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Dia Mundial da Saude 2019 - Cobertura universal
de saude: para todos, em toda a parte

World Health Day 2019 - Universal health coverage:
everyone, everywhere

O presente numero do Boletim Epidemioldgico Observagdes

veicula, entre outras contribuigdes, resultados do trabalho
recentemente realizado no Instituto Nacional de Saude Dou-
tor Ricardo Jorge (INSA) sobre perigos ambientais reais
ou potenciais (sal na alimentacao, desconforto térmico, infe-
coes fungicas profundas e nanomateriais), doengas raras
(hipolipidemias primarias e cistinose) ou literacia em salde
ambiental. Da autoria de dezenas de profissionais de saude
(incluindo alguns promissores jovens investigadores e técni-
€0s), 0 conjunto dos artigos agora publicados é representa-
tivo da vitalidade e pertinéncia do conceito subjacente a
criagdo do Instituto, por Ricardo Jorge h& 120 anos atras,
que sucessivas reformas e leis organicas (1971, 1993, 2007 e
2012) tém, no essencial, confirmado: ser um bem apetrecha-
do braco laboratorial e uma isenta consciéncia critica do sis-
tema de saude (no sentido mais amplo e mais contaminante
de todas as outras politicas setoriais) que possa gerar a base
de conhecimento cientificamente validado para a tomada de
decisé@o politica, legislativa, regulamentar, administrativa e
técnica. Afinal, a misséo tipica dos atuais Laboratérios do
Estado em ambos os lados do Atlantico e a nivel global.

Em plena execucdo do Roteiro para a Reforma e Moderni-
zagdo do INSA langado em 2017, é legitimo esperar que, no
final deste exercicio complexo e muito participado (por traba-
lhadores, stakeholders e pares), o Instituto passe a estar do-
tado dos recursos necessarios e suficientes para responder
com sucesso aos desafios (demogréficos, climaticos, econd-
micos, ...) sempre novos, transnacionais e muitas vezes ines-
perados que ndo deixardo de o continuar a por a prova como

organizagao indispensavel a protegao da saude.

A poucos meses de concluir uma longuissima carreira no
Instituto Ricardo Jorge, tenho amplos motivos para me orgu-
Ihar de ter servido e representado esta casa em praticamen-
te todos os papéis, desde bolseiro a tempo parcial (1974) até
Diretor (2000-2004). Os textos que se seguem ilustram muito
bem essa experiéncia para mim tao rica. De facto, foi um
privilégio estar inserido num ambiente cientifico e técnico
institucional multifacetado, tanto em termos das fungdes a
desempenhar (investigacdo e desenvolvimento, observacéo
e vigilancia, referéncia, capacitagcéo de recursos humanos e
promogao da cultura cientifica) como das areas tematicas a
explorar, sempre na perspetiva de obter ganhos em saude,
qualidade de vida e bem-estar para os individuos e as popu-
lagdes. Perspetiva que, indo muito para além da prestacéo
de cuidados curativos, d& um sentido novo e mais abrangen-
te ao mote do Dia Mundial da Salude deste ano que intitula
este editorial: “para todos, em toda a parte”.

Jodo Lavinha

Investigador do Departamento de Genética Humana

Instituto Nacional de Satde Doutor Ricardo Jorge, IP
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_Incapacidade auditiva autodeclarada na populacao portuguesa: comparacao entre os
Inquéritos Nacionais de Saude 2005/2006 e 2014

Self-reported hearing loss in Portugal: a cross-sectional comparison using evidence from the National Health Surveys

2005/2006 and 2014

Ana Rita Torres, Baltazar Nunes, Rita Roquette, Carlos Dias

a.rita.torres@insa.min-saude.pt

Departamento de Epidemiologia, Instituto Nacional de Saude Doutor Ricardo Jorge, Lisboa, Portugal.

_Resumo

A incapacidade auditiva atinge grande parte da populagdo com mais de
65 anos, diminuindo a sua qualidade de vida. Por conseguinte, é essencial
caracterizar a sua prevaléncia de modo a remover barreiras incapacitantes,
e promover a participagdo dos individuos afetados na vida em sociedade.
Utilizando a informagédo recolhida no ambito do 5° Inquérito Nacional
de Saude em 2014, e os dados apurados relativamente ao 4° Inquérito
Nacional de Saude em 2005/2006, pretendeu-se estimar a prevaléncia de
incapacidade auditiva na populagao portuguesa em 2014, analisar a sua
evolucéo face a 2005/2006, e examinar as respetivas diferengas regionais.
Os resultados do presente estudo revelam que a incapacidade auditiva
afeta uma proporgédo consideravel da populagéo portuguesa, especialmen-
te nos grupos etarios mais elevados. A prevaléncia de incapacidade auditi-
va aumentou de 2005/2006 para 2014, e entre a maioria das regides, sendo
mais elevada na regido Norte. As menores prevaléncias registaram-se
na R.A. da Madeira, embora esta regido, conjuntamente com a R.A. dos
Acores tenha sido a que registou um maior aumento proporcional da preva-
Iéncia de incapacidade auditiva.

_Abstract

Hearing impairment affects a large part of the population over 65 year old,
diminishing their life quality. Therefore, it is crucial to examine the preva-
lence of hearing impairment, in order to remove disabling barriers and pro-
mote social inclusion. By using data gathered for the 5th National Health
Survey in 2014, and data gathered for the 4th National Health Survey in
2005/2006, this study aimed to estimate the prevalence of hearing impair-
ment in the Portuguese population in 2014, analyse its evolution against
2005/2006, and examine regional differences. Through the two years under
analysis, it can be seen that hearing impairment affects a considerable pro-
portion of the Portuguese population, especially in higher age groups. The
prevalence of hearing impairment increased from 2005/2006 to 2014, and
between most regions, being higher in the North. The lowest prevalence was
recorded in Madeira, although this region, together with Azores, was the
one with highest proportional increase in hearing impairment prevalence.

_Introdugéo

Estima-se que entre 30% a 46% da populacédo com mais de
65 anos seja afetada por algum tipo de incapacidade auditi-
va de forma crénica (1-3), facto que pode ser explicado pela
presbiacusia, o efeito da atividade profissional (:4:5), o uso
de certo tipo de medicamentos (6), e algumas morbilidades,
como a diabetes (79, hipertensao (19, ou reumatismo (1), A
incapacidade auditiva interfere na comunicacao, integragao,
e bem-estar dos individuos (12), limitando a nivel social e
diminuindo a qualidade de vida (13.14). Adicionalmente, esta
descrita uma frequéncia aumentada de sintomas depressivos
(15,16) quedas (17) e necessidade precoce de cuidados con-
tinuados no caso de idosos com incapacidade auditiva (3:18),

Como tal, existem esforcos crescentes para caracterizar a
prevaléncia desta doenca, sendo que a realizacéo de inquéri-
tos para a recolha de informacé@o autodeclarada, se revela
uma alternativa rapida e econdémica face as medidas quanti-
tativas com medicao por audiometria (19). A validade deste
método foi comprovada por varios estudos que compararam
o0s resultados obtidos por aplicagao de testes audiométricos
e por questionarios de autoavaliacdo para percecéo da inca-
pacidade auditiva (3:20.21) observando-se prevaléncias simi-
lares em ambos os métodos.

Compreender a distribuicéo de individuos com incapacidade
auditiva na populagdo, bem como as suas circunstancias,
pode ajudar a remover barreiras incapacitantes, e promover a
participacdo das pessoas com este tipo de incapacidade na
vida em sociedade (?2). Num estudo realizado em 2009, com
0 objetivo de analisar a incapacidade auditiva na populagao
portuguesa (23), e em que se utilizaram dados recolhidos no
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ambito do 4° Inquérito Nacional de Saude de 2005/2006
(INS 2005/2006), verificou-se uma maior prevaléncia de inca-
pacidade auditiva na regido Norte e no sexo masculino. Reves-
te-se assim, de particular importancia estudar como evoluiram
estas tendéncias volvidos nove anos, através da anélise da in-
formacéo apurada em 2014 aquando da realizac@o do 5° INS,
de modo a adequar medidas de saude publica a varios niveis
de prevencao.

_Objetivos

Os objetivos do presente estudo foram: i) estimar a prevalén-
cia de incapacidade auditiva na populacdo portuguesa estrati-
ficada por varidveis sociodemograficas em 2014, ii) comparar
essas prevaléncias com os valores obtidos para 2005/2006, e
i) examinar as respetivas diferengas regionais.

_Material e métodos

As amostras, com delineamento probabilistico e multi-etapico,
foram constituidas por todos os residentes em 19.950 unida-
des de alojamento no 4° INS, e 22.538 unidades de alojamen-
to no 5° INS, selecionadas de modo a serem representativas
das populagdes das principais regides (NUTS I de 1989 (24))
de Portugal - Norte, Centro, Lisboa e Vale do Tejo, Alentejo,
Algarve, Regiao Autonoma dos Acores (R.A. Acores) e Regido
Auténoma da Madeira (R.A. Madeira) (25:26). Dado que em
2005/2006, a pergunta sobre acuidade auditiva foi operacio-
nalizada apenas durante o primeiro trimestre do ano de
2005/2006, enquanto que em 2014 foi aplicada durante todo
0 periodo de aplicagdo do questionario, o numero de efetivos
incluidos neste estudo corresponde a 9110 individuos e 18.197
individuos, para o 4° e 5° INS, respetivamente. Contudo, o
facto de ter sido utilizada uma subamostra em 2005/2006,
nao é suscetivel de introduzir viés nas estimativas, ja que,
tanto quanto sabemos, nao esta descrita sazonalidade para a
distribuicdo de incapacidade auditiva.

Todas as entrevistas foram realizadas ao domicilio, por pesso-
al treinado de acordo com um protocolo uniformizado, embora
as versdes dos questionarios diferissem entre si. O questioné-
rio aplicado no 5° INS foi reformulado de modo a correspon-
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der a normas europeias (Inquérito Europeu de Saude por En-
trevista, EHIS). Para permitir a comparabilidade entre os dois
questionarios foi considerado como tendo incapacidade audi-
tiva: quem no 4° INS respondesse ‘S6 consegue ouvir com o
volume alto’ ou 'N&do consegue ouvir mesmo com o volume
alto’ a questao ‘Consegue ouvir um programa de TV ou de
radio?’; e quem no 5° INS respondesse ‘Tem alguma dificul-
dade’ ou "Tem muita dificuldade’ ou 'Ndo consegue de todo’
a questao ‘Num quarto ou sala silenciosos, mesmo usando a
prétese ou implante auditivo, tem dificuldade em ouvir o que
é dito por outra pessoa numa conversa?’,

As estimativas de prevaléncia foram obtidas com ponderagéo
para a idade, sexo e regido (NUTS II) e desenho amostral. Os
ponderadores utilizados foram calculados e disponibilizados
pelo Instituto Nacional de Estatistica (25:26), Uma vez que a
prevaléncia de incapacidade auditiva esta fortemente associa-
da a idade, a comparacao entre as populagbes das varias
NUTS foi feita através de um valor sintese padronizado para a
idade com eliminagao do efeito associado a existéncia de dife-
rengas nas estruturas etarias das amostras. Para tal, utilizou-
se uma técnica de padronizacao direta pela idade, dividida em
quatro grupos etarios, em que a populacao padrao é a que re-
sulta da distribuico da prépria amostra em estudo (¢7.28),

Por outro lado, a comparagéo entre as populagdes residentes
nas varias NUTS foi feita por grupo etario o que elimina o
efeito das diferentes estruturas etarias das populacoes. Os
resultados sdo apresentados sob a forma de frequéncias rela-
tivas, com e sem padronizacao pela idade. Foram realizadas
comparacdes bivariadas entre 2005/2006 e 2014 utilizando
0 teste do qui-quadrado de Pearson, e definindo o nivel de
significancia p<0.05. A andlise estatistica foi realizada no pro-
grama informatico STATA, versédo 11.2 para Windows® (Stata
Corp, College Station, TX, USA).

_Resultados

A tabela 1 contem a distribuicdo das prevaléncias de inca-
pacidade auditiva por regido, ano e sexo. No conjunto dos
dois sexos, verifica-se que a prevaléncia bruta de incapa-
cidade auditiva aumentou em todas as regides do pais en-
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tre 2005/2006 e 2014, excetuando Lisboa e Vale do Tejo Tabela 1: /] Prevaléncia de Incapacidade auditiva (%) segundo a
(7,8% em 2005/2006 para 7,7% em 2014), Alentejo (10,2% regido (NUTS 11 1989), grupo etario, ano e sexo, se-

gundo os dados dos Inquéritos Nacionais de Salde

0,
em 2005/2006 para 9,9% em 2014) e Algarve (8,5% em 2005/2006 & 2014.

2005/2006 para 7,8% em 2014). Todavia, este aumento ape-

nas foi estatisticamente significativo para a R.A. da Madeira HM H M
=0.019) e R.A. dos Agores (p=0,032). Em cada um dos anos Grupo 2008/ 2005/ 2005/
(P N ) ) Q .(p . ) N etario 2006 20™ 2006 2014 008 2014
em analise, a prevaléncia de incapacidade auditiva revela uma
o ) Norte 15-24 1,5 1,7 0,8 2,3 0,9 11
tendéncia crescente com a idade, em ambos 0s sexos. e o ||z a7 T
- N . 45-64 10,5 10,9 13,2 11,6 9,0 10,2
Em 2005/2006, verifica-se que, a excecdo do Algarve, R.A. dos 65 T Tl =
Acores e R.A. da Madeira, as prevaléncias sao mais elevadas no Total 96 10,3 105 106 84 101
sexo masculino do que no sexo feminino, especialmente a partir Total Padr. 116 129 138 133 99 126
;. ; t 15-24 0,5 0,8 1, : ) )
do grupo etario 25-44 anos. Em 2014, porém, observa-se uma Centro E BN BUTN
. B 3 B ] . 25-44 1.8 1,9 1|28 | 22 | 12 1,7
inversao deste padrdo, e nas regides de Lisboa e Vale do Tejo, = 58 58 62 72 45 45
Alentejo, Algarve, R.A. dos Agores e R.A. da Madeira, a preva- 265 22,5 192 248 19,8 20,9 187
léncia de incapacidade auditiva é superior no sexo feminino. ol on | G RGN ENEOR | IR 5
Total Padr. 7,8 8,5 8,8 8,7 6,9 8,3
Em 2005/2006 (tabela 1 e figura 1), ap6s padronizagcao pela Lisboa e 15-24 06 17 " 24 00 10
, . . . Heleel ey Tas i 05 15 11 11 00 18
idade, 0s valores mais elevados para o conjunto dos dois sexos ' ' ' ' ’ ’
45-64 9,8 8,8 11,8 8,5 8,0 9,1
. 0 . .
observam-se na regidao Norte (11,6%), seguida pelo Alentejo »65 225 175 243 184 212 169
(9,7%). Contudo, analisando os dois géneros separadamente, Total 7.8 77 84 74 72 80
verificamos que nos homens as prevaléncias mais elevadas ol el f) es foen ) ekl ) sl o ) e
. . Alentejo 15-24 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
0, 0,
foram observadas nas regides Norte e Alentejo (13,8% e 11,2%, o544 n T el T BT
respetivamente), enquanto que nas mulheres as prevaléncias 45-64 92 63 127 68 58 57
mais elevadas se observaram na regiao Norte (9,9%) e Algarve 265 246 247 254 242 239 251
. . . Total 10,2 , , , , ,
(9,2%). Ainda relativamente a 2005/2006, na R.A. da Madeira ota L B IETS BN CON SO
) o Total Padr. 9,7 10,6 11,2 9,7 8,2 11,4
registaram-se as menores prevaléncias, em qualquer dos sexos p— = 15 | 25 | 00 | 20 31 | 81
e No seu conjunto. 25-44 1,8 1,3 31 1,6 05 1,1
45-64 9,3 5,6 7,9 4,4 10,7 6,8
Em 2014 (tabela 1 e figura 1), a regido Norte teve os valores 65 22,3 217 236 217 214 218
mais elevados de incapacidade auditiva para o conjunto dos Total 85 78 82 70 89 85
, Total Padr. 9,1 9,2 9,1 8,4 9,2 10,0
dois sexos (12,9%). No entanto, neste ano, o segundo valor ° '
R. A. Acores 15-24 11 1,2 0,8 2,3 1,3 0,0
i 0,
mais elevado observou-se na R.A. dos Agores (11,3%), que 95-44 11 25 17 84 05 16
registou um aumento estatisticamente significativo (p=0,015) 45-64 58 101 79 95 37 10,6
de prevaléncia de incapacidade auditiva comparativamente 26 216 | 220 [19.8 | 22,7 | 228 | 280
2005/2006. Est dra t b Total 5,5 7,8 5,47 7,7 5,62 8,0
a . Este padrao manteve-se em ambos 0s sexos. o Tl el e
Num outro extremo, a R.A. da Madeira continuou a registar as RA Madeira 15-24 05 03 10 00 00 07
menores prevaléncias a nivel nacional (8,2%) e nos individuos 25-44 09 18 Al 26 06 10
. . ' 45-64 1,9 B9 1, 5 ) s
do sexo masculino (7,1%), embora tenha sido uma das regides o ey e g o
. . o . . 265 16,9 187 170 183 168 19,0
que registou um maior aumento de prevaléncia de incapacida- Total 36 58 3 51 41 6.4
de auditiva no periodo em andlise. Para as mulheres, as me- Total Padr. 50 82 50 71 50 91

nores prevaléncias observaram-se na regiao Centro (8,3%).
HM - Homens e Mulheres H - Homens M - Mulheres

Padr. - Prevaléncia padronizada para a idade
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Figura 1: [ Distribui¢do da prevaléncia (%) de Incapacidade auditiva padronizada para a idade (método direto,
utilizando a populagao total da amostra como padrdo, em 2005/2006 e 2014, por NUTS 11 (1989).

2005,/2006

Prevaléncia (%)
52
5.2 -8.5]
18,592
192 - 10.6)
106 - 129)

_Discussao e conclusoes

Os resultados da analise dos dados dos INS 2005/2006 e
2014 revelam que a incapacidade auditiva afeta uma propor-
cao consideravel da populagao portuguesa, especialmente
nos grupos etarios mais elevados. A prevaléncia de incapa-
cidade auditiva aumentou de 2005/2006 para 2014, e entre
a maioria das regides, sendo mais elevada na regido Norte,
quer em 2005/2006, quer em 2014. De modo analogo, as
menores prevaléncias registaram-se na R.A. da Madeira,
embora esta regido, conjuntamente com a R.A. dos Agores
tenha sido a que registou um maior aumento proporcional
da prevaléncia de incapacidade auditiva entre os dois anos
em estudo.

Importa notar que o0 aumento observado na frequéncia de in-
capacidade auditiva pode refletir um eventual maior acesso
a cuidados de saude e nao um aumento real na incidéncia

2014
-
[ 4 .
0~.\

Prevaléncia (%)
52

m ]5.2-8.5]

18,5 -9.2]

mm 19.2 - 10.6)

 ]10.6 - 12.9]

f

destaincapacidade, uma vez que a presenca de morbilidade

autodeclarada esta fortemente dependente do padrdo de
acesso aos servicos de saude, que difere regional, e social-
mente (29),

Outra explicacao para estas diferencas, em conjunto com a
inverséo do padrao de distribuicao de prevaléncia de incapa-
cidade auditiva entre os dois sexos, nas regides de Lisboa e
Vale do Tejo e Alentejo (nas quais a prevaléncia de incapacida-
de auditiva era superior no sexo masculino em 2005/2006),
podera estar relacionada com a maior exposicéo a fontes de
ruido ocupacional e ambiental. De facto, apesar de as mulhe-
res estarem historicamente sujeitas a menores niveis de ruido
ocupacional (uma vez que representam uma menor propor-
¢do dos trabalhadores no setor fabril, ou de construgéo (30),
alguns habitos pessoais, como ouvir masica em volumes ele-
vados, poderéo estar a aumentar a prevaléncia de incapacida-
de auditiva esbatendo as diferencas entre os dois sexos (31).
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Por ultimo, a disparidade entre os instrumentos de inquérito
utilizados no 4° e no 5° INS podem explicar algumas das dife-
rencas observadas neste trabalho.

Esta e outras questdes carecem de uma investigagdo mais
aprofundada, em que se analisem variaveis socioecondémicas,
ou ambientais. Tal anélise, poderéa ajudar a esclarecer diferen-
ciais entre varias regides e sexos, bem como a estudar a pre-
senca de gradientes sociais.
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_Resumo

A esperanca média de vida da populagao mundial tem vindo a aumentar,
incrementando a faixa etaria acima dos 65 anos. Nesse sentido, deter-
minados servigos experimentam maior demanda em resposta as neces-
sidades crescentes desta populacdo, como é o caso dos servicos de
cuidados a longo prazo, nomeadamente, centros de dia (CD) e estruturas
residenciais para idosos (ERPI). Neste ambito de servigos para a comu-
nidade idosa, os parametros de qualidade e conforto sédo apresentados
como fatores cruciais para o bem-estar dos utentes/residentes, sendo
que o conforto térmico (CT) é um fator determinante na monitorizagcéo do
bem-estar desta populagao. Para que os valores 6timos de CT sejam al-
cangados e mantidos nos edificados com esta tipologia de servigos, ele-
vados gastos energéticos sdo despendidos para retificar as condigcoes
estruturais dos edificios. A fim de estruturar um modelo matematico via-
vel que permita definir as caracteristicas estruturais otimizadas na fase
de construgao e reabilitagéo dos edificios para CD ou ERPI, torna-se ne-
cessario analisar o CT dos utentes e prever quais as condi¢coes térmicas
aceitaveis ou preferenciais para esta populacdo. Este estudo, ainda em
curso e integrante do programa ConTerMa, analisa as variaveis de CT na
zona climatica continental atlantica, monitorizando 8 ERPI e CD situados
em 5 concelhos da area metropolitana do Porto, e 5 ERPI e CD na area
metropolitana de Barcelona, representativas do clima mediterranico.

