes de espa-
cos interiores. Estes propdsitos abrangem a obtencado e o
fornecimento de evidéncia cientifica de suporte a decisao
técnica e politica, no &mbito da protecao da saude publica.
Para o efeito, o DSA mantém uma estreita colaboragdo com
todos os profissionais e autoridades de saude, assim como
com a populagéo em geral.

No ambito da divulgacé@o da cultura cientifica, o artigo rela-
tivo a “Novos valores-guia da OMS para cianotoxinas em
aguas para consumo humano e balneares” atualiza o conhe-
cimento a respeito da ocorréncia de cianobactérias e ciano-

toxinas em aguas de consumo e balneares de acordo com
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0 novo guia técnico-cientifico da Organizagdo Mundial de
Saude (OMS) Toxic Cyanobacteria in Water - a guide to
their public health consequences, monitoring and manage-
ment, contribuindo assim para a difusdo do saber nesta area
técnica.

O artigo relativo a importancia dos fungos na avaliagao da
qualidade das areias a luz das novas guidelines da OMS
para aguas balneares é um feliz exemplo da importéancia do
laboratério na producao de informacédo e conhecimento de
suporte a decisdo em saude publica, no caso, aimplemen-
tacdo de medidas tendentes a melhorar a contaminacao
fecal das areias e aguas balneares e a aplicagcdo do novo
critério da OMS, relativamente a presenca de fungos nas
areias das praias, para atribuicdo do galardédo da Associa-
cao Bandeira Azul da Europa.

No ambito da fungéao referéncia, destaca-se o artigo "Dete-
cao de virus entéricos por real-time PCR em aguas super-
ficiais, subterrdneas, de consumo e &guas residuais" que
ilustra uma importante aplicagdo da metodologia de RT-PCR
quantitativo em tempo real, em oposicdo aos tradicionais
indicadores de contaminagao fecal, na avaliagdo de riscos
para a saude associados a presenga de agentes patogéni-
cos (norovirus genogrupos | e Il), nomeadamente em aguas

residuais sujeitas a tratamento terciario para reutilizagao.

Considerando a toxicidade associada a formagao de subpro-
dutos da desinfecdo da agua, é publicado um artigo que
ilustra o trabalho desenvolvido no dmbito da investigacéo
aplicada. Neste artigo apresentam-se os resultados obtidos
do estudo da presenca de trihalometanos e halocetonas em
aguas de consumo humano e tanques recreativos, salien-
tando-se a importéancia da avaliacdo do risco para a saude
decorrente da exposi¢ao a estes compostos.

Neste numero do Boletim fica também patente o trabalho
do DSA no ambito da prestacao diferenciada de servicos
através do artigo relativo ao estudo da exposicéo profissio-
nal aos hidrocarbonetos aromaticos benzeno, tolueno, etil-
benzeno e xilenos (BTEX). Pelas suas propriedades toxicas,

¢ da maior importancia a monitorizacao destes compostos
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em espacos laborais para protegdo dos trabalhadores no
desenvolvimento das suas atividades profissionais.

Com uma equipa motivada, qualificada e em constante atua-
lizagdo, o Departamento de Salde Ambiental cumpre com
empenho e prontiddo as suas atribuicdes com foco na saude,
seguranca e bem-estar dos portugueses.

Helena Rebelo

Farmacéutica, Coordenadora do
Departamento de Saude Ambiental do INSA

04



nsttuto_ Nacional de Saude

Doutor Ricardo Jorge

Observagdes_ Boletim Epidemiolégico

O

2021

nimero

DR ek

_Novos valores-guia da Organizacao Mundial de Saude para cianotoxinas em aguas

para consumo humano e balneares

New World Health Organisation cyanotoxin guideline values for drinking and recreational waters

Elsa Dias, Tania Rosado, Carina Menezes

elsa.dias@insa.min-saude.pt

Departamento de Saude Ambiental, Instituto Nacional de Saude Doutor Ricardo Jorge, Lisboa, Portugal

_Resumo

As cianobactérias sdo organismos procariotas fotoautotroficos, pre-
sentes numa variedade de habitats, designadamente nas aguas doces
superficiais. Sendo produtores priméarios, sdo essenciais nos ecos-
sistemas, uma vez que estdo na base da cadeia trofica e sdo uma das
principais fontes de oxigénio. No entanto, produzem compostos téxicos
(cianotoxinas) que constituem um risco para a salde publica, sendo a
principal via de exposigdo humana a estas toxinas a ingestao de agua
contaminada. A legislagdo comunitaria e nacional regulamenta o teor
de cianotoxinas em agua de consumo humano e em aguas balneares,
contemplando a microcistina-LR. Nao obstante a evolu¢gdo do conhe-
cimento acerca das cianotoxinas, quer em termos toxicoldgicos, quer
em termos analiticos, existem ainda muitas lacunas que nao permi-
tem elaborar legislagdo que abranja todos os tipos de cianotoxinas,
pelo que a monitorizagao das massas de agua esta circunscrita as toxi-
nas mais conhecidas e estudadas - as microcistinas. Recentemente, a
Organizagao Mundial da Saude procedeu a uma atualizagéo dos valo-
res-guia de cianotoxinas (incluindo cilindrospermopsina, anatoxina e
saxitoxina) para aguas de consumo humano e balneares. Neste artigo
apresentaremos um resumo destas novas orientagdes e discutiremos a
sua relevancia para o conhecimento e monitorizagdo de cianobactérias
téxicas em aguas doces superficiais nacionais.

_Abstract

Cyanobacteria are photoautotrophic prokaryotic organisms that live in
diverse habitats, namely superficial water bodies. As primary produ-
cers, they constitute the basis of the food chain and play a primary role
in oxygen production. However, they have also the ability to produce
toxins (cyanotoxins) that pose a major threat to Public Health. The main
route of exposure in humans is the ingestion of contaminated water.
Implementation of European and national legislation has regulated the
concentration of cyanotoxins in drinking and recreational waters, spe-
cifically of microcystin-LR. Regardless of the knowledge evolution con-
cerning cyanotoxins, whether toxicological or analytic, there are still
scientific gaps that impair the establishment of legislation that cover all
toxin types. Water monitoring is therefore limited to the most common
toxins, microcystins. Recently WHO has elaborated an update of the
guidelines for cyanotoxins (including other toxins such as cylindrosper-
mopsis, anatoxin and saxitoxin) in drinking and recreational waters. In
this paper, we present a summary of these new guidelines and discuss
their relevance for the knowledge and monitoring of toxic cyanobacte-
ria in national superficial waters.
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_Introducéo

As cianobactérias sdo organismos procariotas fotoautotréfi-
cos, presentes numa variedade de habitats, designadamente
nas aguas doces superficiais. Sendo produtores primarios,
S80 essenciais nos ecossistemas, uma vez que estdo na
base da cadeia tréfica e sdo uma das principais fontes de
oxigénio. No entanto, produzem compostos tdxicos (cianoto-
xinas) que constituem um risco para a saude publica, sendo
a principal via de exposicdo humana a estas toxinas a inges-
tdo de agua contaminada.

A legislacdo comunitéria e nacional regulamenta o teor de
cianotoxinas em agua de consumo humano e em aguas bal-
neares, contemplando a microcistina-LR. Ndo obstante a
evolugcdo do conhecimento acerca das cianotoxinas, quer
em termos toxicolégicos, quer em termos analiticos, exis-
tem ainda muitas lacunas que néo permitem elaborar legisla-
¢ao que abranja todos os tipos de cianotoxinas, pelo que a
monitorizacéo das massas de dgua esta circunscrita as toxi-
nas mais conhecidas e estudadas - as microcistinas. Recen-
temente, a Organizagdo Mundial da Saude procedeu a uma
atualizacéo dos valores-guia de cianotoxinas (incluindo cilin-
drospermopsina, anatoxina e saxitoxina) para aguas de con-
sumo humano e balneares.

_Objetivo

Neste artigo apresentamos um resumo das novas orienta-
coes da Organizagdo Mundial da Saude relativas a cianoto-
xinas e discutimos a sua relevancia para o conhecimento e
monitorizagdo de cianobactérias toxicas em aguas doces
superficiais nacionais.
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Ocorréncia de cianobactérias toxicas em dguas doces
superficiais

Os recursos de agua doce superficial nacionais sao larga-
mente usados para a producao de energia, irrigacao, ativi-
dades recreativas e balneares, sendo fonte de agua para
consumo humano para cerca de 60% da populagédo portu-
guesa (1:2). Uma proporcéo significativa desses recursos
sdo reservatorios artificiais derivados de rios, tais como
barragens e albufeiras. Essas barreiras artificiais alteram o
fluxo natural dos rios e criam corpos de agua lénticos que
sdo vulnerdveis a eutrofizacdo (). De notar que, cerca de
42% das albufeiras portuguesas estao eutrofizadas e mui-
tas outras apresentam sinais de progressiva degradacao
do estado tréfico (2). A eutrofizacdo favorece a proliferacéo
massiva de cianobactérias (%), fenémeno conhecido como
bloom. As alteracOes climaticas, designadamente o aumen-
to global da temperatura e a seca, também séo fatores que
contribuem para o agravamento deste fenémeno (4).

Os blooms cianobacterianos tém impactos ambientais
negativos tais como a desoxigenagao da agua, a mortan-
dade de peixes por anoxia ou asfixia e a alteracdo da com-
posicao e diversidade da comunidade fitoplancténica. Por
outro lado, causam a alteracao das caracteristicas organo-
léticas da &gua devido a produgédo de compostos orgéani-
cos volateis (COVs) como a geosmina e 0 2-Metilisoborneol
(2-MIB) (5). Embora estes compostos sejam geralmente
considerados como nado téxicos, a sua presenca altera a
percecdo de seguranca das populagdes relativamente a
qualidade da agua. No entanto, a caracteristica mais nega-
tiva dos blooms ¢é a capacidade das cianobactérias produ-
zirem toxinas, 0 que acarreta riscos para a salde humana
e animal. A exposicao a estas toxinas pode ocorrer através
da ingestdo de agua para consumo indevidamente tratada
ou da ingestao acidental de agua bruta durante atividades
recreativas, desportivas ou ocupacionais nas massas de
agua superficiais.

As cianotoxinas mais comuns a nivel global s&o as microcis-
tinas (hepatotoxinas potencialmente cancerigenas) (6). Em
Portugal também ocorrem esporadicamente neurotoxinas,
especificamente saxitoxina e derivados (7) e anatoxina-a (9).
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Até a data, apenas foi registada uma ocorréncia de cilindros-
permopsina (citotoxina e genotoxina) (19).

A ocorréncia de blooms cianobacterianos em aguas doces
superficiais portuguesas é frequente, estando muitas vezes
associados a estirpes toxicas, pelo que a monitorizagéao de
cianobactérias e cianotoxinas é uma questao relevante para
a saude publica (1), A monitorizacdo destas ocorréncias
garante, nao s, o controlo da qualidade da agua, prevenindo
riscos para a saude, como também contribui para a imple-
mentacdo de medidas que visam reduzir os custos associa-
dos ao seu tratamento. O Instituto Nacional de Saude Doutor
Ricardo Jorge (INSA) assegura desde 1996 a monitorizagéo
de cianobactérias e toxinas associadas em albufeiras nacio-
nais, mantendo uma colecdo de culturas de cianobactérias
(Estela Sousa e Silva Algae Culture Colection - ESSACC) com
estirpes isoladas de albufeiras nacionais, usadas em traba-
lhos de investigacéo.

Avaliagdo do risco de exposi¢édo humana a cianotoxinas

A avaliagdo do risco associado a cianotoxinas nao é sim-
ples, pois embora a perigosidade destas toxinas esteja iden-
tificada, o risco que acarretam nao é facil de caracterizar
e quantificar. Os efeitos causados pelas cianotoxinas séo
comuns a muitas patologias, pelo que é dificil estabelecer
uma relagao causa-efeito entre a exposicdo a agua contami-
nada e a sintomatologia respetiva. Efetivamente, os dados
epidemiol6gicos sdo escassos, e muitas vezes inconclusivos,
e a ocorréncia no meio hidrico estara provavelmente suba-
valiada, devido, também, a limitagdes analiticas. Por outro
lado, ndo obstante a evolugdo do conhecimento da toxicolo-
gia destes compostos, desconhecem-se ainda mecanismos
de acéo e efeitos de muitas cianotoxinas (toxicodinamica),
bem como a forma como séo absorvidas, distribuidas, meta-
bolizadas e eliminadas (toxicocinética) pelo organismo. Por
outro lado, esté ainda pouco estudado o efeito das misturas
de cianotoxinas, que muitas vezes coocorrem nas massas
de agua, uma vez que estirpes cianobacterianas da mesma
espécie ou de espécies diferentes, produtoras de diferentes
cianotoxinas, podem coexistir no mesmo bloom.
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A avaliacdo do risco de exposicdo a cianotoxinas constitui,
tal como para outros contaminantes e agentes toxicos (12),
um processo de analise faseado e que implica: i) identifica-
cao dos perigos associados as toxinas [informagéo toxico-
l6gica e epidemioldégica que permite associar as toxinas a
efeitos nocivos, ou seja, estabelecer a relacdo causa-efei-
to, e estimar a Dose Diaria Aceitavel (DDA)]: ii) a caracteriza-
cao da relacao dose-resposta [medida do efeito adverso em
funcao da concentragado do agente]; iii) avaliacdo da exposi-
cao as toxinas [identificacdo das vias e dose de exposicao e
determinacao da Dose Diéria Ingerida (DDI)]. A comparacao
entre a DDA e a DDI permite determinar o nivel de risco para
a salde decorrente da exposicao humana as toxinas através
da agua de consumo ou balnear e, consequentemente, ado-
tar as medidas de gestdo dos recursos hidricos adequadas
a salvaguarda da Saude Publica. Se o valor da DDI exceder
o valor da DDA existe risco de exposicao ao agente toxico. A
DDA é determinada através de parametros toxicolégicos que
fornecem indicacao sobre a relagédo entre a dose do agente
e a resposta do organismo, designadamente o NOAEL (dose
méaxima que nao causa efeito) ou 0 LOAEL (dose minima que
causa efeito) (figura 1).

Figura 1:

Relacdo dose-resposta do agente tdxico.

Efeito maximo

Intensidade do efeito

Dose do agente toxico

NOAEL - No Observed Adverse Effect Level; LOAEL - Lowest Observed Adverse
Effect Level; LD;, - Dose letal para 50% dos animais testados
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Valores-guia para cianotoxinas

Nao havendo informacéo suficiente para estabelecer valores
paramétricos de referéncia (regulamentares) para as cianoto-
xinas, a Organizagdo Mundial da Saude (OMS) estabeleceu,
em 1998, um Valor-Guia (VG) provisério para as microcistinas
em 4gua para consumo humano (1%). Nessa altura apenas
foi estabelecido um VG para estas cianotoxinas, por serem
consideradas as mais comuns e sobre as quais havia mais
informacao epidemioldgica e toxicoldgica. Este VG foi ado-
tado como valor paramétrico na legislacdo de muitos paises,
como se exemplifica na tabela 1. No caso de alguns paises,
como o Brasil, a Austrélia e a Nova Zelandia, foram também
estabelecidos valores de referéncia para outras cianotoxi-
nas (tabela 1), atendendo a sua ocorréncia frequente e a sua
associacao a episodios de intoxicacdo humana e animal.

O Decreto-Lei n.° 306/2007 de 27 de agosto, transposto da
Diretiva 98/83/CE do Conselho Europeu de 3 de novembro
de 1998 relativa a qualidade da agua destinada ao consumo
humano, estabelece o valor paramétrico de 1 pg/L para a
microcistina-LR na agua tratada colhida a saida da Estacéo
de Tratamento. Porém, a legislag@o nacional ndo contempla
valores paramétricos para outras cianotoxinas. Consequen-
temente, algumas destas cianotoxinas nao sdo incluidas
nos planos de monitorizagdo, pelo que estardo certamente
subestimadas. De referir, no entanto, que algumas entida-
des distribuidoras/gestoras de agua para consumo humano
estdo sensibilizadas para o potencial tdxico das cianobac-
térias, pelo que, para além de microcistinas, também proce-
dem a andlise de outras cianotoxinas, para as quais ainda
nao foi estabelecido qualquer valor paramétrico. Coloca-se
entdo a questdo: Qual o significado do resultado e como
proceder perante um resultado positivo? O estabelecimento
de novos VG, para o maior niumero possivel de cianotoxinas,
ajuda a responder a esta questao, visto que constituem limi-
tes orientadores para a tomada de deciséo sobre medidas
preventivas, de remediagéo e de gestdo do risco, por parte
das entidades envolvidas na gestao da qualidade da agua,
de acordo com os sistemas de alerta de cianobactérias.
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Tabela 1: [] Valores de referéncia para cianotoxinas em aguas para consumo humano adotados em
diferentes paises (14-18),

Pais

Africa do Sul

Austrélia

Brasil

Canada

Espanha

Finlandia

Franga

Toxina

ATX-a
CYL
NOD
MC
STX
ATX-a
CYL
NOD
MC
STX
ATX-a
CYL
NOD
MC
STX
ATX-a
CYL
NOD
MC
STX
ATX-a
CYL
NOD
MC
STX
ATX-a
CYL
NOD
MC
STX
ATX-a
CYL
NOD
MC

STX

VG

n.d.
n.d.
n.d.

1 pg/L (VG)
n.d.
n.d.

n.d.
Tug/L (*)
1,3 pg/L (VG)
3 ug/L (*)
n.d.

15 pg/L (V@)
n.d.

1 pg/L (VP)
3 pg/L (VG)
3,7 yg/L (Quebec, CMAP)
n.d.

n.d.

1,5 pg/L (CMA)
n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

1 pg/L (VP)
n.d.

n.d.

n.d.

n.d.
>1 pg/L (RA) e >10 pg/L (PA)
n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

1 ug/L (VP)

n.d.
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Pais Toxina

ATX-a
CYL
Nova Zelandia NOD
MC
STX
ATX-a
CYL
Portugal NOD
MC
STX
ATX-a
CcYL
Republica Checa NOD
MC
STX
ATX-a
CYL
Singapura NOD
MC
STX
ATX-a
CYL
Turquia NOD
MC
STX
ATX-a
CcYL
Uruguai NOD
MC

STX

VG

1 ug/L (VMP)
1 ug/L (VMP)
n.d.

1,3 pg/L (VMP)
3 pg/L (VMP)
n.d.

n.d.

n.d.

1 pg/L (VP; DL 306/2007)
n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

1 ug/L (VP)
n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

1 ug/L (VP)
n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

1 pg/L (VP)
n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

1 ug/L (VP)

n.d.

VG - Valor-guia; VP - Valor-padrdo; CMAP - Concentracdo maxima aceitavel

proviséria; CMA - Concentragdo méaxima aceitavel; RA - Restricdes ao uso de

4gua; PA - Proibicdo do uso de dgua; VMP - Valor maximo provisério;

* ~ Valor

indicativo baseado nos efeitos sobre a satde; n.d. - ndo definido
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Os novos VG vém, também, colmatar lacunas relativamente
a agua destinada a atividades recreativas e balneares, uma
vez que nao tinha sido estabelecido previamente qualquer
VG para cianotoxinas nesse meio de exposicdo. A legisla-
cao portuguesa (Decreto-Lei n.° 113/2012 de 23 de maio;
Decreto-Lein.° 135/2009 de 3 de junho), transposta da Dire-
tiva 2006/7/CE do Parlamento e do Conselho Europeus de
15 de fevereiro de 2006, relativa a qualidade das aguas bal-
neares, apenas recomenda a monitorizacdo das massas de
agua quando for detetado visualmente o potencial para a
formacao de blooms. Neste caso, é da responsabilidade do
delegado de saude local proceder a identificacdo de riscos
para a salde, competindo as autoridades de salde e do
ambiente gerir 0 risco e prevenir a exposicao as toxinas.

Passados cerca de 20 anos do estabelecimento do VG para
as microcistinas, e face a tendéncia crescente de ocorréncia
de blooms cianobacterianos téxicos e de episdédios de intoxi-
cagao por cianotoxinas, a OMS propbs novos VG provisoérios
para varias cianotoxinas, considerando diferentes cenarios
de exposigdo humana a estes compostos.

Os VG séo calculados a partir da DDA (19-22) tendo em conta
a sua alocacao a diferentes vias de exposi¢ao. Espera-se que
a exposicdo as cianotoxinas através das possiveis vias, ao
longo da vida dos individuos, ndo acarrete risco para a sua
saude. Ou seja, o VG fornece informacao quantitativa para o
processo de avaliagdo de risco que, por sua vez, permitira
gerir o risco de forma a proteger a satide humana.

09

O VG das cianotoxinas é calculado de acordo com a seguinte
formula (19-22).

DDA+pc+fa NOAEL ou LOAEL
— 7 emque ppDA=- T
c fi

VG =

DDA - dose diaria aceitavel (ug/Kng/dia);

pc - peso corporal (60 kg para adultos; 5 Kg/15 Kg para bebés/crian-
cas);

fa - fator de alocagao (Apenas usado no caso de aguas para consumo
humano. Considera-se, no caso da exposigdo crénica, que 80% da
exposigcao ocorre através da ingestdo de agua, sendo as outras fon-
tes, como ar, alimentos e solo, consideradas pouco significativas. No
caso da exposicao aguda, considera-se que a exposigdo é alocada
100% a agua contaminada. Assim, fa ¢ 0,8 ou 1, respetivamente);

¢ - Consumo diério de agua (2 L para adultos; 0,25 L/0,75 L para
bebés/criangas);

NOAEL - Dose méxima que ndo causa efeito nocivo (no observed
adverse effect level) (ug/kg,);

LOAEL - Dose minima que causa efeito nocivo (lowest observed
adverse effect level) (ug/kg,);

fi - fatores de incerteza (10 para variagdes interespécies, 10 para
variagdes intraespécie, 10 para a limitagdo de informacao sobre toxi-
cidade cronica, 3 para limitagdo de dados).