_Abstract

In recent years, the average life expectancy of the world's population has
been rising, resulting in a steady increase in the elderly population. With
the older age group increasing, certain services are in greater demand
in response to the growing needs of this population, such as the case of
long-term care services, i.e. Day Centres (DC) and Nursing Homes (NH).
In this service area, quality and comfort parameters are presented as cru-
cial factors for the well-being of the users, with thermal comfort being one
of the most important quality parameters of well-being of this population.
It takes high energy costs in order for optimum values of thermal comfort
(TC) to be achieved and maintained in buildings built for this type of servi-
ce, since structural conditions of buildings are often degraded. In order to
structure a viable mathematical model that allows to define the optimized
structural characteristics in the construction phase of the buildings for
permanent or temporary geriatric residences, it is necessary to analyse, in
an initial phase, the TC of the users of this type of service and to predict
which are the acceptable or preferred thermal conditions for this popula-

tion. The TC analyses, in this study, will focus on an area of continental
Mediterranean climate, addressing 8 NH and DC in the metropolitan area
of Porto, representative of the Atlantic climate zone in Portugal, and 5 NH
and DC in the metropolitan area of Barcelona, exemplifying of the Mediter-
ranean climate.

_Introdugéo

Segundo as Nac¢des Unidas (2017), as estimativas apresentam
962 milhdes de pessoas com 60 anos ou mais no mundo, re-
presentando 13% da populacdo mundial, apresentando um
crescimento a uma taxa de cerca de 3% ao ano (1),

Atualmente, a Europa tem a maior percentagem (25%) de
populagdo com mais de 60 anos. Espera-se também que o
numero de pessoas com 80 anos ou mais triplicara até 2050,
e que até 2100 aumentara para quase sete vezes o seu valor
comparado com 2017, como apresentado nos graficos 1 e 2.

Em Portugal, em dez anos, a esperanga média de vida aumen-
tou 2,28 anos para a populacdo em geral (2),

Essa tendéncia explica a crescente demanda por servigos de
cuidado de longo prazo (4), como os centros de dia (CD) e es-
truturas residenciais para idosos (ERPI). Além disso, conside-
rando que pessoas com mais de 65 anos passam boa parte
do seu tempo em ambientes interiores, o consumo de energia
necessario para manter ambientes interiores com temperatu-
ras de conforto nesses centros ¢ elevado (5:6). Nesse sentido,
é necessario determinar os parametros que influenciam no
conforto térmico (CT), tanto para projetar espacos agradaveis,
como para garantir o bem-estar e a salde dos ocupantes dos
edificios. Uma boa concecéo e gestéo dos edificios constru-
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fdos ndo so6 oferece uma sensacdo térmica confortavel para
0s ocupantes, mas também determina a quantidade de ener-
gia consumida pelos sistemas de refrigeracdo e aquecimento
do edificio. No atual contexto de mudancas climaticas e aque-
cimento global, a inclusdo do conceito de CT adaptativo nos
padroes de CT permite adotar novas estratégias de eficiéncia
e economia de energia e atender consistentemente as exigén-
cias do desenvolvimento sustentavel.

As condicdes de conforto podem variar substancialmente
dependendo da meteorologia. Este projeto ird, portanto,
concentrar-se na analise deste conforto na zona climatica do
Atlantico. Em simultaneo uma equipa parceira de investiga-
cao da Universitat Politécnica de Catalunya, coordenadora
do programa ConTerMa, monitoriza 5 ERPI representativas
do clima mediterranico.

_Objetivo

Este estudo, ainda em curso e integrante do programa Con-
TerMa, analisa as variaveis de conforto térmico (CT) na zona
climatica continental atlantica, monitorizando 8 estruturas resi-
denciais para idosos (ERPI) e centros de dia (CD) situados em
5 concelhos da area metropolitana do Porto, e 5 ERPl e CD na
area metropolitana de Barcelona, representando o clima medi-
terrénico.

No geral, o projeto pretende analisar o CT em ambientes de
ERPI e CD ocupados por idosos, localizados na zona climati-
ca do Atlantico e prever quais as condigdes térmicas aceitéa-
veis ou preferidas para esse grupo de pessoas. Com esses
dados, serdo analisados os fatores influentes no CT das pes-
soas idosas e serdao desenvolvidos modelos analiticos para
determinar as caracteristicas de CT para esse grupo popula-
cional dentro das diferentes zonas climaticas. O desenvolvi-
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mento dos modelos analiticos adaptativos de CT ir4& modelar
especificacdes estruturais do edificado necessarias para oti-
mizacao de CT, quer para construgdes de novos edificados,
quer para adaptacgao das estruturas pré-existentes. Integran-
te do Programa ConTerMa, decorre em simultdneo, a mesma
metodologia de estudo liderado pela equipa de investigagao
da Universitat Politecnica de Catalunya (Espanha), para mo-
nitorizacdo das mesmas variaveis em clima mediterrénico.

_Metodologia

O CT pode ser descrito como as caracteristicas do ambiente
que afetam a troca de calor entre 0 corpo humano e 0 meio
ambiente (7). O CT depende tanto de parametros fisicos, tais
como questodes fisiologicas, afetados pelo estilo de vida, ativi-
dade, idade, estado de saude, género e adaptacdo ao clima e
ao ambiente local do individuo e espaco (8).

As normas internacionais 1SO 7730:2005 (9), ASHRAE Stan-
dard 55:2013 (7) ¢ EN 15251:2007 () visam especificar as con-
dicbes ambientais adequadas ao conforto térmico. Estudos
de campo mostram que as atuais regulamentacdes existentes
podem n&o ser aplicaveis a pessoas acima dos 65 anos porque
as suas respostas térmicas séo diferentes da populacao ativa.
Este segmento populacional tem caracteristicas muito espe-
cificas, como niveis mais baixos de metabolismo, n&o sendo
capaz de alterar facilmente o seu nivel de atividade ou 0 vestu-
ario, bem como a falta de vasoconstricdo, que pode diminuir a
sensacéo térmica ou aumentar a tolerancia ao calor, que pode
causar desidratacao durante o ver&o.

Figura 1: Representagéo grafica da atribuigéo de valores re-

lativos a taxa metabdlica no método do voto médio
previsto (adaptado (19)).

3 Km/h 5 Km/h 10 Km/h
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Ao discutir a avaliacao do CT, existem dois modelos princi-
pais que podem ser usados: 0 modelo de voto médio previs-
to (PMV) (19) ¢ 0 modelo adaptativo.

O modelo habitualmente utilizado para avaliar o CT geral ou
corporal é 0 modelo de voto médio previsto (PMV) de Fanger
(1973) (19). De acordo com esse modelo, para que um determi-
nado ambiente possa ser considerado termicamente conforta-
vel, deve ser satisfeita uma condicéo béasica, que permita que
0s mecanismos fisioldgicos responsaveis pela termorregula-
¢éo atinjam o equilibrio térmico; isto €, que o corpo € capaz
de equilibrar o calor ganho (de origem metabolica, como apre-
sentado na figura 1, ou do meio ambiente) e o calor perdido
por diferentes mecanismos.

O modelo Fanger PMV é amplamente utilizado e aceite no
campo da avaliagdo do CT. No entanto, ¢ um modelo estacio-
nario (modelo estatico), portanto, ndo leva em conta as varia-
cbes de temperatura ao longo do dia. E o resultado de investi-
gagdes em camaras térmicas, so6 ¢é aplicavel a seres humanos
expostos a um longo periodo em condigdes constantes, com
uma taxa metabdlica constante e isolamento térmico do ves-
tuario estavel (figura 2), e ndo considera a adaptagao dos ocu-
pantes para alcancar condicdes de conforto (19).

Relativamente aos questionarios sobre sensacgédo térmica, aos
utentes dos edificados em estudo, varias questoes foram pro-
postas, atribuindo um sistema de pontuagao. Para a atribuicdo
de valores e utilizacdo de escalas, foram selecionadas escalas
conhecidas como apresentado no quadro 1.

Figura 2: Representagéo gréfica da atribui¢do de valores relati-
vos ao isolamento térmico relacionado com o vestudrio
no método do voto médio previsto (PMV) (adaptado (10).

0 0,1 0,5 0,8 1,5 3 (clo)
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Quadro 1:['7 Escalas relacionadas com conforto térmico: escala oficial ASHRAE,
preferéncia e aceitabilidade térmicas.
Descrigao - Escalas
Representacédo Valor da Sensagéo térmica Preferéncia Aceitabilidade
grafica ASHRAE *  escala (ASHRAE) (7) térmica térmica

& 3 Muito quente

k. ; Inaceitavel
g;jr 2 Quente Mais fresco

9 1 Ligeiramente quente
c‘ g) 0 Neutro Sem mudanca Aceitavel
Q -1 Ligeiramente fresco
_,Fé -2 Fresco Mais quente

- Inaceitavel
@ -3 Frio

* Representacéo grafica da escala da American Society of Heating, Refrigerating and Air-Conditioning
Engineers (ASHRAE), utilizadas nos questionarios aos utentes das instituicdes participantes no estudo.

A aplicacdo de modelos de conforto ambiental para pesso-
as idosas oferece a possibilidade de melhorar a qualidade de
vida e, a0 mesmo tempo, oferece um grande potencial para
economizar energia e, portanto, reduzir custos. Nesse senti-
do, com base no modelo analitico desenvolvido, serao com-
parados dados ambientais historicos das instituigdes parti-
cipantes para, por um lado, capacitar e criar boas praticas
qgue melhorem a qualidade de vida dos utentes/residentes e,
por outro lado, objetivar a eficiéncia energética. Essa econo-
mia energética traduz-se aproximadamente em 30% da car-
ga de refrigeragdo, comparada com a de um ponto de ajuste
de temperatura fixo, conforme indicado pela teoria do con-
forto convencional (1),

O método adaptativo é o resultado das monitorizagdes real-
time nas instituicOes participantes em que se analisa a real
aceitabilidade dos ambientes térmicos, que depende muito
do contexto, do comportamento dos ocupantes e das suas
expectativas (12).

Em contraste com o0 modelo estatico de CT, no modelo adap-
tativo as pessoas desempenham um papel instrumental crian-
do as suas préprias preferéncias térmicas pela maneira como
interagem com o ambiente, modificam o seu préprio compor-
tamento ou gradualmente adaptam as suas expectativas, de-
pendendo do ambiente térmico onde estao inseridas (12).

Este projeto, na sua fase inicial de recolha de dados, compi-
lard dados relativos a parametros ambientais (temperatura do
ar, temperatura radiante média, velocidade do ar e humidade
do ar), condicdes externas (temperatura e humidade relativa
do ar exterior, atividade fisica, vestuario e sensagao térmica
dos residentes/utentes das ERPI e CD. Foram selecionadas 8
ERPI e CD localizados em areas com clima atlantico e perten-
centes a 5 concelhos da area metropolitana do Porto, apre-
sentada na figura 3.

Em cada uma destas instituicdes participantes sera realizada
uma analise longitudinal ao longo das diferentes estacdes do
ano, nas areas comuns de atividades e convivio. Em simulta-
neo com cada uma das monitorizagdes, 0s residentes serdo
questionados para determinar a sua sensagao térmica no am-
bito da escala American Society of Heating, Refrigerating and
Air-Conditioning Engineers (ASHRAE) (quadro 1). Com esses
dados, serao analisados os fatores que influenciam o CT dos
idosos e serao desenvolvidos modelos analiticos para deter-
minar as caracteristicas de CT e conforto adaptativo para este
grupo populacional, dentro da respetiva zona climatica.
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_Resultados esperados

No final deste projeto seré criado um modelo analitico de in-
terpretacao de pardmetros ambientais e estruturagao de medi-
das de adaptacdo de edificados para o proposito em estudo.
De estudos realizados na area do CT, destaca-se a necessida-
de de modelos especificos de conforto para idosos. Em geral,
as normas de conforto n&o se aplicam atualmente a populagao
de idade avancada, apenas determinando limites restritos mais
altos de Percentagem Prevista de Insatisfacao (PPD), em vez de
determinar as condi¢des ambientais e fisicas que afetam o CT.

A abordagem do voto médio previsto (PMV) proposta por
Fanger (10) utiliza uma camara climatica uniforme estavel e
bem controlada para estabelecer um indice de avaliagao do
conforto térmico. Padrdes de conforto térmico, baseados no
modelo PMV, quer ao nivel de planeamento de construcdo
dos edificados, quer ao nivel da manutencao das condi¢oes
térmicas interiores, foram amplamente aceites pela comuni-
dade cientifica (19).

A variedade de ambientes, niveis de atividade, resisténcia tér-
mica do vestuario e outros fatores humanos levam a resultados
diferentes. Muitos grupos de pesquisa orientaram 0s seus tra-
balhos para o desenvolvimento de estratégias avancadas de
controlo baseadas no indice PMV (14),

Espago de cooperacdo
Transfronteirica Portugal - Espanha

A abordagem de controlo baseada no indice PMV poderia re-
duzir simultaneamente o consumo de energia e manter o con-
forto térmico dentro de uma faixa de conforto aceitavel.

O modelo PMV obtém os parametros sob condicéo de estado
estacionario, portanto a sua aplicabilidade em ambientes dina-
micos tem sido controversa. Recomenda-se usar o indice PMV
somente para valores de PMV entre -2 e + 2.

A 1SO 7730:2005 propde o uso do modelo PMV se uma ou
mais variaveis tiverem pequenas flutuagdes, desde que sejam
utilizadas as médias ponderadas no tempo por hora das vari-
aveis, na Ultima hora (9),

Os indices de PMV fornecem uma avaliagdo do ambiente tér-
mico através de calculos usando a medicao de seis parame-
tros: duas variaveis pessoais, ou seja, vestuario isolante (Icl
em “clo”) e taxa metabdlica (M), e quatro parametros ambien-
tais, ou seja, temperatura do ar (t, em "°C"), temperatura ra-
diante média (t,,,1 em "°C"), velocidade do ar (v em "'m/s") e
humidade relativa (p,).

A equacéao a seguir mostra a relagao entre os parametros:

PMV = f(I,M,t,t, v,p,) (1)

O PPD é um indice que estabelece uma previsao quantitati-
va da percentagem de pessoas termicamente insatisfeitas
que sentem muito frio ou calor. Tanto o indice PMV como o
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indice PPD foram considerados altamente relevantes como fer-
ramentas na avaliacdo da perda de produtividade face a altera-
¢bes no conforto térmico (19).

O indice PPD ¢ determinado pela equagéao seguinte, que de-
pende do indice PMV;

PPD = 100-95xexp (-0.003353xPMV*4-0.2179xPMV?) (2)

Com o célculo dos indices relacionados com o conforto tér-
mico, analises comparativas serao realizadas, confrontando
os valores obtidos no clima atlantico e no clima mediterrani-
co, possibilitando assim um estudo mais consistente e com
uma visao mais alargada da temética, atendendo as diferen-
cas climaticas encontradas nos dois climas em estudo.

As tabelas 2, 3 e 4 apresentam os resultados da campa-
nha/estacé@o de inverno relativos a amostra de utentes que
participaram no estudo respondendo aos questionarios de
sensacao térmica (n=31).

A amostra de utentes elegiveis para participacdo no es-
tudo na estacdo de inverno, apresenta uma maioria de
utentes/residentes do sexo feminino (74,1%).

Os resultados dos questionarios feitos aos utentes (recurso a
tabela 1), apresentam respostas homogéneas entre os uten-
tes. Relativamente a sensacao térmica propriamente dita, a
maioria dos utentes apresentou a resposta de Neutro (0 na
escala de ASHRAE) como a mais precisa, nao apresentando
quaisquer preferéncias de mudanca (0 na escala de preferén-
cia térmica), considerando as condig¢des térmicas como acei-
taveis (1 na escala de aceitabilidade).

A tabela 5 apresenta os resultados preliminares dos indices
PMV e PPD realizados nos espac¢os comuns das instituicdes
em estudo, resultantes das monitorizacdes (n=76).

Atendendo ao intervalo recomendado de valores de PMV para
o conforto térmico ideal (entre -0,2 e +0,2), verifica-se que
apenas a instituicao P07 apresenta o valor PMV em conformi-
dade com esse intervalo de valores.

Tabela 2: 2 Distribui¢do por intervalos de anos de idades dos utentes.
Idades <60 [60;70[  [70;80[ [80;90] 290 Subtotal
Sexo
Masculino 1 1 6 0 8
Feminino 1 1 13 2 23
Subtotal 2 (6,45%) 2 (6,45%) 6 (19,35%) 19 (61,3%) 2 (6,45%) 31 (100%)
Tabela 3: 2 Distribui¢do por escolaridade dos utentes.
Escolaridade Analfabeto  Sabe ler/Sabe 10 - 4° 5° - 6° 7°-9° 10°-12°  Ensino Superior ~ Subtotal
escrever
Sexo
Masculino 0 5 1 2 0 0 0 8
Feminino 8 8 0 0 2 1 4 23
Subtotal 8 (25,8%) 13 (41,94%) 1(3,23%)  2(6,45%) 2(6,45% 1(3,23%) 4 (12,90%) 31 (100%)
Tabela 4: 2 Distribui¢do dos utentes por anos de residéncia na institui¢do.
Anos de Residéncia Sem Info. [0;2] [2;4] [4;6] [6;8] [8;10[ 210 Subtotal
Sexo
Masculino 0 3 2 2 0 0 1 8
Feminino 2 2 13 0 0 1 5) 23
Subtotal = 2(6,45%) 5 (16,13%) 15 (48,38%) 2 (6,45%) 0 (0%) 1(3,23%)  6(19,35%) 31 (100%)

Amostra de utentes participantes, n=31
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Tabela 5: [2 Valores médios por instituicdo de PMV e PPD relati-
vos as condigdes térmicas na estagdo de inverno,

resultantes das monitorizagées efetuadas (n=76).

Instituicao (codigo) PMV PPD (%)
P02 -0,44 9,68
P03 0,63 13,66
P04 0,49 11,46
P05 0,25 8,25
P06 -0,79 10,34
PO7 0,05 8,47

PMV - modelo de voto médio previsto
PPD - percentagem prevista de insatisfagao

Os dados recolhidos e resultados obtidos serdo também co-
municados as instituicdes participantes, servindo de base de
estudo para a melhoria das condicoes ambientais térmicas e
melhoria da qualidade das instituigbes residenciais e de apoio
a idosos. O projeto tem em agenda a monitorizacao de todas
as instituigdes participantes ao longo de todas as estacoes do
ano. Nesse sentido, estéo ja a decorrer as monitorizacdes da
campanha da primavera.

Financiamento

Projeto financiado ao abrigo do Anuncio de Selecédo de Trabalhos
de Investigagdo Multidisciplinar sobre o Envelhecimento ‘Fondo
Europeo de Desarrollo Regional en el marco del Programa de Co-
operacion Interreg V-A Espafa - Portugal, (POCTEP) 2014-2020,
Expediente: 6/2018_CIE_6’, no ambito do Programa Coordenado
‘ConTerMa- Analisis del confort térmico en residencias de ancianos

en el espacio de cooperacion transfronterizo de Espafia-Portugal’.
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Evaluation of knowledge of a sample of the portuguese population on bisphenol A

Fernanda Vilarinho', Ana van der Kellen'?, Mariana Andrade’, M. Eduardo Figueira®, M. Fatima Vaz®, Ana Sanches Silva*®

fernanda.vilarinho@insa.min-saude.pt

(1) Departamento de Alimentacdo e Nutri¢do, Instituto Nacional de Saude Doutor Ricardo Jorge, Lisboa, Portugal.

@
3

(4) Instituto Nacional de Investigacdo Agrdria e Veterindria, Vila do Conde, Portugal.

Faculdade de Farmdcia, Universidade de Lisboa, Lisboa, Portugal.

)
)
(5) Centro de Estudos de Ciéncia Animal, Universidade do Porto, Porto, Portugal.

_Resumo

O bisfenol A (BPA) é um composto organico, de origem industrial, com ati-
vidade estrogénica. A sua principal utilizagdo encontra-se na producdo
de plasticos policarbonatos e resinas epoxi, aplicados a embalagens ali-
mentares e produtos médicos. Devido aos perigos associados a ingestao
repetida e a longo prazo deste xenoestrogénio, é importante avaliar a per-
cecao e o conhecimento da populagdo portuguesa acerca do BPA e dos
seus efeitos para a saude. Deste modo, foi elaborado um questionario so-
bre este composto e aplicado a uma amostra da populacdo portuguesa. A
amostra foi constituida por 249 individuos de diversas zonas do pais, per-
tencentes a diversas faixas etarias e com varios niveis de escolaridade. O
questionario compilou questdes que permitem reunir dados socioecono-
micos e obter informacédo acerca do conhecimento dos inquiridos sobre
este composto quimico. Os resultados obtidos mostram que 64% dos in-
quiridos nunca ouviram falar do BPA. Apesar de 92% dos inquiridos (dos
que conheciam o BPA) terem conhecimento que a exposigao a este quimi-
co produz efeitos negativos para a sua saude, e que estes, estdo maiorita-
riamente associados a utilizagdo de materiais plasticos em contacto com
alimentos, 50% mostram desconhecimento de quais os tipos de riscos a
que estéo sujeitos. Concluiu-se que nesta amostra da populagéo portu-
guesa o conhecimento sobre o bisfenol A (BPA) é escasso, e que a maio-
ria dos inquiridos nao conhece o composto.

_Abstract

Bisphenol A (BPA) is an organic compound, of industrial origin, with estro-
genic activity. Its main use is in the production of plastic polycarbonates
and epoxy resins, applied to food packaging and medical products. Due
to the dangers associated with repeated and long-term ingestion of this
xenoestrogen, it is important to assess the perception and knowledge
of the Portuguese population about BPA and its health effects. Thus, a
questionnaire was elaborated on this compound and applied to a sample
of the Portuguese population. The sample was made up of 249 individuals
from different parts of the country, belonging to different age groups and
with different education levels. The questionnaire compiled questions
that allow us to gather socioeconomic data and obtain information about
the knowledge of the participants about this chemical. The results show
that 64% of the participants never heard of BPA. Although 92% of the
respondents (from those who knew BPA) knew that exposure to this
chemical agent had negative effects on their health and that these were
mostly associated with the use of plastic materials in contact with food,

Departamento de Engenharia Mecanica. Instituto Superior Técnico, Universidade de Lisboa, Lisboa, Portugal.

50% showed lack of knowledge of the types of risks to which they are
subjected. It was concluded that among this sample of the Portuguese
population the knowledge about BPA is scarce, and the majority do not
know the compound.

_Introdugéo

De acordo com o Decreto-Lei n.° 366-A/97, de 20 de dezem-
bro, do Ministério do Ambiente, considera-se como emba-
lagem “todos e quaisquer produtos feitos de materiais de
qualquer natureza utilizados para conter, proteger, movimen-
tar, manusear, entregar e apresentar mercadorias, tanto
matérias-primas como produtos transformados, desde o pro-
dutor ao utilizador ou consumidor, incluindo todos os artigos
«descartaveis» utilizados para os mesmos fins” (1.