O célculo do VG das microcistinas baseou-se num valor de
NOAEL de 40 ug/kgp por dia, valor obtido através de um
estudo em murganhos (23). No caso da cilindrospermop-
sina, usou-se um valor de NOAEL de 30 pg/kg,. por dia,
também obtido num estudo com murganhos (24). O VG foi
determinado para vérios tipos de exposicao. Assim, foram
determinados 0 VG gnico € 0 VGagudo Para agua de con-
sumo humano, correspondendo a uma exposi¢ao a longo
termo e a curto termo, respetivamente. O calculo destes
valores difere, basicamente, nos fatores de incerteza. No
caso do VGenico, USOU-se um fator de incerteza de 1000,
de forma a contemplar as variacoes inter e intra espécies e
a limitacao de informacéo sobre toxicidade crénica (19:20),
No caso do VG,g,q, Para as microcistinas, usou-se um fator
de incerteza de 100, correspondendo as variacoes inter e
intra espécies (19). Em relacéo ao VGagudo da cilindrosper-
mopsina, usou-se um fator de incerteza de 300, correspon-
dendo as variagdes intra e inter espécies e as limitacoes
de dados (tabela 2) (20). Por outo lado, foi também estabe-
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lecido o VGrec, correspondendo a exposicao por ingestéao
de 4gua durante atividades recreativas em massas de agua
superficiais. Neste caso, o célculo do VG baseou-se num
cenario de exposicao de criangas (15 Kg) as toxinas, através
de ingestao acidental (0,25 L) de agua bruta contaminada
(tabela 2) (19,20),

A luz do conhecimento atual ndo é possivel determinar um
VGronico Para a saxitoxina, uma vez que ndo ha evidéncia
de efeitos nocivos decorrentes da exposicdo continuada a
este grupo de toxinas (21). O VG,g,q, foi determinado com
base no LOAEL de 1,5 ug STX,4/kg,, de acordo com dados
epidemiolégicos referentes a casos de intoxicagdo humana
com bivalves contaminados com este grupo de toxinas (25).
Porém, e contrariamente as outras cianotoxinas, o VG foi
derivado para bebés (5 Kg), considerando que séo o sub-
grupo mais sensivel da populagao, podendo estar expostos
através da alimentacéo por biberdo (0,75 L), e atendendo a
que a margem de seguranca poderia ser muito baixa (21).

Tabela 2:
Cianotoxina Tipo de exposicao NOAEL
P posc (1/kgpc /dia)

Cronica 40
na dgua para consumo

Microcistina Agu,da 40
na dgua para consumo
Atividade recreativa 40
Crénica 30
na dgua para consumo

Cilindrospermopsina Agulda 80
na dgua para consumo
Atividade recreativa 30
Aguda -

o na dgua para consumo

Saxitoxina
Atividade recreativa -
Aguda 98
na dgua para consumo

Anatoxina guap
Atividade recreativa 98

(Bg/kg, /dia)

Neste caso aplicou-se um fator de incerteza de 3, por se
usar o LOAEL em vez do NOAEL. O célculo do VG, para a
saxitoxina foi determinado com base na exposi¢ao de crian-
cas, tal como no caso da microcistina e da cilindrospermop-
sina (tabela 2) (1),

A informacao toxicoldgica disponivel sobre a anatoxina-a nao
permite calcular um valor de NOAEL ou LOAEL, nem avaliar a
exposicao, de forma a calcular um VGegnicos VGagudo € VGrec
(22), De facto, os estudos de toxicidade aguda em animais
induziram a morte dos individuos testados e os estudos de
toxicidade subcrénica nao permitiu identificar uma dose néo
letal mas com efeitos adversos duradouros (22), Porém, assu-
mindo um resultado inconclusivo de um dos estudos em ani-
mais, podera considerar-se um valor de NOAEL de 98 pg/kg .
por dia, (26) ¢ calcular um valor indicativo baseado nos efeitos
observados (tabela 2). Este valor ndo é um verdadeiro VG
e ndo pode ser usado para derivar limites regulamentares.
Pode, no entanto, orientar medidas preventivas e de gestao

Parametros usados no calculo do valor guia de cianotoxinas, em diferentes cenarios de exposicao.

LOAEL pC . . " DDA

(Kg) (H9/kg,, /dia)
- 60 1000 0,8 2 0,04
- 60 100 1 2 0,4
- 15 100 - 0,25 0,4
- 60 1000 0,8 2 0,03
- 60 300 1 2 0,1
- 15 300 - 0,25 0,1
1,5 5 3 1 0,75 0,5
1,5 15 3 - 0,25 0,5
- 60 100 1 2 0,98
- 15 100 - 0,25 0,98
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de risco. Trata-se de um valor abaixo do qual ndo se esperam
efeitos adversos nos adultos, mas deve evitar-se a exposicao
de criangas, visto que estas ingerem um volume de agua por
peso corporal superior ao dos adultos (22).

Na tabela 3 indicam-se os novos VG estabelecidos pela OMS
para as cianotoxinas.

Implicagdes para a monitorizagdo de cianobactérias e
cianotoxinas

No ambito das novas recomendac6es da OMS, a monitori-
zacao de cianobactérias e toxinas associadas devera ser
alvo de algumas modificagc6es, uma vez que a existéncia de
VG para vérias cianotoxinas implica alteracdes do sistema
de alerta de cianobactérias e cianotoxinas.

Este sistema de alerta consiste numa sequéncia de procedi-
mentos de monitorizacao e de gestdo, organizado na forma
de “arvore de decis@o”, que permite delinear respostas ime-
diatas e graduais no decurso da ocorréncia de blooms cia-
nobacterianos (14),

O primeiro nivel de alerta (nivel de vigilancia), é acionado
guando a densidade de cianobactérias é superior a 10 colé-
nias ou 50 filamentos por mililitro, estao presentes espécies
potencialmente tdxicas, a profundidade de Secchi é inferior a
2 m e/ou s&o detetados COVs (14). Ou seja, a determinagéo

Tabela 3:
e recreativas (19-22),
Cianotoxina
Exposicao crénica
Microcistinas 1
Cilindrospermopsina 0,7
Saxitoxina .
Anatoxina

* Valor indicativo baseado nos efeitos sobre 3 satde

Agua para consumo humano

Exposicao aguda

deste nivel de alerta pressupde a realizagéo de procedimen-
tos de monitorizagao (identificagao e quantificagcéo de ciano-
bactérias por microscopia, utilizagdo do disco de Secchi e
detecdo de CQOVs cianobacterianos), contrariamente ao que
estava estabelecido anteriormente para este nivel de alerta,
que exigia apenas a dete¢ao visual de acumulagdes verdes
ou de animais mortos nas massas de agua (27).

Para o nivel de vigilancia, recomenda-se a monitorizagao se-
manal (em vez de regular, como previamente) e sempre que
possivel a quantificagao de cianotoxinas. Para as microcisti-
nas e cilindrospermopsina sao considerados os novos VG da
exposicao cronica (tabela 3). Para a saxitoxina e anatoxina-a,
consideram-se valores 10x abaixo do valor para a exposicao
aguda (tabela 3). Relativamente a biomassa cianobacteriana,
¢ sugerido um valor mais elevado de biovolume do que as
anteriores recomendacdes (0,3mm?3/L em vez de 0,2 mm?®/L),
com base no pressuposto de que existe um racio de 3:1 entre
a quantidade de microcistinas (ug) e o volume celular (mm?).
Se a biomassa cianobacteriana for expressa com base na
clorofila-a, pressupde-se um racio de 1:1 entre a quantidade
de microcistinas (ug) e de clorofila-a (ug). O valor de biovolu-
me e de clorofila-a implicam, por isso, niveis de microcistinas
no limiar do VG da exposigéo cronica (14). Para as outras cia-
notoxinas, ndo existe informagao suficiente para determinar
0s racios toxina/biomassa, mas assume-se que sao similares
aos das microcistinas.

Valores-guia da OMS para cianotoxinas em aguas para consumo humano

Valor Guia OMS (ug/L)

Agua bruta

Exposicao em atividades recreativas

12 24
3 6

3 30
30* 60*
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Se estes parametros forem ultrapassados, é acionado o
nivel de alerta 1 (tabela 4), que ja prevé a quantificagdo de
cianotoxinas e, quando possivel, a implementacédo de pla-
nos de contingéncia que envolvem normalmente a incluséao
de etapas de tratamento de 4gua mais avancadas, que per-
mitam a remog&o eficaz das toxinas (14). Comparativamente
as recomendacOes anteriores, adotou-se uma abordagem
mais conservadora relativamente aos limites para acionar o
nivel de alerta seguinte. Assim, o nivel de alerta 2 (tabela 4),
que corresponde a um nivel de risco elevado para a salde
humana, é acionado quando o biovolume apresenta valores
superiores a 4 mm®/L (versus 10 mm?/L, anteriormente) e
a clorofila-a atinge 12 pg/L (versus 50 pg/L, anteriormente).
Este nivel de alerta corresponde aos valores de exposicéo
aguda as cianotoxinas indicados na tabela 3. Nesta fase, 0s
planos de contingéncia devem ser aplicados e medidas de
gestao, tais como o tratamento avancado da agua ou a pro-
cura de pontos de recolha da agua alternativos, devem ser
implementadas.

E de ressalvar que o sistema de alerta proposto pode (e
deve) adaptar-se a situacao particular de cada massa de
agua. De referir, também, que ndo obstante os niveis de
alerta ja nao serem baseados na densidade celular (nas re-
comendac0Oes anteriores, 2000 cél/mL correspondiam ao
alerta 1 e 100000 cél/mL ao alerta 2 (27)), a concentragao
de cianobactérias continua a revelar-se um parametro Util
na monitorizagéao.

Tabela 4:

A utilizagao preferencial do biovolume, em detrimento da
densidade, esté relacionada com a variabilidade do tama-
nho celular. Este fator tem implicacdes significativas na
guantidade de toxina produzida por célula e por espécie.
Aplicando os novos valores de biovolume, a trés espécies
do mesmo género - Microcystis — podemos verificar que
existe uma variacdo de uma ordem de grandeza (14). Para o
mesmo valor de biovolume (0,3 mm?®/L) obtemos densida-
des entre 2400-20000 cél/mL. Por outro lado, consideran-
do as cianobactérias de reduzidas dimensdes, tal como a
Aphanocapsa holsatica, 0,3 mm?®/L de biovolume (nivel de
alerta 1) corresponde a 170000 cél/mL, para o qual seria
anteriormente considerado o nivel de alerta 2. Por outro
lado, o valor de nivel de alerta 2 (4 mm?®/L) pode corres-
ponder a 2000000 cél/mL (A. holsatica) ou 10000 cél/mL
(Dolichospermum crassum) (tabela 5).

No caso das aguas balneares, a anterior recomendacao da
OMS distinguia 2 niveis de referéncia baseados na densidade
de cianobactérias ou na concentragao de clorofila-a (27). As
novas orientagdes propdem um sistema de alerta especifico
para 4guas balneares com 3 niveis (14). O nivel de vigilancia
¢ atingido quando, por inspe¢ao visual se observa uma pro-
fundidade de Secchi inferior a 1-2 m ou quando as andlises
laboratoriais revelam valores de biovolume de 1-4 mm?/L de
de clorofila-a 3-12 pg/L, sempre com a dominancia de ciano-
bactérias comprovada por observacao microscépica.

Niveis de alerta para agua para consumo humano e recreativa

baseados na biomassa cianobacteriana (19-22),

Nivel de Alerta

Nivel de Alerta 1 para &gua de consumo

Nivel de Alerta 2 para dgua de consumo

Nivel de Alerta 1 para dguas recreativas

Nivel de Alerta 2 para dguas recreativas

Biomassa cianobacteriana

Biovolume Clorofila-a
(mm3/L) (ug/L)
0,3 1
4 12
4 12
8 24
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Tabela 5:

Comparacao entre densidades celulares e biovolumes de géneros de

cianobactérias toxicas com diferentes dimensoes celulares.

Nivel de alerta 1

Nivel de alerta 2 Volume celular

Espiel (0,3 mms/L BV) (4 mm3/L BV) do taxon
spécie

Densidade (células/mL) (um3)
Aphanocapsa holsatica 170000 2000000 1,8
Microcystis ichthyoblabe 20000 250000 15
Microcystis aeruginosa 4500 65000 65
Microcystis wesenbergii 2400 32000 125
Dolichospermum crassum 750 10000 412

Neste nivel, é sugerida a intensificagdo da frequéncia de
monitorizacdo, a avaliacdo do potencial de formagédo de
blooms e a avaliacdo da presenca de cianobactérias tdxi-
cas, assim como a informacéo as autoridades competen-
tes. A passagem do nivel de vigilancia para os niveis de
alerta, depende da observacao de valores de biovolume até
4-8 mm?/L ou 12-24 pg/L de clorofila-a (nivel de alerta 1).
As cianotoxinas, omissas nas recomendacOes anteriores,
sdo aqui consideradas para distinguir os niveis de alerta 1
e 2: ConcentracOes até 24 pug/L de microcistinas, 6 ug/L de
cilindrospermopsina, 60 pg/L de anatoxina ou 30 pg/L de
saxitoxina para o nivel 1 e superiores a estas para o nivel
de alerta 2 (14),

Quando os niveis de alerta sdo acionados nas areas utili-
zadas para atividades recreativas, as autoridades de saude
locais devem ser informadas e devem ser implementadas
medidas de protecdo da saude publica, tais como a inter-
dicao de atividades que impliquem o contacto com a agua.
Este sistema de alerta, a semelhanca do utilizado para aguas
de consumo, considera também o biovolume em detrimento
da densidade celular. As cianotoxinas, omissas na recomen-
dacao anterior, foram agora incluidas na “arvore de decisao”
uma vez que foram estabelecidos VG relativamente a exposi-
cao recreativa.

Consideragdes finais

O estabelecimento de valores-guia para varias cianotoxinas e
de critérios mais objetivos nas recomendacdes da Organiza-
cao Mundial da Saude s&o uma ferramenta importante para a
interpretagao dos resultados da monitorizacao de cianobac-
térias e toxinas associadas.

Consequentemente, facilita a tomada de decisao na preven-
cao e gestao de riscos associados aos blooms cianobacte-
rianos.

Por outro lado, estas novas orientagdes permitirdo caracte-
rizar de forma mais abrangente a ocorréncia de cianotoxi-
nas e contribuir para o conhecimento sobre a ocorréncia de
cianobactérias toxicas nas aguas doces superficiais portu-
guesas contribuindo assim para antecipar e prevenir situ-
acdes de risco gue cologuem em causa a saude publica,
animal e ambiental.
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_Resumo

Em 2021, a ‘Bandeira Azul’ introduziu a qualidade das areias das praias
como critério-guia para atribuigdo do galarddo. Seguindo a recomen-
dacao das novas guidelines da Organizagdo Mundial de Saude para as
4guas balneares, o novo critério para areias baseia-se na quantificagdo do
numero de unidades formadoras de colénias (UFC), por grama de areia, de
todos os fungos, enterococos e, adicionalmente, Escherichia coli. Estes
dois Ultimos sdo também indicadores de qualidade da &gua balnear, ja
que a sua presenca indica contaminagdo de origem fecal. O valor de refe-
réncia para os fungos totais é de 490 UFC/g. Este estudo pretende fazer
uma andlise previsiva do que a implementagao do novo critério-guia do
galardao Bandeira Azul poderd implicar em termos de nao-conformida-
des relativamente ao parametro fingico. A analise (cega) de 105 amostras
de areia recebidas no laboratério do Instituto Nacional de Satde Doutor
Ricardo Jorge durante o0 ano de 2020 revelou uma mediana de 29 UFC/g,
um intervalo interquartil entre 5 e 79 UFC/g. Apenas 3 amostras (cerca de
3%) excederam o valor de referéncia para fungos. Nao se espera assim um
grande impacto negativo na classificacdo das zonas balneares designadas
utilizando este critério de avaliagao.

_Abstract

In 2021, the ‘Blue Flag’ added the sand quality of beaches as a guide-cri-
terion for the award. Following the recommendation of the new guidelines
for recreational waters from the World Health Organization, the new crite-
rion is based on the quantification, per gram of sand, of the number of
colony forming units (CFU) of all fungi and enterococci, but testing also
Escherichia coli. These last two are indicators of bathing water quality,
and their presence indicates faecal contamination. The reference value for
all fungi is 490 CFU/g. This study aims at making a predictive assessment
of what the implementation of the new Blue Flag criterion may implicate
regarding the fungal parameter. The (blind) analysis of 105 sand samples
received in the laboratory of the National Institute of Health Dr Ricardo
Jorge during the year 2020 revealed a median of 29 CFU/g, with an inter-
quartile range of 5 to 79 CFU/g. Only 3 samples (about 3%) exceeded
the reference value for fungi. Therefore, large negative impacts are not
expected on the classification of designated bathing areas based on this
assessment criterion.

_Introdugéo

As guidelines da Organizacdo Mundial de Saude (OMS)
para a qualidade das aguas balneares e protegao da saude
humana, publicadas em 2003, consideravam as areias das
praias como um assunto de interesse na protecao da saude
humana (). Consequentemente, na versao de 2021, o capi-
tulo dedicado a este tema refere os varios grupos biologicos
e a sua importancia em praias de qualquer regido do mundo;
desde os atuais parametros de qualidade das aguas balne-
ares (indicadores de contaminagao fecal) a parametros tipi-
camente presentes na ecologia das areias (2). Refere ainda
pardmetros endémicos em zonas especificas do mundo,
como é o caso da pesquisa de helmintas na Lituania, em que
a areia das praias € uma conhecida matriz de contaminacao
inter-humana (3). Também as moscas da areia na zona do
médio Oriente e parasitas transdérmicos em algumas zonas
tropicais séo referidas, assim como abordagens de gestao,
prevencdo e remediagéo (2). A nova versdo das guidelines
recomenda entdo a monitorizacdo de parametros fungicos
genéricos e bacterianos de origem fecal, com valores-guia
para fungos totais e de seguranga para enterococos.

No entanto, ndo basta recomendar. E necessario criar todo
um sistema de avaliacdo dos resultados da monitorizacao
que operacionalize a classificacdo das praias com base na
qualidade das areias. Os valores agora recomendados sao
provisorios até que se confirmem através de estudos epi-
demioldgicos. De referir que, relativamente aos enteroco-
cos, o limite foi extrapolado com base no céalculo de risco
quantitativo microbiano (QMRA, na sigla em inglés) a par-
tir do valor de 200 UFC/100 ml para aguas balneares, o que
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corresponde a um risco de desenvolvimento de doenca pos-
-exposigao de até 5%. Relativamente aos fungos, a discri-
minagao de alguns grupos é pertinente, mas nao se conhe-
ce ainfluéncia na saude desses parametros individuais para
poder determinar valores-limite (4). Exemplos de parametros
individuais sdo: Candida albicans, uma levedura oportunista
de origem quase exclusivamente fecal humana (%); Rhodo-
torula spp., conhecida por causar endocardites em imuno-
-comprometidos; dermatofitos, fungos patogénicos respon-
saveis por infecOes cutaneas, como a tinha e o0 pé de atleta
ou onicomicoses; € 0s fungos filamentosos indiferenciados,
sempre bastante presentes em amostras ambientais e fre-
quentes causadores de alergias e infecdes invasivas em hos-
pedeiros suscetiveis (6),

O Galardao Bandeira Azul

A Associacao Bandeira Azul da Europa (ABAE) atribui um
galardao classificativo de qualidade baseado em 32 cri-
térios, imperativos ou guia, de seguranca, conforto e de
educacao ambiental (7). Tendencialmente os critérios-guia
antecedem os critérios imperativos e tém como objetivo a
sua inclusdo de forma suave. Dessa lista de critérios fazem
parte a qualidade da agua, a exposicao publica dos seus
resultados na praia, instalacdes e equipamentos em boa
qualidade e quantidade apropriada ao bom funcionamento
da zona balnear, acessibilidade a praia em segurancga e
particularmente, pelo menos uma praia por conselho, tera
de assegurar acesso especialmente orientado para defi-
cientes motores. Cerca de metade das zonas balneares
designadas sao anualmente galardoadas em Portugal.

Baseada nas novas recomendacdes da OMS, a ABAE enten-
deu integrar a qualidade da areia das praias, ja na época bal-
near de 2021, como critério-guia para atribuicao do galardao.
Para a sua monitorizagdo, 0 novo critério baseia-se na quan-
tificacao, por grama de areia, do nimero de unidades forma-
doras de coldnias (UFC) de todos os fungos, enterococos e
Escherichia coli. Estes dois Ultimos sdo também indicadores
de qualidade da &gua balnear e a sua presencga revela con-
taminagao de origem fecal. Os valores de referéncia sdo 490
UFC/g para os fungos totais (correspondente ao percentil 80
encontrado no estudo internacional Mycosands que envolveu
13 paises e varios climas, com uma mediana de 89 UFC/g (6));

67 UFC/g para enterococos (correspondentes ao limite de
seguranga de 200 UFC/100ml em &guas balneares calculados
por avaliagdo de risco microbiano quantificado - QMRA) (2) e
25 UFC/g de E. coli (resultante de um estudo realizado no ano
2000 e que representa a mediana nacional (8)).

_Objetivo

Este estudo pretende fazer uma analise previsiva do que a
implementacé&o do novo critério-guia do galardéo Bandeira
Azul podera implicar em termos de nao-conformidades rela-
tivamente ao parametro fungico.

_Materiais e métodos

No estudo exploratério do impacto da implementagdo do
novo critério para atribuicdo do galardao relativamente a pre-
senca de fungos nas areias das praias, estimaram-se, para
estes microrganismos, a mediana, 0 minimo, 0 maximo e o
intervalo interquartil de 105 amostras de areia de 22 praias,
analisadas no Instituto Nacional de Saude Doutor Ricardo
Jorge, entre junho e novembro de 2020.

A analise fungica realizou-se por “lavagem” de 40 g de areia
com 40 mL de agua destilada estéril sob agitacdo orbital
(100 rotagdes por minuto). 200 pL do sobrenadante foram
espalhados em placas de Petri com agar de malte (contendo
extrato de malte e cloranfenicol para crescimento e identifica-
cao de fungos filamentosos e leveduras) e em placas de Petri
com agar micobiotico (com actidiona e cloranfenicol para
crescimento e identificagdo de dermatdfitos). Realizaram-se
trés réplicas de cada inoculagdo por meio. A incubacao foi
feita a 27.5 (+/- 2.5) °C durante 5 a 7 dias para as placas de
malte e 15 a 20 dias para as de agar micobiotico.

As colonias isoladas foram contadas e identificadas em cada
meio com base nas seguintes caracteristicas: cor do lado
frontal das coldnias, cor do reverso, morfologia, textura e
aspeto geral e meio cromogénico para as leveduras. A iden-
tificacdo microscopica realizou-se utilizando o corante com
azul de lactofenol e ampliacdo de 400x. Foram registadas
médias aritméticas dos triplicados de cada um dos meios
(fungos filamentosos e leveduras do agar de malte e derma-
téfitos do agar micobidtico).
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_Resultados

A andlise (cega) revelou uma mediana de 29 UFC/g e um
intervalo interquartil entre 5 e 79 UFC/g. A contagem méaxima
encontrada foi de 834 UFC/g, tendo apenas 3 amostras
(cerca de 3%) excedido o valor de referéncia. O grafico 1
mostra a distribuic@o de valores obtidos pelas contagens em
UFC/g por numero de amostra.

A distribuicao discriminada de fungos evidencia que 0 grupo
que mais contribui para a contagem total de fungos sédo 0s
filamentosos esporulantes, onde se incluem as espécies mais
frequentemente isoladas no laboratério e que pertencem aos
géneros Penicillium, Aspergillus, Cladosporium e Fusarium.
O grafico 2 mostra a relacdo entre 0s varios parametros: fun-
gos filamentosos, Candida albicans, Rhodotorula spp, der-
matdfitos e leveduras.

Grafico 1:
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Grafico 2: Contribuicdo dos potenciais parametros fungi-

cos determinados laboratorialmente (UFC/g).
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_Discussédo

A implementac&o da nova diretiva europeia relativa a quali-
dade das agua balneares (9) obrigou a enormes investimen-
tos dos Estados-Membros (EM), com a coparticipacdo de
fundos de coesdo comunitérios. O grande objetivo deste
investimento foi a redugao substancial da poluicao fecal que
chegava as &guas costeiras dos EM. Este processo conduziu
a uma redugao substancial dos indicadores de contaminagéo
fecal presentes nas aguas e areias, e dos fungos mais asso-
ciados a doenga humana através das areias, melhorando
bastante a qualidade de ambas as matrizes. Este efeito é evi-
dente ao comparar resultados de uma avaliacdo das areias
das costas portuguesas de 2000 e de 2010, 4 anos apés
o0 inicio deste processo. As médias dos indicadores analisa-
dos reduziram substancialmente: as leveduras baixaram de

Distribuicdo das contagens por nimero de amostra com representagdo do valor

61 71 81 91 101

60 UFC/g para 15 UFC/g, os fungos filamentosos de 85
UFC/g para 17 UFC/g e os dermatdfitos de 15 UFC/g para
8 UFC/g (8:10), Nao considerando parametros fungicos dis-
criminados, o valor médio situava-se, em 2000, entre 300 e
560 UFC/g quando o percentil 80 no estudo Mycosands é de
490 UFC/g. Este valor parece estar, contudo, de acordo com
os dados de 2000, apesar das redugdes verificadas nos pa-
rametros individuais. Possivelmente a redugao de poluicado
fecal levou, ndo a uma reducao da quantidade de flora fun-
gica, mas a uma alteraga@o da sua composi¢ao. No entanto,
sdo desconhecidas atualmente quais as taxa mais prevalen-
tes na sequéncia de um episddio de poluicdo fecal em areias.
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Este estudo pretendeu fazer uma analise previsiva do que a
implementacao do novo critério-guia do galarddo Bandeira
Azul podera implicar em termos de nao-conformidades rela-
tivamente ao pardmetro fungico. O impacto dos paré@metros
bacterioldgicos nao foi estudado por estar ja descrito ante-
riormente (8,10,

_Conclusao

Considerando que o novo critério-guia exige que 80% das
amostras de uma praia, analisadas mensalmente desde o
més anterior ao inicio da época balnear até final da época,
se situem com contagens de fungos por grama de areia
abaixo do valor de referéncia de 490 UFC/g, a probabilidade
de uma praia ser desqualificada seria muito baixa em 2020
(cerca de 3%). Entende-se assim ser pertinente e de baixo
impacto negativo na classificacdo das praias, a abordagem
decidida pela Associagdo Bandeira Azul da Europa para
a monitorizag@o das areias das praias para atribuicdo do
galardao Bandeira Azul.
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_Resumo

A agua € essencial a vida, e por isso torna-se absolutamente necessa-
rio protegé-la e assegurar a sua disponibilidade e qualidade para os
diversos fins a que se destina. De uma perspetiva microbioldgica, a ava-
liacdo e monitorizacdo da qualidade da agua sdo usualmente efetuadas
recorrendo a bactérias indicadoras de contaminagao fecal (FIB) como
Escherichia coli ou Enterococcus spp., atuando como potenciais indica-
dores da presenca de agentes patogénicos. No entanto, a ocorréncia
destes indicadores nem sempre se correlaciona com a presencga de
agentes patogénicos. Por esta razéo, e considerando a importancia do
uso sustentavel dos recursos hidricos, as atuais normas e legislagao
necessitam de uma revisdo que garanta a salvaguarda da saude publica,
em particular no contexto de utilizagdo de agua residual tratada. Neste
estudo foi desenvolvida uma metodologia para a prepara¢do de amos-
tras e extragdo de RNA para a pesquisa e quantificacdo de virus enté-
ricos - norovirus (NoV) genogrupos | (Gl) e Il (Gll) e virus da Hepatite
A, através de RT-PCR quantitativo em tempo real, além de terem sido
avaliados alguns dos tradicionais indicadores microbiolégicos. Foram
colhidas e analisadas amostras de agua naturais (superficiais e subter-
raneas) e de consumo; e aguas residuais em trés fases distintas de
tratamento - afluente bruto nédo tratado, efluente com tratamento secun-
déario por lamas ativadas e efluente sujeito a tratamento terciario por fil-
trag@o com areias e exposi¢do a radiagao ultravioleta (UV). O trabalho
desenvolvido permitiu detetar e quantificar os virus entéricos em estudo
e ainda demonstrar que a auséncia de FIB ndo implica a auséncia de
microrganismos patogénicos, nomeadamente NoV Gl e Gll em aguas
residuais sujeitas a tratamento terciario nas ETAR. Os resultados obti-
dos indicam assim que podem persistir riscos para a saude publica na
utilizagao de aguas residuais tratadas, mesmo com tratamento terciério
como a utilizagao de UV.

_Abstract

Water is essential for life. It is therefore mandatory to protect it and
to ensure its availability and quality for its different purposes. From a
microbiological perspective, water quality assessment and monitoring
are usually carried out using fecal contamination indicator bacteria
(FIB) such as Escherichia coli or Enterococcus spp., acting as indica-
tors for pathogen presence. However, the occurrence of these indica-
tors is not always correlated with the presence of pathogens. For this
reason and considering the importance of the sustainable use of water
resources, current norms and legislation need to be revised to ensure

the safeguard of public health, particularly in the context of the use
of treated wastewater. In this study, a methodology was developed for
sample preparation and RNA extraction for the search and quantifica-
tion of enteric viruses - Norovirus (NoV) genogroups | (Gl) and Il (Gl)
and Hepatitis A virus, using real-time quantitative RT-PCR, in addition
to evaluating some of the traditional microbiological indicators. Sam-
ples of natural and drinking waters were collected and analyzed; and
also, wastewater at three different treatment stages - raw untreated
influent, effluent with secondary treatment by activated sludge and
effluent subjected to tertiary treatment by sand filtration and ultravio-
let radiation (UV) exposure. The work developed allowed to detect and
quantify the enteric viruses under study and to demonstrate that the
absence of FIB does not imply the absence of pathogenic microorgan-
isms, namely NoV Gl and Gl in wastewater subjected to tertiary treat-
ment in the WWTP. The results obtained thus indicate that risks to
public health may persist with the use of treated wastewater, even with
tertiary treatment such as the use of UV.

_Introducéo

A presenca de microrganismos patogénicos nas aguas
ambientais pode ter origem, por exemplo, em esgotos sem
qualquer tipo de tratamento ou resultar de um tratamento
ineficiente das aguas residuais antes da sua libertacao no
ambiente, o que pode condicionar a qualidade da agua e
afetar a salde publica.

Hoje em dia, a disponibilidade de agua, quer em quantidade
quer em qualidade, encontra-se ameacada. Existe atualmente
uma preocupacado crescente com a necessidade de utilizar
aguas residuais tratadas para usos ndo potaveis, como parte
da solugao para a crise global de escassez de agua. Uma
gestao eficiente e sustentavel dos recursos hidricos permite,
portanto, que seja utilizada agua residual tratada (ART) para
usos nao potaveis, tais como rega de jardins, assim como
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lavagem de ruas ou contentores do lixo, 0s quais representam
uma parte significativa do consumo de agua nas cidades.
Neste contexto, as atuais normas e legislagao requerem uma
revisdo urgente para garantir a seguranga desta agua tratada
a ser reutilizada. Contudo, para que as normas e legislagao
possam ser alteradas, é necesséario criar evidéncias de
quais as alteracdes que necessitam de ser incluidas, nomea-
damente quais 0s indicadores de qualidade que devem ser
contemplados de forma a assegurar a salvaguarda da saude
publica.

As estacdes de tratamento de aguas residuais (ETAR) redu-
zem a concentragdo dos microrganismos, mas podem nao
os eliminar completamente. Considerando que a concentra-
cao remanescente de microrganismos depende do nivel de
tratamento do efluente (1), uma selecéo apropriada do pro-
cesso de desinfegd@o para um sistema de irrigagao especi-
fico deve, portanto, ser tida em consideracao.

No entanto, deve-se ter em mente que monitorizar todos 0s
agentes patogénicos possivelmente presentes na agua nao é
uma opcao tecnologicamente vidvel para além de ser muito
dispendiosa (2). Dado que ndo é exequivel analisar todos os
possiveis contaminantes das aguas, recorre-se a utilizagéao

Figura 1:
de 4gua residual tratada (ART).
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Tratamento
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Pré-tratamento

Tratamento
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de organismos indicadores como substitutos de agentes
patogénicos em testes de rotina de aguas de consumo, de
recreio e ambientais, para a protecdo da saude publica. As
bactérias indicadoras habitualmente usadas para estes fins
sd0 a Escherichia coli e Enterococcus, mas que nem sempre
se correlacionam com a presenca de agentes patogénicos
(ver referéncias em (2)), em particular de virus entéricos (3)
uma vez que estes sdo mais resistentes a desinfecéo (http://
www.cdc.gov/safewater/effectiveness-on-pathogens.html)
e, portanto, mais persistentes no meio ambiente.

Os virus entéricos sao excretados na urina e nas fezes dos
hospedeiros. Estes sdo encontrados com frequéncia no
ambiente, sendo responsaveis por um elevado nimero de
gastroenterites em todo o mundo. Nas aguas, 0s virus mais
comuns sao: norovirus (NoV), enterovirus, rotavirus, virus
da hepatite A (HepA), virus da hepatite E (HepE), adenovi-
rus e poliomavirus.

As ETAR sdo importantes para reduzir a transmissdo de NoV,
HepA, HepE e outros virus entéricos no ambiente fora do
hospedeiro e para prevenir novos ciclos de infegdo humana
(figura 1). Uma vez que muitos desses virus tém uma alta re-
sisténcia aos processos de tratamento (4), é de extrema im-

Esquema representativo das varias fases de tratamento das aguas residuais para a producéo
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Nota: O tratamento tercidrio ngo é, em muitos casos, usado para fazer a desinfecdo para descarregar em meio recetor.
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portancia avaliar a eficacia dos tratamentos de aguas residu-
ais na sua remocao, principalmente para fins de utilizacéo de
ART. Até 0 momento, ndo existem muitos estudos sobre as
concentracdes dos virus NoV, HepA e HepE em todo o siste-
ma de aguas residuais apds cada tratamento, particularmen-
te em &guas residuais tratadas com tratamento terciario (2).

_Objetivo

Neste trabalho pretendeu-se avaliar a presenca de virus
entéricos (NoV Gl e Gll e virus da HepA), em véarias matrizes
de aguas naturais, aguas de consumo e ao longo das varias
fases de tratamento duma ETAR, usando a metodologia de
real-time reverse transcription quantitative PCR (RT-qPCR),
de modo a detetar e quantificar estes virus entéricos.

_Métodos

Foi estruturado um plano de trabalho que incluiu a colheita
e analise de amostras de agua de consumo, superficiais e
subterraneas; e aguas residuais em trés fases diferentes de
tratamento - afluente bruto ndo tratado, efluente com trata-
mento secundario por lamas ativadas e efluente sujeito a
tratamento terciario por filtracdo com areias e exposicao a
radiagao ultravioleta (UV). Foi desenvolvida uma metodolo-
gia para a preparacdo de amostras e extracdo de RNA para
a pesquisa e quantificacao de virus entéricos — NoV Gl e Gl
e virus da HepA, através de RT-PCR quantitativo em tempo
real (RT-gPCR), baseado na Norma ISO 15216-2:2019 -
Método horizontal para a detecédo de Virus da Hepatite A e
Norovirus em alimentos pela técnica de RT-PCR em tempo
real (5), Esta metodologia indica se estes virus se encon-
tram ou nédo presentes na agua e se os tratamentos atual-
mente utilizados nas ETAR sao eficientes, garantindo assim
que as aguas residuais tratadas se encontram isentas des-
tes agentes patogénicos.

As aguas sao muitas vezes matrizes complexas em que 0s
virus pesquisados podem estar presentes em baixas concen-
tracoes, pelo que a detegdo dos virus entéricos em amos-
tras de aguas requer a prévia concentragdo dos virus presen-

21

tes nas amostras. O método desenvolvido é também aplica-
vel a outras matrizes de &gua, nomeadamente minerais, de
nascente engarrafadas, aguas balneares salinas ou 4guas de
processo.

Adicionalmente, foram ainda determinados diversos parame-
tros microbioldgicos - coliformes totais, coliformes fecais,
Escherichia coli e enterococos.

_Resultados

Os resultados obtidos demonstraram que o virus da HepA
foi detetado apenas numa amostra de afluente bruto (néo
tratado) de aguas residuais domésticas, ao contrério dos
NoV (GI/Gll) que foram detetados em afluente bruto
(100/100%), efluente com tratamento secundario (47/73%)
e terciario (33/20%), apesar das concentracdes significati-
vamente reduzidas, ou até auséncia aparente de bactérias
indicadoras de contaminacédo fecal (FIB) detetadas nas
aguas residuais com tratamento terciario (tabela 1).

Foram ainda analisadas as correlagdes entre os parametros
microbioldgicos em cada fase de tratamento, sendo que a
Unica correlagao positiva entre FIB e virus entéricos foi iden-
tificada no afluente bruto, ndo tratado, entre NoV Gl e colifor-
mes fecais.

Relativamente a 4guas de consumo, subterrénea e super-
ficial, ndo foi detetada a presenca de virus entéricos em
nenhuma das amostras, apesar de, em alguns casos, ter
sido detetada a presenca de outros indicadores microbiol6-
gicos de contaminagdo. A relacao entre a presenca de FIB
e 0s virus entéricos em estudo nao demostra, deste modo,
resultados coerentes em aguas residuais, por 0posi¢cao aos
resultados para aguas “limpas”, i.e., de consumo subterra-
neas e superficiais, em que a auséncia de FIB coincide com
a auséncia de virus entéricos.



Observacdes_ Boletim Epidemiolégico

_Nacional de Satde

Doutor Ricardo Jorg

Tabela 1:

Resultados microbiolégicos (mediana) obtidos para afluente bruto nédo tratado (WW1),

efluente com tratamento secundério (WW2) e com tratamento terciario por filtracdo com

areias e UV (WW3).

Ww1

(n=15)
Coliformes totais (NMP /100 mL) 7.70E+07
E. coli (NMP /100 mL) 1.66E+07
Coliformes fecais (NMP /100 mL) 1.19E+07
Enterococos (NMP/100 mL) 3.99E+06
NoV GI (CG /100 mL) 6.67E+07
NoV GlII (CG /100 mL) 4.86E+07
HepA (CG /100 mL) 3.99E+06

# Teste nao parameétrico de Kruskall-Walis;

Ww2 WW3 Comparacoes

(n=15) (n=15) P interpares **
9.80E+04 <LD <0.001 a,b,c
2.14E+04 <LD <0.001 a,b,c
1.68E+04 <LD <0.001 a,b,c
8.80E+03 <LD <0.001 a,b,c
8.34E+06 8.81E+05 <0.001 a,b,c
2.29E+06 9.69E+05 <0.001 a,b
ND ND NA NA

Comparacoes multiplas com correcao de Bonferroni.

a = diferenca estatisticamente significativa entre WW1 e WW2; b = diferenca estatisticamente significativa entre WW1 e WW3; ¢ = diferenca

estatisticamente significativa entre WW2 e WW3; NMP = nimero mais provavel; (G = copias genomicas; ND = nao detetado; N =numero total

de amostras analisadas; LD (limite de detecao) = 1 MPN/mL; NA = ndo aplicavel.

Adaptado de Teixeira et al., 2020 (3).

_Conclusdes

O trabalho desenvolvido permitiu demonstrar que a ausén-
cia de bactérias indicadoras de contaminagao fecal (FIB)
nao implica a auséncia de microrganismos patogénicos,
nomeadamente NoV Gl e Gll em aguas residuais sujeitas a
tratamento terciério nas estacoes de tratamento de aguas
residuais (ETAR).

Os resultados obtidos indicam, assim, que podem persistir
riscos para a saude publica na utilizagao de aguas residuais
tratadas, mesmo com tratamento terciario como a utilizagao
de radiacao ultravioleta (UV).

Além disso, foi constatado que a relagdo entre a presenca
de FIB e virus entéricos ndo demostra resultados coeren-
tes em aguas residuais por comparacao a aguas “limpas’,
i.e., de consumo, subterraneas e superficiais. Estudos adi-
cionais sdo necessarios, que incluam um maior nimero de
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amostras, outras ETAR e, sobretudo, que confirmem se 0s
virus encontrados se mantém infeciosos apds os tratamen-
tos a que estas aguas sao sujeitas nas ETAR, de modo a
adaptar as atuais normas e legislacdo aplicaveis a utiliza-
cao de agua residual tratada (ART).

Perspetivas futuras

A demanda de agua para usos ndo potaveis como rega de
jardins ou agricultura, assim como lavagem de ruas ou con-
tentores do lixo tem aumentado cada vez mais. Uma vez
que um dos efeitos das alteragdes climaticas sao periodos
de seca mais alargados, existe atualmente uma preocupa-
cao crescente com a necessidade de utilizar aguas residu-
ais tratadas para dar resposta a estas necessidades. Como
tal, e considerando os resultados do presente estudo, a
pesquisa de virus entéricos - particularmente os mais infe-
ciosos e ambientalmente resistentes como os NoV - deve
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ser incluida na monitorizacdo e avaliagao da qualidade da
agua, em particular no contexto de utilizacao de ART.

O Laboratério de Microbiologia de Aguas do Instituto Nacio-
nal de Saude Doutor Ricardo Jorge (INSA) contribui para a
qualidade da agua de vérias formas, através de investigacao
aplicada e prestagao de servicos acreditados de monitoriza-
cdo da qualidade da &gua nas suas diversas utilizacoes. A
pesquisa dos virus entéricos aqui abordados (virus da hepa-
tite A, norovirus Gl e Gll) fazem ja parte dos servigos dispo-
niveis a comunidade.
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_Monitorizagao de trihalometanos e halocetonas em amostras de agua
Monitoring of trihalomethanes and haloketones in water samples
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_Resumo

A &gua é um recurso essencial e indispensavel a todas as formas de vida.
No entanto para assegurar as condi¢cdes de potabilidade e qualidade
microbiolégica é frequentemente necessario proceder a sua desinfecéo.
O desinfetante mais utilizado é o hipoclorito de sédio, embora possam
também ser utilizados o cloro gasoso, o diéxido de cloro, o bromo, entre
outros. A maioria dos desinfetantes pode reagir com a matéria orgénica,
eventualmente presente na agua, originando a formagao de uma mistura
complexa de produtos indesejaveis, potencialmente toxicos, designados
por subprodutos da desinfegao. Este trabalho teve como principal obje-
tivo estudar, em amostras de agua da rede publica de abastecimento e de
tanques recreativos (piscina e jacuzis), a presenca de alguns subprodu-
tos da desinfegéao: trihalometanos (cloroférmio, bromoférmio, bromodiclo-
rometano, diclorobromometano) e halocetonas (1,1 dicloropropanona-2;
2-brpropanona e 1,1,1-tricloropropanona). Os trihalometanos (THMs) sdo
compostos cuja monitorizacdo esta prevista nos normativos relativos a
qualidade da agua para consumo humano e nos quais estao estabeleci-
dos valores limite. Os teores de halocetonas (HKs) ndo estao legislados,
pelo que néo sdo conhecidos valores limite. Os THMs e HKs foram deter-
minados por cromatografia gasosa (GC) com detetor de captura eletrénica
(ECD) ap6s concentragcdo por micro extracdo em fase soélida (SPME).
Neste estudo exploratério nao foram registados teores de THMs conside-
rados de risco face aos referenciais existentes. No que se refere as HKs,
dado que nao existem valores guia definidos, permanece em aberto o
nivel de risco para as concentragées encontradas.

_Abstract

Water is an essential and indispensable resource for all forms of life.
However, to ensure potability conditions and microbiological quality, it is
often necessary to disinfect them. The most used disinfectant is sodium
hypochlorite, although gaseous chlorine, chlorine dioxide, bromine,
among others, can also be used. Most disinfectants can react with organic
matter, which may be present in the water, resulting in the formation of a
complex mixture of undesirable, potentially toxic products, called disinfec-
tion by-products. The main objective of this work was to study, in samples
of public water supply and recreational tanks (swimming pool and Jacuz-
zis), the presence of some disinfection byproducts: trihalomethanes (chlo-
roform, bromoform, bromodichloromethane, dichlorobromomethane) and
haloketones (1, 1-dichloropropanone-2; 2-brpropanone and 1,1,1-trichlo-
ropropanone). Trihalomethanes (THM) are compounds whose monitoring
is provided for in regulations relating to the quality of water for human con-
sumption and in which limit values are established. Haloketone (HKs) con-
tents are not legislated, so no limit values are known.
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_Introducéo

A desinfec@o é uma etapa importante no processo de trata-
mento da dgua de consumo humano ou de tanques recre-
ativos, sendo o cloro o desinfetante mais utilizado. Este
composto, na presenga de matéria organica, origina reacoes
de halogenac@o e oxidacdo resultando na formacdo de
subprodutos de desinfegdo. Os trihalometanos (THMs) (1)
sd0 0s compostos mais representativos deste grupo de
contaminantes, e incluem o cloroférmio (CF), o bromodiclo-
rometano (BDCM), o dibromoclorometano (DBCM) e o bro-
moféormio (BF). Os THMs tém como imposi¢ao legal ndo
exceder o valor paramétrico (VP) de 100 pgL™ numa agua
destinada ao consumo humano (Decreto-Lei n°® 306/2007
de 27 de agosto, alterado pelo Decreto-Lei n® 152/2017
de 7 de dezembro). Para dguas de piscina existem valores-
-guia fixados igualmente em 100 pgL™" (Norma Portuguesa
4542:2017). No entanto, existem também outros subprodu-
tos que se podem formar no decurso da desinfecdo das
3). Deste
grupo de contaminantes fazem parte a 1,1-dicloropropanona
(1,1-DCP), a 1,1,1-tricloropropanona (1,1-TCP) e a 2-bromo-
propanona (2-BP). A presenca HKs ndo esta regulamentada.

aguas como por exemplo as halocetonas (HKs) (2:

Por se tratar de compostos, com evidéncias cientificas que
os relacionam a problemas graves de salde, nomeada-
mente efeitos mutagénicos e carcinogénicos, a sua monito-
rizacao € de particular importancia na prevengao de riscos
para a salude humana. Sendo contaminantes volateis, a
exposicao a estes compostos pode ocorrer por ingestéo,
inalagdo ou contacto dérmico. Estudos epidemioldgicos,
relacionam a exposicdo humana e a presenga de THMs com
a incidéncia de problemas oncolégicos (cancro do colon,
reto, bexiga, pulméo, problemas de desenvolvimento e alte-
ragdes reprodutivas). Relativamente as HKs, existe pouca
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Figura 1:
e halocetonas (HKs).