As trés principais funcoes de uma embalagem sao: conter,
proteger e identificar (2:3). As embalagens funcionam como
uma barreira quimica, bioldgica e fisica ao ambiente envol-
vente, uma vez que protegem o alimento de fatores externos;
conservam os efeitos benéficos adquiridos com o possivel
processamento a que o alimento foi sujeito e prolongam o
tempo de armazenamento deste. Desta forma, melhoram
a qualidade e a seguranca dos alimentos até chegarem ao
consumidor final (4),

Os principais materiais utilizados na produgao de embalagens
destinados a entrar em contacto com alimentos sdo: o papel e
seus derivados, o vidro, o metal (aluminio, folhas e laminados,
folha-de-flandres e aco livre de estanho) e o plastico. O plasti-
co destaca-se como o material mais utilizado, e mais eficaz,
nos dias de hoje, para contacto com alimentos, devido as suas
versateis propriedades, custo e disponibilidade (4,
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Os materiais em contacto sao objeto de interagdo com o
alimento. Existem trés principais tipos de fenémenos de in-
teragdo embalagem-alimento: adsor¢do, permeabilidade e
migracéo. O fendmeno de adsorgdo ocorre quando certos
compostos presentes no alimento sao retidos pela embala-
gem (ex.: carotendides dos alimentos que ficam adsorvidos
na embalagem alterando a sua cor original); a permeabilida-
de é a passagem de substancias através da embalagem,
quer no sentido alimento-meio envolvente quer no sentido
contrario (ex.: oxigénio ou vapor de agua); o fenémeno de
migracéo caracteriza-se pela transferéncia quimica de subs-
tancias presentes na embalagem para o alimento (5:6),

Assim, aquando da ingestao de alimentos, o consumidor pode
estar exposto a varios compostos contaminantes, devido a mi-
gracao destes das embalagens alimentares para os alimentos
que ird ingerir. Dependendo do material utilizado, e da forma
como é utilizado, sdo multiplos os compostos que podem mi-
grar para o alimento. Estes compostos podem encontrar-se
na composi¢céo da embalagem; serem adicionados intencio-
nalmente através de tintas de impressao, colas, adesivos;
ou serem formados néo intencionalmente durante o processa-
mento dos materiais (7). Dado que estes compostos migram,
na maioria dos casos, em baixas quantidades, ndo deveriam
apresentar riscos para o consumidor. No entanto, o problema
reside no facto dos alimentos embalados serem uma grande
faixa da alimentagcao da populagéo, e a exposicao continuada
a estes agentes poder ter efeitos a longo prazo (7).

Entre os compostos com probabilidade de migrar para os ali-
mentos encontra-se o bisfenol A (BPA) (8). E utilizado na indus-
tria alimentar, nomeadamente na producdo de embalagens
alimentares de plastico, pelicula aderente, recipientes para
Grab & Go, tupperwares e garrafas de pléstico para bebidas.
O BPA pode ser utilizado na producao de resinas epéxi, utiliza-
das como revestimento interno de latas de metal - latas de
conserva, latas de refrigerantes e latas para armazenamento
de férmulas para lactentes. O BPA também pode ser utilizado
para produzir papéis reciclados utilizados para armazenar ali-
mentos e em papel de cozinha, caixas de cartdo/ cartdo para
contacto com alimentos e sacos de papel (%10). Para além
das utilizagbes descritas, o BPA foi utilizado em grande escala
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na producéo de biberdes de plastico. No entanto, a sua utiliza-
¢ao na produgdo dos mesmos foi proibida em 2011 na Unidao
Europeia, de acordo com o Regulamento de Execucdo (UE)
n.2 321/2011, de 1 de abril, da Comissao (1), que altera o Re-
gulamento (UE) n.° 10/2011 (12) no que respeita a restricéo da
utilizac@o de BPA em biberdes de plastico.

Esta proibicdo deveu-se ao facto de este composto ser um
desregulador endocrino, podendo os seus efeitos para os lac-
tentes, ter repercuss0es mais graves, em comparagdo com
a restante populagao. O BPA, sendo um xenostrogénio, com
uma estrutura quimica idéntica ao 17B-estradiol, interage com
0s recetores estrogénicos humanos (13), o que faz com que
este se enquadre nesta denominagao (14).

Para proteger a populagdo é importante saber que a exposicéo a
este composto ocorre através de varias vias, sendo que a princi-
pal via de exposicao a este quimico é a ambiental e a alimentar.

_Objetivos

Elaboracdo de um questionério para aferir o conhecimento de
uma amostra da populagao portuguesa acerca do BPA, anali-
sando o conhecimento da mesma sobre 0s riscos a que esta
sujeita, e de quais as medidas que podem ser tomadas para
diminuir a exposigao a este composto (por exemplo, uma cor-
reta utilizagdo das embalagens plasticas para embalar alimen-
tos em ambiente doméstico).

_Material e métodos

Foi elaborado um questionario aplicavel a populagao portugue-
sa em geral, divulgado online e num evento sobre alimentacéo
(evento “COME”) realizado no Pavilhdo do Conhecimento -
Centro Ciéncia Viva, que decorreu em Lisboa no Parque das
Nacdes em marco de 2017. Tendo sido aplicado a 249 indivi-
duos, encontrava-se dividido em quatro secdes: i) dados so-
ciodemograficos, i) no¢des sobre o BPA (s6 respondida pelos
individuos inquiridos que ja tinham ouvido falar do BPA), iii)
tipos de embalagens alimentares mais utilizadas e iv) conheci-
mento da simbologia existente nas embalagens alimentares
plasticas.

Procedeu-se a analise estatistica dos dados obtidos.
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_Resultados e discussédo

A maioria dos inquiridos encontra-se na faixa etaria dos 20
aos 35 anos e cerca de 70% possuem pelo menos a licencia-
tura como nivel de escolaridade (grafico 1).

Quando questionados se ja tinham ouvido falar do BPA, a
maioria (64%) dos inquiridos respondeu que nunca tinha ou-
vido falar deste composto (grafico 2).

Apenas os inquiridos que ja tinham ouvido falar do BPA avan-
caram para a segunda parte do inquérito “Nocoes sobre o
BPA”.

Dos inquiridos que tém conhecimento do BPA, 90 % sabem
que é uma substancia quimica utilizada na produgao de plas-
tico policarbonato e latas de conserva.

Gréfico 1:
inquiridos (n=249).
ldade
f2%
0y
12% [ Menos de 20 anos
7%
[ 20-35
[ 36-45
16%
[ 46-50
63% )
[~ Mais de 50 anos

Gréfico 2:
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Constata-se, que dos 249 inquiridos somente 81 individuos
sabem efetivamente o que é o BPA, demonstrando assim,
uma falha na informacao prestada ao consumidor, diminuin-
do a possibilidade deste se proteger através da prevencao
da sua ingestdo. O BPA pode estar presente em plasticos
produzidos a partir de policarbonato e no revestimento feito
de resinas epoxi, que se encontram no interior das latas de
conserva (19),

As respostas ao questionario demonstram que 96% da popu-
lacdo que ja ouviu falar do BPA, reconhece-o como um agente
com efeito negativo na sua saude. Contudo, a maioria dos in-
quiridos reconhece nao saber, ou assinala incorretamente, 0s
efeitos patolégicos provocados pela contaminagao por BPA.
Apenas 41% sabem que 0s mesmos se podem refletir a nivel
de doengas oncologicas.

Caracterizagdo da amostra da populagdo (em %) relativamente a faixa etéria e ao grau de escolaridade dos

Grau de escolaridade

Doutoramento 13
Mestrado 48
Licenciatura 115
Ensino secundério 65
3° Ciclo do ensino basico 6

2° Ciclo do ensino basico | 2

Distribuico de respostas (em %) relativamente ao nimero

de inquiridos que ouviram ou néo falar do BPA (n=249).

Ja ouviu falar do BPA?

Nao
64%

Sim
36%
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Ainda que os seus efeitos oncoldgicos sejam pouco prova-
veis de se manifestar (16), 67% dos individuos que ja ouviram
falar do BPA pensam que as suas consequéncias negativas
na salde tém uma elevada probabilidade de acontecer. Esta
pergunta demonstra o alarmismo em que este quimico esta
envolto, existindo pouca informagéo direcionada para a po-
pulacéo geral.

O BPA encontra-se proibido na producao de biberdes, esta
proibicdo deve-se ao facto das criangas ainda néo terem um
sistema de eliminagdo do BPA téo desenvolvido como o de
um adulto (1), Temos que, 71% dos inquiridos que conhecem
0 BPA estao informados sobre a proibicao do uso deste na
producao de biberdes (1),

No que se refere a escolha do material de embalagem para
armazenamento de alimentos, parte 3 do inquérito “Tipos de
embalagens alimentares mais utilizadas”, respondida por a
amostra total de inquiridos (n1=249), 50% destes preferem em-
balagens de plastico enquanto que os restantes 50% optam,
na maioria das vezes, por utilizar embalagens alimentares de
outros tipos de materiais, revelando assim algum cuidado em
evitar a contaminacédo por migrantes dos plasticos, o que é
um aspeto que indica a grande preocupacao atual do consu-
midor com a seguranca alimentar.

No que respeita a frequéncia de utilizagdo de embalagens
de plastico para armazenamento de alimentos, podemos ob-
servar que as respostas se encontram bastante divididas:

Grafico 3:
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43% dos individuos utilizam estas embalagens frequentemen-
te, 27% diariamente e 27% raramente, contra 3% que nunca
utilizam embalagens de plastico.

Quanto a utilizacdo das embalagens de plastico, 48% da po-
pulagdo em estudo declara procurar e cumprir as indicacoes
de utilizagao propostas pelo fabricante, e 28% destes dizem
conhecer 0s riscos a que estao sujeitos. Contudo, a maioria
dos inquiridos ndo tem por habito cumprir as recomendacdes
do fabricante, 12% por nao conhecerem o significado da sim-
bologia, 24% nao a procuram e 16% procuram-na, mas €sco-
lhem n&o a cumprir.

Como tal, é importante trabalhar no sentido de informar o
consumidor para que conhega a simbologia e a importancia
do seu cumprimento.

Relativamente a quarta parte do inquérito “Conhecimento da
simbologia existente nas embalagens alimentares plasticas®,
respondida pela amostra total dos individuos (n=249), a maio-
ria (73%), confessa nao saber identificar a simbologia indicati-
va da presenca de BPA, sendo que apenas 14%, selecionaram
a opcao correta (3 (PVC) e 7 (outros) (grafico 3).

E fundamental que o consumidor seja capaz de identificar com
exatidao a presenga de BPA nas embalagens de uso alimentar
para que possa tomar uma decisdo informada e responsavel.

No entanto, pode-se observar que apesar da maioria dos
inquiridos nao ser capaz de identificar quais 0s materiais

Distribui¢do de respostas (em %) relativamente ao conhecimento dos inquiridos sobre 0s simbolos

que indicam o polimero que constitui o pldstico que podem indicar a presenga de BPA (n=249).

Qual dos simbolos pode indicar a presenca de BPA?

A AN A N A A A
S & 8O &S 6 & OO

PET
6%
14%

[ 3(PVC) e 7 (outros)

5%

99, [ 5(PP)e 2 (PEAD)

2 6 (PS)

73%

[ Nao sei

PVC  PEBD PP PS  OUTROS

[ 1(PET)e 4 (PEBD)

PET- Polietilenotereftalato;

PEBD- Polietileno de Baixa Densidade;
PEAD- Polietileno de Baixa Densidade;
PVC- Policloreto de vinil;

PP- Polipropileno;

PS- Poliestireno
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que potencialmente podem conter BPA, sabe que a utiliza-
cao mais correta das embalagens de plastico passa por se-
guir as indicagdes propostas pelo fabricante. Qitenta e sete
por cento (87%), de um total de 249 inquiridos, responderam
acertadamente a esta questdo, o que revela que, no geral,
encontram-se bem informados e capazes de prevenir a con-
taminagao dos alimentos por compostos quimicos que pos-
sam migrar das embalagens para 0S mesmos.

_Conclusdes

O questionario desenvolvido e aplicado, com a finalidade de
analisar o conhecimento da populacdo portuguesa acerca
do BPA, mostrou que a maioria dos individuos néo tem qual-
quer conhecimento sobre a existéncia deste quimico. A maio-
ria dos individuos que conhecem este composto, apresenta
falta de conhecimento sobre quais 0s materiais em contacto
com alimentos em que este pode estar presente. Assim sen-
do, a amostra da populacao portuguesa em andlise, mostrou
nao possuir conhecimento suficiente para se proteger desta
exXposicao.

Como podemos observar, através da amostra da populagéo
portuguesa que respondeu a este questionario, existe informa-
¢do importante que ainda ndo chegou ao consumidor. Existem
ainda algumas lacunas na informagao, apesar de existirem arti-
gos divulgados online com informagao de notoriedade cientifi-
ca, adaptada & populacao geral (1718),

Apesar de 64% dos inquiridos nunca terem ouvido falar do
BPA, apenas 47% dos individuos se mostraram disponiveis
para saber mais. A estes foi enviado um folheto informativo
sobre o BPA. Conclui-se que, provavelmente, a informacao
n&o chega ao consumidor, também por falta de interesse do

mesmo.
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_Resumo

As vitaminas lipossoluveis, A, E, D e K s@o compostos organicos indispen-
saveis para o crescimento normal, manutengao e desenvolvimento de
organismos vivos. A vitamina A (all-trans-retinol e 13-cis-retinol) esta
naturalmente presente nos produtos de origem animal, sendo armazenada
nos tecidos sob a forma de retinol. A vitamina E (d/-a-tocoferol) ocorre na-
turalmente em alimentos de origem vegetal, principalmente nos vegetais
verde-escuros, nas sementes oleaginosas, nos 6leos vegetais e no germe
de trigo, e também em alimentos de origem animal, nomeadamente na
gema do ovo e no figado. Com vista a avaliagao da ingestéo das vitaminas
A e E pela populagéo portuguesa, no ambito do Projeto TDSEXPOSURE
(Total Diet Study Exposure - Estudo da dieta total para avaliagdo da expo-
si¢do), financiado no &mbito do 7° Programa Quadro da Unido Europeia,
determinaram-se os teores das vitaminas A e E em 228 amostras alimen-
tares compostas, representativas do consumo da populagao. Estas amos-
tras, distribuidas em 18 grupos de alimentos (sistema de classificagao
FoodEx2), foram recolhidas entre 2014 e 2015 na Area Metropolitana de
Lisboa (municipios a norte do rio Tejo), de acordo com a metodologia dos
Estudos de Dieta Total. De acordo com os resultados obtidos, os alimen-
tos com maior teor de vitamina A, a Manteiga com sal e o Queijo flamengo,
pertencem aos grupos 3 e 14, respetivamente. Em relagao a vitamina E
os teores mais elevados foram encontrados no Azeite, e na Maionese e
Molhos diversos, alimentos dos grupos 3 e 16, respetivamente.

_Abstract

The fat-soluble vitamins A, E, D and K are organic compounds indispen-
sable for the normal growth, maintenance and development of living
organisms. Vitamin A (all-trans-retinol and 13-cis-retinol) is naturally
present in animal products and is stored in the tissues as retinol. Vitamin
E (dI-a-tocopherol) occurs naturally in foods of plant origin, especially
dark green vegetables, oilseeds, vegetable oils and wheat germ, as well
as in foods of animal origin, such as egg and liver. In order to evaluate the
intake of vitamins A and E by the Portuguese population, as part of the
TDSEXPOSURE (Total Diet Study Study) project, financed under the 7th
Framework Program of the European Union, the levels of vitamins A and E
were determined in 228 composite samples of foodstuffs representative
of the population consumption. These samples, distributed in 18 food
groups (FoodEx2 classification system), were collected between 2014
and 2015 in the Metropolitan Area of Lisbon (municipalities to the north of
the Tagus River), according to the methodology of the Total Diet Studies.
According to the results, the foods with the highest vitamin A content, the
Butter and the Flemish cheese, belong to groups 3 and 14, respectively.
In relation to vitamin E the highest levels were found in Olive oil, and May-
onnaise and Various sauces, foods of groups 3 and 16, respectively.

_Introdugéo

As vitaminas sado substancias organicas necessarias, em
quantidades muito reduzidas (mg ou ug por dia), para muitos
dos processos essenciais do nosso organismo. As vitaminas
ndo podem ser sintetizadas pelos seres humanos, pelo que
tém de ser obtidas a partir dos alimentos (1:2), com excegéo
da vitamina D, que pode ser sintetizada a nivel cutaneo, e da
vitamina K que é sintetizada a partir da flora bacteriana intes-
tinal, proporcionando grande parte das necessidades didrias.

As vitaminas A e E séo lipossollveis, destacando-se entre
as suas multiplas funcdes o papel importante que a vitamina
A desempenha nos mecanismos associados a visdo e 0 com-
portamento da vitamina E como antioxidante (1:2).

A vitamina A pré-formada é obtida a partir de alimentos de
origem animal, especialmente figado e produtos lacteos que
séo ricos em gordura. No entanto, os precursores da vitamina
A (carotenoides provitamina A, principalmente o (3-caroteno),
que se encontram em alimentos vegetais, especialmente
nos de cor laranja e verde escura, também constituem uma
importante fonte indireta desta vitamina, particularmente no
caso das dietas vegans. A vitamina E ocorre naturalmente em
alimentos de origem vegetal, principalmente nos vegetais ver-
de-escuros, nas sementes oleaginosas, nos 6leos vegetais e
estd também presente em alimentos de origem animal, como
a gema do ovo e o figado (). As quantidades de vitaminas que
0 N0OSSO organismo necessita variam de individuo para indivi-
duo, de acordo com a idade, género, atividade fisica e estado
de saude (1.3). As doses diarias de referéncia (DDR) para os
individuos adultos séo para a vitamina A, 800 ug e para a vita-
mina E, 12 mg ().

Os Estudos de Dieta Total (TDS) sdo uma ferramenta de
saude publica utilizada para determinar a exposi¢ao da
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populacdo a substancias quimicas, benéficas e prejudiciais,
resultante da alimentacéo, analisando os alimentos tal como
consumidos (5:6). No ambito do projeto europeu TDSExposure
financiado no ambito do 7° Programa-Quadro de Investigagao
e Desenvolvimento Tecnoldgico da Comunidade Europeia,
o Instituto Nacional de Saude Doutor Ricardo Jorge (INSA)
participou num TDS piloto que visou a harmonizagéo de
metodologias a nivel europeu. Assim, de acordo com o plano
de amostragem previamente estabelecido, foram recolhidas
e preparadas amostras compostas representativas dos
habitos/consumos alimentares da populacdao portuguesa
com vista a determinacdo de diferentes componentes para
posterior avaliagdo da exposicao/ingestao, pela populacdo
portuguesa, a contaminantes/nutrientes. Neste trabalho
apresentam-se 0s resultados obtidos para a vitamina A
(pré-formada) e para a vitamina E nas amostras recolhidas.

_Objetivo

Determinar os teores em vitaminas A (all-trans-retinol e
13-cis-retinol) e E (dI-a-tocoferol) das 228 amostras com-
postas representativas dos habitos/consumos alimentares
da populacédo portuguesa, preparadas de acordo com a me-
todologia dos Estudos de Dieta Total.

_Materiais e métodos

O planeamento da amostragem, a recolha das amostras e
sua preparacao foram realizados no ambito de um Estudo
de Dieta Total (TDS) piloto enquadrado no projeto europeu
TDSExposure (%), em que se harmonizaram metodologias para
avaliar a exposicao das populagbes a contaminantes e/ou nu-
trientes. Assim, cada uma das 228 amostras analisadas foi
constituida a partir de 12 subamostras, correspondendo a re-
colha de 2736 subamostras na area metropolitana de Lisboa
(municipios a norte do rio Tejo) entre os anos de 2014 e 2015,
de forma a que os valores analiticos fossem representativos do
consumo da populagdo portuguesa, tendo em consideragao
0s respetivos habitos, sazonalidade e as quotas de mercado
dos diferentes produtos. As subamostras, para constituicdo da
amostra a analisar, foram obtidas a partir da parte edivel dos
alimentos preparados na forma como s&o ingeridos.
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As amostras foram classificadas utilizando o sistema
FoodEx2 (7) e distribuidas em 18 grupos: Grupo 2 - Bebidas
alcoolicas, Grupo 3 - Gorduras e 6leos animais e vegetais,
Grupo 4 - Café, cacau, cha e infusdes, Grupo 5 — Pratos com-
postos, Grupo 6 — Ovos e produtos a base de ovo, Grupo 7
- Peixe, produtos da pesca, anfibios, répteis e invertebrados,
Grupo 9 - Fruta e produtos da fruta, Grupo 10 - Sumos e
néctares de fruta e produtos horticolas, Grupo 11 - Cereais e
produtos a base de cereais, Grupo 12 — Leguminosas, frutos
secos, sementes oleaginosas e especiarias, Grupo 13 - Carne
e produtos carneos, Grupo 14 - Leite e produtos lacteos,
Grupo 15 - Produtos para dietas ndo padronizadas, substitu-
tos e suplementos alimentares ou agentes fortificantes, Grupo
16 - Temperos, molhos e condimentos, Grupo 17 — Raizes
ou tubérculos amilaceos e produtos derivados, plantas saca-
rinas, Grupo 18 - Acucar, confeitaria e sobremesas doces a
base de agua, Grupo 19 - Produtos horticolas e derivados,
Grupo 20 - Agua e outras bebidas & base de 4gua.

As determinacdes dos teores de vitamina A (all-trans-retinol,
13-cis-retinol) e vitamina E (dl-a-tocoferol) foram efetuadas
por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) em fase
normal com detetor de fluorescéncia com comprimento
de onda varidvel, utilizando um método acreditado pela
norma ISO/IEC 17025:2005(8), baseado nas normas EN
12822:2000 () ¢ 12823-1:2000 (19), no Laboratério de Quimi-
ca do Departamento de Alimentagao e Nutricdo do INSA. As
quantificacdes foram feitas por calibragao externa recorrendo
a padroes de all-trans-retinol, 13-cis-retinol e dl-a-tocoferol
preparados em 6 niveis de concentragdes. As amostras foram
saponificadas numa solugdo metandlica contendo acido
ascorbico e utilizando uma solucao de hidréxido de potéssio,
foram extraidas com uma mistura de éter de petrdleo e éter
etilico e reconstituidas em fase mével para inje¢ao no sistema
de HPLC, para separacao dos analitos de interesse e respeti-
va quantificacao.
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_Resultados e discussdo

Os teores de vitamina A e de vitamina E das amostras analisa-
das apresentam-se nos graficos 1 a 3.

Nos alimentos do grupo 3, a Manteiga com sal apresentou
teores de vitamina A e de vitamina E de 440 pg/100 g e
1,2 mg/100 g, respetivamente, o Azeite apresentou um teor
de vitamina E de 9,2 mg/100 g (grafico 1). No grupo 5, o Ba-
calhau (Bras, Gomes de S&) e a Omelete séo os pratos com
maior teor de vitamina E, 6,0 mg/100 g e 2,7 mg/100 g, res-
petivamente. A Salada russa, as Agordas e migas, o Baca-
lhau com natas, a Desfeita de bacalhau e a Sopa de tomate
sao fontes de vitamina E. Neste grupo, as Saladas de legu-
minosas e pescado e 0s Hambdrgueres sdo os pratos com
maior teor de vitamina A, 40 ug/100 g, seguidos da Omelete
com 31 ug/100 g. A Francesinha, o Cozido a portuguesa e
0 Bacalhau (Bras, Gomes de S4), sdo também fonte de vita-
mina A (grafico 1). Os Ovos, pertencentes ao grupo 6, séo
também uma importante fonte de vitamina A (59 ug/100g) e
vitamina E (2,8mg/100g) (grafico 1).

No grupo 7, dos produtos com maior teor de vitamina

A destacam-se as Lulas e o Safio com 130 pg/100 g e
105 pg/100 g, respetivamente. A Perca do Nilo, as Conquilhas

e améijoas, o Mexilhdo, o Polvo e a Sardinha apresentaram
valores importantes de vitamina A. Neste grupo, os Douradi-
nhos, o Polvo, o Salmédo e o Safio sdo os produtos analisa-
dos com um teor mais elevado de vitamina E, 5,2 mg/100 g,
1,9 mg/100 g, 1,7 mg/100 g e 1,6 mg/100 g, respetivamen-
te. Lulas, Perca do Nilo, Bodido, Faneca, Goraz e Pargo sao
fontes de vitamina E (gréfico 2). No grupo 9 destacou-se o
teor de vitamina E em Passas de uva, 0,9 mg/100 g, na Mar-
melada, 0,8 mg/100 g e nas Conservas de frutos e no Quivi
com 0,6 mg/100 g (gréfico 2). No grupo 11, os produtos anali-
sados com maior teor de vitamina A foram as Tartes a base de
leite e chocolate com 103 pg/100 g, os Bolos de frutos com
53 ug/100 g e o Péo de 16 e os Croissants com 52 ug/100 g.
Os Bolos de chocolate e os Bolos diversos foram os produ-
tos analisados com maior teor de vitamina E, 5,7 mg/100 g e
4,4 mg/100 g, respetivamente (grafico 2).
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No grupo 12 as Azeitonas e o Amendoim apresentaram
os valores de vitamina E mais elevados, 4,9 mg/100 g e
1,0 mg/100 g, respetivamente, sendo que a Fava, a Ervilha e
0 Grao sado também uma fonte de vitamina E (grafico 3). No
grupo 13 foram analisadas 11 amostras, tendo-se obtido teo-
res mais elevados de vitamina A para o Coelho, 142 ug/100 g
e o Frango, 32 ug/100 g. A Vaca, o Porco e os Enchidos apre-
sentaram os maiores teores de vitamina E, 0,6 mg/100 g
(grafico 3). No grupo 14, o Queijo flamengo apresentou o teor
mais elevado de vitamina A, 203 ug/100 g e de vitamina E,
0,7 mg/100 g e o0 grupo Sobremesas lacteas apresentou um
valor de 49 ug/100 g de vitamina A e 0,4 mg/100g de vitamina
E. O Leite, os logurtes e os Leites fermentados probidticos
sdo também uma importante fonte de vitamina A (gréfico 3).
No grupo 15, a amostra composta por Pratos diversos a base
de soja, e a das Bebidas vegetais, sdo ambas fontes de vi-
tamina E, sendo que as Bebidas vegetais apresentaram um
teor de vitamina A de 18 pg/100 g (grafico 3), corresponden-
do a adicao feita pelos fabricantes. No grupo 16, a Maionese
apresentou o teor de vitamina E mais elevado, 10,5 mg/100g
seguindo-se os Molhos diversos e o Ketchup com 7,9 e
1,0 mg/100 g, respetivamente (gréfico 3). No grupo 19, Pro-
dutos horticolas e derivados, foram analisadas 52 amostras,
das quais se destacam com maiores teores de vitamina E, os
Grelos e as Nabicas com 2,2 mg/100 g e os Cogumelos com
1,8 mg/100 g (gréfico 3).
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Grafico 1: [ Teores de vitaminas A e E, em amostras dos Grupos 2, 3, 4, 5 ¢ 6.

Vitamina A (pug/100g)
Grupos / Amostras 0 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500
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Manteiga com sal
™
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Café, café com leite
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Arroz avalénciana

Arroz de pescado

Arroz de aves

Arroz de horticolas

Arroz de marisco

Bacalhau (brés, gomes de sd)
Bacalhau com natas, Desfeita de bacalhau
Caldeiradas

Caldo verde

Canja de galinha

Pratos diversos a base de carne
Salgadinhos

Cozido a portuguesa

Creme de marisco e sopa de peixe
Dobrada

Empadéo de peixe

Empadao de carne @ Vitamina E (mg/100g)
Feijoada

Francesinha @8 Vitamina A (ug/100g9)

Hamburgueres

Lasanha de carne e vegetariana
Omelete

Pizzas

Puré de batata

Quiches de carne e horticolas
Rancho

Salada de alface e tomate

Saladas de leguminosas e pescado
Salada russa

Sopas de horticolas

Sopas de legumes e leguminosas

Sopa de tomate
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Gréfico 2: [ Teores de vitaminas A e E, em amostras dos Grupos 7, 9, 10 e 11.

Vitamina A (ug/100g)
Grupos / Amostras 0 20 40 60 80 100 120 140
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Uva . .
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Gréfico 3: [ Teores de vitaminas A e E, em amostras dos Grupos 12, 13, 14, 15, 16, 17, 19 e 20.

Vitamina A (ug/100g)

Grupos / Amostras 50 100 150 200 250

o
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Amendoim
Tremogos
Feijdo frade
Grao

12

Feijao
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Porco

Presunto e bacon
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Sobremesas lacteas

Queijo flamengo

Leites fermentados probiéticos

14

logurtes
Leites aromatizados
Leite

Bebidas vegetais

15

Pratos diversos a base de soja

Molhos diversos
Maionese
Ketchup
Vinagre

Caldos de carne

16

17

Batata cozida
Alface

Brécolos

Cebola

Cenoura
Cogumelos [0 Vitamina E (mg/100g9)

Couve branca
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Couve portuguesa
Couves de Bruxelas
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Feijdo verde
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L IT'IITT“I'

19
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Meldo
Meloa
Milho
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Tomate
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20
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_Conclusdes

De acordo com os resultados obtidos os alimentos com maior
teor de vitamina A foram a Manteiga com sal e 0 Queijo flamen-
go. Em relacéo a vitamina E os teores mais elevados foram en-
contrados no Azeite, na Maionese e nos Molhos diversos.

Tendo em consideracéo os teores obtidos, a adogdo de uma
alimentagao variada, sem restricdes, permite a ingestao das
doses recomendadas destas vitaminas sem necessitar de su-
plementacdo. No entanto, apesar da vitamina E estar distri-
buida pela grande maioria dos alimentos, a vitamina A esta
apenas presente nos alimentos de origem animal, pelo que,
individuos com dietas restritivas, com auséncia de alimentos
de origem animal, deverdo incluir na sua alimentagao eleva-
das quantidades de alimentos vegetais contendo [3-caroteno,
ou recorrer a suplementagao.

Este estudo serd complementado com a combinagéo dos teo-
res obtidos nos diferentes alimentos para avaliagao da inges-
tao destas vitaminas pela populacdo portuguesa.
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_Pao do norte de Portugal: um estudo interventivo com vista a reduzir o teor de sal no pao
Salt reduction in different bread types: an intervention study in the Northern Portugal
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_Resumo

O péao é um dos alimentos mais antigos e consumidos em todo o Mundo,
sendo considerado uma boa fonte de diversos nutrientes fundamentais
para o desenvolvimento e saude do organismo. Os dados do Inquérito
Alimentar Nacional e de Atividade Fisica IAN-AF (2015/2016), em Portugal,
identificam o p@o como sendo considerado um dos principais alimentos a
contribuir para a ingestao de sal dos portugueses. A Sociedade Portugue-
sa de Hipertensdao, em colaboragdo com a Associagcdo dos Industriais
de Panificagéo, Pastelaria e Similares do Norte e o Instituto Nacional de
Salde Doutor Ricardo Jorge, desenvolveram um estudo interventivo com
vista a reduzir o teor de sal no pao sem alterar as suas propriedades orga-
noléticas. O objetivo deste estudo foi avaliar o teor de sal em 4 tipos de
péo tradicional: carcaga, regueifa, broa e pdo da avo, antes e depois da
intervencéo planeada. Antes da intervengao verificou-se que os valores
de teor de sal encontrados, em todos os tipos de pao analisados, estavam
abaixo de 1,4 g de sal por 100 g de péo (valor estabelecido pelo Decreto-
-Lei n.° 75/2009, de 12 de agosto) e que, apos intervencao, foi possivel
reduzir para valores entre 0,96 e 1,1 g de sal por 100 g de pao, sem alte-
rar as caracteristicas organoléticas. O estudo realizado demonstrou ser
possivel a reducédo do teor de sal no pao, sem alteragdes adicionais no
processo de produgao, constituindo uma medida de baixo custo que per-
mite a melhoria da salde publica, relativamente a prevengao de doengas
crénicas associadas ao consumo excessivo de sal.

_Abstract

Bread is a key staple in the Portuguese diet and provides many of the
nutrients required for normal development and good health. The National
Food and Physical Activity Survey IAN-AF (2015/2016), in Portugal, identify
bread as one of the main foods contributing to Portuguese salt intake. The
Portuguese Society of Hypertension, in collaboration with the Portuguese
Bakeries Association from North and the National Institute of Health Dr.
Ricardo Jorge, planned an intervention study to reduce the content of salt
in the bread, without changing its organoleptic properties. The objective
of this study was to evaluate the salt content in four types of traditional
bread: “carcaca’, “regueifa’, “broa” e “pdo da avo”, before and after the
planned intervention. It was found that the values of salt content before
the intervention were below the value established in legislation n® 75/2009
of 1.4 g of salt per 100 g of bread and that, after intervention it was possi-

ble to reduce the salt content to values between 0.96 and 1.1 g of salt per
100 g of bread, without changing the organoleptic characteristics. The
study showed that it is possible to reduce the salt content in bread without
additional changes in the production process, and it is a low-cost measure
allowing the improvement of public health in relation to the prevention of
chronic diseases associated with excessive salt consumption.

_Introdugéo

O péo é um dos alimentos mais antigos e consumidos em
todo o Mundo. Este alimento destaca-se pelo seu valor nu-
tricional sendo considerado uma boa fonte de hidratos de
carbono, ferro, magnésio, fibras alimentares e vitaminas do
complexo B, fundamentais para o desenvolvimento e saude
do organismo. E ainda acessivel a grande parte da popula-
cd0 e apresenta uma grande variedade de escolha (1),

O sal contribui de forma fundamental para o sabor do p&o. E
importante pela sua natureza iénica, contribuindo para o con-
trolo da atividade da agua (aW) e, portanto, para o tempo de
vida util do pao.

O cloreto de sédio (NaCl) desempenha um papel importante
no controlo do processo de panificacao, regula a taxa de fer-
mentacao, fortalece o gluten e contribui para o sabor salga-
do, muito apreciado, do pao. E dificil reduzir o teor de sédio
do pao sem comprometer o sabor ou textura dos produtos de
panificagdo. Estratégias diferentes tém sido propostas para
reduzir o teor de sal de alimentos, como por exemplo através
do recurso a outros sais organicos, tais como cloreto de po-
tassio e cloreto de magnésio (2).
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Os dados do Inquérito Alimentar Nacional e de Actividade
Fisica IAN-AF (2015/2016), em Portugal, identificam um con-
sumo elevado associado ao pao e seus subprodutos, sendo
considerados um dos principais alimentos a contribuir para
a ingestao de sal dos portugueses (2).

Deste modo, o pdo tem sido alvo de preocupacao, sobretu-
do pela relagdo entre as quantidades ingeridas e o desenvol-
vimento da Hipertensa@o Arterial, um dos maiores riscos de
salde publica em Portugal e aquele que mais contribui para
a perda de anos de vida saudaveis (4).

A Sociedade Portuguesa de Hipertensao (SPH), em colabo-
rac@o com a Associagao dos Industriais de Panificacéo, Pas-
telaria e Similares do Norte (AIPAN) e o Instituto Nacional
de Saude Doutor Ricardo Jorge (INSA), desenvolveram um
estudo interventivo com vista a reformulacdo da receita, de
forma a reduzir o teor de sal no pao sem alterar as proprieda-
des organoléticas.

_Objetivo

A finalidade deste estudo foi avaliar os teores de sédio, e cor-
respondentes teores de sal, em paes da regiéo norte do pais,
antes e depois de uma intervencdo planeada para reduzir o
teor de sal nas amostras de p&o em estudo, com o objetivo de
motivar 0s associados da Associagao de Padarias do Norte
de Portugal (AIPAN) a reduzir voluntariamente o teor de sal no
pao produzido.

_Materiais e métodos

Foram analisadas 180 amostras de 4 tipos de pao tradicional:
carcaca, regueifa, broa e pao da avd, colhidas em dez pada-
rias (5 padarias controlo e 5 padarias intervencado) de cinco
distritos do norte de Portugal (Aveiro, Braga, Porto, Viana do
Castelo e Vila Real), entre julho e novembro de 2016.

Depois da quantificagdo inicial, que serviu como linha de
base, foi efetuada uma intervencao diretamente nas pada-
rias de forma a diminuir o teor de sal na receita dos quatro
tipos de pdo, sem qualquer alteracao adicional no processo
industrial.
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As amostras foram submetidas a uma digestdo acida por
micro-ondas, tendo os teores de sodio sido analisados por
espectrometria de emissdo atdmica acoplada com plasma
indutivo (ICP-OES). As anélises decorreram de acordo com
0 sistema de garantia da qualidade, cumprindo os requisitos
descritos na norma EN ISO/IEC 17025:2005 (),

Os teores de sal, em g por 100 g de pao, foram calculados
pela formula: sal = sédio x 2,5.

Para avaliar a variavel em estudo, teor de sal, antes e apdés in-
tervencéo, foi aplicado o teste t para amostras emparelhadas
com um nivel de significancia estatistica de 5% (p=0,05).

Figura 1: [ Regido de amostragem do estudo do norte de

Portugal.

Viana
do Castelo
o
Braga
o Vila Real
o

o Porto

Aveiro
o

_Resultados e discussédo

Verificou-se que 0s valores de teor de sal obtidos antes da
intervengéo estavam de acordo com a Lei n.° 75/2009, de 12
de agosto, que estabelece o teor maximo permitido para o
conteldo de sal no pao, apos confecao, em 1,4 g por 100 g
de péo (6),
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Tabela 1:

Valores médios (e desvios padréo) do teor de sal no pdo (g NaCl/100 g p&o), nos diferentes tipos

de péo, antes e pés-intervengéo, e respetivos valores de p obtidos no teste de t-Student efetuado.

Antes - intervengéo (n=120)

Moo € 766 Teor médio Desv~io
de sal (9/100 g) padrao
Carcaga 1,28 0,133
Pao da avo 1,13 0,134
Broa 1,05 0,160
Regueifa 1,22 0,155

*Teste t para amostras emparelhadas

Pela analise estatistica (teste t) observou-se que o0s resulta-
dos obtidos antes e depois da intervengao divergem signifi-
cativamente (p<0,05).

Os teores médios de sal obtidos para os diferentes tipos de
pao antes da intervencao foram de: carcaca- 1,23 g, pdo da
avé- 1,13 g, broa- 1,05 g e regueifa- 1,22 g, por 100 g de pé&o.
Apos a intervencao verificou-se um decréscimo no teor de sal
nos 4 tipos de pao analisados (p<0,05), com teores entre 0,96
(broa) e 1,1 (carcaga) g de sal/100 g.

_Conclusoes

O estudo realizado demonstra que é possivel reduzir o teor
de sal para valores entre 0,96 e 1,1 g de sal por 100 g de
péo, valores inferiores ao estipulado por lei, sem alterar as
caracteristicas organoléticas.

O consumo de sal observado no IAN-AF (2015/2016) facil-
mente ultrapassa a dose diaria recomenda pela Organizacao
Mundial da Saude (OMS) (<5 g de sal/dia). O péo, pelo seu
elevado consumo, tem uma contribui¢ao significativa para o
teor de sal ingerido diariamente pela populagédo portuguesa.
Assim, a redugao do teor de sal no pao, sem alteracdes adi-
cionais no processo de producdo, pode ser uma estratégia
de baixo custo, e elevada eficécia, para a melhoria da saude
publica, relativamente a prevengdo de doencas cronicas,
como as doencas cardiovasculares e hipertensdo arterial
associadas ao consumo excessivo de sal.

P6s-Intervencao (n=60)

Teor médio Desv~io Vel 5
de sal (g/100 g) padrédo
1,10 0,111 0,002
1,00 0,118 0,005
0,96 0,102 0,044
1,02 0,096 0,000
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_Resumo

O consumo excessivo de sal aumenta o risco de doengas crénicas, pelo
que a sensibilizacdo da populagdo é uma medida recomendada pela Orga-
nizagdo Mundial de Saude (OMS) e pela Direcao-Geral da Saude (DGS)
para a diminui¢céo do seu consumo. O objetivo deste estudo foi estimar a
prevaléncia relativa a preocupacgdo com o consumo de sal, em 2014 ¢ 2018
em Portugal, avaliar a sua evolugao e caracterizar o perfil sociodemografi-
co dos participantes que manifestaram preocupagao com o consumo de
sal nos dois anos em analise. Os dados foram recolhidos no ambito do
inquérito telefonico ECOS (Em Casa Observamos Saude) para esses anos.
Em 2014, 77% dos inquiridos referiram ter preocupagao quanto ao consu-
mo de sal face a 75% em 2018. Em ambos os anos, as mulheres revelaram
uma maior preocupagao quanto ao consumo de sal, comparativamente
ao sexo masculino, embora essa diferenca fosse mais evidente em 2014,
Adicionalmente, verificou-se que a preocupagao com o consumo de sal
aumenta com a idade, sendo o grupo etario com mais de 65 anos o que
registou uma maior preocupagao relativamente ao consumo do sal, nos
dois anos em analise. Nao se observaram diferencas estatisticamente
significativas entre os niveis de escolaridade ou as regioes.

_Abstract

Excessive salt consumption increases the risk of chronic diseases. Thus
raising awareness is a measure to reduce its consumption, recommended
by the World Health Organization (WHO) and the Portuguese Directorate
General of Health. The aim of this study was to estimate the prevalence
of individuals who reported awareness regarding their salt consumption
in 2014 and 2018, and to investigate its distribution among several socio-
demographic characteristics. Data was collected by means of a national
representative panel telephonic survey, ECOS. In 2014, 77% of respond-
ents reported watching or reducing salt consumption, compared to 75% in
2018, but this difference between years was not significant. In both years,
women were more aware of salt intake than men, although this difference
was more significant in 2014. Additionally, awareness regarding salt con-
sumption increased with age, with the age group over 65 years old being
the most aware, in the two years under analysis. No statistically signifi-
cant differences were found among the different educational level groups,
or regions.

_Introdugéo

O consumo excessivo de sal aumenta o risco de doencgas cro-
nicas, nomeadamente hipertensdo, acidente cardiovascular
cerebral (AVC), doenca coronéria e obesidade (1*4), pelo que a
sensibilizacéo da populagao é uma medida recomendada pela
Organizacao Mundial de Saude (OMS) e pela Diregao-Geral
da Saude (DGS) para a diminuicdo do seu consumo. O sodio
(principal componente do sal) esta presente no sal de mesa e
em diversos alimentos, nomeadamente carnes processadas,
produtos panificados como pao ou bolos, e comidas de con-
fecéo rapida (1.5), A alteracdo dos padrdes alimentares que
tendem a favorecer o aumento da frequéncia e oferta de ali-
mentos desta natureza, a par com limitagdes na leitura e inter-
pretacao de rétulos no momento da compra, contribui para o
aumento da prevaléncia de patologias crénicas (1:6-12),

Objetivos

O presente estudo tem como objetivos: i) estimar a prevalén-
cia relativa a preocupacao da populacao residente em Portu-
gal continental com o consumo de sal, em 2014 e 2018, e
avaliar a evolugéo deste indicador entre os dois anos em ané-
lise; ii) caracterizar o perfil sociodemografico dos participan-
tes que manifestaram preocupagao com o seu consumo de
sal, em 2014 e 2018.

Material e métodos

Os dados utilizados sao provenientes dos inquéritos ao
painel ECOS (Em Casa Observamos Saude), conduzidos
pelo Departamento de Epidemiologia do Instituto Nacional
de Saude Doutor Ricardo Jorge (INSA) nos anos de 2014 e
2018, respetivamente. As amostras, com delineamento pro-
babilistico e multi-etapico, tiveram como base as Unidades

31



Observagbes_ Boletim Epidemiolégico

(’ nstiuto_Nacional de Saude

de Alojamento (UA) de Portugal com telefone fixo e movel,
e foram selecionadas de modo a serem representativas das
populagdes das regides (NUTS Il de 1989 (13)) de Portugal
continental em 2014 e de Portugal em 2018. Por esta razao,
este estudo foi restringido aos respondentes residentes em
Portugal continental, respetivamente, 795 individuos em
2014 e 962 individuos em 2018.

A preocupacdo com o consumo de sal foi avaliada através da
pergunta: “Atualmente tem atencéo, ou esta a tentar reduzir o
seu consumo de sal?”, pelo que consideramos que a pergun-
ta abrange o sal adicionado durante a confecdo doméstica de
refeicdes, ou o sal contido pela ingestao de alimentos ja con-
fecionados. As estimativas de prevaléncia foram obtidas com
ponderagdo para a idade, sexo, regiao e desenho amostral.
Uma vez que existe evidéncia cientifica que aponta para que
0 consumo de sal esteja associado & idade e ao género (14),
as comparacdes entre os estratos de nivel de escolaridade e
regiao, foram feitas através da prevaléncia padronizada para a
idade e sexo, pelo método directo, utilizando como populacdo
padrdo a distribuicdo da populagdo portuguesa do Continente
por sexo e grupo etario, em 2014 e 2017 (dados Instituto Na-
cional de Estatistica, INE (15)). Foram ainda, realizadas com-
paragdes bivariadas entre 2014 e 2018 utilizando o teste do
qui-quadrado de Pearson, e definindo o nivel de significancia
<0.05. Todas as andlises estatisticas utilizaram o programa
STATA, versao 15.1 para Windows® (Stata Corp, College Sta-
tion, TX, USA).