Estruturas quimicas dos compostos em estudo, trihalometanos (THMs)

THMs
Cl Br Br Cl
Cl Cl Br Br Cl Cl Br Br
Cloroférmio Bromoférmio Bromodiclorometano  Dibromoclorometano
(CF) (CF) (BDCM) (DBCM)
HKs
Cl Cl Br
Cl

1,1 Dicloropropanona
(1,1-DCP)

informacao sobre 0s seus potenciais efeitos em humanos,
mas as evidéncias de efeitos carcinogénicos e mutagénicos
em ratinhos, pressupde a possibilidade de efeitos adversos
em humanos (4-6). Os THMs s&o classificados pela Agéncia
de Investigacdo para o Cancro (IARC, na sigla em inglés) no
grupo 2B (possivelmente carcinogénico para humanos) e 3
(ndo carcinogénico para humanos) (7:8).

Na figura 1 encontram-se representadas as estruturas qui-
micas dos compostos estudados.

_Obijetivo

Este trabalho teve como principal objetivo estudar, em amos-
tras de agua da rede publica de abastecimento e de tanques
recreativos (piscina e jacuzis), a presenca de alguns
subprodutos da desinfecao: trihalometanos (cloroférmio,
bromoférmio, bromodiclorometano, diclorobromometano)
e halocetonas (1,1 dicloropropanona-2; 2-brpropanona e
1,1,1-tricloropropanona).

_Materiais e métodos

Este estudo considerou um total de 54 amostras de agua,
sendo 38 darede publica de abastecimento e 16 de tanques
recreativos (piscina e jacuzis).

Os THMs e HKs foram determinados por cromatografia
gasosa (GC) com detetor de captura eletrénica (ECD) apds
concentracdo por micro extracdo em fase solida (SPME).

1,1,1 Tricloropropanona
(1,1-TCP)
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2 Bromopropanona
(2-BP)

Para os THMs foi utilizada na microextragdo uma fibra
de Polidimetilsiloxano (PDMS) como fase estacionéaria e
para as HKs uma fibra de Carboxen/Polydimethylsiloxane
(CAR/PDMS). O tipo de fibra a usar, é escolhida de acordo
com a afinidade (polaridade) dos compostos que se pre-
tende analisar. O detetor de captura eletronica é especifico
para a determinagao e quantificacdo de ides eletronegati-
vos, como o cloro e bromo A identificagdo dos compostos
€ baseada no tempo de retencéao.

_Resultados
Os resultados obtidos estao representados no grafico 1.

Como referido na literatura (%), as HKs apresentam valores
de concentracao mais baixos comparativamente aos THMs,
observando-se, por aplicagao do teste t, uma diferenga sig-
nificativa entre a concentracao de THMs e de HKs formados
em ambas as matrizes estudadas, com um nivel de signifi-
cancia p= 0,01 (**).

Todas as amostras estudadas cumpriram o valor paramé-
trico de 100 pgL™" para THMs em 4gua de consumo (média
= 66,4 ugL™") e o valor guia de 100 pgL™" nas 4guas de tan-
ques recreativos (média = 54,6 pgL™).

Analisando os resultados obtidos para cada composto indivi-
dualmente (grafico 2), verifica-se que o cloroférmio é a espé-
cie mais abundante, sendo 0 composto que mais contribui
para o teor de THMs totais.
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Grafico 1: [ Concentracao de trihalometanos (THMs) e halocetonas (HKs) (totais) em dgua
de consumo humano tratada e 4gua de piscina e jacuzi.

120

0 ~ "o TommmmmmmEmEmEmm I mmmmm

80

60

40

Concentracédo (ugl™")

. : I

0
THMs HKs THMs HKs
Agua de consumo 0 Agua de piscina 0
humano tratada e jacuzi

** nivel de significancia p = 0,01 (**) para teste t.

Grafico 2: [ Concentracao dos compostos individuais dos trihalometanos (THMs) e halocetonas (HKs) em dgua
de consumo humano tratada e agua de piscina e jacuzi.
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0s valores representam o valor médio para cada composto.
CF - cloroférmio; BDCM - bromodiclorometano; DBCM - dibromoclorometano; BF - bromoférmio

1,1-DCP - 1,1-dicloropropanona; 2-BP - 2-bromopropanona; 1,1-TCP - 1,1,1-tricloropropanona.
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No caso das HKs, o valor médio encontrado nas aguas de
consumo humano analisadas foi de 14,4 ugL™" e nas aguas
de tanques recreativos foi de 17,1 pgL™". As espécies iden-
tificadas maioritariamente foram a 1,1 DCP-2 e a 1,1,1-TCP,
0 que esta também de acordo com a literatura (3:6).

A tabela 1 apresenta os valores médios obtidos para os
parametros: carbono orgéanico total (COT), cloro residual
livre, temperatura e pH nas amostras estudadas.

A formacdo de THMs é favorecida pelo aumento de COT,
cloro residual livre, temperatura e pH, enquanto a forma-
cao de HKs é privilegiada por reacdes de cinética rapida,
de modo a minimizar a decomposicéo, e pH inferior a 8.

De acordo com os dados bibliograficos, o composto 1,1
DCP-2 ¢é de formagéao muito rapida durante o processo de
desinfecdo, no entanto, é uma espécie que, por agdo do
cloro livre, pode ser gradualmente oxidada a 1,1,1- TCP.
Por outro lado, esta espécie pode ser gradualmente hidro-
lisada a cloroférmio, 0 que se traduz numa diminuicao das
HKs totais e num aumento de THMSs totais.

Tabela 1: £ Valores médios obtidos para os pardmetros car-
bono organico total (COT), cloro livre residual,
temperatura e pH nas amostras estudadas.

Valores médios
COoT Cloro livre residual ~ Temperatura pH
(mgL-1) (mgL-1) (°C) (escala Sorensen)
8,6 1,3 26,7 7.5

_Conclusdes

Este estudo permitiu perceber que além do grupo mais
expressivo de subprodutos de desinfecédo, os THMs, se for-
mam também outros compostos em menor concentracao,
mas que podem, eventualmente representar maleficios para
a salde humana, pelo que a sua presenca nao deve ser
negligenciada apesar de nédo existir, de momento, nenhuma
restricdo normativa.

Neste estudo exploratério ndo foram registados teores de
THMs considerados de risco face aos referenciais existen-
tes. No que se refere as HKs, dado que nao existem valo-
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res guia definidos, permanece em aberto o nivel de risco
para as concentracOes encontradas.

Dado que a formacao de subprodutos da desinfegao depen-
de, entre outros, dos teores de matéria organica e desinfe-
tante residual (cloro e/ou bromo) e ainda da temperatura, é
importante o controlo destes fatores durante o processo de
desinfegdo, quer em aguas de consumo humano quer em
aguas de piscina/jacuzi a fim prevenir eventuais fatores de
risco para a saude.
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_Resumo

A exposicao profissional a benzeno, tolueno, etilbenzeno e xilenos (BTEX)
tem efeitos nocivos para salde (toxicos para o sistema nervoso central e
reprodugéo, cancerigenos, mutagénicos), que levaram a Unido Europeia
e Portugal a estabelecer valores-limite de exposi¢cdo, de cumprimento
obrigatoério (benzeno) ou com carater indicativo (etilbenzeno, tolueno e
xilenos), que visam proteger os trabalhadores no desenvolvimento das
suas atividades profissionais. Entre os anos de 2015 e 2020, no ambito
das suas atividades de rotina de avaliagdo de exposicdo profissional a
agentes quimicos, os técnicos da Unidade de Ar e Satude Ocupacional do
Departamento de Saude Ambiental do Instituto Nacional de Satde Doutor
Ricardo Jorge (Lisboa) procederam a colheita e analise de 273 amostras
de ar para determinagao de BTEX. O presente estudo teve como objetivo
analisar os resultados obtidos nas amostras de ar realizadas, de modo a
retratar a realidade no que respeita a exposicéo a cada um destes agen-
tes. Verificou-se que 98% dos resultados s&o inferiores valor-limite de
exposicao.

_Abstract

Occupational exposure to benzene, toluene, ethylbenzene and xylenes
(BTEX) has relevant effects on health (toxic to the central nervous system
and reproduction, carcinogens, mutagens). In order to protect workers
in the development of their professional activities the European Union
and Portugal established exposure limit values, which are mandatory
(benzene) or indicative (ethylbenzene, toluene and xylenes). Between
2015 and 2020, as part of their routine activities to assess professional
exposure to chemical agents, technicians from the Air and Occupational
Health Unit of Department of Environmental Health of National Institute of
Health Dr Ricardo Jorge (Lisbon, Portugal) had the opportunity to collect
and analyse 273 air samples for BTEX determination. This study aimed to
analyse the results obtained in the air samples taken, in order to portray
the reality observed regrading exposure to each of these agents. 98% of
the results are below the exposure limit value.
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_Introducéo

Os hidrocarbonetos aromaticos sdo um grupo especifico de
produtos petroliferos, compostos de atomos de carbono e hi-
drogénio que contém um ou mais anéis de benzeno, sendo
0 mais simples o benzeno. Os compostos usados como sol-
ventes geralmente contém um Unico anel de benzeno, com
uma ou mais cadeias laterais, como tolueno, xilenos, etilben-
zeno. Sao liquidos, volateis a temperatura ambiente, por
regra incolores, com odor agradavel e percetivel a concen-
tracoes no ar entre 1 ppm (xilenos) e 12 ppm (benzeno). Sao
pouco sollveis em agua, mas misciveis com a maioria dos
solventes organicos e 6leos minerais, vegetais ou animais ().

Em contexto profissional, a exposi¢do a benzeno, tolueno,
etilbenzeno e xilenos (BTEX) pode ocorrer por inalagdo, mas
também por absorcdo através da pele e mucosas. Os efei-
tos toxicos da exposicéo repetida a este grupo de solventes
incluem irritagdo da pele e das mucosas ocular e respirato-
ria, danos neuroldgicos progressivos, que se manifestam
principalmente por problemas de memoéria e comportamento.
Associam-se ainda suspeitas, em alguns casos confirmadas,
de acdo cancerigena, mutagénica e/ou tdxica para a repro-
ducao (1:2),

O benzeno apresenta toxicidade especifica significativa para
as células sanguineas, podendo levar a redu¢des no nimero
de glébulos vermelhos, glébulos brancos ou plaquetas, bem
como leucemias por exposicao repetida. E oficialmente reco-
nhecido na Unido Europeia (UE) como cancerigeno e muta-
génico, estando a sua utilizagéo limitada ao uso profissional.
Nos paises da UE estd essencialmente presente em com-
bustiveis e reagentes de laboratério, sendo utilizado nas
industrias de manufatura e transformacao destes produtos e



Observacdes_ Boletim Epidemiolégico

(’ nsituto_Nacional de Satide

também na industria de manufatura de produtos derivados
do petréleo (1:3).

Os solventes etilbenzeno, tolueno e xilenos estdo presentes
em produtos de utilizagdo profissional e ndo profissional,
como tintas, vernizes, 6leos, produtos de revestimento, ade-
sivos, produtos de limpeza, reagentes de laboratério, entre
outras, muitas vezes em simultaneo. O tolueno causa danos
as ceélulas auditivas, podendo levar a deficiéncia auditiva, é
suspeito de ser cancerigeno, mutagénico e toxico para a re-
produgéo (1,2,4-6),

Portugal tem legislagcéo que visa a protecdo dos trabalhado-
res contra os efeitos adversos destas substancias, fixando
valores-limite de exposigéao de carater indicativo, para o etil-
benzeno, tolueno e xilenos, e de cumprimento obrigatério
para o benzeno.

Entre 2015 e 2020, no dmbito de estudos de avaliagao de ex-
posigao profissional a agentes quimicos, a Unidade de Ar e
Saude Ocupacional do Departamento de Saude Ambiental
do Instituto Nacional de Saude Doutor Ricardo Jorge (INSA),
em Lisboa, realizou um total de 1466 amostras de ar a acom-
panhar trabalhadores realizando tarefas com exposicdo a
produtos contendo solventes orgéanicos. Destas, 273 foram
dirigidas a determinagéo de BTEX.

_Objetivo

O presente estudo tem como objetivo analisar os resultados
obtidos nas amostras de ar realizadas pela Unidade de Ar
e Saude Ocupacional do INSA, entre 2015 e 2020, de modo
a retratar a realidade e verificar se a exposicao individual
a cada um dos BTEX (benzeno, tolueno, etilbenzeno e xile-
nos) se encontra controlada face aos atuais valores-limite
de exposicao.
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_Material e métodos

Em cada estudo de avaliacdo de exposicdo profissional, a
selegdo dos agentes quimicos a quantificar na atmosfera dos
locais de trabalho teve por base a solicitacdo e informacao
dos seus responsaveis, relativa as tarefas realizadas e aos
produtos manipulados, assim como a informagao constante
das fichas de dados de seguranca dos referidos produtos.

Para a presente caracterizacao selecionaram-se, de entre as
1466 amostras dirigidas a solventes organicos no ar colhidas
entre 2015 e 2020, apenas as relativas aos hidrocarbonetos
aromaticos BTEX, num total de 273, sobre as quais se reali-
zaram 513 determinagdes de concentracdo no ar. Na quanti-
ficagdo seguiram-se procedimentos internos de amostragem
e determinacdo laboratorial, baseados no método NIOSH
1501:2003 (7).

Colheram-se amostras de ar pessoais ou estaticas, na zona
respiratoria dos trabalhadores ou a altura média da mesma,
acompanhando tarefas com duracdo entre 15 minutos e
5 horas, com exposi¢ao potencial aos BTEX. A colheita
realizou-se em tubos contendo carvao ativo (skc 226 01),
utilizando bombas de amostragem pessoais ajustadas a
100 ml/min ou 200 ml/min, para um volume de ar amostrado
entre2 L e 30 L.

Em laboratério, as amostras foram desadsorvidas a tempera-
tura ambiente com sulfureto de carbono, durante 30 minutos,
e analisadas por cromatografia em fase gasosa equipada
com injecéo automatica, coluna capilar e detetor de ioniza-
cao de chama. A andlise permite a separacéo, identificagao
e quantificacdo dos solventes presentes nas amostras.

Os resultados de concentracao nas amostras/determinacoes
selecionadas foram comparados com os valores-limite de
exposicao constantes na legislacdo nacional aplicavel pre-
sentemente em vigor, Decreto-Lei n.° 102-A/2020, de 9 de
dezembro, e Decreto-Lei n.° 1/2021, de 6 de janeiro, tendo
em vista verificar do seu cumprimento.

Sendo o propoésito da presente caracterizagdo averiguar
sobre o cumprimento dos valores-limite de exposicao fixa-
dos para cada um dos BTEX, ndo s&o tidos em considera-
cao os efeitos da exposicao simultdnea a estes agentes,
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nem a outros agentes quimicos eventualmente presentes
na atmosfera dos locais de trabalho. Nos estudos originais
de avaliacdo de exposi¢cdo a agentes quimicos, sempre
que se observou a presenca simultanea dos BTEX foi con-
siderada na avaliacdo a possibilidade de os efeitos da ex-
posicao conjunta serem aditivos, uma vez que tém efeitos
téxicos semelhantes na satde humana.

_Resultados

Como se pode observar no grafico 1, as 273 amostras de
BTEX realizadas distribuem-se em trés tipos de atividade:
atividades com exposicao a derivados do petréleo (51%),
atividades com exposicao a tintas, vernizes e outros produ-
tos de base solvente (30%) e atividades laboratoriais (18%).
As 513 determinagdes realizadas nas amostras seguem um
padrdo de distribuicdo semelhante: atividades com expo-
sicéo a derivados do petréleo (52%), atividades com expo-
sicdo a tintas, vernizes e outros produtos de base solvente
(32%) e atividades laboratoriais (15%).

No grafico 2 pode observar-se a distribuicdo dos BTEX
determinados por tipo de atividade considerada. Nas ativi-
dades com exposicdo a derivados do petroleo 50% das
determinagdes realizadas foram de benzeno, seguindo-se
tolueno e xilenos, 19%, e etilbenzeno, 12%. Nas atividades
com exposicao a tintas, vernizes e outros produtos de base
solvente apenas se observa uma determinagdo de benzeno
(1%), predominando as determinagdes de xilenos, 44%,
seguidas de etilbenzeno, 34%, e tolueno, 21%. Nas ativida-
des laboratoriais predominam as determinagdes de xilenos
(59%), seguidas de etilbenzeno (37%) e tolueno (4%), sem
pesquisa de benzeno. Esta distribuicdo vai ao encontro
do descrito pela European Chemicals Agency Substance
Information (ECHA) relativamente a utilizag@o dos BTEX na
Unio Europeia (3-6).

Os resultados das concentracdes de benzeno, tolueno, etil-
benzeno e xilenos obtidos nas amostras de ar colhidas entre
2015 e 2020, paralelamente com a linha que corresponde
a concentragao do valor-limite de exposicao (VLE) estabele-
cido na legislacdo em vigor, apresentam-se no grafico 3.

Grafico 1: Distribuicdo de amostras (a) e determinagdes (b) realizadas entre 2015 e 2020, por tipo de atividade.
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Grafico 2 (a-d): ['2 Distribuicdo dos BTEX (benzeno, tolueno, etilbenzeno e xilenos) determinados entre 2015
e 2020, por tipo de atividade.

a) Atividades com exposicao a derivados b) Atividades com exposicao a tintas, vernizes e
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Gréfico 3:
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Num total de 513 determinacdes de BTEX, 505 (98%) estive-
ram abaixo do respetivo valor-limite de exposicéo e 8 (2%)
excederam esse valor,

Como se pode observar no grafico 3, as concentragoes de
tolueno e etilbenzeno estdo claramente abaixo dos valores-
-limite de exposi¢ao atualmente em vigor em Portugal. As
concentragcdes mais elevadas em 88 determinagdes de
tolueno e 121 determinacdes de etilbenzeno foram, respeti-
vamente, 29 ppm e 13 ppm, obtidas em amostras colhidas
durante atividades com exposicao a tintas, vernizes e outros
produtos de base solvente.
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Concentracao de BTEX (benzeno, tolueno, etilbenzeno e xilenos) no ar, entre 2015 e 2020.
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A concentrac@o de benzeno excedeu o valor-limite de expo-
sicdo de 1 ppm em 5 (4%) das 133 amostras colhidas, sendo
a concentracdo maxima determinada de 3 ppm. Estas amos-
tras realizaram-se em atividades com exposicao a derivados
do petréleo.

Relativamente a concentragé@o de xilenos, num total de 170
amostras de ar colhidas observa-se que o valor-limite de
exposicao foi excedido em 3 (2%) amostras, com uma con-
centracdo maxima de 58 ppm. Estas amostras realizaram-
-se em atividades com exposicao a tintas, vernizes e outros
produtos de base solvente.
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_Conclusdes

O presente estudo permitiu analisar os resultados das amos-
tras de ar colhidas entre 2015 e 2020 para determinagéo de
BTEX (benzeno, tolueno, etilbenzeno e xilenos).

Conclui-se que as amostras colhidas se distribuem em trés
grupos de atividade, atividades com exposi¢ao a derivados
do petroleo (51%), atividades com exposi¢éo a tintas, verni-
zes e outros produtos de base solvente (30%) e atividades
laboratoriais (18%). A determinacdo de benzeno foi quase
exclusivamente realizada em amostras do primeiro grupo
de atividades. A determinacao dos outros agentes é equili-
brada no segundo grupo de atividades, predominando 0s
xilenos nas atividades laboratoriais.

No que respeita as concentracdes obtidas, conclui-se que na
generalidade (98%) cumprem os valores-limite de exposigao
individuais aplicaveis, a data, em legislagao nacional relativa
a protecdo da saude dos trabalhadores. A este facto nao
serd alheio o crescente investimento em medidas de prote-
¢ao geral dos trabalhadores, que garantem o decréscimo da
volatilizagao destas substancias para a atmosfera dos locais
de trabalho.

Nao obstante, porque estas substancias sdo absorvidas
nao sé por via inalatéria, mas também através da pele e das
mucosas, considera-se de particular relevancia a utilizacdo
de equipamento de protegao individual que permita eliminar
ou minimizar também esta via de exposicéo.
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_Resumo

Apesar de considerada um padréo alimentar saudavel, a dieta vegetariana
apresenta risco de défice de ingestao de diversos nutrientes, entre eles 0s
minerais Fe, Zn e Ca. O papel dos minerais no organismo humano é fun-
damental, e, por essa razao, o seu estudo no ambito da dieta vegetariana
¢ tdo relevante. Assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar o contributo da
dieta vegetariana para o aporte mineral no adulto. Foram determinados os
minerais Fe, Zn, Mg, Ca, Na, P e K em 16 amostras compostas de alimen-
tos que se incluem na dieta vegetariana, através de ICP-OES. Verificou-se
que, por 100 g de alimento, as sementes de chia fornecem as doses dia-
rias recomendadas de P. Observou-se ainda que o Fe, 0 Zn e o K foram os
minerais menos presentes em quantidade significativa nas amostras estu-
dadas. Salienta-se a necessidade de realizar um planeamento alimentar
diario cuidado e destaca-se a importancia de recorrer a alimentos fortifi-
cados ou suplementacéo quando necessario, de forma a assegurar uma
nutricdo adequada.

_Abstract

Despite being considered a healthy dietary pattern, the vegetarian diet
presents a risk of deficit in the intake of several nutrients, including the
minerals Fe, Zn and Ca. The role of minerals in the human organism is
fundamental, so its study in the context of the vegetarian diet is so rele-
vant. Thus, the aim of this study was to evaluate the contribution of the
vegetarian diet to mineral intake in adults. The minerals Fe, Zn, Mg, Ca,
Na, P and K were determined in 16 composed samples of foods that
are included in the vegetarian diet, by ICP-OES. It was found that, per
100 g of food, chia seeds provide the dietary reference intakes of P. It
was also observed that Fe, Zn and K were the least present minerals in
a significant amount in the studied samples. The need to carry out care-
ful daily food planning is emphasized, and the importance of using forti-
fied foods or supplementation when necessary is highlighted in order to
ensure adequate nutrition.
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_Introducéo

A dieta vegetariana é um padrédo alimentar baseado no con-
sumo de alimentos de origem vegetal, sendo considerada
saudavel quando bem planeada. Caracteriza-se pela absten-
cao do consumo de carne e derivados, aves, peixe e maris-
co (1.2), Apresenta uma vertente mais restrita, a vegan, que
exclui qualquer produto de origem animal, e outros tipos
que podem incluir ovos e/ou lacticinios como 0s ovovegeta-
rianos, lactovegetarianos e ovolactovegetarianos (3:4). Hoje
em dia verifica-se um crescimento na adeséao a dieta vegeta-
riana, relacionado com preocupagdes morais, ambientais e
de satde (1). Sabe-se que a dieta vegetariana apresenta um
risco de défice de ingestao de diversos nutrientes, entre eles
a proteina, a vitamina B12, a vitamina D, os acidos gordos
essenciais (dmega-3), e os minerais ferro (Fe), zinco (Zn),
calcio (Ca) e iodo (l), sendo que o valor energético também
deve ser garantido. Por essa raz&o é muito importante um
planeamento alimentar diario cuidado (4-6).

Dado o papel fundamental dos minerais no organismo huma-
no, a compreensao do contributo da dieta vegetariana para
o aporte mineral no adulto denota grande importancia (7).
O Fe, 0 Zn e 0 Ca sdo minerais essenciais, atuando a nivel
funcional, estrutural, catalitico e/ou regulador (). Tém como
principais fontes alimentares produtos de origem animal, e
uma vez que estes alimentos estédo parcial ou totalmente ex-
cluidos da dieta vegetariana, existe um maior risco de um
aporte de quantidades inadequadas destes minerais (6:8).
Acresce ainda o facto de o Fe e 0 Zn apresentarem menor
biodisponibilidade em alimentos de origem vegetal, 0 que
significa que serdo menos absorvidos pelo organismo, com-
parativamente com fontes alimentares de origem animal (6).
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Assim, para compensar esta diferenca de biodisponibilida-
de entre as fontes de origem vegetal e animal, recomenda-
-se que os individuos vegetarianos adultos consumam mais
80% das doses diarias recomendadas (DDR) de Fe e até
mais 50% das DDR de Zn (9). Para além disso, em relacéo
ao Ca, é também importante destacar que apesar de estar
presente nos alimentos vegetais, encontra-se em quantida-
des reduzidas (a excecdo dos horticolas de folha verde
escura, sementes e leguminosas) e por vezes com menor
biodisponibilidade, podendo haver uma ingestéo inferior a
recomendada. Por essa razao, deve praticar-se uma alimen-
tacdo equilibrada e variada, e realizar-se um planeamento
alimentar diario adequado as necessidades individuais (6).

_Objetivo

O objetivo deste estudo foi avaliar o contributo da dieta ve-
getariana para o aporte mineral no adulto através da deter-
minagao dos minerais ferro (Fe), zinco (Zn), magnésio (Mg),
calcio (Ca), sédio (Na), fésforo (P) e potéssio (K), por espec-
trometria de emissao 6tica com plasma indutivamente aco-
plado (ICP-OES), em alimentos que podem ser incluidos
neste padréo alimentar.

_Materiais e métodos

Neste trabalho laboratorial foram analisadas 16 amostras
compostas (bagas de goji, sementes de chia, proteina textu-
rizada de soja, queijo fresco de vaca meio-gordo, queijo fres-
co de vaca magro, queijo fresco de cabra, iogurte grego com
fruta, “iogurte” de soja, iogurte grego natural sem acucar,
trigo sarraceno, bulgur de trigo, farinha de espelta, salsicha
de soja, seitan, sobremesa de soja e castanha do Brasil)
que se podem enquadrar no padrao alimentar vegetariano.
Os alimentos estudados foram selecionados, em concordéan-
cia com respostas dos individuos vegetarianos ao Inquérito
Alimentar Nacional e de Atividade Fisica (IAN-AF) 2015-2016
e as amostras adquiridas foram selecionadas de acordo com
as quotas de mercado. Foram produzidas 16 amostras com-
postas, cada uma constituida por 12 porcdes individuais
de 100 g de diferentes marcas de alimentos, quando possi-
vel. Em alguns casos, dentro da mesma amostra composta,
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foram utilizadas vérias porgdes da mesma marca por dificul-
dade em obter 12 marcas diferentes, tendo-se adquirido um
total de 124 alimentos para este estudo. Para concluir a ela-
boragdo das amostras compostas, estas foram homogenei-
zadas conforme o tipo de matriz do alimento.

As amostras foram sujeitas a uma digestdo acida por mi-
croondas e 0s teores dos minerais Fe, Zn, Mg, Ca, Na, P
e K, em mg/ 100 g de alimento, foram determinados por
ICP-OES. O método analitico utilizado encontra-se validado
e acreditado segundo a Norma NP ISO/IEC 17025 para ma-
trizes alimentares como leite e produtos lacteos, cereais e
derivados e alimentos confecionados.

_Resultados e discussao

Para a andlise de resultados, de forma a garantir que tanto
individuos do géenero masculino como feminino conseguiriam
alcancar as DDR correspondentes ao seu género, conside-
rou-se como DDR o valor mais elevado entre géneros, para
cada mineral. Foi ainda tida em conta a recomendacéo para
vegetarianos de mais 80% de Fe e 50% de Zn (6.9),

Na tabela 1 apresentam-se os resultados da determinacao
do teor de minerais nas amostras, expressos em mg/100 g
de alimento. Observa-se que as sementes de chia forne-
cem mais do que a DDR de P por 100 g de alimento. Con-
tudo, é de notar que 100 g de alimento é um valor tedrico,
nao sendo, por vezes, o utilizado na pratica - as sementes
de chia, por exemplo, tém uma recomendacao de ingestao
méxima de 15 g por dia.

Na tabela 2 apresenta-se o resultado para cada mineral
expresso em percentagem da DDR, por 100 g de alimento.
Segundo o Regulamento (UE) n° 1169/2011 do Parlamento
Europeu e do Conselho de 25 de outubro de 2011, um mine-
ral encontra-se em quantidade significativa num alimento se
apresentar pelo menos 15% da sua DDR, por 100 g de ali-
mento (19). J4 o Regulamento (CE) n® 1924/2006 do Parla-
mento Europeu e do Conselho, de 20 de dezembro de 2006,
refere que o facto de um alimento conter um mineral em
guantidade significativa, ou no dobro desta quantidade, por
100 g de alimento, permite alegar, respetivamente, que 0s
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alimentos sdo “fonte de” ou tém “elevado teor de” o mine-
ral em questdo (11). Desta forma, na tabela 2 destacam-se
0S minerais presentes nos alimentos em quantidade signifi-
cativa e 0s minerais presentes em pelo menos o dobro da
quantidade significativa. Assim, verifica-se que, nesta gama
de amostras, as sementes de chia e a proteina texturizada
de soja sdo as que apresentam mais minerais em quanti-
dade significativa, por 100 g de alimento.

No que diz respeito aos minerais, observa-se que o Fe, 0 Zn e
0 K'sdo 0s que estdo menos presentes em quantidade signifi-
cativa, como descrita no Regulamento (UE) n° 1169/2011 (10),
nos alimentos estudados. Isto era expectavel uma vez que as
amostras analisadas ndo sdo representativas das principais

Tabela 1:

em mg/100 g de alimento.
Fe In
DDR 32,4 16,5
Bagas de goji 4,2 1,0
Sementes de chia 7,7 5,7
Proteina texturizada de soja 8,3 4,6
Queijo fresco de vaca meio-gordo <0,2* 1,6
Queijo fresco de vaca magro <0,2* 1,7
Queijo fresco de cabra <0,2* 1,4
logurte grego com fruta <0,2* 0,3

é “logurte” de soja 0,2 0,2

(<]

% logurte grego natural sem agucar <0,2* 0,3
Trigo sarraceno 2,4 1,8
Bulgur de trigo 1,9 2,1
Farinha de espelta 3,0 2,8
Salsicha de soja 1,8 0,6
Seitan 1,3 1,0
Sobremesa de soja 1,0 0,3
Castanha do Brasil 2,5 4,0

fontes alimentares destes minerais, que consistem em ali-
mentos de origem animal no caso do Fe e Zn, e em legumi-
nosas, oleaginosas e fruta, no caso do K. Quanto ao Ca, as
suas principais fontes alimentares sdo os lacticinios que,
se forem excluidos, como acontece nos tipos mais restritos
da dieta vegetariana, podem levar a um maior risco de défi-
ce de ingestao deste mineral, se nao for realizado um bom
planeamento alimentar (6:8). Por outro lado, o P é o mineral
encontrado mais frequentemente em quantidade significati-
va nas amostras analisadas, 0 que também era de esperar
uma vez que o P esta muito presente na generalidade dos
alimentos (8),

Teores de minerais determinados por ICP-OES nos alimentos estudados (n=16), expressos

Mg Ca Na P K
420 1200 1500 700 4700
72 48 418 177 1410
320 579 <8,0% 7612 "
278 277 <8,0* 654 2230
18 385 270 273 1562
25 482 329 348 251
26 429 394 301 156
9,0 95 33 80 146
14 93 36 65 109
8,0 101 32 97 141
191 156 <8,0” 370 423
68 28 10 213 330
89 26 <8,0* 308 336
156 43 637 80 59
13 20 191 53 30
18 132 37 95 167
377 165 <8,0" 677 611

Doses diarias recomendadas (DDR), mg/dia; @ Valor superior as DDR consideradas (valor referente ao género que necessita de maior aporte),

incluindo as recomendac6es para vegetarianos de mais 80% Fe e 50% Zn, por 100 g de alimento

quantificacdo do método.
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(6:9): *Teor no alimento inferior ao limite de
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Tabela 2:

Alimentos Fe In
Bagas de goji 13 6
Sementes de chia 24 34
Proteina texturizada de soja 26 28
Queijo fresco vaca meio gordo - 10
Queijo fresco vaca magro - 10
Queijo fresco cabra - 8
logurte grego com fruta - 2
“logurte” de soja - 1
logurte grego natural sem agucar - 2
Trigo sarraceno 7 13
Bulgur de trigo 6 12
Farinha de espelta 9 17
Salsicha de soja 4 3
Seitan 4 6
Sobremesa de soja 3 2
Castanha do Brasil 8 24

Ay
vitd)

Percentagem da dose didria recomendada para cada mineral, por 100 g de alimento.

Mg Ca Na P K
17 4 28 25 30
76 48 = 109 15
66 23 = 93 48
4 32 18 39 3
6 40 22 50 5
6 36 26 43 3
2 8 2 11 3
3 8 2 9 2
2 8 2 14 3
45 1 = 53 9
16 2 1 30 7
21 2 = 44 7
4 4 42 11 1
3 2 13 8 1
4 1 2 14 4
90 14 = 97 13

Resultados em percentagem (%) do valor da dose diaria recomendada (DDR) considerado (valor referente ao género que necessita de maior

aporte), incluindo as recomendagdes para vegetarianos de mais 80% Fe e 50% Zn, por 100 g de alimento 6.9 preenchimento a azul, mineral

em quantidade significativa (x15% DDR/ 100 g alimento); Preenchimento a verde, mineral em pelo menos o dobro da quantidade significativa

(=30% DDR/ 100 g alimento).

_Concluséo

Em suma, verifica-se que 0s minerais Fe e Zn s&o 0s que
se apresentam menos vezes em quantidade significativa ao
longo desta gama de amostras de alimentos que podem ser
incluidos na dieta vegetariana. Se excluirmos os lacticinios,
como acontece nos tipos mais restritos deste padrédo ali-
mentar, 0 mesmo se verifica para o Ca. Por fim, salienta-se
a necessidade de alargar este estudo a outros alimentos
que se incluam na dieta vegetariana, de forma a assegurar
um conhecimento fidedigno da sua composi¢cdo e assim
promover escolhas alimentares mais informadas.

Financiamento:
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_Exposicdo do trato gastrointestinal a aflatoxina B,: um impacto negligenciado?
Exposure to aflatoxin B, in the gastrointestinal tract: an overlooked impact?
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_Resumo

A exposigdo humana a aflatoxina By (AFB;) através da ingestéo de ali-
mentos contaminados e 0 seu impacto no trato gastrointestinal (TGI)
constitui um dominio de crescente interesse cientifico. Para além do
conhecido potencial carcinogénico, os estudos experimentais em linhas
celulares, em animais e em populagdes humanas tém evidenciado um
relevante impacto desta micotoxina no TGl, incluindo no sistema imu-
nitario do intestino, 6rgao responsavel por cerca de 70% das defesas
do organismo. A AFBy tem a capacidade de provocar alteracdes na bar-
reira intestinal afetando o seu equilibrio e dinamica, o que pode induzir
0 aparecimento de inflamacdes intestinais cronicas, entre outras pato-
logias. Estas alteragdes podem afetar a populagdo em geral, contudo
podem constituir uma preocupacgao acrescida para populagées vulne-
raveis como gravidas e criangas, em virtude da transferéncia de AFB;
através da placenta. Assim, o presente trabalho tem como objetivo sen-
sibilizar a comunidade cientifica para o potencial impacto da micotoxina
AFB1 no intestino e contribuir para alertar e capacitar os profissionais
de salde com conhecimento cientifico, por forma a atuarem, da forma
mais adequada, face ao eventual aumento das patologias associadas
ao TGI, que poderdo ocorrer em virtude do maior nimero de ocorrén-
cias de contaminacgao alimentar por AFB;, expectavel como consequén-
cia das alteragdes climaticas.

_Abstract

Human exposure to aflatoxin B1 (AFB;) through contaminated food
ingestion and its impact on the gastrointestinal tract (GIT) is a field of
scientific growing interest. In addition to the recognized carcinogenic
potential, experimental studies on cell lines, animals and human popu-
lations have shown a relevant impact of this mycotoxin on GIT, includ-
ing on the innate immunity of the intestine, the organ responsible for
about 70% of the body's defenses. AFB; has the ability to disrupt the
intestinal barrier affecting its balance and dynamics, and could pro-
mote the development of chronic intestinal inflammation, among other
pathologies. These conditions may affect the general population and
could constitute a matter of increased concern for vulnerable popula-
tions, such as pregnant women and children, due to the AFB; transfer
across the placenta. Therefore, this study aims to sensitize the scien-
tific community for the potential impact of the mycotoxin AFB; in the
GIT and to contribute to alert and empower the health professionals to
act based on a deeper scientific knowledge, when faced with a possi-
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ble increase in the number of pathologies associated to the GIT, which
could occur as a result of the expected increase of food contamination
by AFB1 as a consequence of climate change.

_Introdugéo

O intestino ¢ um dos primeiros 6rgéos a contactar com os
alimentos, apds a sua ingestdo. A absorcao de contaminan-
tes presentes nos alimentos, como as micotoxinas (metaboli-
tos toxicos produzidos por fungos) ocorre principalmente no
intestino delgado (onde se efetua 90% da absorcao total do
que se ingere). E ainda neste 6rgéo que ocorrem os niveis de
exposicao de contaminantes mais elevados (1-6). O intestino
representa também a primeira linha de defesa contra possi-
veis infegdes intestinais formando uma barreira entre o lUmen
(meio externo) e a corrente sanguinea (meio interno) (4-11).
A barreira intestinal esta dividida em quatro niveis de prote-
cao conforme se representa na figura 1: 1) microbiota (bar-
reira bioldgica), constituida por bactérias comensais pre-
sentes no lumen intestinal, com um papel fundamental na
homeostase da salude intestinal, 2) muco (barreira quimica)
constituido por mucinas (MUC) e peptideos antimicrobianos
(AMPs), produzidos pelas células caliciformes e pelas célu-
las de Paneth, respetivamente, impedindo que as bactérias
luminais estabelegam um contacto direto com o epitélio,
3) epitélio (barreira fisica) constituido por uma monocama-
da de células epiteliais semipermedveis (enterdcitos) que se
encontram ligadas por jungdes de oclusao (tight junctions)
constituidas por proteinas transmembranares, moléculas de
adesdo juncional (JAMs), claudinas e ocludinas, que regulam
seletivamente a passagem de nutrientes e agua e impedem
a passagem de moléculas nocivas, através da via paracelu-
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Figura 1: [] Representacdo esquematica da barreira intestinal numa situacdo de homeostase (normal) e
numa situacao de exposicao a micotoxina AFB, (adaptado de Gao, et al., 2020) (12),
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lar e transcelular no intestino, e 4) sistema imunitario intesti-
nal (barreira imunoldgica) constituido por células imunes (cé-
lulas dendriticas, macrofagos, linfocitos B e T) e mediadores
imunoldgicos (citocinas e imunoglobulina A secretora (slgA)),
que regulam as respostas inflamatéria e imune (4,7-10,12-16),

Uma barreira intestinal equilibrada e dindmica é essencial
para que exista uma protecdo eficiente. Ao afetar a barreira
intestinal, a AFB4 vai perturbar este equilibrio fazendo com
gue haja uma disrupcdo da barreira e tornando o organismo
mais suscetivel a inflamacdes intestinais cronicas, alteragoes
imunoldgicas e metabdlicas que levam ao aparecimento de
doencas inflamatorias, principalmente em individuos geneti-
camente predispostos, como é o caso da doenca celiaca e
de Crohn ou da colite ulcerosa (1:3,14,17-23),

Em virtude dos efeitos adversos para a salde, o grupo
das aflatoxinas (AFs) foi incluido no Regulamento (CE) n.°
1881/2006 que estabelece valores maximos de AFs em ali-
mentos, destinados a criangas e adultos (1-3:24), Estas séo
produzidas por diversas espécies de fungos do género
Aspergillus e incluem as aflatoxinas By (AFBy), B2 (AFB,),
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G1 (AFG,), G2 (AFG,) e M1 (AFM,), metabolito de AFB;
que pode ser encontrado no leite de mamiferos. A AFB, é o
mais potente carcinogéneo hepatico conhecido em mami-
feros, estando por isso incluida no grupo 1 (carcinogénico
para humanos), segundo a Agéncia Internacional de Pes-
quisa sobre o Cancro (IARC, na sigla em inglés), para além
disso, apresenta ainda propriedades mutagénicas, terato-

(11,13,16,25) Eqta micotoxina

génicas e imunossupressoras
esta presente numa grande variedade de alimentos como é
0 caso dos amendoins, frutos de casca rija, frutos secos,

cereais e ainda especiarias (25)

. Em Portugal a exposicéo a
AFB, atraves do consumo de cereais foi considerada uma
potencial preocupagao para a salde das criancas até aos
3 anos, em particular, as que consumiam elevadas quanti-

26.27) Face & evidéncia

dades deste grupo de alimentos (
de que a AFB, tem a capacidade de atravessar a placenta
e de ser transferida para o feto durante a gestacéo, tornan-
do-o suscetivel aos potenciais efeitos decorrentes desta
exposicao, sera importante conhecer o impacto da exposi-
¢ao precoce a esta micotoxina. Este objetivo integra-se no

ambito do projeto earlyMYCO, que visa avaliar a exposicao
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a micotoxinas de pares mae-filho(s) através da biomonitori-
zacao, avaliar o impacto das micotoxinas no sistema imuni-
tario intestinal e na microbiota intestinal através de estudos
in vivo e caracterizar o risco desta exposigao (28),

Os principais efeitos agudos decorrentes da ingestao de afla-
toxinas sdo as aflatoxicoses, que correspondem a hepatites
agudas associadas a vomitos, dores abdominais e edemas,
podendo, nos casos mais graves, levar a morte. Contudo
um dos maiores problemas associados a esta micotoxina,
¢ a exposicao cronica podendo contribuir para o apareci-
mento de cancro hepatico (13). Na Europa, e em particular
nos paises da regiao mediterranica como Portugal, prevé-se
um aumento de contaminacdo dos cereais (particularmente
no milho) por AFBy em virtude da subida de temperatura
decorrente das alteragdes climaticas, permitindo o desenvol-
vimento de espécies fungicas toxigénicas em temperaturas
préximas dos 33 °C, como é o caso da espécie Aspergillus
flavus, produtor de AFB; (29.30),

E por isso importante contribuir para disseminar o conheci-
mento cientifico relativo aos efeitos adversos da exposicao
a AFB4, em especial para o intestino, visto a principal via de
exposicao a esta micotoxina ser a ingestao de alimentos,
por forma a contribuir para a protegao da salude humana e,
em especial, das populagdes mais vulneraveis.

_Objetivo

Este trabalho tem como objetivo sensibilizar a comunidade
para o potencial impacto da micotoxina AFB; no intestino,
contribuindo para alertar e capacitar os profissionais de
salde com conhecimento cientifico neste dominio, por forma
a gerir, da forma mais adequada, um eventual aumento das
patologias associadas ao TGI. Estas poderao afetar, num fu-
turo proximo, a populagdo em geral, mas, em particular, as
populacdes vulneraveis como gravidas e criangas, em virtu-
de das alteracdes climaticas e do aumento da contaminacao
dos alimentos por AFBy, previstos para a Europa.

_Materiais e métodos

A pesquisa bibliografica para este estudo foi realizada em
2021, através das bases bibliograficas Web of Science e
PubMed, tendo sido efetuadas sete pesquisas individuais
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incluindo os termos “Aflatoxin By” (comum a todas as buscas)

noo«

e “Caco-2 cells”, “Intestinal integrity”, “Transport”, “Intestinal
immunity”, “Microbiota”, “Antimicrobial response”, “Proteins
expression and tight junctions”, para o periodo 2000-2020.
De um total de 265 referéncias encontradas, foram excluidas
208 (correspondendo a duplicados e estudos fora do con-

texto pretendido) e analisadas 57.

Resultados e discussdo

Face a importancia das potenciais consequéncias nefastas
para a saude humana, decorrentes da exposicdo a AFB;,
em particular do impacto no trato gastrointestinal (TGI), tém
sido realizados diversos estudos sobre a absorcéo e trans-
porte desta micotoxina no intestino, nomeadamente ao nivel
do muco e epitélio intestinal, aplicando metodologias in
vitro, como a cultura e cocultura de células epiteliais intesti-
nais humanas (5.16.31,32) Neste ambito sdo descritos dois
modelos de culturas celulares maioritariamente utilizados:
1) Células Caco-2, originalmente isoladas de um adenocar-
cinoma de célon humano e 2) coculturas de células Caco-2
e HT29-MTX, também isoladas de um carcinoma colorre-
tal. As células Caco-2 sdo reconhecidas como modelo de
referéncia pela Food and Drug Administration (FDA) mime-
tizando a camada epitelial do intestino delgado (enterdci-
tos) (4:6.10) As coculturas de células Caco-2/HT29-MTX,
representam um aperfeicoamento do modelo de células
Caco-2 visto que as células HT29 s&o capazes de produzir
muco através das células caliciformes simulando de forma
mais eficiente o intestino delgado nos estudos de absor-
céo, inflamacéo e toxicidade (5:6),

Ao nivel dos estudos da microbiota e do sistema imuni-
tario intestinal, realizaram-se na sua maioria, estudos in
vivo (19,20,34-36) ysando ratos, mas também outras espé-
cies, como os porcos, devido a semelhanca anatomica do
TGl com o dos humanos (6,23,33),

No quadro 1 encontra-se uma descricdo sumarizada dos
principais efeitos decorrentes da exposigdo a AFBy, nos
quatro niveis da barreira intestinal, observados em estudos
in vitro e in vivo, efetuados nas Ultimas duas décadas.
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Quadro 1:

Resumo dos principais efeitos da micotoxina AFB, na barreira intestinal (microbiota, muco, epitélio e

sistema imunitario intestinal) obtidos através de estudos in vitro e in vivo efetuados entre 2000-2020.