_Resultados

Em 2014, verificou-se que 77,3% da populacdo manifestou ter
preocupacdo quanto ao seu consumo de sal, sendo que em
2018, este valor diminuiu para 75,2%, ainda que de forma nao
estatisticamente significativa. Todavia, esta variagdo nao foi
sentida de forma igual entre todos os grupos etarios, sexos,
niveis de escolaridade, ou regides.

Em ambos os anos, a prevaléncia de mulheres preocupadas
com 0 seu consumo de sal foi mais elevada do que nos
homens: 82,3% para o sexo feminino face a 71,6% para o
sexo masculino em 2014, e 77,6% para o sexo feminino face
a 72,4% para o sexo masculino em 2018 (tabela 1). Contudo,
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apenas no ano de 2014, esta diferenga entre géneros foi es-
tatisticamente significativa (p<0,05).

A preocupacao com o consumo de sal revelou uma tendéncia
crescente e estatisticamente significativa com o aumento da
idade, nos dois anos em analise. Em 2014, no grupo etério 65
ou mais anos 83,5% dos individuos referiu ter preocupagao
com o consumo de sal, seguido pelo grupo etario dos 45 aos
64 anos com 82,4% e por ultimo, pelo grupo etario dos 15
aos 44 anos com 70,2% (tabela 1). Em 2018, também se veri-
ficou este padrao, muito embora o grupo com idades compre-
endidas entre 0s 45 e 0s 64 anos tenha sofrido uma redugao
(73,1%) e o grupo sénior um ligeiro aumento (86,4%).

Tabela 1: [ Estimativas de prevaléncia de preocupagao com o
consumo de sal na populagao residente em Portu-
gal continental, por sexo e grupo etério, em 2014
e 2018.
2014 2018
% IC 95% % IC 95%
Sexo
Masculino 71,6  [62,8; 79,0] 72,4 [65,3; 78,5]
Feminino 82,3 [75,9; 87,3] 77,7 [71,9; 82,6]
Grupo etario
15-44 70,2 [61,1;78,0] 701 [61,4; 77,6]
45-64 82,4 [74,2; 88,3] 731 [66,6; 78,8]
65+ 83,5 [73,0;90,4] 86,4 [81,2;90,3]

Ainda que de forma nao significativa, quer em 2014, quer em
2018, a preocupagao com a ingestdo de sal foi mais frequen-
te na populacdao com menor nivel de escolaridade (ensino
basico) comparativamente a populacdo com maior nivel de
escolaridade (ensino superior): 81,1% face a 73,3%, respeti-
vamente em 2014, e 77,3% face a 70,5%, respetivamente em
2018. Este padrao nado se alterou com a padroniza¢éo para o
sexo e idade (tabela 2).

Entre 2014 e 2018 ndo se observaram diferencas estatistica-
mente significativas para a preocupag@o com o consumo de
sal entre as cinco NUTSII do Continente (tabela 2). Apds pa-
dronizacdo para o sexo e a idade, a regido de Lisboa obteve
o0s valores mais elevados (86,1%), em 2014, e a regido Centro
0 menor valor (71,3%). Em 2018, observou-se uma alteracao



onal de Saude

Ricardo Jorge

Tabela 2:

Observagbes_ Boletim Epidemiolégico

2019

nimero

Estimativas de prevaléncia (bruta e padronizada) de preocupagédo com o consumo de sal

em Portugal continental, por nivel de escolaridade e regido NUTS Il, em 2014 e 2018.

Sem padronizacao

Com padronizacao

2014 2018 2014 2018
% IC 95% % I1C 95% % IC 95% % IC 95%

Escolaridade

Bésico 81,1  [73,3; 87,0] 77,3  [71,5;82,2] 79,3  [69,0; 86,9] 75,6  [68,1; 81,8]

Secundério 76,0  [64,5; 84,6] 74,8 [65,6; 82,2] 77,4 [67,2;851] 754  [67,7; 81,7]

Superior 73,3  [62,9; 81,7] 70,5 [59,5; 79,6] 74,9  [66,5; 81,8] 75,7 [66,7; 82,9]
Regiao

Norte 75,0 [64,1; 83,5] 72,7  [63,7;80,2] 76,2  [66,3; 83,9] 74,0  [66,0; 80,7]

Centro 70,7 [58,4; 80,5] 78,8 [70,6; 85,2] 71,3 [60,3; 80,3] 78,1  [69,9; 84,6]

Lisboa 84,4  [76,4; 90,0] 741 [64,8; 81,7] 86,1  [79,0; 91,0] 73,3  [63,8; 81,1]

Alentejo 76,5 [66,0; 84,5] 81,8  [74,0; 87,7] 72,3 [59,2; 82,4] 81,0  [73,3; 87,0]

Algarve 78,3 [65,5; 87,3] 731 [64,3;80,4] 81,1 [72,8; 87,3] 72,2 [63,6;79,4]

deste padrdo, sendo que 81,0% dos individuos da regido
Alentejo referiu ter preocupagao com o sal, contra 72,2% de
inquiridos no Algarve.

_Discussao e conclusdes

Os resultados mostram que nao existiram diferencas signifi-
cativas na preocupacdo com o consumo de sal, entre 2014 e
2018. Segundo um estudo da responsabilidade da Socieda-
de Portuguesa de Hipertenséao, realizado em 2013, com o in-
tuito de avaliar a prevaléncia de hipertensao e o consumo de
sal na populacdo portuguesa, apesar de se terem verificado
melhorias no espaco de uma década relativamente a este in-
dicador, o consumo de sal em Portugal (10,7g sal/dia) ainda
permanecia praticamente o dobro do preconizado pela OMS
(5,5-6,0g sal/dia) (16).

Relativamente a distribuicéo por género, em 2014 as mulhe-
res tinham, de forma significativa, maior preocupagao com
0 consumo de sal do que 0s homens. Este dado é coerente
com outros estudos (14:17) que revelam que as mulheres de-
monstram maior preocupagao com a sua saude do que 0S
homens, nomeadamente, em relacdo a comportamentos e
fatores de risco que podem ser modificados.

Também se verificou que a preocupagao com o consumo de
sal aumenta com a idade, de forma significativa entre 2014 e
2018, 0 que podera estar relacionado com o facto da preva-
léncia de doengas cronicas e, consequentemente, o controlo
alimentar como forma de tratamento e prevengao, aumentar
nos estratos etarios mais velhos. Um estudo realizado na po-
pulacdo australiana (14), quanto & sua percepgao e compor-
tamentos autorreportados no consumo de sal, mostrou que
0s mais idosos s&o mais propensos a nao adicionar sal na
comida, a comprar comida com baixo teor de sal, e tém mais
conhecimentos sobre os efeitos adversos deste elemento, 0
que corrobora os resultados encontrados neste trabalho.

Apos padronizacao pela idade e género, ndo se encontraram
diferencas entre os estratos de escolaridade e regido, para
cada um dos anos em andlise. Contudo, a luz da evidéncia
atual sobre o efeito da escolaridade na adopc¢édo de atitudes
mais protetivas na satde (1719, sera de considerar uma andli-
se estatistica mais complexa, com o intuito de avaliar se existe
uma maior prevaléncia de doencas cronicas nos individuos
com menor escolaridade que poderé estar a condicionar a
sua atengdo ao consumo de sal como forma de tratamento da
doenga.
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De notar que outras questdes deverdao ser exploradas no
futuro. Em particular: i) averiguar factores que possam ter
contribuido para a diminuigdo da preocupagdo com o con-
sumo de sal, no grupo etario dos 44 os 65 anos; ii) a nivel
do género seria Util investigar fatores que explicassem as
diferencas encontradas para a preocupacdo com o sal nas
mulheres, entre 2014 e 2018, tais como a quantidade de re-
feicdes preparadas em casa; iii) por fim, seria interessante
perceber se existe um possivel aumento de doencas créni-
cas nos individuos com escolaridade mais baixa, que podera
estar a influenciar a sua preocupacéao relativamente ao con-
sumo de sal.
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_Resumo

A utilizagdo de nanomateriais (NMs) em setores variados, designadamen-
te, agricultura e industria alimentar, encontra-se amplamente disseminada.
Assim, muitos produtos alimentares contém NMs, sendo provavel a sua in-
gestao pelo homem. Torna-se, pois, essencial garantir que esses NMs in-
geridos nao produzem efeitos adversos, nomeadamente, genotoxicidade
que se relaciona com carcinogénese. Neste estudo, pretendemos avaliar
uma possivel associacé@o entre as propriedades fisico-quimicas de NMs
com a mesma constituigdo quimica, dioxido de titénio (TiOy), e 0s seus
efeitos biologicos em células humanas e, por outro lado, identificar as pro-
priedades que determinam a sua toxicidade. Para tal, analisou-se a citoto-
xicidade de um conjunto de quatro NMs de TiO, tendo-se observado que
apenas um deles induzia morte celular. Relativamente aos efeitos genotoxi-
cos, apesar de nenhum NM ter induzido alteragdes cromossémicas (ensaio
do micronucleo), observou-se que apenas 0s NMs na forma cristalina ana-
tase (mas nao rutilo) induziam efeitos lesivos no DNA (ensaio do cometa).
Neste Ultimo ensaio, verificou-se ainda a existéncia de uma correlagao in-
versa entre o tamanho do NM em meio de cultura e a sua genotoxicidade.
Futuramente, investigaremos o efeito do processo de digestao nas caracte-
risticas destes NMs, bem como nos seus efeitos genotdxicos in vitro, visan-
do a tradugao dos resultados em potenciais implicagcdes na saude humana.

_Abstract

The use of nanomaterials (NMs) in a variety of sectors, e.g., agriculture
and the food industry, is widely disseminated. Thus, many food products
contain NMs that are likely to be consumed by humans. It is therefore es-
sential to ensure that these ingested NMs do not produce adverse effects,
namely genotoxicity which is related to carcinogenesis. In this study, we
intended to evaluate a possible association between the physicochemical
properties of NMs with the same chemical constitution, titanium dioxide
(TiOp), and their biological effects on human cells and, on the other hand,
to identify the properties that determine their toxicity. For this purpose,
the cytotoxicity of a set of four TiO, NMs was analysed and the results
showed that only one of them was able to induce cell death. Regarding the
genotoxic effects, although none of them induced chromosomal changes
(micronucleus assay), the NMs in the anatase (but not rutile) crystalline
form were able to induce DNA damage (comet assay). In the latter assay
the existence of an inverse correlation between the NM size in culture me-
dium and its genotoxicity was also verified. In the future, we will investiga-
te the effect of the digestion process on the characteristics of these NMs,
as well as on their genotoxic effects in vitro, with the goal of translating
the results into potential implications for human health.

_Introdugéo

A tecnologia baseada nos nanomateriais (NMs) é uma tecnolo-
gia-chave facilitadora, com potencial para melhorar a qualida-
de de muitos tipos de produtos e processos com aplicagoes
variadas, designadamente, na agricultura e na industria
alimentar (). Muitos produtos de consumo atualmente dispo-
niveis contém NMs, por exemplo, na forma de nano-encapsu-
lados ou de aditivos alimentares com diéxido de titanio (TiO,)
ou silica amorfa sintética na forma nanoparticulada (). Para
além destes, muitos outros NMs estdo em desenvolvimento,
como a nanocelulose (2) e nanoformulagdes de pesticidas (3.
A exposicao humana a NMs por via oral pode ocorrer quer di-
retamente, através do consumo de produtos ou medicamen-
tos que os contém, quer indiretamente, através da ingestao de
alimentos contaminados com NMs provenientes do meio am-
biente ou cedidos por materiais de embalagem ().

Uma das maiores preocupacdes para a saude publica assen-
ta no facto de alguns dos NMs ingeridos poderem produzir
efeitos adversos (Adverse Outcome, AO) no organismo, tais
como genotoxicidade, que se relaciona com o seu potencial
de induzir o desenvolvimento de processos cancerigenos.
Embora os potenciais efeitos deletérios dos NMs tenham sido
alvo de investigacao alargada nos ultimos anos, os resultados
gerados tém sido contraditérios, possivelmente devido a dife-
rengas nas suas propriedades fisico-quimicas primarias que
influenciam a sua toxicidade, ou nos testes e condicoes expe-
rimentais utilizados. Para além desses fatores, devera ter-se
ainda em conta que as propriedades dos NMs podem ser mo-
dificadas por influéncia da matriz circundante, por exemplo, 0
seu contetdo em proteinas, sendo que as denominadas pro-
priedades secundarias dos NMs séo, por esse motivo, consi-
deradas como dependentes do contexto (5).
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_Objetivo

O presente estudo integra-se no Projeto INGESTnano, recente-
mente iniciado, cujo objetivo principal consiste em investigar
as interacdes nano-bio através da elucidacao de acontecimen-
tos-chave ao nivel celular e molecular despoletados por NMs
de didxidos de titanio (TiO,) utilizados em alimentos - na ca-
deia de relacéo entre a exposicao e 0 AO, de acordo com o en-
guadramento perspetivado pelo “Adverse Outcome Pathway”
da Organizacao para a Cooperagao e Desenvolvimento Eco-
némico OCDE (6). Assim, pretende-se avaliar se NMs com a
mesma constituigdo quimica, mas propriedades fisico-quimicas
distintas, podem produzir efeitos bioldgicos distintos em células
humanas e identificar qual/quais dessas propriedades seréo
determinantes para o efeito toxicoldgico observado.

_Materiais e métodos

Selecionou-se um grupo de nanomateriais de TiO, (fornecidos
pelo Joint Research Centre, JRC: NM-101, NM-102; ou Frau-
nhofer Institute: NM-100, NM-103) de propriedades fisico-
quimicas previamente descritas (7). Dispersaram-se estes
NMs em meio aquoso (&), analisou-se a distribuicdo de tama-
nhos dos NMs nesse meio por dynamic light scatering (DLS).
Expuseram-se as células humanas aos NMs para analise dos

Gréfico 1:

—

LS & N

efeitos citotoxicos (ensaio MTT) e genotdxicos in vitro (ensaio
do cometa e ensaio do micronucleo), conforme descrito em
Louro et al. (2019) (9).

_Resultados e discussdo

A analise da dispersao dos NMs demonstrou que, para todos 0s
NMs a excecao do NM-103, se obtiveram dispersdes homogéneas,
mesmo apos diluicao em meio de cultura onde, para além das parti-
culas, se detetaram também agregados do NM (10),

Por sua vez, através do ensaio do MTT nao se verificou al-
teracdo da viabilidade celular, apds exposi¢do a cada NM
durante 24h, com excecdo do NM-102 que induziu mor-
te celular em relacdo direta com a sua concentragdo no
meio de cultura (grafico 1). Embora ndo se tenham tam-
bém observado alteracées nos cromossomas, isto €, efeitos
clastogénicos/aneugénicos, através do ensaio do micronu-
cleo (9), 0 ensaio do cometa permitiu a detecdo de lesdes
na molécula do DNA, em células expostas apenas durante
3h aos NMs na forma cristalina anatase (NM-100, NM-101 e
NM-102), mas ndo nas expostas a forma rutilo (NM-103;
grafico 2). Assim, a fase cristalina do NM de TiO, podera ser
determinante do seu efeito genotdxico, no que diz respei-
to ainducéo de quebras de cadeia dupla e simples no DNA.

Efeitos citotdxicos dos NMs de TiO, em estudo, expressos em termos da viabilidade celular relativa

ao valor do controlo, caracterizados através do ensaio de MTT em células expostas por 24h.

140 * NM-100
NM-101
120 = NM-102
[ - NM-103
£ 100 i______—?
- — —
E
5 80 [
O
(0]
©
S 60
E
a
> 40 T e
20 1
0
0 20 40 60 80 100 120

Concentragao de NM (ug/cm2)



(’ nsttvto_Nacional de Saude Observagoes_ Boletim Epidemiolégico
Doutor Ricardo Jorge

artigos breves_ n. 7

Grafico 2: [} Lesdes no DNA (quebras de cadeia simples e dupla) quantificadas através do ensaio do cometa
em células expostas por 3h a cada NM de TiO,.
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FPG - enzima formamidopirimidina DNA glicosilase que permite a detegé@o de lesdes oxidativas no DNA.
* Significativamente diferentes do controlo (p <0,05); ensaio sem FPG; ** Significativamente diferentes do controlo: ensaio com FPG.

No entanto, uma exposicao de 24h nao evidenciou lesoes sig-
nificativas no DNA, possivelmente devido a reparacao das le-
sdes imediatamente induzidas (detetadas as 3h de exposicao),
através da atuagao dos mecanismos de reparagao nesta jane-
la temporal.

A aplicacéo de uma analise de correlagao entre as proprieda-
des fisico-quimicas de cada NM e os seus efeitos genotoxi-
cos (quebras no DNA) sugeriu que o tamanho médio dos NMs
em meio de cultura, um meio complexo com elevado conteu-
do proteico, se relaciona inversamente com a sua genotoxici-

dade, podendo considerar-se também como um determinante
relevante da genotoxicidade de cada NM (r=0.721, p=0.004;
andlise de correlagdo de Pearson). Nesta perspetiva, um au-
mento do tamanho médio dos NMs de TiO,, favorecera a sua
seguranca.

Futuramente, 0s novos estudos a desenvolver incluirdo a apli-
cacao de um modelo de digestao simulada (") para investigar
o efeito do processo de digestao nas caracteristicas dos NMs
de TiO,, bem como nos seus efeitos genotoxicos in vitro, por
forma a inferir as suas implicacdes na salde humana.
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_Resumo

A epidemiologia das infecdes fungicas invasivas tem vindo a alterar-se com
0 surgimento de novos agentes etioldgicos. A Rede Nacional de Vigilancia
Laboratorial de Infecdes Fungicas Invasivas e Subcutaneas (IFl) teve inicio
em 2013 com o objetivo de melhor compreender a epidemiologia destas
infecdes em Portugal. O objetivo deste estudo é analisar os dados obtidos
através da Rede entre junho de 2013 e setembro de 2018. Os laboratérios
participantes asseguram a comunicagao dos casos de IFls ao Laboratorio
Nacional de Referéncia do INSA, enviando amostras biolégicas ou isola-
dos, acompanhados de um inquérito contendo informagdes demograficas,
laboratoriais e avaliagbes clinicas dos doentes com suspeita de infegéo
fungica. O estudo incluiu: i) casos de infecao fungica invasiva (IFl) por
fungos filamentosos/dimorficos, i) casos de IFl provavel, de acordo com
os critérios estabelecidos pelo EORTC/MSG 2008, e iii) casos de infegdes
fungicas subcutaneas. As infecdes por leveduras ndo foram incluidas. Entre
junho de 2013 e setembro de 2018, foram incluidos 52 casos, distribuidos
da seguinte forma: IFI comprovada (por fungos filamentosos) (n=9); Infecéo
fungica subcutanea (n=17); Infegdo por fungos dimoérficos endémicos (n=9),
totalizando 67% de casos de IFI comprovados (n=35) e 33% de casos IFl
provavel (n=17). Os dados obtidos chamam a aten¢édo para a grande diver-
sidade de espécies envolvidas em infecdes fungicas profundas, com impli-
cagdes para o diagndstico clinico/laboratorial bem como para o tratamento
destas infegdes.

_Abstract

The epidemiology of deep fungal infections has been changing with the
emergence of new species as etiological agents. The National Laboratory
Surveillance Network for Invasive and Subcutaneous Fungal Infections (IFls)
began in 2013 with the aim of better understanding the epidemiology of inva-
sive and subcutaneous fungal infections in Portugal. The goal of this study
is to analyse the data obtained from this Network between June 2013 and
September 2018. The participating laboratories ensured the reporting of

1) Laboratdrio Nacional de Referéncia para Infecdes Parasitarias e Fungicas. Departamento de Doengas Infeciosas, Instituto Nacional de Saude Doutor Ricardo Jorge, Lisboa, Portugal.
2) Laboratdrio de Microbiologia. Hospital Egas Moniz, Centro Hospitalar de Lisboa Ocidental, Lisboa, Portugal.

8) Laboratério de Microbiologia, Centro Hospitalar de entre Douro e Vouga, Santa Maria da Feira, Portugal.

suspected or confirmed IFls cases to the National Reference Laboratory of
INSA, by sending biological samples or isolates, accompanied by a survey
containing demographic information, laboratory and clinical evaluation of
patients with suspicion of having an IFls. The study included: i) cases of inva-
sive fungal infection (IFl) caused by filamentous/dimorphic fungi, ii) cases of
probable IFl, according to the criteria established by EORTC/MSG 2008, and
iii) cases of subcutaneous fungal infections. Yeast infections were not inclu-
ded. Between June 2013 and September 2018, 52 cases were included. The
cases were distributed as follows: Proven IFl (by filamentous fungi) (n=9);
Subcutaneous fungal infection (n=17); Infection due to endemic dimorphic
fungi (n=9), totalizing 67% of proven IFl cases (n=35) and 33% of probable
IFI cases (n=17). The obtained data raise the awareness to the great diversi-
ty of species involved in deep fungal infections, with implications to the
clinical/laboratory diagnosis of these infections as well as their treatment.

_Introdugéo

Nas Ultimas décadas tem-se observado um aumento da inci-
déncia de infegbes fungicas profundas, devido principalmen-
te a uma maior utilizacdo de procedimentos invasivos e ao
aumento da prescricao de terapéutica (). A epidemiologia
destas infecoes tem vindo a modificar-se com a emergéncia
de novas espécies enquanto agentes de infecdo fungica (2).

A Rede Nacional de Vigilancia Laboratorial das Infecdes Inva-
sivas e Subcutaneas (IFls) iniciou-se em 2013 com o objetivo
de melhor conhecer a epidemiologia das infecdes fungicas in-
vasivas e subcutaneas em Portugal.
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A componente laboratorial da Rede IFIs é assegurada por 15
laboratérios de microbiologia de unidades hospitalares per-
tencentes ao Servico Nacional de Saude (SNS) (figural). Os
laboratérios participantes asseguram a comunicagao dos
casos suspeitos e/ou confirmados de IFls ao Laboratdrio Na-
cional de Referéncia para Infecdes Parasitarias e Flungicas
do Instituto Nacional de Saude Doutor Ricardo Jorge (INSA),
com o envio de amostras bioldgicas e/ou isolados fungicos,
acompanhadas de um inquérito no qual consta informagao
demografica, laboratorial e clinica dos doentes com IFls. O
Laboratdrio do INSA efetua a caracterizagédo fenotipica e mo-
lecular dos isolados recebidos e analisa 0s casos obtidos da
Rede IFls.

Figura 1: Distribuicdo geografica das unidades hospitalares

participantes na Rede Nacional para Vigilancia La-
boratorial das Infegdes Flngicas Invasivas e Sub-
cutaneas (5 distrito de Lisboa; 3 distrito do Porto e
1 laboratdrio nos restantes distritos assinalados).
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_Objetivo

Anélise dos dados de obtidos através da Rede Nacional para
Vigilancia Laboratorial das Infe¢des Fungicas Invasivas e Sub-
cutaneas entre junho de 2013 e setembro de 2018.

_Material e métodos

Recolha de dados

Cada unidade hospitalar designou um responsavel por reunir
ainformagao clinica, laboratorial e epidemioldgica, dos casos
a notificar a Rede através do preenchimento de inquérito de-
senhado para o efeito. O formulario inclui os dados demogra-
ficos do doente, os dados clinicos, micoldgicos e fatores do
hospedeiro que podem potenciar o aparecimento de IFls. Do
inquérito constam ainda questdes relativas a fatores de risco
para infecdo fungica invasiva, bem como questoes sobre a
terapéutica e o outcome 30 dias apoés tratamento.

Os fatores de risco foram divididos em trés grupos: 1) fatores
de imunossupressao (quimioterapia, transplante de medula
hematopoiético, transplante de medula 6ssea alogénico, trans-
plante de 6rgéo solido, infecdo HIV/SIDA, outro disturbio com
necessidade de imunossupressao); 2) trauma/intervencao
(internamento na unidade de cuidados intensivos (UCI), cirurgia
invasiva, queimadura, traumatismo penetrante; 3) doencas
cronicas/fatores comportamentais (alcoolismo, doenca pulmo-
nar obstrutiva crénica (DPOC), diabetes mellitus, doenca
renal/hepética cronica, viagem a regido de infecoes fungicas
endémicas, nascimento prematuro).

Critérios de incluséo

Foram incluidos nesta analise: i) casos de infecdo fungica
invasiva (IFl), causadas por fungos filamentosos/dimorficos,
comprovadas por microscopia ou cultura positiva a partir de
amostras estéreis, colhidas por biépsia ou por pungao, ii)
casos com diagnéstico de IFI provavel segundo os critérios
estabelecidos pelo EORTC/MSG (European Organization
for Research and Treatment of Cancer/Invasive Fungal
Infections Cooperative Group and the National Institute of
Allergy and Infectious Diseases Mycoses Study Group) (3),
quando devidamente fundamentados, nomeadamente: iso-
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lamento de fungos filamentosos a partir de amostras respi-
ratérias, provenientes de doentes com fatores de risco para
IFI (de acordo com os critérios estabelecidos e devidamente
referenciados no inquérito clinico) e iii) casos de infegdes
fungicas subcutaneas. Nao foram inclufdos no estudo as
infegdes por leveduras.

Identificacé@o dos fungos isolados em cultura

Sempre que se observou uma cultura positiva, 0s fungos
isolados foram enviados ao INSA para identificagdo da
espécie/género. Numa primeira fase, os fungos isolados
foram identificados com base na observagao da sua morfolo-
gia macro e microscépica, de acordo com o descrito no atlas
de identificacdo (4). Para confirmagdo da identificacdo ao
nivel da espécie, efetuou-se extracdo do DNA total das col6-
nias fungicas por sequenciagao da regiao ITS (internal trans-
cribed spacer) do DNA ribossomal (5) ou, no caso do género
Aspergillus, sequenciando a regiao codificante para a protei-
na calmodulina. As sequéncias obtidas foram comparadas
com as sequéncias depositadas em bases de dados Basic
Local Alignment Search Tool (BLAST) - National Center for
Biotechnology Information/US National Institutes of Health
e Westerdijk Fungal Biodiversity Institute.

_Resultados

No periodo compreendido entre junho 2013 e setembro de
2018 foram incluidos 83% dos casos notificados a Rede
(52/63) provenientes de 13 distritos de residéncia do doente,
sendo a maioria do distrito de Lisboa (grafico 1).

Os casos declarados a Rede distribuiram-se do seguinte
modo: IFI comprovada (por fungos filamentosos) (n=9), infecéo
subcutanea comprovada (excluindo fungos dimoérficos) (n=17);
infecdo por fungos dimérficos endémicos (n=9), totalizando
67% de IFI comprovadas (n=35) e 33% de IFI provaveis (n=17)
(tabela 1).

Em geral, as infegOes fungicas foram mais frequentemente
notificadas nos individuos do género masculino (n=36), nao
se tendo observado, no entanto diferenga quanto ao género
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nas infecoes fungicas subcutaneas. A mediana das idades
do total de doentes foi de 59 anos (3-90 anos).

A anélise dos casos revelou uma predominancia de infegdes
localizadas (n=46), tendo-se observado infe¢cdes dissemina-
das em apenas 6 casos. Destes, 3 foram classificados como
IFl provada, 1 como IFl provével e 2 doentes com infegao por
fungos dimérficos endémicos.

Relativamente ao outcome, foi possivel ter resposta em
40% (n=21) dos casos, tendo-se verificado resposta par-
cial/completa a terapia (n=12), sem resposta a terapia (n=2)
ou Obito devido a infecdo fungica (n=7). Nestes 21 casos a
letalidade relacionada a IFI foi de 33,3% (7/21) (tabela 1).

Em 67% dos casos (n=35) obteve-se resposta para a questao
relativa aos fatores de risco, tendo-se observado que a maioria
dos casos (n=27) apresentou apenas um fator de risco, enquan-
to oito casos apresentaram dois ou mais fatores de risco. Os fa-
tores risco do grupo “Doencas créonicas/Fatores comportamen-
tais”, foram os mais frequentemente assinalados nas infecdes
por fungos dimdrficos endémicos (Histoplasma capsulatum,
Paracoccidioides brasiliensis), sendo os fatores “Estadia em
zonas de fungos endémicos” e “Alcoolismo” os predominantes,
pelo que todas as infe¢cdes por fungos dimorficos endémicos
foram consideradas como casos de importagao.

Nas infecoes comprovadas e provaveis por fungos filamento-
s0s, os fatores de risco mais referenciados foram associados
a Imunossupressao sendo o fator “Outros disturbios com ne-
cessidade de imunossupresséo incluindo esteroides” o fator
mais referenciado, seguido de “Transplante de medula/érgéo
sélido” No gréfico 2 encontram-se apresentados e discrimina-
dos os fatores de risco anteriormente descritos quer para a IFl
provada quer para a IFl provavel. Nas infecdes subcutaneas,
o fator de risco “Traumatismo penetrante” foi referenciado em
24% (4/17) dos casos.
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Gréfico 1: [ Distribuicdo dos casos de infegdes invasivas e subcutaneas (IFls) por distrito de residéncia, 2013-2018 (n=52).
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Tabela 1: [/ Distribui¢do de casos por tipo de infegdo fungica, de acordo com género, idade (mediana), fatores
risco associados localizagéo de infecdo e outcome (n=52).

Infegdes fungicas invasivas (IFl) comprovadas

IFI
I 1 IFI provavel
l(por fungos (por fungqs q|morf|cos SubeuiEnca
filamentosos) endémicos)
Total de casos 9 9 17 17
Sexo masculino (36) 6 8 8 14
Dados Sexo feminino (16) 3 0 9 4
demograficos
Mediana das idades 63 anos 64 anos 65 anos 54 anos
Trauma/Intervencao (18) 8] 0 7 8
Fatores de risco -
Imunossupressao (19) 2 3 6 8
Doencas croénicas/ 5] 16 1 6
comportamentais (28)
Tipo de infecao Infegao localizada (46) 6 7 17 16
Infegao disseminada (6) 8 2 0 1
Resposta ao tratamento 2/3 4/6 4/5 2/5
Outcome L . . . . ~
Obito devido a infe¢éo fungica (7) 2 2 sem informacédo 3

Grafico 2: [} Fatores de risco referenciados nos casos de infe¢do flingica invasiva por fungos filamentosos comprovada
e provével, 2013-2018.

DOENCAS CRONICAS/FATORES Doenca hepatica cronica

COMPORTAMENTAIS
DPOC [ IFI provavel

Toxicodependéncia

@ IFl por fungos filamentosos
Diabetes comprovada

Alcoolismo

IMUNOSSUPRESSAO Outros disturbios com necessidade de imunossupressao
Transplante de orgéo solido/medula

HIV

TRAUMA /INTERVENCAO Traumatismo penetrante
Internamento UCI

Cirurgia invasiva
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Na andlise da distribuicao das espécies por tipo de infecao,
observou-se que nas IFIs comprovada e provavel (por fungos
filamentosos) o género Aspergillus foi 0 mais frequente (n=8)
correspondendo a 30,7% (8/26) dos agentes responsaveis
por este tipo de infecdo, tendo-se identificado apenas duas
espécies: A. fumigatus (seccao) (n=7) e A. flavus (seccéo)
(n=1). As infecdes por fungos asseptados da ordem Mucorales
corresponderam a 19,2% (5/26) das infegdes IFl comprovada
e provavel (por fungos filamentosos), observando-se maior
variedade de espécies implicadas, tais como Mucor velutino-
sus (n=1), Rhizopus microsporus (n=1), Cunninghamella
bertholletiae (n=1) e fungos asseptados sem isolamento (n=2)
(confirmacéao por histologia). Os fungos do género Fusarium
spp. (n=4) corresponderam a 15% (4/26) dos agentes identifi-
cados nas IFls comprovada e provavel (por fungos filamento-
s0s), bem como fungos do género Scedosporium spp. (n=4).
Para além das espécies/géneros descritos foram ainda notifi-
cados outras espécies/géneros responsaveis por infecao fun-
gica comprovada/provavel, nomeadamente Cladophialophora
bantiana (n=1) descrito como agente de feohifomicose cere-
bral em individuos imunocompetentes, Exophiala spp. (n=1) e
Paecilomyces spp. (n=1).

Os fungos do género Alternaria (n=7), foram os agentes mais
frequentemente implicados nas infegdes fungicas subcutane-
as, representando 41% (7/17) dos agentes responsaveis por
este tipo de infecdo, sendo a espécie Alternaria infectoria
predominante (n=6). O segundo género mais frequentemente
implicado neste tipo de infegdes foi 0 género Scedosporium,
nomeadamente as espécies do complexo Scedosporium
apiospermum (n=4) que corresponderam a 24% (4/17) das
infecOes subcutaneas. Os restantes 35% (6/17) corresponde-
ram a fungos dos géneros Trichosporon (n=2), Trichophyton
(n=1), Saksenaea (n=1), Fusarium (n=1), Schizophillum (n=1).

As infecdes por fungos dimoérficos endémicos foram causa-
das por duas espécies: Histoplasma capsulatum (n=6) e
Paracocciodioides brasiliensis (n=3). A variedade H. capsulatum
duboisii (variedade africana) foi a mais frequente (n=4).
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_Discusséo e conclusao

Os resultados apresentados nédo traduzem a realidade nacional
por falta de cobertura de algumas regides e por o nimero de
laboratérios que integram a Rede IFIs ndo ser representativo
da realidade nacional. No entanto, os dados obtidos chamam
a atencado para a grande diversidade de espécies envolvidas
nas infecdes fungicas profundas, o que tem implicagdes, quer
ao nivel do diagndstico clinico/laboratorial, quer no tratamento
destas infecdes, uma vez que as diferentes espécies/géneros
de fungos apresentam diferentes padroes de suscetibilidade
aos antifingicos, sendo algumas destas espécies resistentes a
mais do que uma classe de antiftngicos (6.

Os doentes com patologia hematologica e tumor sélido, bem
como os doentes transplantados de medula éssea alogénica e
doentes transplantados de 6rgdo sélido, s@o considerados 0s
principais grupos de risco para infegéo fungica invasiva e sub-
cutanea devido a imunossupresséo subjacente a estas patolo-
gias (7). No entanto, nos casos analisados observou-se que
o fator de risco mais frequentemente referenciado foi “Outros
disturbios com necessidade de imunossupressdo incluindo
esterdides”, e so depois é referido o fator “Transplante de
6rgéo sélido/medula”. Apesar das limitagdes inerentes ao pre-
sente estudo, este facto chama a atencéo para a emergéncia
de outros grupos de risco para além dos atras descritos, o que
esté de acordo com diversas publicagbes que apontam, por
exemplo, os doentes com DPOC (doencga pulmonar obstrutiva
cronica), doenga hepatica cronica, doentes criticos, como
grupos em cuja incidéncia de IFls tem vindo a aumentar (©).

As infecdes fungicas invasivas apresentam uma elevada taxa
de letalidade associada (8). Neste estudo a letalidade associa-
da a estas infecoes foi 33% (7/21) que apesar de elevada é
inferior a habitualmente descrita para as infecdes invasivas
por fungos filamentosos. Esta letalidade podera, no entanto,
estar afetada pela baixa representatividade da amostra, uma
vez que apenas foi possivel obter resposta a esta questao em
21 do total de casos incluidos.

No que se refere a etologia das IFls, os resultados obtidos
estdo de acordo com a maioria dos estudos publicados,
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tendo-se observado predominancia de A. fumigatus (Seccao)
enquanto agente das IFl provavel e comprovada, seguido dos
fungos asseptados da ordem Mucorales e pelas espécies
do género Fusarium. A epidemiologia das IFls varia com a
localizacdo geografica, sendo, por exemplo, a espécie A.
flavus descrita como mais frequente nos climas tropicais e A.
terreus mais frequente noutras regides ().

A representatividade dos casos neste estudo é afetada por
diversos fatores, nomeadamente pelas limitacdes referentes a
guideline utilizada para a inclusdo dos casos, que foi desenha-
da tendo em vista o doente hematoldgico, podendo, portanto,
nao se adequar aos doentes criticos internados nas unidades
de cuidados intensivos ou a outros grupos de risco para IFls.
A dificuldade de diagndstico laboratorial, nomeadamente a
baixa sensibilidade dos métodos convencionais, microscopia
e cultura, poderao também ter contribuido para a ndo inclusao
de alguns casos de IFls, pelo que a utilizacdo de novas meto-
dologias, nomeadamente a detegdo por métodos moleculares,
podera auxiliar no diagnéstico laboratorial destas infecoes e
contribuir para um melhor conhecimento da epidemiologia das
IFls em Portugal.

Agradecimentos:

Aos restantes representantes das unidades hospitalares: Filomena
Reis (Hospital Santa Maria Maior); Maria Dolores Pinheiro (Centro
Hospitalar S&o Joao); Catarina Lameiras (Instituto Portugués de On-
cologia de Lisboa Francisco Gentil); Dinah Carvalho (Centro Hospi-
talar Lisboa Norte); Sandra Paulo (Centro Hospitalar Cova da Beira);
Adriana Coutinho (Hospital Espirito Santo de Evora); Maria Alexan-
dra Mendes (Instituto Portugués de Oncologia de Coimbra Francis-
co Gentil).

A Doutora Cristina Furtado pela revisdo cientifica do artigo.

2019

nimero

Referéncias bibliograficas:

(1) Slavin M, van Hal S, Sorrell TC, et al.; Australia and New Zealand Mycoses Interest
Group. Invasive infections due to filamentous fungi other than Aspergillus: epide-
miology and determinants of mortality. Clin Microbiol Infect. 2015;21(5):490.e1-10.
https://doi.org/10.1016/j.cmi.2014.12.021

(2) Lamoth F, Calandra T. Early diagnosis of invasive mould infections and disease. J
Antimicrob Chemother. 2017;72(suppl 1):i19-i28.

(3) De Pauw B, Walsh TJ, Donnelly JPet al.; European Organization for Research
and Treatment of Cancer/Invasive Fungal Infections Cooperative Group; National
Institute of Allergy and Infectious Diseases Mycoses Study Group (EORTC/MSG)
Consensus Group. Revised definitions of invasive fungal disease from the European
Organization for Research and Treatment of Cancer/Invasive Fungal Infections Coo-
perative Group and the National Institute of Allergy and Infectious Diseases Mycoses
Study Group (EORTC/MSG) Consensus Group. Clin Infect Dis. 2008;46(12):1813-21.
https://www.ncbi.nim.nih.gov/pmc/articles/PMC2671227/

(4) Hoog GS, Guarro J, Gené J, Figueras MJ. Atlas of Clinical Fungi: the ultimate ben-
chtool for diagnosis (version 4.1.4) [Em linha]. Utrecht, The Netherlands, 2016.

(5) White TJ, Bruns T, Lee S, et al. Amplification and direct sequencing of fungal riboso-
mal RNA genes for phylogenetics. IN: Innis MA, Gelfand DH, Sninsky JJ, et al. (eds).
PCR Protocols: a guide to methods and applications. New York: Academic Press,
1990, pp. 315-22.

(6) Wiederhold NP. Antifungal resistance: current trends and future strategies to combat.
Infect Drug Resist. 2017;10:249-259.
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5587015/

(7) Pagano L, Akova M, Dimopoulos G, et al. Risk assessment and prognostic factors for
mould-related diseases in immunocompromised patients. J Antimicrob Chemother.
2011;66(Suppl 1):i5-14.

(8) Ruiz-Camps I, Aguado JM, Almirante B, et al; GEMICOMED (Medical Mycology Study
Group of SEIMC). Guidelines for the prevention of invasive mould diseases caused by
filamentous fungi by the Spanish Society of Infectious Diseases and Clinical Microbio-
logy (SEIMC). Clin Microbiol Infect. 2011;17(Suppl 2):1-24.
https://doi.org/10.1111/j.1469-0691.2011.03477.x

(9) Pagano L, Mayor S. Invasive fungal infections in high-risk patients: report from
TIMM-8 2017. Future Sci OA. 2018;4(6):FSO307.
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6060393/



Observagoes_ Boletim Epidemiolégico

< ’ nsiiuto_Nacional de Saude
Doutor Ricardo Jorge

=]

2019

nimero

; " 4lc
/A & ~ S/ 3
‘ 59 {; a ‘k r\

X

_Algoritmo para o diagndstico laboratorial das infecdes fungicas profundas

Algorithm for the diagnosis of deep fungal infections
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_Resumo

Amostras de tecidos de doentes com suspeita de infegdes fingicas pro-
fundas ou subcutaneas foram analisadas no Laboratério Nacional de Re-
feréncia de Infegdes Parasitarias e Fungicas do INSA, de acordo com um
algoritmo de diagnostico desenvolvido que apresenta uma abordagem
polifasica, que tem por objetivo permitir um diagndstico laboratorial mais
rapido das infecdes fungicas profundas. Quarenta e seis amostras de
tecido de 39 doentes com suspeita de infecdes fungicas profundas ou
subcutaneas foram analisadas durante um periodo de 26 meses (janeiro
de 2015-fevereiro de 2017) pelo laboratério do INSA, usando uma abor-
dagem laboratorial que incluiu cultura, PCR panflngica e PCR dirigida
a Aspergillus. Do total de amostras estudadas, 23 foram positivas para
fungos (PCR, cultura e/ou histologia). Das 46 amostras, 16 apresentaram
resultados positivos para DNA fungico. Em 12 amostras foi detetado um
sinal positivo por PCR panflingica e em 6 por PCR dirigida a Aspergillus
(em 2 das amostras ocorreu detegéo pelas duas metodologias). Em 61%
(22/36) das amostras estudadas, houve concordancia entre os métodos
moleculares e culturais. Os agentes etiologicos identificados foram Can-
dida albicans, C. glabrata, C. tropicalis, Trichosporon montevideense,
Alternaria spp., Exophiala sp., Trichoderma sp., Histoplasma spp., Asper-
gillus fumigatus, Trichophyton rubrum e Paracoccidioides brasiliensis. Os
resultados obtidos mostraram que a abordagem polifasica proposta pare-
ce ser uma boa estratégia na detegao de fungos em amostras de tecidos,
permitindo eventualmente um melhor prognéstico. Em estudos posteriores,
pretende-se estudar um maior nimero de amostras clinicas e implementar
mais metodologias moleculares que permitam a detecéo dirigida a determi-
nados géneros fungicos.

_Abstract

Tissue specimens from patients with suspicion of having deep or subcuta-
neous fungal infections were analyzed at the National Reference Labora-
tory for Parasitic and Fungal Infections of INSA, according to a developed
diagnostic algorithm comprising a polyphasic approach. This algorithm
might allow a faster laboratory diagnosis of deep fungal infections. Forty-

six tissue samples from 39 patients suspected of having deep or subcuta-
neous fungal infections were analyzed during a 26-month period (January
2015-February 2017) by the laboratory of INSA, using a laboratory approa-
ch that includes culture, panfungal PCR and Aspergillus-directed PCR.
From the total samples studied, 23 were positive for fungi (PCR, culture
and/or histology). From the 46 samples, 16 showed positive results for
fungal DNA. In 12 samples a positive signal was detected by panfungal
PCR and in 6 by Aspergillus-directed PCR (in 2 samples, there was positi-
ve detection using both methods). In 61% (22/36) of the samples studied,

there was concordance between molecular and cultural methods. The
etiological agents identified were Candida albicans, C. glabrata, C. tropi-
calis, Trichosporon montevideense, Alternaria spp., Exophiala sp., Tricho-
derma sp., Histoplasma spp., Aspergillus fumigatus, Trichophyton rubrum
and Paracoccidioides brasiliensis. The results showed that the proposed
polyphasic approach seems to be a good strategy for the detection of
fungi in tissue samples, possibly allowing a better prognosis. In subse-
quent studies, it is intended to study a higher number of clinical samples
and to establish more directed PCRs, allowing the detection of specific
fungal genera.

_Introdugéo

As infegdes fungicas invasivas estdo a aumentar em todo o
mundo. Esta tendéncia parece dever-se ao aumento do niimero
de pessoas imunocomprometidas e/ou sujeitas a procedimen-
tos invasivos. Acresce-se que estas infecdes sédo dificeis de
diagnosticar e tratar, representando um desafio para o labora-
torio e para os clinicos (1).