Nivel da barreira
intestinal

Microbiota

Muco
(feito em AFM,)

Epitélio

Sistema
imunitario
intestinal

Tipo de estudo/ espécie

In vivo - Ratos
(Rattus e Mus musculus)

In vivo - Galinhas
(Gallus gallus domesticus)

In vivo - Leitdes
(Sus scrofa domesticus)

In vitro - cocultura

Caco-2/HT29-MTX

In vitro - cocultura
Caco-2/HT29-MTX

In vitro - células Caco-2

In vitro - células Caco-2

In vitro - células Caco-2

In vivo - Galinhas
(Gallus gallus domesticus)

In vivo - Humanos
(Homo sapiens)

In vitro - Monocitos
humanos

In vivo - Peru doméstico
(Meleagris gallopavo)

In vivo — Aves de capoeira
(Gallus gallus domesticus)

In vivo - camarao
(L. vannamei)

Principais efeitos Referéncias

Reducgéo da diversidade microbiana no célon

Efeitos adversos na populagéo de bactérias acido-lacticas (21,22)
Proporcao de Firmicutes e Bacteroidetes inalterada
Aumento no numero total de bactérias gram-negativas (33)
Alteragdes nos padrées de fermentagdo de Saccharomyces cerevisiae
Aumento da abundancia relativa dos filos Bacteroidetes e Proteobacteria (23)
Diminuicdo da abundéancia do filo Firmicutes
Modulag@o do mRNA e da producéo das proteinas MUC2, MUC5AC e MUC5B (38)
Reducédo dos niveis de transcricdo de MUC5B e MUC5AC
Alteragéo significativa da expressdo e producdo das mucinas e da abundancia
de proteinas
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Aumento significativo de proteinas MUC2 e MUCB5 seguido de uma regulagédo (39)
negativa das mucinas
Comprometimento da permeabilidade da barreira das células epiteliais intestinais
Diminuigéo da area de absorgéo (13,25)
Ocorréncia de inflamagdes e lesdes intestinais
Diminuicao dos valores de resisténcia transepitelial (TEER) (13,25)
Aumento da permeabilidade paracelular ,
Morte celular

i ) , P ) (13,15,25,
Danos no DNA de células diferenciadas e ndo diferenciadas
31,40-42)

Diminuicao da expressé@o do mRNA de claudina-3 e ocludina
Aumento da suscetibilidade de galinhas a infe¢des intestinais por S. typhimurium
e Salmonella spp.
Aumento, no jejuno e no fleo, do nUmero de macroéfagos e células CD8+ e (19)
diminuicao das células CD4+
Aumento da suscetibilidade a infe¢gdes bacterianas e parasitarias (37)
Alteracdo da imunidade adquirida
Diminuicdo da fagocitose e atividade microbicida dos monécitos da secregao (37)
de IL-1, IL-6 e do fator de necrose tumoral
Respostas inflamatdrias levam a infiltragdo de mondécitos (35)
Alteragdes na expressdo de citocinas pro-inflamatérias
Regulagéo significativa dos transcritos de diversos genes de resposta a IL-2
Inibigdo da atividade dos linfécitos T e B e da produgao de anticorpos e de macréfagos
Alteragdes nos fenoétipos das células T (20,36)
Diminuicdo da percentagem de células B
Inibigdo do fator de necrose tumoral-a (TNF-a), IFN-y e das interleucinas IL-1, IL-2,
IL-4, IL-6, IL-10 e IL-17
Aumento da expressao relativa de Toll, proPO, Rab, GST e IMD (genes imunes (34)

representativos importantes no intestino), seguindo-se uma diminuicédo total da
expressdo dos mesmos
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1. Microbiota

A maioria dos estudos sobre o efeito da AFB4 na microbiota
(barreira bioldgica) foi efetuada usando animais tendo sido re-
ferido, de uma forma geral, que existem diferencas significati-
vas entre a composicao da microbiota intestinal dos grupos
controlo em compara¢do com as dos grupos experimentais,
existindo uma maior abundancia do nimero de espécies de
bactérias e de bactérias em cada espécie, nos grupos contro-
lo, tanto a nivel do filo como do género (14,21-23,33),

2. Muco

A literatura disponivel neste dominio foi escassa tendo sido
identificados s6 dois estudos sobre os efeitos da micoto-
xina AFM4 no muco (barreira quimica). Os resultados evi-
denciaram uma modulagao significativa dos niveis de acido
ribonucleico mensageiro (MRNA) e producao de proteinas
das mucinas MUC,, MUC5A e MUC5B, pela AFM4 (metabo-
lito da AFB) refletindo a influéncia direta das AFs na com-
posicao (proteinas) e fungéo (protegéo) do muco, podendo
levar a inflamaces gastrointestinais e até mesmo ao apa-
recimento de cancros (38,39),

3. Epitélio

Na figura 1 representa-se esquematicamente o efeito da
AFB; nas células epiteliais intestinais Caco-2 evidenciando
um aumento da permeabilidade paracelular (entre duas
células adjacentes) traduzida na alteracdo da resisténcia
transepitelial (TEER), diminuicdo da area de absorcao, e
desencadeando processos inflamatoérios e lesdes intesti-
nais (13.25) Verificou-se ainda que apés a exposi¢ao, ocor-
ria morte celular (em funcado do tempo e concentracéo),
danos do acido desoxirribonucleico (DNA) de células dife-
renciadas e nao diferenciadas e diminuicdo da expressao

do mRNA de claudina-3 e ocludina, nas proteinas de jungéo
oclusiva (13,15,25,31,40-42)

4. Sistema imunitario intestinal

No que diz respeito acs efeitos da AFB4 no sistema imunita-
rio intestinal, verifica-se que estes sdo bastante complexos
e a bibliografia escassa. Os seis estudos publicados revela-
ram, de um modo geral, um aumento da suscetibilidade dos
animais e humanos (criangas) a infe¢cdes bacterianas e para-
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sitarias (19:37) alteragdo da populacdo de macréfagos e cé-
lulas imunitarias, alterag@o na expressao de citocinas pré-in-
flamatorias, inibicdo da atividade dos linfocitos B e T e dimi-
nuicao total dos genes imunes, no intestino (20,34-37),

Conclusdes

Com os resultados descritos neste trabalho, evidencia-se o
forte impacto que a micotoxina AFB4 podera provocar nos
quatro niveis da barreira intestinal, comprometendo a imuni-
dade do intestino e consequentemente, de todo o organismo.

A manutencéo do equilibrio intestinal é de extrema impor-
tancia visto que contribui para a saude do organismo e, por
isso, perturbacdes, como a disfungédo da barreira intesti-
nal, podem originar efeitos adversos para a salide humana,
como é o caso das doencas inflamatérias intestinais.

Dado que se torna cada vez mais evidente que a exposigao
precoce a contaminantes quimicos pode levar ao apareci-
mento de doengas no adulto, tais como infe¢des, cancro,
diabetes e doencas autoimunes, torna-se, pois, importante
desenvolver estudos que visem avaliar a importancia do am-
biente intrauterino e dos primeiros anos de vida na saude da
crianga e do futuro adulto.
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_Resumo

A alimentagao em meio hospitalar tem vindo a ser objeto de debate junto
dos profissionais de saude, dado o papel determinante que desempenha
no tratamento e recuperagado do doente. O estudo teve como objetivo
avaliar a qualidade nutricional de refeicoes hospitalares recolhidas entre
2017 e 2019. Foram analisadas laboratorialmente 32 refeicées comple-
tas constituidas por prato de carne (53,1 %), prato de pescado (40,6%)
e vegetariano (6,3%). A avaliacé@o nutricional incluiu a quantificagao dos
valores de energia, hidratos de carbono, proteina, gordura total, fibra ali-
mentar e sal e posterior estudo da adequabilidade nutricional, através da
verificagado dos desvios relativos as recomendagdes nutricionais estabe-
lecidas para uma populacéo que se considerou como sendo de doentes
adultos na faixa etaria entre 0s 19 e 0s 74 anos. As refeigdes constituidas
por prato de carne apresentaram valores médios superiores de densi-
dade energética, proteina, gordura e hidratos de carbono, comparativa-
mente com as restantes refeigdes. As refeigbes com prato vegetariano
foram as que revelaram um teor médio de sal mais baixo. Nos trés tipos
de refeigdes verificou-se um incumprimento das recomendacgdes nutri-
cionais relativamente aos teores de energia, proteina e sal. Este estudo
vai ao encontro dos que consideram a vigilancia nutricional periddica
como uma forma de evidenciar tendéncias e identificar desvios, permi-
tindo a implementagdo de agdes corretivas apropriadas e atempadas
para a melhoria da qualidade nutricional das refeicées hospitalares.

_Abstract

The provision of hospital meals has been a topic of debate among
health professionals, given the decisive role it plays in the treatment
and recovery of patients. This study aimed to assess the nutritional
quality of hospital meals collected between 2017 and 2019. A total of 32
complete meals consisting of meat dishes (63.1 %), fish dishes (40.6%)
and vegetarian (6.3%) were laboratory analysed. The nutritional evalua-
tion included the quantification of energy, carbohydrates, protein, total
fat, dietary fibre and salt contents and subsequent study of nutritional
adequacy, through the verification of the deviations relative to the nutri-
tional recommendations established for a population, which was con-
sidered to be adult patients aged between 19-74 years. The meals con-
sisting of a meat dish presented higher mean values of energy, protein,
fat and carbohydrates when compared with the other meals. In the veg-
etarian meals, it was observed the lowest mean salt content. In all three
types of meals, there was a lack of compliance with the nutritional rec-
ommendations in terms of energy, protein and salt content. This study
is in accordance with those who consider periodic nutritional surveil-
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lance as a way to highlight trends and identify deviations, allowing the
implementation of appropriate and timely corrective actions to improve
the nutritional quality of hospital meals.

_Introducéo

A alimentacao hospitalar é um tema que tem vindo a ganhar
uma maior énfase entre os profissionais de salude e a comu-
nidade cientifica. Uma oferta alimentar adequada aos doen-
tes € uma parte determinante do seu tratamento e recupe-
racdo, melhorando a sua qualidade de vida, diminuindo o
tempo de recuperacgao e internamento e a probabilidade de
desenvolver complicagdes ou infegées ().

A entidade hospitalar, como organizacao especializada na
recuperagao do estado de salde dos seus pacientes, deve
reconhecer a alimentagao e a terapia nutricional como areas
determinantes no combate & desnutricdo hospitalar (2).

A desnutrigdo do doente hospitalizado ¢ um problema de
salde publica e resulta da prescricdao de dietas desequili-
bradas e da pouca flexibilidade do servi¢co de alimentagéo
hospitalar (2). Tem efeitos negativos na qualidade de vida
e elevados custos para a sociedade e para o sistema de
satde (3),

A elaboracéo de um Manual das Dietas Hospitalares foi uma
das estratégias encontradas pelos hospitais para melhorar
a assisténcia nutricional ao doente hospitalizado. A maioria
dos hospitais possui um Manual de Dietas, que difere de
hospital para hospital, em termos de terminologia utilizada,
tipologia de dietas, composi¢cao das refeicoes e respetivas
capitagdes utilizadas (2).
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A nivel governamental, foi identificada como estratégia para
um combate mais efetivo a desnutricao hospitalar, a unifor-
mizagao e padronizacao de um Manual das Dietas Hospita-
lares de ambito nacional (2).

Garantir, aos pacientes hospitalizados, uma adequada inges-
tao alimentar, seguindo as recomendacdes da Roda dos Ali-
mentos Portuguesa e refletindo os principios basicos de uma
alimentacéo saudavel, é fundamental para promover o supor-
te nutricional adequado a recuperagao dos pacientes e da
sua qualidade de vida (1). Neste sentido, a vigilancia nutricio-
nal das refeicOes servidas em ambiente hospitalar pode ter
um papel importante na avaliagdo de tendéncias e para aler-
tar para a necessidade de implementacdo de acdes correti-
vas apropriadas e atempadas, em beneficio da refeicdo que
é servida ao doente.

_Objetivo

Este estudo tem como objetivo apresentar uma analise dos
dados de ocorréncia da qualidade nutricional de refeigdes
hospitalares, obtidos no &mbito dos protocolos de vigilan-
cia estabelecidos com o Instituto Nacional de Saude Dou-
tor Ricardo Jorge (INSA), no periodo compreendido entre
2017 e 2019.

_Materiais e métodos

No ambito dos protocolos de vigilancia estabelecidos com
0 INSA, no periodo compreendido entre 2017 e 2019, efetua-
ram-se visitas a unidades de alimentacgao coletiva, tendo as
colheitas sido efetuadas sem aviso prévio e de acordo com a
periodicidade estabelecida para cada Unidade. Neste perio-
do foram analisadas 32 refeicOes, classificadas, de acordo
com o Manual das Dietas Hospitalares, em dieta geral, des-
tinada a doentes que ndo requerem modificagdes alimenta-
res especificas (n=28), dieta mole, destinada a doentes com
dificuldade de mastigagao e/ou degluticdo e digestao (n=2),
e em dieta vegetariana destinada a doentes que nao conso-
mem alimentos de origem animal ou seus derivados. (n=2)
(tabela 1).
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As porgdes de alimentos, por refeicdo, foram determinadas
pelo pessoal da unidade, numa base de "como é servido",
representando assim o que é fornecido a cada doente na
refeicdo (almoco).

Todos os componentes da refeicdo completa (sopa, prato
principal, sobremesa/fruta e uma unidade de pao) foram
pesados no dia da recegao no laboratério, de seguida foram
triturados e homogeneizados constituindo uma pool, que
representa a amostra da refeicdo a analisar. As amostras
foram conservadas a -20° C até serem analisadas.

A avaliacdo da composicao nutricional por refeicao (parte
edivel) incluiu a determinagao dos teores de proteina, gordu-
ra total, fibra alimentar e s6dio por métodos internos desen-
volvidos e validados pelo laboratério, e de acordo com nor-
mas europeias ou internacionais (4).

O teor de hidratos de carbono totais (disponiveis) foi calcu-
lado por diferenca (100 g - (gordura + proteinas + cinzas +
humidade + fibra)). O valor energético (kcal) e o teor de sal
foram calculados de acordo com o Regulamento 1169/2011
da UE (Unigo Europeia) (5).

As analises foram realizadas, em condi¢cdes de garantia da
qualidade cumprindo os requisitos descritos na Norma EN
ISO/IEC 17025 (6),

Foram ainda analisados os desvios observados entre 0s
resultados analiticos obtidos e as recomendacgdes nutricio-
nais estabelecidas. A referéncia foi definida para uma popu-
laga@o de doentes adultos, na faixa etaria dos 19 aos 74 anos
gue ndo requerem modificacoes alimentares especificas.
Considerou-se ainda que a refeicdo do almoco devera con-
tribuir com 30% do valor energético diario (7).

Na anélise estatistica, a descrigdo das variaveis foi realiza-
da por refeicao e tipo de prato, com recurso a estatisticas
de tendéncia central (média, mediana, desvio padrdo, maxi-
mo e minimo). Para avaliar a diferencga entre grupos utilizou-
-se o teste Kruskal-Wallis e testes post-hoc, de compara-
¢oes multiplas com corregao de Bonferroni. Todos os testes
foram realizados com recurso ao software IBM SPSS Statis-
tics, verséo 27.
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_Resultados e discussao

No total das 32 refeicoes analisadas, 53,1% referem-se a
refeicdes constituidas por prato de carne e 40,6% a refei-
¢cbes com prato de pescado. As refeicdes com prato vege-
tariano representam apenas 6,3% do total de refei¢cdes ana-
lisadas (tabela 1).

As tabelas 2 e 3 sumarizam a composicao nutricional dos
trés tipos de refei¢cdes hospitalares expressas por 100 g e
por dose, respetivamente.

E nas refeicdes constituidas pelo prato de pescado que se
observam, simultaneamente, 0s teores mais baixos de den-
sidade energética e de gordura e os teores mais elevados
de fibra alimentar e sal. Este teor elevado de fibra pode ser
explicado pelos acompanhamentos fornecedores de horti-
colas e leguminosas que normalmente compdem este tipo
de refeicoes.

Quanto aos valores médios de densidade energética e de
proteina, é na refeicdo constituida pelo prato de carne que

Tabela 1:

encontramos os valores mais elevados, comparativamente
com as refeicdes de prato de pescado e vegetariano.

O teor de proteina mais baixo é observado na refeicao cons-
tituida pelo prato vegetariano.

A analise estatistica pelo teste de Kruskal-Wallis indicou uma
diferenca estatisticamente significativa entre os trés tipos de
refeicdo para o valor de densidade energética (p=0,038) e teor
de proteina (p=0,011), por 100 g. Em seguida, para determi-
nar as refeicoes responsaveis pela diferenga estatisticamente
significativa verificada no teste Kruskal-Wallis, recorreu-se ao
teste Post-Hoc (Comparagdes Pairwise) com a correcao de
Bonferroni. O teste indicou que as refeicdes com prato de
carne e prato de pescado eram as que diferiam entre si para
o valor de densidade energética e teor de proteina.

Relativamente aos resultados por dose (tabela 3), observou-
-se um padrdao semelhante, com valores mais elevados de
densidade energética, proteina, gordura e hidratos de carbo-
no, nas refeigées constituidas pelo prato de carne. E neste

Caracterizacao das refeicdes hospitalares analisadas.

Refeicao completa

Tipo dieta’ Caracteristicas’ Indicacées principais’ Refeicao (itens) analisada (n)
Refeigdo completa: sopa, prato
Dieta completa, equilibrada e ) de carne, pdo, sobremesa/fruta I
: Destina-se a doentes que
Geral varla(.ja,'d.esenhadva segumjlo ndo requerem modificagoes o
os principios da alimentacao . - Refeigdo completa: sopa,
) alimentares especificas ~
saudavel prato de pescado, pao, 11
sobremesa/fruta
Dieta completa cujos Destina-se a doentes com
alimentos se apresentem dificuldade de mastigagao Refeicdo completa: sopa,
Mole numa consisténcia mole que e/ou degluticdo e digestao. prato de pescado, péo, 2
permita uma facil mastigacéo Utiliza-se na progressao sobremesa/fruta
e degluticéo. pés-operatério.
Destina-se a doentes que por
motivos morais ou éticos,
Dieta completa, constituida culturais, religiosos, crengas Refeigdo completa: sopa,
Vegetariana exclusivamente por alimentos ou outros motivos de natureza prato vegetariano, péao, 2

de origem vegetal

! Adaptado de Direcdo-Geral da Sadde, 2018 @),

pessoal, ndo consomem
alimentos de origem animal
ou seus derivados.
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Tabela 2: [1 Composigéo nutricional dos trés tipos de refeigdes hospitalares (por 100 g).

Refeicao hospitalar® Refeicao hospitalar_ prato de carne Refeicdo hospitalar_ prato de pescado Refeicao hospitalar_prato vegetariano

Minimo M3aximo  Mediana Média (DP) Minimo  Médximo  Mediana Média (DP) Minimo  M3ximo Mediana  Média (DP) Minimo Médximo Mediana Média (DP) p-value
Energia, Kcal 60 133 98 94 (19) 71 133 103 102 (18) 62 103 88 85 (13) 60 105 83 83 (34) | 0,038'
Proteina (g/ 100 g) 2,2 6,7 4,6 4,5 (1,3) 3,1 6,7 4,9 51 (1,0) 2,4 5,8 3,4 3,7 (1,0) 2,2 5,5 3,9 3,9 (2,3) 0,011"
Gordura total (g/ 100 g) 0,6 5,8 2,2 2,4(1,3) 11 5,8 2,2 2,7 (1,4) 0,6 4,3 21 2,1 (1,1) 1,3 2,5 1,9 1,9 (0,8) 0,482
Hidratos de carbono totais (g/ 100 g) 8,3 18,2 12,9 12,7 (2,5) 8,3 18,2 13,3 13,4 (2,8) 8,6 13,8 1,7 11,8 (1,5) 9,0 141 11,6 11,5 (3,6) 0,203
Fibra alimentar (g/ 100 g) 0,8 3,9 1,8 1,8 (0,7) 0,8 2,8 1,6 1,6 (0,5) 0,8 3,9 2,0 2,0 (0,9) 2,0 2,2 2,1 2,1(0,1) 0,090
Sal (g/ 100 g) 0,23 0,76 0,42 9,42 (0,10) 0,28 0,53 0,43 0,43 (0,07) 0,23 0,76 0,42 0,44 (0,15) 0,40 0,41 0,40 0,40 (0,007) 0,940

“ Inclui a refeicao prato de carne, prato de pescado e prato vegetariano; ' Diferenca significativa para cada categoria de refeicao (Kruskal-wallis) (p<0,05). DP = Desvio Padrao.
Sombreado a azul = Valor mais baixo verificado nos trés tipos de refeices hospitalares; Sombreado a laranja = Valor mais elevado verificado nos trés tipos de refeicdes hospitalares.

Tabela 3: [ Composicgéo nutricional dos trés tipos de refeigdes hospitalares (por dose).

Refeicao hospitalar® Refeicao hospitalar_ prato de carne Refeicdo hospitalar_ prato de pescado Refeicao hospitalar_prato vegetariano

Minimo Méaximo  Mediana Média (DP) Minimo ~ Maximo  Mediana Média (DP) Minimo  Mdximo Mediana  Média (DP) Minimo  Maximo Mediana Média (DP) p-value
Energia, Kcal 381 1084 710 699 (156) 588 1084 740 753 (143) 381 800 679 643 (149) 441 753 597 597 (221) 0,304
Protefna (g/ 100 g) 53 15 34,7 33,3 (10,1) 25,1 53,0 39,4 42,1 (8,0) 15,0 44,0 24,5 28,1(9,5) | 16,2 39,4 27,8 27,8 (16,4) | 0,0205'
Gordura total (g/ 100 g) 3,6 47,3 17,3 17,8 (9,2) 9,5 47,3 19,0 19,8 (10,3 3,6 27,5 14,7 15,9 (7,9) 9,6 17,9 13,8 13,8 (5,9) 0,551
Hidratos de carbono totais (g/ 100 g) 51,4 139,1 95,3 93,6 (21,3) 58,5 139,1 101,7 99,6 (21,4) 51,4 118,6 90,9 87,4 (19,9) | 66,2 101,1 83,7 83,7 (24,7) 0,228
Fibra alimentar (g/ 100 g) 4,4 33,8 12,6 13,7 (6,3) 4,9 22,8 11,3 12,1 (4,8) 4,4 33,8 14,3 16,6 (8,0) | 14,7 15,8 15,3 15,3 (0,77) 0,265
Sal (g/ 100 g) 1,43 5,4 3,26 3,17 (0,96) 1,43 4,32 3,4 3,09 (0,79) 1,75 5,40 3,2 3,29 (1,22) = 2,90 3,01 2,96 2,95 (0,77) 0,883

“ Inclui a refeicao prato de carne, prato de pescado e prato vegetariano; ' Diferenca significativa para cada categoria de refeicdo (Kruskal-wallis) (p<0,05). DP = Desvio Padrao.
Sombreado a azul = Valor mais baixo verificado nos trés tipos de refeicoes hospitalares; Sombreado a laranja = Valor mais elevado verificado nos trés tipos de refeicdes hospitalares.
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tipo de refeicdo que encontramos, também, o valor mais
baixo de sal, em comparagdo com as restantes refeicoes.
Pelo teste de Kruskal-Wallis, nos resultados por dose, ape-
nas se observa diferenca estatisticamente significativa para
0 teor de proteina (p=0,0205), nos trés tipos de refeicdo. O
teste Post-Hoc com a correcao de Bonferroni indica que a
diferenca, para a variavel teor de proteina, esta entre a refei-

¢cao com prato de carne e a refeicdo com prato de pescado.

Na tabela 4 apresenta-se a analise dos valores por refeicdo
relativos as recomendagdes nutricionais estabelecidas para
uma populacado de doentes adultos, com idades compreendi-
das entre 0s 19 e 0s 74 anos, que ndo requerem modificagdes
alimentares especificas, e, considerando que a refeicdo do
almogo devera contribuir com 30% do valor energético diario.

A existéncia de desvios relativos foi considerada sempre que
0s resultados estivessem abaixo ou acima dos valores mini-
mo e maximo referentes as recomendacdes estabelecidas
para os nutrientes e valor de energia analisados (tabela 4).

O limite inferior foi usado como valor de referéncia para ana-
lisar os desvios que estavam abaixo do intervalo de referén-

Tabela 4:
etdria em estudo.
Faixa etdria Parametros Recomendagoes

(8,9)

Energia (E), kcal 2250

Proteina (g) Min. 50

Gordura (g) 50,0-87,5*

19 - 74

Hidratos de carbono (g) 253-337"

Fibra alimentar g/dia 25

Sal (g/dia) 52

Refeicdo_almoco

cia. Da mesma forma, o limite superior foi usado como valor
de referéncia para considerar os desvios que estavam acima
do intervalo de referéncia. Qualquer valor dentro do interva-
lo de referéncia foi considerado como tendo 0% de desvio.
Estabeleceu-se que houve alteracdo ao desvio relativo obti-
do quando esse desvio foi superior a 5%.

Na tabela 4, podemos verificar que as refeicdes constitui-
das pelo prato de carne, pescado e vegetariano néo cum-
prem as recomendacdes nutricionais estabelecidas para o
almoco, no que diz respeito aos teores de energia, protei-
na e sal. Os teores de gordura, hidratos de carbono e fibra
alimentar estdo conformes.

_Concluséo

No total das 32 amostras analisadas, as refeicbes com prato
vegetariano representaram apenas 6,3% do total de refei-
cOes escolhidas pelos utentes.

No periodo em estudo (2017-2019), as refeicbes com prato
de carne apresentaram um padrdo semelhante, com os valo-
res médios mais elevados de densidade energética, proteina,

Desvios relativos observados referentes as recomendacgdes nutricionais definidas para a faixa

% Desvio relativo

Refeicdo_prato Refeicao_prato Refeicdo_prato

(4) de carne de pescado vegetariano

675" 12,0 -5,0 -12,0

15 >100 87 85
15,0-26,3 g 0,0 0,0 0,0
75,9 - 101,1 g 0,0 0,0 0,0

7,5 a) a) a)

1,5 >100 >100 97

Desvio relativo (%) = (Desvio observado/Valor referéncia) x100; * Calculado como uma percentagem das necessidades energéticas (gordura 20-35 e%; hidratos

de carbono 45-60 E%).

1 Refeicdo do almoco deverd contribuir com 30% do valor energético didrio; 2 Valor didrio recomendado (sal).

Sombreado a verde = resultados de acordo com a recomendacao. a) nutriente a promover, apesar de ser superior ao limite recomendado.

Sombreado a laranja = resultado ndo conforme.
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gordura e hidratos de carbono. A refeicdo com prato vegeta-
riano foi a que revelou um teor médio de sal mais baixo, em
comparagao com as restantes refeicoes.

Observaram-se diferencas estatisticamente significativas
no valor de densidade energética e no teor de proteina por
100 g (p=0,038 e p=0,011, respetivamente) e no teor de pro-
teina (p=0,0205) por refeicdo completa, nos 3 tipos de refei-
cao. Estas diferencas foram verificadas entre a refeicdo com
prato de carne e a refeicdo com prato de pescado.

As recomendacgdes nutricionais estabelecidas para o almoco
nao sao cumpridas nos trés tipos de refeicao para o teores
de densidade energética, proteina e sal.

A vigilancia nutricional periodica, pode ter um papel impor-
tante na avaliagao de tendéncias e na identificacdo de des-
vios permitindo a implementacao de agdes corretivas apro-
priadas e atempadas, em beneficio da refeicdo que € servida
ao doente.
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_Ainflamacao intestinal como promotor da tumorigénese: pistas sobre a base

molecular envolvida

Intestinal inflammation promotes tumorigenesis: clues on the underlying molecular basis

Joana F. S. Pereira, Claudia Bessa, Paulo Matos, Peter Jordan

peter.jordan@insa.min-saude.pt

Departamento de Genética Humana, Instituto Nacional de Saude Doutor Ricardo Jorge, Lisboa, Portugal

_Resumo

A inflamagao intestinal ¢ uma doenga crénica debilitante de origem multi-
fatorial que afeta cerca de 25 000 portugueses. E também uma condicao
promotora para a tumorigénese no célon. Um microambiente inflamato-
rio fornece sinais de sobrevivéncia para as células cancerigenas, as quais
respondem com mudancas no seu programa genético. RAC1B é um exem-
plo de um biomarcador que foi identificado num subconjunto de tumores
colorretais, e cuja expressao estd aumentada em amostras de doentes
com doenca inflamatéria intestinal. Para esclarecer os mecanismos mole-
culares envolvidos, a expressdo da proteina RAC1B foi analisada num
modelo celular composto por uma camada epitelial de células colorretais
Caco-2 cocultivadas simultaneamente com fibroblastos ou macréfagos. A
mera adig@o da citocina CXCL2/MIP2a purificada, ou uma cocultura com
macréfagos do tipo M1, responsaveis pela sintese de MIP2a in vivo, indu-
ziram um aumento significativo nos niveis da proteina RAC1B nas células
colorretais. Este aumento foi ainda potenciado pela adigao de fibroblas-
tos derivados de carcinoma (CAFs) a cocultura com M1. Estes resultados
permitiram identificar, molecularmente, como os sinais pro-inflamatérios
do microambiente induzem alteragdes no programa genético das células
tumorais colorretais, abrindo caminho para uma melhor compreenséo do
papel da inflamacdo na promocao de tumores.

_Abstract

Inflammatory bowel disease is a chronic disorder of multifactorial origin
that currently affects around 25 000 Portuguese. It is also a condition
for promoting the development of colorectal cancer. The inflammatory
microenvironment provides survival signals for cancer cells, which
respond with changes in their genetic program. RAC1B is an example for
a biomarker previously identified in a subset of BRAF-mutated colorec-
tal tumors, the expression of which was found increased in samples
from patients with inflammatory bowel disease. In order to elucidate the
underlying molecular mechanism, RAC1B expression was analyzed in a
cell model composed of an epithelium-like layer of differentiated colorec-
tal Caco-2 cells in co-culture with fibroblasts or macrophages. The pres-
ence of purified cytokine CXCL2/MIP2a, or a co-culture with M1-type
macrophages (a source of MIP2a in vivo) induced a significant increase in
RACT1B protein levels in colorectal cells. This increase was further poten-
tiated when cancer-associated fibroblasts (CAFs) were added together
with M1. The data identify a molecular link between pro-inflammatory sig-
nals from the microenvironment and alterations in the genetic program of
colorectal tumor cells, paving the way for a better understanding of the
role of inflammation in tumor promotion.
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_Introducéo

As doencas inflamatorias intestinais (DIl) séo provocadas
pelo sistema imunitario e causam dor abdominal e diarreia
recorrentes, tendo um impacto debilitante para a satde do
doente, incluindo a necessidade de intervengdes cirlrgi-
cas. A doenga de Crohn pode manifestar-se em diferentes
partes do trato gastrointestinal enquanto a colite ulcerosa
afeta sobretudo o célon. As causas sao multifatoriais com
influéncia de fatores genéticos e ambientais, e a incidén-
cia tem vindo a aumentar no Mundo Ocidental, sobretudo
em pessoas entre 0s 20 e 39 anos, atingindo assim a faixa
mais ativa da populacéo, com um impacto socioeconémico
correspondente. Atualmente, em Portugal, estima-se que
cerca de 25 000 pessoas sofrem de DIl (1), com uma inci-
déncia aproximada de 150 novos casos por ano.

Para além dos sintomas, as DIl aumentam o risco para o
desenvolvimento de cancro colorretal (2:3). Segundo os
dados de 2020 da Agéncia Internacional de Investigacao
sobre Cancro (IARC, na sigla em inglés) (4), a incidéncia do
cancro do colon em Portugal ronda os 10 000 novos casos,
causando cerca de 4 000 mortos, em ambos 0s sexos. A
grande maioria destes casos sdo tumores esporadicos,
sem histéria familiar associada, nos quais a influéncia do
ambiente e dos habitos de vida do doente tiveram um papel
determinante. Varios fatores de risco para o desenvolvi-
mento deste tipo de cancro foram reconhecidos em estu-
dos epidemiolégicos (5, incluindo a prevaléncia de DII.

A inflamacdo é uma resposta essencial do organismo em
caso de infecdo microbiana ou danos aos tecidos. Através
de uma sequéncia de eventos altamente regulada, a produ-
cao inicial de fatores pro-inflamatorios elimina células dani-
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ficadas ou infetadas, e é seguida por uma fase de fatores
anti-inflamatérios que permitem o processo de regeneracao
subsequente. A desregulacao desta fase anti-inflamatoria,
ou a presenca continua de um estimulo pré-inflamatério
nocivo, resultam numa inflamacao cronica que lesa conti-
nuamente os tecidos afetados (6:7).

Nos dltimos anos, um microambiente inflamatério tem sido
reconhecido como uma condi¢do promotora do desenvolvi-
mento tumoral (8-10), pois fornece sinais de sobrevivéncia
as células tumorais. Por exemplo, as células tumorais tém
recetores para as citocinas produzidas por fibroblastos e
macrofagos pertencentes ao microambiente inflamatorio, e
respondem com alteracOes na sua expressao génica atraves
da ativacao de vias pro-proliferativas, como a via do STAT3 e
do NF-kB (11). Com base nesta relacéo, é explicavel o efeito
anti-tumoral quimiopreventivo revelado pelas drogas anti-in-
flamatérios nao-esteroides, tomados regularmente (12),

_Objetivo

A sobre-expressao da proteina RAC1B num subtipo de can-
cro do colon foi identificado anteriormente em trabalhos
de investigacao realizados no Instituto Nacional de Saude
Doutor Ricardo Jorge (INSA) (13) e representa um potencial
biomarcador de prognostico, ou mesmo um novo alvo tera-
péutico. Sabe-se que niveis aumentados de RAC1B poten-
ciam a sobrevivéncia de células tumorais, mas a origem da
sua sobre-expressao permanece desconhecida. Dados de
estudos recentes no INSA sugeriram que condicoes inflama-
torias poderiam desencadear a sobre expressao de RAC1B
no colon (13.14) Com base nestes estudos, o objetivo deste
trabalho foi validar a expressdo de RAC1B em amostras de
doentes com inflamacao intestinal, e identificar, num modelo
celular adequado, as moléculas inflamatérias envolvidas.

_Materiais e métodos

Cortes histolégicos de amostras conservadas em parafina
de doentes com doenca inflamatdria intestinal foram obtidos
pelo biobanco do Centro Hospitalar Universitario de Séo
Joéo, Porto (Prof. F. Magro e Prof.2 F. Carneiro), o seu RNA
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extraido pelo kit RNeasy FFPE (Qiagen) e reverse-transcrito
em cDNA. Por RT-PCR quantitativo foram amplificados os
transcritos de RACT total e RAC1B (variantes resultantes do
mesmo gene pelo processo conhecido como splicing alter-
nativo) e quantificados segundo o método AACt.

As células Caco-2 foram cultivadas sobre filtros de polieti-
leno, com poros de 1 um, em meio RPMI suplementado com
5% (v/v) de soro fetal bovino durante 10-15 dias, até atingi-
rem uma resisténcia transepitelial de 1000 a 1200 Ohm. De
seguida, os filtros foram transferidos para placas contendo
as células controlo (Caco-2) ou do estroma (nomeadamente,
fibroblastos (CT 5.3, linha derivada de um tumor) ou macrofa-
gos (M1 ou M2, diferenciados in vitro a partir de mondécitos
THP-1)) e cocultivados durante 48 h. As citocinas segregadas
para 0 meio de cultura estdo a ser identificadas por incuba-
¢do com o array de anticorpos AAH-INF-3-8 (RayBiotech Inc.)
e visualizadas por quimioluminoscéncia. Em alternativa, os
filtros foram colocados em meio contendo a citocina CXCL2/-
MIP2a purificada, adquirida comercialmente e previamente
dissolvida em solucao salina isoténica com albumina.

Para a analise de proteinas por Western blot, as células
Caco-2 foram lisadas, os extratos separados por eletrofo-
rese em gel desnaturante, electro-transferidos para uma
membrana, e as proteinas detetadas com anticorpos espe-
cificos. Os niveis de RAC1 total e de a-tubulina serviram de
controlo interno.

_Resultados e discusséo

A analise de 26 amostras parafinadas de pacientes com
doenca inflamatoria intestinal permitiu confirmar que existe
uma tendéncia de sobre-expressao do RNA mensageiro de
RAC1B nesta doenga. Embora este estudo ainda conte com
um numero reduzido de amostras, os resultados sugerem
qgue um ambiente inflamatdrio intestinal leva a um aumento
da expresséo de RAC1B nas células epiteliais do colon (figu-
ra ).

Para consolidar esta hipdtese, tornou-se importante esclare-
cer quais 0os mecanismos moleculares subjacentes a inducao
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Figura 1: £ Quantificagcdo por RT-PCR dos niveis de expres-
sd0 do transcrito RAC1B em amostras em parafi-

na de doentes com doenca inflamatdria intestinal.
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da express@o de RAC1B em condic¢des inflamatérias. Dado
que uma analise in situ da mucosa do colon iria fornecer uma
imagem ja resultante de um processo de evolugéo complexo,
foi desenvolvido um modelo in vitro para analisar com maior
precisdo bioquimica, quais os intervenientes moleculares que
estdo na base do efeito observado.

O modelo recorreu alinha celular Caco-2, derivada de célu-
las tumorais de um doente com cancro colorretal, mas que
mantem a capacidade de formar uma barreira eletrofisiold-
gica comparavel com as carateristicas da mucosa normal
do colon.

Como prova de principio, foi adicionada ao meio das célu-
las Caco-2 a citocina CXCL2/MIP-2a em forma purificada,
pois foi demonstrado anteriormente num trabalho de colabo-
ragcdo do grupo que a expressdo desta corelacionava, num
modelo de ratinho para a inflamagao crénica do coélon, com
um aumento de RAC1B (15). As proteinas inflamatérias de
macréfagos (MIPs) séo citocinas quimiotaticas, produzidas
por mondcitos e macrofagos, que auxiliam no recrutamento
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de neutrofilos para os locais de lesdo ou infe¢@o, mas tam-
bém podem atuar sobre as células epiteliais (16). Na figura
2A mostra-se que a adicdo desta citocina ao meio de cultura
de células Caco-2 polarizadas, sem presenca de outras célu-
las pro-inflamatdrias, era suficiente para induzir um aumento
de RAC1B nas células Caco-2, mas isto ndo aconteceu com
a adi¢ao do controlo escolhido, a citocina IL-11.

No sentido de mimetizar este efeito ectopico, estas células
foram entdo cultivadas na presenga de mondécitos (THP1)
e macrofagos diferenciados nos subtipos M1 (pro-inflama-
torio) ou M2 (imunossupressor) (figura 2B). Estas experién-
cias revelaram que sobretudo a cocultura com macréfagos
pro-inflamatérios M1 tinha a capacidade de induzir a pro-
ducao da proteina RAC1B nas células Caco-2 (figura 2C),
consistente com um efeito agonista das citocinas por estes
segregadas. No entanto, sabe-se que outros tipos celula-
res também influenciam a o perfil de citocinas presentes no
microambiente tumoral. Assim, adicionou-se a cocultura
com os macrofagos M1 também fibroblastos derivados de
tumores (CAFs). Verificou-se que a adi¢cdo deste terceiro
tipo celular ao modelo, potenciava ainda mais a expressao
da proteina pro-tumoral RAC1B nas células colorretais
(figura 2C). Estes resultados, sugerem que é a intercomu-
nicacdo entre macrofagos, CAFs e células epiteliais, que
desencadeia a sobre-expressdao de RAC1B. Para determi-
nar quais as citocinas envolvidas, neste modelo de cocul-
tura estabelecido, encontra-se atualmente em curso um
estudo bioquimico mais pormenorizado para determinar
o perfil de citocinas que medeia a comunicacdo entre as
células CAF ou M1 pro-inflamatérias, e as Caco-2, recor-
rendo a um array de anticorpos selecionados.

Espera-se que os resultados obtidos neste modelo in vitro
venham a revelar quais as citocinas aumentadas, permitindo
a sua correlagcdo com as que se encontram elevadas no soro
e no intestino de doentes com DIl (17), e 0 seu consequente
papel na promog&o do cancro associado a colite (18:19),
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Figura 2: ] Identificacdo da base molecular envolvida na sobre-expressdo de RAC1B em microambiente inflamatorio.

A — Niveis normalizados da proteina RACTB nas células colorretais ap6s incubacdo com as citocinas purificadas, MIP-2a ou IL-11 (controlo).
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_Conclusdes

Este trabalho confirmou a sobre-expressao do biomarcador
RAC1B em amostras de doentes com inflamacé&o intestinal
e identificou que citocinas geradas por um microambiente
inflamatério podem desencadear, em células tumorais,
essa sobre-expressao. Os resultados exemplificam mole-
cularmente o efeito que a inflamacéo tem na progressao da
doenga oncoldgica, e sugerem que anticorpos terapéuticos,
ou inibidores farmacoldgicos das vias associadas, poderédo
ter o potencial de reverter o efeito pro-tumorigénico obser-
vado, reduzindo a incidéncia de casos de cancro colorretal
associado a DII.
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_Resumo

A medicina personalizada é um modelo de pratica médica que utiliza o
perfil fenotipico e genotipico do individuo para melhorar a precisao do
diagnéstico, a eficacia terapéutica ou a prevengao de doencas. Neste
sentido, a enorme quantidade de dados gerados ao longo dos Ultimos
anos na area biomédica tem contribuido para uma melhor compreen-
sdo dos determinantes genéticos de varias patologias e, consequente-
mente, para a implementagao de praticas de medicina personalizada em
varias areas, por exemplo na Oncologia e no ambito das doencas raras.
No entanto, ainda subsistem desafios significativos, nomeadamente no
que diz respeito a integragdo de dados biomédicos oriundos de fon-
tes heterogéneas e na obtencao de informacéo clinicamente relevante.
Este trabalho descreve uma abordagem que usa métodos de aprendiza-
gem automatica aplicados a um Grafo de Conhecimento (GC) biomédico
como um meio para integrar informagao armazenada em bases de dados
diversas. Este GC contém relagdes entre genes, doencas e outras enti-
dades bioldgicas, extraidas de trés bases de dados: Ensembl, DisGeNET
e Gene Ontology. Neste trabalho exploramos o potencial dos métodos
de aprendizagem automatica em grafos para produzir informagao clini-
camente relevante e descrevemos a aplicag@o desta metodologia a pre-
visdo de associacdes gene-doenca. Mostramos ainda que as principais
associacOes gene-doenca previstas por esta abordagem podem ser con-
firmadas em bases de dados externas ou ja foram previamente identifi-
cadas na literatura.

_Abstract

Personalized medicine is a model of medical practice that uses an indi-
vidual's phenotypic and genotypic profile to improve diagnostic accu-
racy, therapeutic efficacy or disease prevention. The huge amount of
data generated over the last few years in the biomedical area has con-
tributed to a better understanding of the genetic determinants of various
pathologies and, consequently, to the implementation of Personalized
Medicine practices in various areas, for example in Oncology and in the
field of rare diseases. However, significant challenges remain, namely
with regard to the integration of biomedical data from heterogeneous
sources to obtain clinically relevant information. This work describes an
approach that uses machine learning methods applied to a biomedical
Knowledge Graph (KG) as a means to integrate information stored in dif-
ferent databases. To build the KG, three databases were used: Ensembl,
DisGeNET and Gene Ontology. This KG contains relationships between
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genes, diseases, and other biological entities. In this work, we explore
the potential of automatic graph learning methods to produce clinically
relevant information and describe the application of this methodology
to the prediction of gene-disease associations. We show that the main
gene-disease associations predicted by this approach can be confirmed
in external databases or have been previously identified in the literature.

_Introducéo

A medicina personalizada é uma pratica médica emergente
baseada na observacdo de que o contexto individual de
doenca é Unico, pois é moldado pelo perfil molecular e
fisiolégico do individuo, em articulagdo com fatores com-
portamentais e exposicdo ambiental (1:2). Compreender os
determinantes genéticos de doencas € um passo essencial
para a aplicag@o de abordagens de medicina personalizada.
Neste trabalho, exploramos o uso de métodos de aprendiza-
gem automatica em grafos de conhecimento (GC) (3:5) como
uma ferramenta para modelar as relacdes entre entidades
bioldgicas, tais como genes e doencas, e obter informacoes
sobre associacdes gene-doenca que possam ser Uteis em
medicina personalizada. Um grafo G (V, E), é uma estrutura
matematica constituida por um conjunto de vértices (V) e
um conjunto de arestas (E). Muitos conjuntos de dados sdo
naturalmente representados por grafos, nomeadamente as
redes, ou, mais genericamente, qualquer conjunto de enti-
dades com ligacoes entre elas. Um GC é um multigrafo hete-
rogéneo dirigido, onde cada vértice (v € V) representa uma
entidade e cada aresta (e € E) uma relagéo. As entidades e
as relacées num GC sdo organizadas em conjuntos de triple-
tos (h, r, 1), onde h é a entidade principal, r é arelacédo et é
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a entidade final. Cada tripleto pode ser interpretado como
a representacado de um facto, no qual a entidade principal
(ou sujeito) esté relacionada com a entidade final (ou objeto)
através de uma relacdo de determinado tipo. Na figura 1
esta representado um subconjunto dos vértices (entidades)
e arestas (relagdes) de um GC. Os métodos de aprendiza-
gem automatica em grafos aprendem uma representacao
vetorial das entidades no grafo denominada “embedding”,
de forma a que a representacdo no espaco reflita os seus
relacionamentos com outras entidades no GC. As represen-
tacdes vetoriais das entidades e relagdes sdo otimizadas
de modo a permitir prever os tripletos (ou factos) presen-
tes no GC. Apds o treino, as representagdes resultantes
podem ser utilizadas para prever novos tripletos ou novos
factos. Aqui demonstramos uma aplicagao de métodos de
aprendizagem automatica em grafos a um GC bioldgico,
relacionando entidades como genes, processos biolégicos
e doengas, e apresentamos a sua aplicacao a previsao de
associacOes gene-doenca.

Esta figura contém uma representagao grafica de um con-
junto de factos de um GC.