De acordo com as definicdes do EORTC/MSG (European Or-
ganization for Research and Treatment of Cancer/Invasive
Fungal Infections Cooperative Group and the National Institute
of Allergy and Infectious Diseases Mycoses Study Group (2),
uma infec&o fungica invasiva comprovada é definida pela ob-
servacao de estruturas fungicas ou cultura positiva de uma
amostra bioldgica colhida de local habitualmente estéril, para-
lelemente a um quadro clinico compativel de infegdo. No en-
tanto, o procedimento necessario para a execugao do exame
histopatologico requer experiéncia técnico-cientifica do exe-
cutante e, por vezes, as culturas permanecem negativas apos
varias semanas de incubacao, o que representa uma grande
desvantagem quando se pretende um diagnostico precoce.
De facto, exame histoldgico e cultura negativos ndo permitem
a classificagdo de uma infecao invasiva como comprovada,
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e na maioria dos casos, essas infecdes sao classificadas como
possiveis ou provaveis. Contudo, a classificagdo de uma infe-
¢do fungica invasiva é sempre baseada em fatores do hospe-
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panfungica e PCR dirigida a Aspergillus), através da andlise
descritiva dos resultados moleculares e do exame micoldgi-
co cultural obtidos nas amostras analisadas.

deiro, critérios clinicos e micolégicos (2).
_Material e métodos

_Objetivos No perfodo entre janeiro de 2015 e fevereiro de 2017 foram ana-

Com a finalidade de contribuir para uma futura discussao e lisadas no Laboratério Nacional de Referéncia de Infecdes Pa-

padronizacéo do diagnéstico laboratorial das infecées fin- rasitarias e Fungicas do INSA, amostras de tecido, colhido de

gicas profundas, este estudo apresenta a experiéncia do La- local habitualmente estéril, de doentes com suspeita clinica de

boratério Nacional de Referéncia de Infecdes Parasitarias infecédo flngica profunda ou subcutanea. A populagéo de doen-

e Fungicas do Instituto Nacional de Satde Doutor Ricardo tes nao foi selecionada em relacao a qualquer fator ou grupo de

Jorge (INSA) no diagnéstico de infecdes flngicas invasivas e risco. Amostras de tecido fresco sao consideradas como amos-

subcutaneas, utilizando para o efeito uma abordagem labo- tras na primeira linha de escolha para o diagnostico de infecdes

ratorial polifasica que inclui metodologias culturais e mole- fungicas profundas, face as amostras de tecido parafinadas.
culares no tecido, sugerindo-se ainda a inclusao da dete¢ao O diagndstico laboratorial das infecdes fungicas invasivas e

de biomarcadores em simultaneo. subcutaneas (IFls) seguiu o algoritmo indicado na figura 1.

Especificamente, o presente trabalho teve como objetivo es- O exame cultural foi efectuado de acordo com 0s procedi-

tudar as metodologias de amplificag@do do DNA fungico (PCR mentos estabelecidos pelo Clinical and Laboratory Standards

Figura 1: [ Algoritmo para o diagndstico laboratorial das infe¢des flingicas profundas.

ALGORITMO LABORATORIAL
Abordagem polifdsica para o diagndstico de Infecoes Fungicas Invasivas (IFIs)
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Institute (CLSI) (). Um primeiro relatorio laboratorial foi emiti-
do ap6s 30 dias de incubagao e um relatério final ao fim de 60
dias. Nas culturas em que se obteve isolados fungicos, foi rea-
lizada a sua identificagdo através da observacédo das suas ca-
racteristicas macrocroscépicas (caracteristicas da colénia) e do
exame microscopico com coloragéo azul de lactofenol, utilizan-
do para tal um atlas laboratorial de identificagéo fingica ().

Apds extracdo de DNA, foi realizada PCR panfungica a todas
as amostras. Para tal, utilizaram-se os primers universais ITS1
e ITS2 (5). A identificagdo molecular dos fungos obtidos por
cultura foi realizada utilizando a mesma metodologia de extra-
cao de DNA e usando os primers universais ITS1 e ITS4 (6).

No caso de suspeita de infecao por Aspergillus, foi realizado
uma PCR usando AsperGenius® multiplex real-time PCR
assay de acordo com as instrugdes do fabricante.

_Resultados

Foram analisadas 46 amostras de tecidos durante o periodo
em estudo. Estas amostras foram obtidas de 39 pacientes (27
homens e 12 mulheres) com idades entre 1 e 85 anos. Os te-
cidos analisados foram colhidos por bidpsia de: pele (n=17),
figado (n=6), ganglios (n=4), intestino (n=2), osso (n=2), nariz
(n=8), cérebro (n=2), olho (n=1), labio (n=1), pulmao (n=2), me-
diastino (n=1), palato (n=1), amigdala (n=1), estémago (n=1),
rim (n=1) e regiao sinovial do punho (n=1). Das 46 amostras,
23 foram positivas para fungos (cultura, PCR e/ou histologia).
Doze (26,1%) das 46 amostras de tecido tinham informacéo
sobre o exame histoldgico, das quais 10 foram positivas para
elementos fungicos. Nas restantes 34 amostras (73,9%), o
exame histologico ndo foi realizado ou o resultado nao foi re-
gistado no inquérito que acompanhou as amostras.

Em relacdo a detegdo de DNA fungico, 16 (34,8%) amostras
foram positivas. Destas, 12 foram detetadas por PCR panfun-
gica e 6 casos por PCR dirigida a Aspergillus (em 2 casos,
ambos os testes foram realizados). Em todas as amostras po-
sitivas para PCR panflungica foi possivel identificar os agen-
tes etioldgicos por sequenciacdo. Foram identificados fungos
filamentosos em 10 amostras (7 Aspergillus fumigatus,

2019

ndmero

S

4 R 2
L y - VK\\ v

1 Alternaria infectoria, 1 Alternaria alternata, 1 Tricho-
phyton rubrum); fungos dimérficos em 2 amostras (1
Histoplasma duboisii e 1 Paracoccidioides brasiliensis) e le-
veduras em 4 amostras (1 Candida albicans e 3 C. tropicalis).

A cultura foi realizada em 36 (78,3%) amostras (tabela 1).
Destas 36 amostras, 29 (80,5%) culturas permaneceram
negativas apds o periodo de incubacdo de 60 dias
recomendado (tabela 1). No que respeita as culturas positivas,
em 2 delas obtiveram-se apenas leveduras (Candida spp. e
Trichosporon montevideense) e 3 foram positivas apenas para
fungos filamentosos (2 para Alternaria spp. e 1 para Exophiala
sp.). Foram obtidas culturas mistas em duas amostras: C.
albicans e Histoplasma sp. (tecido do célon) e C. albicans e
Trichoderma sp. (tecido do nariz).

Tabela 1: £ Resultados do exame cultural e PCR obtidos na
detecdo de fungos em amostras de tecido.
PCR positiva PCR negativa Total
Cultura positiva 4 3 7
Cultura negativa 11 18 29
Cultura néo realizada 1 9 10
Total 16 30 46

_Discussao e concluséo

Ao comparar 0s resultados positivos obtidos por métodos
culturais e/ou moleculares (n=19), a PCR mostrou maior
numero de casos positivos (n=16). A concordancia dos re-
sultados obtidos pelos métodos moleculares e culturais foi
de 61% (22/36).

Em 3 amostras, obteve-se resultado negativo de PCR e cul-
tura positiva. Esta situagdo pode dever-se a uma extragao
ineficiente de DNA. Em 11 amostras, a PCR foi positiva e a
cultura negativa, o que pode dever-se a profilaxia antifungi-
ca administrada ao doente aquando da colheita da amostra,
ou eventual contaminacdo ambiental, apesar de se assegu-
rar as condigdes de assépsia durante o processamento das
amostras.
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Com o algoritmo apresentado na figura 1 sugere-se que,
sempre que possivel, se proceda a colheita de amostras
de tecido em duplicado para cultura e PCR. Aconselha-se
ainda, caso se justifique, a detegao de biomarcadores fun-
gicos. Caso também seja efetuada histologia, é de extrema
importancia notificar ao laboratério de referéncia o resulta-
do da mesma, uma vez que ira permitir melhor interpretar os
resultados laboratoriais obtidos. Pelo mesmo motivo, é im-
portante referir profilaxia ou terapéutica antifungica admi-
nistrada a data da colheita da amostra bioldgica.

Os resultados obtidos mostraram que a abordagem polifasi-
ca (figura 1) parece ser uma boa estratégia na detegao de
fungos em amostras de tecidos. Além disso, a utilizagao de
uma PCR em tempo real para Aspergillus e Mucorales refor-
ca esta estratégia, caso ja exista suspeita de infecao por
estes mesmos agentes, uma vez que por serem PCR dirigi-
das a agentes especificos, conseguir-se-a obter um resulta-
do positivo de forma mais célere. Devido as recomendacoes
internacionais para realizar testes de suscetibilidade aos
antifingicos em infegées fungicas invasivas (7), o algoritmo
aqui sugerido para a detecao de infegdes fungicas profun-
das inclui uma segunda etapa em que se aconselha a deter-
minagao da suscetibilidade dos agentes etioldgicos.

Numa época em que se prevé um aumento da prevaléncia
das infecOes fungicas invasivas, verifica-se uma evolugao no
seu diagnostico laboratorial, com um maior nimero de meto-
dologias moleculares disponiveis. Apesar da detecao de DNA
fungico ainda nao fazer parte dos critérios de diagnostico
laboratorial da EORTC por falta de padronizacdo dos méto-
dos moleculares, é j& evidente a importancia destes métodos
como meios complementares ao diagnostico clinico.
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Resumo

A cistinose é uma doenga metabdlica multisistémica, autossémica recessiva
caracterizada por uma acumulacgéo de cistina em diferentes 6rgaos e tecidos
devido a uma deficiéncia no transporte de cistina para o exterior dos lisosso-
mas. O gene responsavel pela doenga, CTNS, esta localizado no cromosso-
ma 17 e codifica para uma proteina de membrana lisossomal, a cistinosina.
Neste trabalho foram estudados doentes ndo relacionados provenientes
das consultas de adultos e pediatria de diferentes hospitais de Portugal con-
tinental e ilhas, que apresentavam proteinuria nao-nefrética, hipercalciuria,
hipocaliemia, hiperaminoaciduria, glicosuria e hipofosfatemia, sugestivo de
sindroma de Fanconi e queixas oculares. Bioquimicamente, a cistina intra-
leucocitaria foi quantificada, tendo-se igualmente efetuado a caracterizagéo
molecular do gene CTNS, inicialmente apenas direcionado para a pesqui-
sa da delecao de 57-kb, seguida da sequenciagao de todos os exdes codi-
ficantes do gene CTNS. Desde 1998 a 2017, 21 doentes cistinoticos foram
bioquimicamente caracterizados. Entretanto, 4 destes doentes faleceram e
dos restantes 17, apenas 11 foram estudados para o gene CTNS. Verificou-

se que 5 destes 11 doentes foram homozigéticos para a delegao de 57-kb
(10/22; 45,5%), e outros 5 foram compostos heterozigoticos para esta muta-
céo (156/22; 68,2%). As outras mutagoes identificadas foram: p.Q128X (c.721
C>T; 2/22), p.S139F (c.765 C>T; 4/22) e ¢.18-21delGACT (p.T7FfsX7; 1/22).
Todos estes 17 doentes cistindticos estdao em tratamento, sendo que 84%
séo adultos, 16% séo criangas jovens e 54,5% sao transplantados renais.
Este estudo efetuado ao longo de varios anos, reflete a experiéncia no
diagnostico e monitorizacéo dos doentes cistinéticos. Além disso, a carac-
terizagdo das mutagdes encontradas no gene CTNS, ressalta a importancia
para um screening inicial da delecao de 57-kb e permite um futuro aconse-
Ihamento genético aos casais de risco.

_Abstract

Cystinosis is a multisystemic autosomal recessive deficiency of the lysos-
somal membrane transporter protein (cystinosin) caused by mutations
in CTNS gene. This study summarizes the Portuguese experience in the di-
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agnosis and management of patients with this rare disease over the past
few years and reports recurrent mutations in the CTNS gene. Unrelated
patients from different pediatric and adult hospitals all over Portugal with
non-nephrotic proteinuria, hypercalciuria, hypokalemia impaired proximal
reabsorption of amino acids, glycosuria and hypophosphatemia, sugges-
tive of a Fanconi syndrome and ocular problems were studied. Intraleuko-
cyte cystine levels were determined and molecular analysis performed,
to determine the presence of the 57-kb deletion in CTNS, followed by
direct sequencing of the coding exons of CTNS. From 1998 to 2017, 21
cystinotic patients were biochemically diagnosed. From the remaining
17 (4 deceased), 11 were studied for CTNS gene. Five out of 11 patients
were homozygous for the 57-kb deletion (10/22; 45.5%), and other 5 were
compound heterozygous for this variant (15/22; 68.2%). The other muta-
tions found were p.Q128X (c.721 C>T; 2/22), p.S139F (c.755 C>T; 4/22)
and ¢.18-21delGACT (p.T7FfsX7; 1/22). All of these 17 cystinotic patients
are in treatment. Approximately 84% are adults, 16% are young children,
and 54.5% are kidney transplant recipient. The authors would like to empha-
size the importance of first screening for the 57-kb deletion since it is very
common in our population. This genetic study is the first in Portugal and it
could be the basis for future genetic counseling in cistinotic patients.

_Introdugéo

A cistinose (OMIM #606272) € uma doenca metabdlica rara au-
tossomica recessiva, caracterizada por uma acumulagdo anor-
mal de cistina em diferentes 6rgéos e tecidos devido a uma
deficiéncia no transporte deste aminoacido para o exterior dos
lisossomas, em resultado de mutagdes no gene CTNS (1), Este
gene, esta localizado no cromossoma 17p13, possui 12 exdes,
sendo que os primeiros dois exdes s&o ndo-codificantes (2:3),
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e 0s outros 10 exdes codificam para uma proteina de membra-
na lisossomal, de 367 amino&cidos, denominada cistinosina
(figura 1). A'incidéncia desta doenca estima-se ser de 1 para
100.000 - 200.000 nados-vivos, no entanto o nimero exato é
dificil de estimar uma vez que esta doenca é subestimada ou
muitas vezes ndo diagnosticada. Um dos sinais clinicos de cis-
tinose ¢é a sindroma de Toni-Debré-Fanconi, o que devera aler-
tar o clinico para um possfvel diagnéstico desta doenca (4).
Apesar dos rins serem o0 primeiro 6rgao a ser afetado durante
0 primeiro ano de vida, na maioria dos casos, existe também
0 envolvimento de outros 6rgaos, nomeadamente os olhos, a
tiroide, 0 pancreas, as génadas, os musculos e o sistema ner-
voso central (3:5). A gravidade do fenétipo clinico esta correla-
cionada com o respetivo gendtipo. A determinacao da cistina
intra-leucocitaria é fundamental para o diagnéstico e monito-
rizagdo da doenga (6), sendo a concentragéo de cistina intra-

leucocitaria um marcador patognémico da cistinose.

Figura 1: [ Metabolismo da cistina intracelular num individuo
normal (A) e num individuo doente com cistinose (B)
A B
" Proteina | " Proteina
2 Cistinas . 2 Cistinas®
| L x
o [}
‘ | .
Cistina o Cistina
L | | . 9 o
(+ Cistinosina —)
° 0 (proteina trgnsportadora °
Cistina da cistina) Cistina
0 [
[} [
\\Oitoplasma - Citoplasma

¢ Cristais de cistina

Célula normal Célula mutada

A delecao de 57 pares de bases (57-kb) no gene CTNS € a
mutacdo mais comum na cistinose (7:8), estando represen-
tada em mais de 50% da populagao do norte da Europa e
América do Norte (3:7-13) g igualmente correlacionada com
elevadas concentracdes de cistina nos leucécitos. Contudo,
fora desta area geogréfica, esta mutacao deixa de ser pre-
valente, estando inclusivé em muitas regides, ausente. Pre-
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sentemente, mais de 200 mutagdes no gene CTNS tém sido
identificadas (http://www.hgmd.org/) (13-17).

A cistinose tem trés formas de apresentacao clinica, que di-
ferem na gravidade do fenétipo, idade de inicio dos sintomas
e genotipo. A forma mais grave e também a mais frequente
(em 95% dos casos) é a cistinose nefropatica infantil, também
denominada de cistinose nefropatica classica (MIM 219800);
a forma juvenil nefropatica (MIM 219900), menos severa e a
forma ocular, ndo nefropatica (MIM 219750) (18). A forma néo
nefropatica ou também denominada cistinose ocular, apre-
senta-se regra geral, no adulto e manifesta-se exclusivamente
pelo envolvimento ocular, através da deposicao de cristais de
cistina (18-20) Em alguns doentes, este envolvimento ocular
precede as manifestacdes renais ao longo dos anos 21), Tem
sido hipotetizado que as diferengas entre os diferentes feno-
tipos e a sua severidade se devem as diferentes mutagdes
associadas com as trés formas clinicas. Assim, parece que
individuos com cistinose infantil apresentam mutacées mais
graves em ambos os alelos (ex.: perda da fungao da protei-
na), contrariamente as formas menos graves de cistinose que
estdo associadas a mutagées menos patogénicas (7:22-24),
O estudo molecular do gene CTNS é por isso também muito
importante e ferramenta indispensavel no diagnostico pré-
natal (25),

Existem presentemente, varias linhas de tratamento, que pre-
vinem ou adiam a deterioracé@o da funcéo renal e/ou da ocor-
réncia de complicagbes extra-renais, como o hipotiroidismo,
diabetes mellitus, retinopatia, encefalopatia e miopatia (26:27).
A cistinose é um excelente exemplo de doenca pediatrica cujo
espectro atinge a idade adulta.

_Objetivo

Pretende-se com este trabalho divulgar a capacidade instalada
de estudo desta doenga rara bem como alertar para a impor-
tancia do diagnéstico atempado da cistinose quer do ponto de
vista bioquimico, através da quantificacéo da cistina intra-leu-
cocitaria, quer do ponto de vista do estudo molecular do gene
CTNS.
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_Material e métodos
Doentes

Desde 1998 até 2017, véarios doentes nao relacionados prove-
nientes das consultas de pediatria e de adultos de diversos
hospitais de norte a sul de Portugal continental e ilhas, foram
estudados com a hipoétese de diagnéstico de cistinose. Em 32
doentes, foram referidos sintomas sugestivos de sindroma de
Toni-Debré-Fanconi, nomeadamente: proteinuria ndo-nefrética
(<8,59 proteina/24h), hipercalcidria, hipocaliemia, hiperamino-
aciduria, glicosuria e hiposfosfatemia. Destes doentes estuda-
dos, 21 revelaram valores elevados de cistina intra-leucocitaria
no sangue (20,5 nmol/ % cistina/mg proteina) (8 do sexo mas-
culino e 13 do sexo feminino, com idades entre 1 e 40 anos),
4 faleceram, e em 2 perdeu-se 0 seguimento clinico (ex.: emi-
graram). Dos restantes 15, 11 foram geneticamente caracteri-
zados.

De salientar que nestes 21 doentes confirmados com cistino-
se, apenas num deles o diagndstico foi feito em idade adulta
(com 40 anos), através da observacéo de cristais de cistina
intraocular, no entanto este doente desde a idade pediatrica
apresentava queixas nefropaticas (nomeadamente, proteinu-
ria, calcilria, hipocalemia e hiperaminoaciduria).

Caracterizagdo bioquimica

A extrag@o da cistina intra-leucocitaria foi efetuada pelo
método descrito por Shotelersuk et al. (1998) (28) ¢ a quanti-
ficacao deste aminoacido analisada por cromatografia liqui-
da de troca iénica num BIOCHROM 30® (figura 3).

Os valores de referéncia utilizados foram os seguintes:

= |Individuos saudaveis: <0,5 nmol %2 cistina/mg proteina.

= |Individuos afetados sem tratamento: >0,5 nmol 2 cistina/
mg proteina.

= Individuos afetados com boa adeséo terapéutica: <1,0 nmol
Y cistina/mg proteina
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Caracterizagdo molecular

O DNA gendémico foi extraido a partir de sangue total (EZ1,
QIAGEN) e os 10 exdes codificantes e as respetivas regides
flanqueadoras do gene CTNS (NM_004937) amplificadas e se-
quenciadas através de métodos tradicionais. Em todos os do-
entes estudados, a delegéo de 57-kb foi a primeira mutagao a
ser pesquisada. Como populacdo controlo, foram estudados
100 individuos saudéveis (200 alelos), nao consanguineos e de
origem portuguesa.

_Resultados e discussao

Durante 19 anos, 32 doentes com suspeita de cistinose
foram estudados na Unidade de Rastreio Neonatal, Metabo-
lismo e Genética do INSA. Destes, 11 tinham uma cistina
intra-leucocitaria inferior a 0,5 nmol % cistina/mg proteina
em 2 amostras consecutivas (4) e foram assim considera-
dos negativos para cistinose. Dos restantes 21, a concentra-
cao da cistina intra-leucocitaria variou entre 0,5 e 8,0 nmol
Y2 cistina/mg proteina, e em 11 destes doentes o estudo mole-
cular do gene CTNS foi efetuado.

Todos os doentes estudados, acabaram por desenvolver
queixas oculares que revelaram a presenca de cristais
de cistina intra-ocular. No gene CTNS, foram observadas
quatro mutagdes patogénicas, sendo a delegdo de 57-kb
a mais frequente (68,2%; 15/22 alelos). Em 5 doentes,
esta delecdo encontrava-se em homozigotia (10/22;
45,5%) e em outros 5 doentes foram encontrados com-
postos heterozigdticos para a delegdo de 57kb (45,5%)
e para as mutacdes p.Q128X (c.721 C>T; 9,1%), p.S139F
(c.755 C>T; 9,1%) e ¢.18-21delGACT (p.T7FfsX7; 4,5%)
(tabela 1, figura 2). A mutagao p.S139F foi observada pela
primeira vez em homozigotia num doente. Neste estudo po-
demos concluir que doentes com mutacdes graves ou com
mutacdes que originem proteinas truncadas, como a dele-
cdo de 57-kb e p.T7FfsX7 ou a mutacdo p.Q128X, apresenta-
vam fenotipos severos associados com a forma infantil da
doenca, enquanto que a forma juvenil estava associado com
fendtipos mais moderados. Os 17 doentes cistindticos estao
em tratamento, sendo que 84% séo adultos, 16% séo crian-
cas e jovens e 54,4% j& s&o transplantados renais.
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Figura 2: Estrutura esquemética do gene CTNS (a amarelo).
357delGACT Q128X
l S139F
12 3 4 5 67 89 10 1112

Grande delegéo de 57 kb

Os numeros indicam os exdes e as setas azuis indicam as mutagdes encontradas nos 11 doentes cistindticos

caracterizados do ponto de vista molecular.