Os circulos (vértices) representam entidades e as ligagoes
(arestas) representam relactes entre estas. Neste caso as

Figura 1:
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cores denotam o tipo da entidade. Os circulos a laranja

representam genes e os circulos a azul representam doen-
cas. Estas entidades estdo ligadas por relacdes do tipo
“IS_ASSOCIATED”, representadas na figura como setas
direcionadas do gene para a doenca.

_Objetivos

O objetivo deste estudo é identificar novas associacdes gene-
-doenga através do algoritmo desenvolvido e testar o seu
desempenho na identificacao de associacoes ja descritas na
literatura que ndo estejam presentes no conjunto de dados de
treino do GC.

_Material e métodos

Numa primeira fase construimos um GC composto por uma
série de entidades e as suas relacoes, extraidas de varias
bases de dados biolégicas. Este GC contém 7 tipos Unicos
de entidades: genes, doencas, fendtipos, grupos de doen-
cas, funcdes moleculares, componentes celulares e pro-
cessos bioldgicos. Os genes sao representados pelos seus
identificadores do Ensembl (https://ensembl.org), as doen-
cas, fendtipos e grupos de doencgas sao representados por
identificadores do Sistema Médico Unificado (UMLS), con-
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forme incluido na DisGeNET (https://disgenet.org), e termos
da Gene Ontology (GO) (http://geneontology.org) para pro-
cessos bioldgicos, funcdes moleculares e componentes ce-
lulares, representados por seus respectivos identificadores
GO. O GC tem 1.785.464 tripletos, compostos por 99.525
entidades Unicas e 31 tipos de relacionamento. Essas enti-
dades compreendem 25.450 genes, 21.623 doencas, 958
grupos de doencas, 7.409 fendtipos, 11.153 funcdes molecu-
lares, 4.184 componentes celulares e 28.748 processos bio-
l6gicos. O GC incorpora 901.472 associagbes gene-doenca,
234.920 associacdes gene-fenotipo e 160.867 associacoes
de gene-grupo, sendo o resto das relagdes anotagdes ge-
ne-GO (397.763) e relacoes entre termos da GO (90.442).
Ao GC assim construido é possivel aplicar algoritmos espe-
cialmente desenvolvidos para aprendizagem automatica em
grafos. Existem varios algoritmos para este efeito. Neste tra-
balho experimentamos trés dos mais utilizados: ComplEx (6),
DistMult (7) e TransE (8). Utilizamos as implementagées do
pacote Deep Graph Library - Knowledge Embedding (DGL-
-KE) (9). Este programa é orientado para aplicacdo em grafos
de grande tamanho, com milhGes de entidades e relagdes.
Neste caso foi feita uma separacdo do GC em conjuntos de
treino, teste e validacao, de 80/10/10 por cento.
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_Resultados

Através da previsdo de novas associagdes gene-doenga, foi
possivel identificar associagdes entre entidades do GC que
nao estavam presentes no conjunto de dados de treino. Cal-
culamos os scores de todas estas previsoes, e descartamos
as associagdes ja presentes nos dados de treino. As restan-
tes associagdes sdo consideradas novas associagdes.

Destacamos na tabela 1 as 20 principais associagdes gene-
-doenca previstas. Paralelamente, verificAmos as evidéncias
j& existentes que ligam estes genes as doencas associadas
em duas bases de dados diferentes: Online Mendelian Inhe-
ritance in Man (OMIM) e Orphanet. Varias das novas associa-
cOes séo suportadas pelos registos encontrados nestas ba-
ses de dados e sdo indicados na ultima coluna da tabela 1.

Nos casos em que ndo encontramos uma associagao expli-
cita do gene a doenca, foi possivel estabelecer uma associa-
cao entre 0 gene e o0 6rgéo afetado (e.x. COL17A1/Alopecia),
entre 0 gene e uma via metabolica relacionada (e.x. HTR2A/
Dependéncia de Opiaceos), ou uma ligacdo do gene a uma
sindrome que inclui o fenétipo associado (e.x. PIGN/Micro-
cefalia). Os genes que resultam deste tipo de evidéncia
constituem novos candidatos a serem considerados em es-
tudos futuros direcionados para as doencgas envolvidas nes-
tas novas associagoes.
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Tabela 1: 2 Top 20 das novas associacdes gene-doenga com score mais elevado.

Ensembl ID Gene Symbol Disease DB accession
ENSG00000143632 ACTA1 Generalized amyotrophy OMIM:102610
ENSG00000169083 AR Gastrointestinal Carcinoid Tumor =
ENSG00000102001 CACNATF Cone Dystrophy OMIM:300476
ENSG00000065883 CDK13 Byzanthine arch palate -
ENSG00000152093 CFC1B Left Atrial Isomerism -
ENSG00000224318 CHL1-AS2 Scoliosis, Isolated, Suscecibility to, 3 —
ENSG00000065618 COL17A1 Alopecia -
ENSG00000102468 HTR2A Opiate Addiction -
ENSG00000132740 IGHMBP2 Peripheral motor neuropathy OMIM:182960
ENSG00000151704 KCNJ1 Metabolic alkalosis OMIM:241200
ENSG00000163380 LMOD3 Pena-Shokeir syndrome type | —
ENSG00000134571 MYBPC3 Tachycardia, Ventricular ORPHA:54260
ENSG00000101247 NDUFAF5 Nicotinamide adenine dinucleotide OMIM:618238

coenzyme Q reductase deficiency

ENSG00000197563 PIGN Strabismus =
ENSG00000197563 PIGN Microcephaly -
ENSG00000148606 POLR3A Strabismus -
ENSG00000112619 PRPH2 Autosomal recessive retinitis pigmentosa ORPHA:791
ENSG00000140522 RLBP1 Rod-Cone Dystrophy OMIM:607475
ENSG00000170381 SEMA3E Hirschsprung Disease -
ENSG00000154743 TSEN2 Pontoneocerebellar hypoplasia OMIM:612389

_Discusséo

No top 20 das previsdes deste estudo (tabela 1), identifica-
mos a associacdo do gene PIGN que codifica uma proteina
envolvida na biossintese de ancoras de glicosilfosfatidilino-
sitol (GPI) a Microcefalia e ao Estrabismo. Outras associa-
coes envolvendo doengas oculares associam as distrofias do
bastonete e do cone aos genes CACNATF e RLBP1. Qutra as-
sociacao importante é a do gene AR ao cancro gastrointes-
tinal, gene anteriormente associado ao cancro da préstata.
O gene CDK13 aparece associado a defeitos no palato, e foi
anteriormente ligado a dismorfias faciais. E também nova a
associagao da Alopecia ao COL17A1, um gene anteriormente
associado a doencgas epidérmicas.
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O algoritmo apresentou um bom desempenho na identifica-
cao de doencas associadas a RNAs. O CHL7-AS2 é um RNA
ndo codificante ja associado a Escoliose Idiopética e surge
aqui associado a suscetibilidade a escoliose. Foram também
identificados novos genes candidatos para a dependéncia de
opiaceos (HTR2A) e para a sindrome de Pena-Shokeir tipo |
(ORPHA: 994), uma sindrome genética rara caracterizada por
diminuicdo dos movimentos fetais, restricdo do crescimento
intrauterino, contraturas articulares ou hipoplasia pulmonar.
A nova associacdo ao gene LMOD3 pode constituir uma
pista importante para o estudo destas patologias. Outra nova
associagao ¢é a da doenca de Hirschsprung (OMIM: 142623),
caracterizada pela perda de motilidade do trato gastrointesti-
nal, ao gene SEMAS3E.
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_Conclusdes

A metodologia aplicada neste trabalho apresentou um bom
desempenho na previsdo de associagdes gene-doenca ja
reportadas na literatura, e identificou novas associacdes
que estao de acordo com evidéncias bioldgicas suportadas.
A previsdo de novos genes associados a doencas é uma
ferramenta valiosa no contexto da medicina personalizada.
Estudos futuros poderdo ser desenvolvidos a partir destas
novas associagdes, envolvendo a anélise de mutacdes
em genes candidatos resultantes destas previsdes, o que
podera contribuir para novos desenvolvimentos na area do
diagndstico e para a definicdo de intervencoes terapéuticas
mais adequadas.
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_Resumo

O presente estudo tem como finalidade contribuir para um melhor conhe-
cimento sobre os acidentes domésticos e de lazer (ADL) ocorridos durante
a pandemia da COVID-19 que motivaram o recurso ao Servigo de Urgéncia
(SU) por pessoas com 65 e mais anos. Pretendemos assim melhorar a
nossa compreensao deste fenomeno de saude. Num contexto pandémico
em que se tem observado a redugao na procura dos servicos de salde
por motivos nao relacionados com a patologia COVID-19, o aumento de
episddios de ADL nos idosos com 65 e mais anos em 2020, comparado
com 2019, reforca a necessidade de aprofundamento do estudo deste pro-
blema de salde. A partir do sistema EVITA (Epidemiologia e Vigilancia dos
Traumatismos e Acidentes) foram analisados 120850 episdédios de recurso
ao SU devidos a ADL em pessoas com 65 e mais anos, correspondendo
ao total de acidentes ocorridos em 2019 e 2020 neste grupo populacional.
Em 2020 observou-se um aumento significativo do nimero de episddios de
ADL ocorridos em casa (2020=41252; 2019=34397), causados por queda
(2020=45057; 2019=43102) e com necessidade de internamento hospitalar
(2020=9464; 2019=6859).

_Abstract

This study aims to contribute to the knowledge of the occurrence of home
and leisure accidents (HLA) during the COVID-19 pandemic involving the
use of emergency services by the elderly. We intend to improve our under-
standing of this health phenomenon. In the pandemic context in which there
has been a reduction in demand for health services for causes unrelated
to COVID-19 pathology, the increase of HLA episodes in the people aged
65 and over, in 2020 compared to 2019, reinforces the need to deepen the
study of this health problem. From the EVITA system, 120850 episodes of
HLA which required emergency room healthcare were analysed in people
aged 65 and over, with significant increase in HLA number occurred at
home (2020=41252; 2019=34397), due to fall (2020=45057; 2019=43102),
requiring hospital admission (2020=9464; 2019=6859).
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_Introdugéo

A pandemia da COVID-19 e as medidas restritivas adotadas
a nivel nacional, alinhadas com as orientacdées da Uniao
Europeia, no sentido da contencao da sua propagacao tém
implicado alteragdes no quotidiano dos cidadéos, levando
a mudangas nos comportamentos individuais e na partici-
pacao social (1:2),

Esta situacdo pandémica ao longo do ultimo ano, conduziu a
alteragdes também do ponto de vista dos sistemas de saude,
nas rotinas, nas estruturas e na organizagéo dos servicos (3),
tendo esta nova doenca infeciosa ocupado grande parte dos
recursos dos servicos de satde (1.

Neste sentido, tém sido desenvolvidos varios estudos para
aumentar o conhecimento dos efeitos da pandemia nas
diferentes dimensdes do individuo, tais como o bem-estar,
0 estado cognitivo, qualidade do sono, nivel de atividade (2)
e na pratica desportiva (4). Alguns estudos tém avaliado
também o impacto no acesso e utilizacdo dos cuidados
de salde, nomeadamente, nos Servigos de Urgéncia (SU).
Vérios sao os estudos de diferentes realidades nacionais
que tém demonstrado a reducdo na procura dos Servicos
de saude por motivos nao relacionados com a patologia
COVID-19, no contexto pandémico (1:3-10),

Por conseguinte, importa analisar como a situagao pandé-
mica que vivemos tem influenciado as admissdes ao SU
devidas a acidentes domésticos e de lazer (ADL), particu-
larmente, no grupo dos idosos dada a sua reconhecida vul-
nerabilidade, frequentemente associada ao processo de
envelhecimento (2).
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O presente estudo reveste-se ainda de particular interesse
e relevancia pelo facto de pouco ainda se saber sobre o
impacto da COVID-19 na populacdo idosa em geral (2), e
da forma como poderéa ter modificado a realidade ja conhe-
cida, anterior a pandemia, que indicia este grupo como o
grupo mais afetado pelos ADL (11).

_Objetivo

Este estudo tem como objetivo descrever a evolucao da fre-
quéncia dos episédios de acidentes domésticos e de lazer
em pessoas com 65 e mais anos que recorreram ao Servigo
de Urgéncia, em 2019 e 2020, e analisar como a pandemia
afetou a distribuicdo deste tipo de acidente na populacao
com 65 e mais anos quanto ao local de ocorréncia, ao meca-
nismo de lesdo e ao destino apos alta.

_Materiais e métodos

Procedeu-se a um estudo observacional, descritivo e trans-
versal com anélise dos dados recolhidos pelo sistema de
vigilancia EVITA (Epidemiologia e Vigilancia dos Traumatis-
mos e Acidentes), durante os anos 2019 e 2020. A partir
deste sistema foi possivel monitorizar a frequéncia de utili-
zagao dos servigcos de urgéncia hospitalar por ADL em 28
entidades de salde do Servigco Nacional de Salude (SNS) e
em uma da Regido Auténoma dos Agores (11).

Foi realizada a analise secundaria dos dados com 0 apura-
mento das frequéncias absolutas e relativas (percentagens).
As comparacdes bivaridveis foram realizadas através do
teste do Qui-quadrado de Pearson para um nivel de signifi-
cancia de 5%. Nesta analise foi utilizado o programa estatis-
tico SPSS V.24

_Resultados e discussédo

Os episodios de admissao ao SU de pessoas com 65 e mais
anos representaram 27% (n=2279401) do total de admissoes
a SU durante este periodo (1261603 em 2019 e 1017798 em
2020).

Foram analisados 120850 epis6dios de ADL que motivaram
0 recurso ao SU durante os anos de 2019 e 2020. Destes
episddios, 43198 (35,7%) ocorreram no grupo etario dos
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65-74 anos e 77652 (64,3%) epis6dios nas pessoas com 75
e mais anos, correspondendo a 32% do total de episodios
de admissdo ao SU por ADL (n=382 888).

Ao analisar a distribuicdo mensal do nimero de episodios
de urgéncia por ADL entre 2019 e 2020 é possivel consta-
tar que ocorreu durante 0 més de abril de 2020 uma dimi-
nuicdo dos casos de ADL face a 2019, nas pessoas dos 65
a0s 74 anos (24%) e com 75 e mais anos (12%). De notar que
esta diminuicao do recurso ao SU por ADL durante o més
de abril coincidiu com o inicio da pandemia da COVID-19,
tendéncia observada em estudo anterior relativo a analise
do recurso ao SU por ADL para todos as faixas etarias em
Portugal, entre 2017 ¢ 2020 (10),

Nos idosos dos 65 aos 74 anos, entre 0s meses de maio
(n=1833) e setembro (n=2032) de 2020, observou-se um
aumento significativo do nimero de episddios de recurso ao
SU devidos a ADL em comparagao com 2019 (figura 1). Ten-
déncia idéntica foi observada nos idosos com 75 e mais anos
entre 0s meses de maio (n=3068) e de outubro (n=3487) de
2020, com 0 més de agosto a registar um aumento de 33%
comparativamente ao ano de 2019 (figura 2).

Em 2020 (n=64127) comparativamente ao ano de 2019
(n=56723), mais pessoas idosas vitimas de ADL recorreram
aos cuidados de saude dos SU, realidade também obser-
vada em outro estudo dos Paises Baixos ao avaliarem o
impacto da pandemia nas admissées aos SU por lesdo (4).

No grupo dos 75 e mais anos foi observado um aumento
estatisticamente significativo da proporcdo de admissdes
ao SU por ADL (63,6% em 2019 vs 64,8% em 2020, p<0,01),
(tabela 1).

A anélise da distribuicdo dos episédios de ADL nos ido-
sos pelo local de ocorréncia revelou a casa como o local
mais frequente em ambos os anos. Em 2020 observou-se
um aumento estatisticamente significativo da proporcao de
ADL ocorridos em casa (68,2% em 2019 vs 73,2% em 2020,
5p.p.). Estes resultados est@o em linha com dados publica-
dos provenientes do sistema de vigilancia de acidentes aus
traliano, que revelaram um aumento das admissbes ao SU
por lesdes ocorridas em casa, desde abril de 2020 (12).
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Figura 1: [ Distribuicdo mensal do nimero de episédios de
acidentes domésticos e de lazer nos idosos entre
65-74 anos (2019-2020), p<0,01.

Figura 2: [l Distribuicdo mensal do nimero de episddios de
acidentes domésticos e de lazer nos idosos com
75 e mais anos (2019-2020), p<0,01.
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Tabela 1: £ Distribuicdo dos episddios de acidentes domésticos e de lazer em pessoas
com 65 e mais anos, por sexo, grupo etario, local de ocorréncia, mecanismo
da lesdo e destino apds alta, registados no sistema EVITA (2019, 2020)

Periodo em anélise

2019 2020 Total
n % n % n %
Sexo*
Homem 19702 (34,7) 22952 (35,8) 42654 (35,3)
Mulher 37021 (65,3) 41175 (64,2) 78196 (64,7)
Grupo etario*
65-74 20628 (36,4) 22570 (35,2) 43198 (35,7)
75+ 36095 (63,6) 41557 (64,8) 77652 (64,3)
Local de ocorréncia*
Casa 34397 (68,2) 41252 (73,2) 75649 (70,8)
Ar livre 5103 (10,1) 5203 (9,2) 10306 (9,7)
Recintos publicos 4713 (9,3) 4459 (7,9) 9172 (8,6)
Area de transporte 3342 (6,6) 2787 (4,9) 6129 (5,7)
Campo 1785 (3,5) 1899 (3,4) 3684 (3,4)
Area de comércio 683 (1,4) 566 (1,0) 1249 (1,2)
Area de diversao 386 (0,8) 219 (0,4) 605 (0,6)
Mecanismo da lesdo*
Queda 43102 (88,8) 45057 (89,4) 88159 (89,1)
Compresséo, corte 2210 (4,6) 2295 (4,6) 4505 (4,6)
Contacto com ... 2106 (4,3) 2002 (4,0) 4108 (4,2)
Esforgo exagerado 434 (0,9) 343 (0,7) 777 (0,8)
Corpo estranho 247 (0,5) 238 (0,5) 485 (0,5)
Queimadura 223 (0,5) 235 (0,5) 458 (0,5)
Intoxicagdo 223 (0,5) 243 (0,5) 466 (0,5)
Destino apds alta*
Exterior, néo ref. 26357 (46,5) 29304 (45,7) 55661 (46,1)
Referenciado 20320 (35,8) 22174 (34,6) 42494 (35,2)
Internamento 6859 (12,1) 9464 (14,8) 16323 (13,5)
Transferido hospital 2065 (3,6) 1958 (3,1) 4023 (3,3)
Abandono 813 (1,4) 887 (1,4) 1700 (1,4)
Outro 259 (0,5) 233 (0,4) 492 (0,4)
Falecido 0,1) 107 (0,2) 157 (0,1)
* p<0,01
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Por outro lado, os valores da proporgao de ADL ocorridos
nos restantes locais, como em area de transporte (4,9% vs
6,6%), ao ar livre (9,2% vs 10,1%) ou em recintos publicos
(7,9% vs 9,3%) foram inferiores em 2020 quando compara-
dos a 2019 (tabela 1).

Quanto aos mecanismos de lesdo que mais contribuiram
para o numero de episodios de ADL nos idosos, as quedas
destacaram-se como a causa mais frequente, tanto em 2019
(88,8%), como em 2020 (89,4%). Este aumento dos ADL por
queda no ano de 2020 foi igualmente revelado num estudo
desenvolvido nos Paises Baixos com o objetivo de determi-
nar o impacto da pandemia da COVID-19 nas admissdes aos
SU do trauma por leséo, durante o primeiro confinamento (4).

O predominio do mecanismo de lesédo “queda” foi igualmente
referido, quer num estudo desenvolvido em Londres com o
intuito de avaliar o impacto da pandemia da COVID-19 nas
lesGes em doentes do foro ortopédico (7), quer pelos boletins
mensais produzidos pelo sistema de vigilancia de acidentes
australiano (1) no ambito da caracterizacéo das lesées no
intencionais ocorridas em casa.

Importa, também, sublinhar 0 aumento do nimero de episo-
dios de ADL em pessoas com 65 e mais anos por queima-
dura (n= 235) e intoxicacao (n=243) em 2020, em relagao ao
ano anterior (tabela 1).

Uma anélise idéntica dos episédios de ADL nos idosos
quanto ao seguimento apdés alta (destino apos alta), destaca
a categoria “Exterior ndo referenciado” correspondente a
situagdes em que a observacao e os cuidados prestados no
ambiente dos SU foram suficientes, como a mais frequente
em 2019 (46,5%) e em 2020 (45,7%).

De referir, 0 aumento em 2020 da propor¢do de episodios
de ADL nos idosos que resultaram em internamento (14,8%
vs 12,1% em 2019). Esta diferenca foi igualmente observada
num estudo desenvolvido num hospital universitario de refe-
réncia na area da traumatologia, em Espanha, com o propo-

sito de demonstrar o impacto da pandemia da COVID-19 (5.

Considerando a redugao da procura dos servigos de saude
para a maioria das causas de doenca ou acidente que,
habitualmente, motivam deslocacdes ao SU durante o ano
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de 2020, os dados aqui apresentados ao revelarem um
aumento da frequéncia de ADL nas pessoas com 65 e mais
anos reforcam a relevancia e atualidade deste problema de
saude publica.

E de notar que, apesar do eventual receio de contagio da
COVID-19 subjacente a utilizagdo do SU durante o ano de
2020 (5), se observou que na populacéo idosa os episédios
de ADL mantiveram-se frequentes, sendo que em alguns
meses existiu uma tendéncia crescente.

Para melhor compreender esta realidade devemos ainda
considerar as medidas de contencéo da doenca COVID-19,
que reforgaram a necessidade de permanecer em casa por
forma a reduzir o risco de contagio e que foram particu-
larmente dirigidas aos grupos mais vulneraveis, como 0s
idosos. Neste quadro, devera ser tido em conta o risco de
menor atividade fisica, com eventual reflexo no equilibrio
dos idosos, podendo resultar numa maior predisposicdo a
situacées de queda (13:2),

_Concluséo

Apesar da diminuicdo global da procura de cuidados de Ser-
vicos de Urgéncia (SU) em 2020, em linha com o verificado
em estudo anterior quanto a menor proporcao de admissoes
ao SU devidas a acidentes domésticos e de lazer (ADL) nesse
ano (10), este revelou um aumento de 13% no numero de epi-
sodios de admissdo ao SU por ADL nas pessoas com 65 e
mais anos em 2020, quando comparado com 2019. Tal facto
reforga a necessidade de aprofundamento do estudo deste
problema de salde publica, sobretudo em contexto pandé-
mico.

No periodo em analise, a maioria dos episodios de ADL
ocorreu em idosos com 75 e mais anos (64,3%), mostran-
do-se mais relevante no sexo feminino (64,7%). Estes aci-
dentes ocorreram sobretudo por queda (89,1%) e em casa
(70,8%), requerendo em 48,7% dos casos seguimento ou
observacéo posterior a admissao no SU.
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