Também foi observado que os doentes com a delegdo de
57-kb tinham valores de cistina intra-leucocitaria mais eleva-
dos, 0 que também esta de acordo com a literatura (figura 3,
tabela 1), uma vez que esta mutagéao leva a auséncia da prote-
ina (4:8). De acordo com este estudo, em Portugal, a prevalén-
cia de cistinose esté estimada em 1:92.000 recém-nascidos.

Analisando o espectro mutacional encontrado na populacao
portuguesa com outras populacdes, verificamos que a dele-
céo de 57-kb é na realidade a mutacdo mais prevalente, o que
esta de acordo com a literatura. De facto, esta mutacao existe
em praticamente 50% dos cromossomas de cistinose nas po-
pulagées europeias (29:30), Est4 reportado na bibliografia que
esta delecéo teve um efeito fundador originado na Alemanha
por volta do I milénio d.C (37:9). Provavelmente, através dos
movimentos migratérios, esta mutacdo espalhou-se através
da Europa e norte de Africa, havendo como que um gradiente

Figura 3:
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de norte para sul, a semelhanca do que também aconteceu
com a mutacdo F508del na fibrose quistica. No entanto, se
por um lado a delegéo de 57-kb é a mais prevalente no norte
da Europa e norte da América, nas populagdes de origem
africana, no Mediterraneo e Médio Oriente, 0 mesmo néo
acontece (1416) Na realidade, fora desta &rea geografica
(Europa e norte da América), a delegao de 57-kb estéa pratica-
mente ausente, havendo outras mutagdes prevalentes (31-34),
Assim, a delec@o de 57-kb deverd ser a primeira mutacéo a
ser pesquisada, quer na populagéo portuguesa bem como na
populagdo espanhola (4). Apesar das mutagdes: p.S139F e
¢.18-21delGACT (p.T7FfsX7), terem um efeito fundador espa-
nhol (12), a delegao c.18-21delGACT (p.T7FfsX7) j foi encon-
trada em diferentes populacoes desde a populagao europeia
até a populacdo do Médio Oriente e associada a uma grande
variabilidade e severidade de fenétipos.

Perfil cromatogréfico dos aminoécidos intra-leucocitarios.
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A seta indica o local onde a cistina (CYS) elui (C) - Perfil de um doente com cistinose (D) - Perfil de um individuo normal.
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Correlagéo entre o genétipo, valor de cistina intra-leucocitéria a idade do diagnéstico e forma

de apresentacgéo da cistinose nos doentes estudados.

Valor da cistina intra-leucocitaria

Mutacédo encontrada

(alelot/alelo2) PSS
Delecéo de 57-kb/Delegao de 57-kb (n=5)
Delecéo de 57-kb/Q128X (n=2)
Delecéo de 57-kb/p.T7FfsX7 (n=1)
p.S139F/p.S139F (n=1)
Delecéo de 57-kb/S139F (n=2)

Outro facto relevante é que na coorte estudada, nao tivemos
nenhum doente com a forma ndo nefrética ou ocular da
doenca (tabela 1), 0 que pode por um lado sugerir, a dificulda-
de que é muitas vezes de diagnosticar a cistinose e levar a
que muitos oftalmologistas ndo suspeitem logo desta doenca
como causa dos sintomas, e por outra, a raridade desta forma
de apresentagéo.

De salientar também a extrema importancia de um diagnosti-
co atempado desta doenca, que poderéa fazer a diferenca no
outcome dos sintomas e da resposta ao tratamento com cis-
teamina oral (Cystagon®) ou tépico local (Cystadrops®), ate-
nuando assim os efeitos da sindroma de Toni-Debré-Fanconi
e um substancial atraso na progressao da degradagao glome-
rular. A progressao da doenga renal, as complicagdes extra-

renais e uma diminuicdo da esperanca de vida sdo sem duvida
mais evidentes, em doentes que nao aderem ao tratamento.

_Conclusoes

Foram identificadas quatro mutagées no gene CTNS:
uma grande delecdo (57-kb), uma pequena delecao
(c.18-21delGACT) que origina uma proteina truncada
(p.T7FfsX7), uma mutagdo missense (p.S139F) e uma mu-
tacdo nonsense que origina um codao stop prematuro
(p.Q128X). A delecao de 57-kb é a mutac@o mais comum en-
contrada na populagéo portuguesa (68,2%). Desta forma,
é essencial que o rastreio desta mutacao seja o primeiro a
ser efetuado no estudo do gene CTNS, bem como a determi-

nagao da cistina intra-leucocitaria uma vez que esta sera

ao diagndstico
(nmol'zcistina/mg proteina)

Forma de apresentagao
da cistinose

[2,8-8,0] Forma Infantil Nefrépatica
[1,5e5,1] Forma Infantil Nefrépatica

[7.3] Forma Infantil Nefrépatica

[1,7] Forma Juvenil (tardia) Nefropatica
[2,2 e 3,7] Forma Juvenil (tardia) Nefropatica

uma ferramenta indispensavel na monitorizagao terapéutica
e no diagndstico da doenga. E, no entanto, necessario ter
atenga@o que em criancas muito pequenas a quantificacao
da cistina intra-leucocitaria, pode originar falsos negativos.
O diagnostico precoce desta doenca, é fundamental para
evitar a instalacdo de lesdes irreversiveis, pois a terapéutica
especifica pode retardar a progressao da doenca.

O estudo genético da cistinose é um estudo pioneiro em Por-
tugal e permitira o aconselhamento genético e o diagndstico
pré-natal em doentes com cistinose nefropatica na populacao
portuguesa.

Artigo original publicado em inglés: Ferreira F, Leal I, Sousa D, et al. CTNS
Molecular Genetics Profile in a Portuguese Cystinosis Population. Open J
Genet. 2018 Dec 18;8(4):91-100. doi:10.4236/0jgen.2018.84008
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_Colesterol Total, nem oito(enta) nem (duzentos e) oitenta: Parte 2 — Hipolipidemias
primarias - alteracoes do metabolismo das lipoproteinas
Cholesterol, low is not always the best: Part 2 - Alterations in Lipoprotein Metabolism causing low lipid levels
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_Resumo

A dislipidemia ¢ um disturbio do perfil lipidico, seja por elevagdo ou dimi-
nuicdo de uma ou mais particulas lipidicas. O objetivo deste trabalho
¢ fazer uma revisdo das causas moleculares de hipolipidemias e suas
consequéncias clinicas. Sdo também apresentados casos com hipolipide-
mias raras ja estudados, ou com estudo em curso no laboratério do INSA,
apresentando os dados clinicos e moleculares mais relevantes. O perfil
lipidico foi determinado por métodos automatizados para cada caso index
e familiares e o estudo molecular dos genes envolvidos foi realizado por
amplificagdo por PCR e sequenciagdo de Sanger ou sequenciagdo de
nova geragao (NGS). Foram referenciados ao laboratério do INSA 7 casos
index, tendo sido possivel até ao momento identificar a causa molecular
do fendtipo apresentado em 3 casos: 2 com hipobetalipoproteinemia
(1 homozigoto e 1 heterozigoto) e 1 caso index com doenca de Tangier; 0s
restantes encontram se ainda em estudo. Doentes com as dislipidemias
raras apresentadas tém um risco elevado de ter complicagcdes cardiovas-
culares, neuroldgicas e/ou esteatose hepatica e devem, por esta razao,
ser identificados o0 mais precocemente possivel, de forma a minimizar ou
prevenir os efeitos nefastos destas condigoes.

_Abstract

Dyslipidemia is a disorder of the lipid metabolism profile, by either eleva-
tion or decrease of lipid particles. The objective of this work is to review
the molecular causes of hypolipidemia and its clinical consequences. In
this study, we present cases with rare hypolipidemias already studied
or with a study in progress in laboratory of INSA, presenting the most
relevant clinical and molecular data. The lipid profile was determined
by automated methods for each index case and relatives and the molecu-
lar study of the genes involved was performed by PCR amplification
and Sanger sequencing or next generation sequencing (NGS). Seven
index cases were referred to laboratory of INSA and it was possible to
identify the molecular cause of the phenotype presented by 3 cases:

2 with hypobetalipoproteinemia (1 homozygous and 1 heterozygous)
and 1 with Tangier's disease; the remaining cases are still under study.
Patients with the rare dyslipidemias presented have a high risk of having
cardiovascular, neurological complications and/or hepatic steatosis and
should therefore be identified as early as possible in order to minimize or
prevent the harmful effects of these conditions.

_Introdugéo

Este artigo é o segundo de uma série de trés, dedicados a clas-
sificagdo e diagnostico de hipolipidemias e elaborados com o
objetivo de favorecer o reconhecimento e diagnostico destas
patologias. A primeira parte, ja publicada no Boletim Epidemio-
légico Observacées (1), versou sobre as sindromes polimal-
formativas causadas por erros hereditarios da biossintese do
colesterol. Nesta segunda parte, sao tratadas as formas patolé-
gicas de hipolipidemias, com manifestagbes pds-natais, bem
como as formas benignas devidas a alteragées do metabolismo
das lipoproteinas e outras causas. Por Ultimo, na terceira parte
irdo ser referidas as formas secundarias de hipolipidemias.

Ha vérias patologias descritas associadas a hipolipidemias,
que incluem a: abetalipoproteinemia (ABL), hipobetalipopro-
teinemia familiar (FHBL) e doenca de retencdo das quilomi-
cras. Estas hipolipidemias caracterizam-se pela auséncia de
lipoproteinas contendo apolipoproteina B (apoB) na circula-
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¢ao, incluindo quilomicras, lipoproteinas de muito baixa den-
sidade (VLDL) e lipoproteinas de baixa densidade (LDL) (2). O
fendtipo associado a estas patologias monogénicas é muito
semelhante, mas a causa genética de base é na verdade bas-
tante distinta; a ABL é causada por mutagdes no gene MTTP
(microsomal triglyceride transfer protein), que codifica uma
proteina que transfere os triglicéridos para a apoB (2); a FHBL
é causada por mutacoes no gene da APOB, que levam a for-
macéo de uma proteina truncada (3-5); e a doenca de reten-
cao de quilomicras é causada por mutagdes no gene SAR1B
(Secretion Associated Ras Related GTPase 1B) (?) (tabela 1).
A FHBL e a ABL sdo patologias que se caracterizam por niveis
de apoB, colesterol LDL (LDL-C) e sobretudo triglicéridos
(TG) inferiores ao percentil 5. Caracterizam-se pela incapaci-
dade de absorver completamente as gorduras provenientes
da dieta que se acumulam na parede intestinal e as vitami-
nas lipossoliveis (A, D, E e K) (3). Os sintomas surgem nos
primeiros meses de vida e incluem acantocitose e diarreia
com esteatorreia, com consequente ma progressao ponde-
ral. Os doentes apresentam também esteatose hepatica e,
como resultado do défice das vitaminas lipossoluveis, neuro-
patia periférica, ataxia espinocerebelar progressiva e retinite
pigmentosa (com nictalopia ou mesmo cegueira) (3). Nos in-
dividuos com FHBL os sintomas podem ser mais atenuados
comparativamente a ABL, mas os fendtipo podem ser varia-
veis (3). ABL é uma doenca autossémica recessiva e a FHBL
uma doenga autossémica co-dominante (). A doenca de re-
tencao de quilomicras ou doenca de Anderson é uma doenca
autossomica recessiva muito rara, caracterizada pela auséncia
de quilomicras pds-prandiais e apoproteinaB-48 no plasma
dos individuos afetados (2). A proteina envolvida (sarb1b) é
uma pequena GTPase envolvida no transporte vesicular de
novas particulas de lipoproteinas do reticulo endoplasmati-
co para o aparelho de Golgi (7) (tabela 1). Bioquimicamente
caracterizam-se por niveis baixos de LDL, inexisténcia de qui-
lomicras com TG normais (8). Os primeiros sintomas a apare-
cer podem ser confundidos com problemas gastrointestinais,
como diarreia, vomitos ou distensdo abdominal, problemas
neurolégicos, musculares, oftalmolégicos e cardiacos (8). O
tratamento precoce com uma dieta pobre em gorduras, su-
plementada com lipidos essenciais e vitaminas lipossolUveis
é fundamental para a prevencao dos sintomas clinicos (€) e
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pode retardar a progressao das manifestagoes. O diagnoésti-
co precoce permite uma qualidade de vida razoavel e o au-
mento da esperanca de vida (3:6).

Patologias associadas a baixo HDL também sao considera-
das hipolipidemias. Estas incluem a doenca de Tangier e a de-
ficiéncia em HDL. A doenca de Tangier é uma patologia rara,
autossomica recessiva, onde 0s niveis de colesterol das lipo-
proteinas de alta densidade (HDL-C) e apoA1 s&o muito baixos
ou mesmo indetetaveis. As manifestagdes mais comuns séo
hipertrofia das amigdalas que apresentam cor alaranjada, es-
plenomegalia e neuropatia periférica. Mais tarde pode ocorrer
hepatomegalia, linfoadenopatia e opacificagdo da cérnea (9.
O defeito celular na doenca de Tangier esta relacionado com o
reduzido efluxo do colesterol celular nos fibroblastos da pele e
nos macrofagos (19). Esta doenga genética é causada por mu-
tagdes no gene ABCAT (ATP binding cassette A1 gene) que
codifica para uma proteina transportadora - ABCA1 transpor-
ter (tabela 1). Ja foram descritas mais de 50 mutagdes no gene
ABCAT em individuos com a doenca de Tangier (homozigotos
ou heterozigotos compostos) (19). A deficiéncia em HDL é uma
patologia autossémica dominante causada por mutagdes nos
genes ABCAT (em heterozigotia) e no gene APOAT. Individu-
0s com deficiéncia em HDL apresentam sintomas muito seme-
lhantes aos com a doenca de Tangier embora os valores de
HDL-C n&o sejam tao baixos. Estes individuos pelo facto de
apresentarem valores de HDL-C muito baixo podem ter doenca
cardiovascular prematura (3).

Ha ainda uma forma combinada de hipolipidemia denomi-
nada Hipolipidemia Familiar Combinada (FCH), uma patolo-
gia autossomica recessiva causada por mutagdes no gene
ANGPTLS (angiopoietin like 3). Alteragdes que causam perda
de fungéo neste gene originam um aumento da atividade da
lipoproteina lipase, podendo diminuir os valores de HDL-C
pelo aumento da lipase endotelial. Em condigdes fisiologicas
normais estas duas enzimas sao catabolizadas pela acdo
da ANGPTL3 (7). O efeito na aterosclerose ¢ desconhecido,
no entanto tém sido relatados casos de esteatose hepatica
(figado gordo) (3).

Esta descrita também uma forma benigna de hipocolesterole-
mia associada a mutagdes que originam perda de funcdo do
gene PCSK9 (proprotein convertase subtilisin/kexin type 9).
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Tabela 1:

Patologia genética

Abetalipoproteinemia (ABL)
(OMIM - 200100)

Hipobetalipoproteinemia
familiar (FHBL)
(OMIM - 615558)

Doenga de retengao de
quilomicras

Observagoes_ Boletim Epidemiolégico

Hipolipidemias primdrias: fenétipo, genes e prevaléncia.

Fenétipo
Colesterol total, LDL-C e triglicéridos

inferior do percentil 5

Colesterol total, LDL-C e triglicéridos
inferior do percentil 5

Colesterol total, LDL-C e triglicéridos
inferior do percentil 5
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Genes e hereditariedade

MTTP (proteina de transferéncia
microssomal);

Hereditariedade - autossémica
recessiva

APOB (apolipoproteina B);
Hereditariedade — autossémica
co-dominante

SAR1B (Secretion Associated, Ras
Related GTPase 1B);

A */\J\—\
Prevaléncia

Rara (cerca de 100 casos
descritos no mundo)

1/1 000 - 1/3 000

Rara (cerca de 50 casos
descritos no mundo)

(OMIM - 246700)

Deficiéncia em colesterol HDL-C
(OMIM - 604091)

Colesterol HDL-C inferior do
percentil 5

Doenca de Tangier
(OMIM - 205400)

Hipolipidemia familiar combinada
(OMIM - 605019)
percentil 5

_Objetivo

O objetivo deste trabalho é fazer uma revisdo das causas mo-
leculares de hipolipidemias e suas consequéncias clinicas.
Sao também apresentados casos com hipolipidemias raras
referenciados & Unidade de Investigacdo e Desenvolvimento
do Departamento de Promocdo da Saude e Doencas nao
Transmissiveis do Instituto Nacional de Saude Doutor Ricardo
Jorge, ja estudados, ou com estudo em curso no nosso labo-
ratorio, descrevendo os dados clinicos e moleculares mais re-
levantes.

_Métodos

No ambito deste estudo foi determinado o perfil lipidico (CT,
LDL-C, HDL-C, TG, apoA1, apoB e Lp(a)) para cada caso index
e familiares, pelos métodos colorimétrico enzimatico e imuno-
turbidimétrico, recorrendo ao autoanalisador COBAS Integra
400 Plus (Roche).

O estudo molecular foi realizado por amplificagao de todos os
ex0es e juncdes exao/intrao, bem como, regides 5 e 3" UTR de

Colesterol HDL-C inferior do percentil 5

Colesterol LDL-C e HDL-C inferior do

Hereditariedade - autossémica
recessiva

ABCAT1 (ATP binding cassette A1) Desconhecida
APOAT (apolipoproteina At);
Hereditariedade - autossémica

dominante

ABCAT (ATP binding cassette AT;
Hereditariedade - autossémica
recessiva

Rara (cerca de 100 casos
descritos no mundo)

ANGPTL3 (Angiopoietin-Like 3); 1/1 000 000

Hereditariedade - autossémica
recessiva

cada gene indicado na tabela 1, por PCR e sequenciagao pelo
método de Sanger, ou, mais recentemente, por sequenciagao
de nova geracao (NGS), seguido de sequenciagao de Sanger
para confirmacao do resultado obtido por NGS.

_Resultados e discusséao

Foi realizado o estudo de 7 casos index. O fenotipo clinico de
cada caso index encontra-se resumido na tabela 2.

Seis dos 7 casos index recebidos tém um diagndstico clinico
de ABL ou FHBL. No caso index | foi possivel encontrar a muta-
cdo causadora da doenga, uma mutacao stop em homozigotia
no gene APOB (p.[(Trp1237* )]; [(Trp1237* ))) (12), confirmando
o diagnéstico clinico de FHBL. No caso index VIl com possivel
ABL/FHBL foi identificada uma alteracdo frameshift no gene
APOB em heterozigotia (p.(Gly1122Valfs*63)). Esta variante ex-
plica o fendtipo de hipolipidemia apresentado pelo doente, fe-
notipo este menos severo que o apresentado pelo caso | com
uma alteracdo em homozigotia.
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Nos casos index I, lll, IV e VI foram sequenciados 0s genes
APOB, MTTP, SAR1B, ANGPTL3 e PCSK9 e ndo foram encon-
tradas variantes que justifiquem o fendtipo. Estes doentes
encontram-se ainda em estudo de forma a identificar a causa
genética do seu fendtipo. No caso Il foi possivel obter amos-
tras dos pais e ira ser realizado o estudo do exoma desta
familia (em trio) de forma a tentar identificar um novo gene res-
ponséavel pelo fendtipo. O caso index VI foi referenciado para
estudo com um diagnéstico clinico de ABL/FHBL, apresentan-
do com 15 anos de idade, hepatomegalia, esteatose hepatica
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HDL-C e TG, similares ao caso index. Nesta familia, tal como
na anterior, s6 0 estudo do exoma podera levar a identificagdo
da causa do fendtipo apresentado pelo caso index.

No caso index V, referenciado com diagndstico clinico de de-
ficiéncia em HDL, identificou-se uma mutagéo stop em homo-
zigotia no gene ABCAT (p.[(Lys1154% )];[(Lys1154*)]) (tabela 2),
associada a doenca de Tangier. Ambos 0s progenitores séo
heterozigotos para esta variante, assim como 0s seus dois
descendentes. No entanto, ndo recebemos amostras para a

e neuropatia. Os progenitores deste caso index apresentam realizacdo de qualquer confirmacgéo laboratorial (figura 1).
fenotipos distintos, a mae com valores normais de CT, LDL-C,

HDL-C e TG, e o pai apresenta valores baixos de CT, LDL-C,

Tabela 2: 2 Caracteristicas clinicas e moleculares dos casos index apresentados.

ID Idade CT LDL  HDL TG Lp(a) ApoAl ApoB  Diagnéstico clinico  Diagnéstico molecular

| 16 22 * 24 6 - ** ** ABL/FHBL FHBL- gene APOB:
C.[3711G>A[; [3711G>A], p.[(Trp1237%); (Trp1237%)]

1l 14 24 * 22 5 9,0 49,0 10,0 ABL/FHBL Em estudo

1 14 83 39 33 53 17 94 34 ABL/FHBL Em estudo

I\ 15 44 15 12 46 8,3 53 21 ABL/FHBL Em estudo

\ 42 73 46 3 158 <8,3 10 91 Doenca de Tangier Doenca de Tangier - gene ABCAT:
C.[3460A>T];[3460AT], p.[(Lys1154*)];[(Lys1154%)]

\ 15 91 47 38 31 * > 40 FHBL Em estudo

Vil 28 69 18 52 13 o 1156 15 ABL/FHBL/HFC FHBL- gene APOB:

¢.3365_3366del, p.(Gly1122Valfs*63)

Idade (anos); CT - colesterol total (mg/dL); LDL - lipoproteina de baixa densidade (mg/dL); HDL - lipoproteina de alta densidade (mg/dL); TG - triglicé-
ridos (mg/dL); Lp(a) - lipoproteina (a) (mg/dL); ApoAl — apolipoproteina A1 (mg/dL); ApoB - apolipoproteina B (mg/dL); ABL - Abetalipoproteinemia;
FHBL - hipobetalipoproteinemia familiar; FCH - hipolipidemia familiar combinada; * impossivel determinar por motivos técnicos; ** Nao determinado.

Figura 1: 1 Caso index V com diagndstico molecular de doenga de Tangier.
@
I:1 1:2 . Homozigoto para a variante p.(Lys1154*) no gene ABCA1
I:I Portador da variante p.(Lys1154*) no gene ABCAT
?| Sem informagao
G © @
11:3 I1:1 1.2

Caso index - identificado com uma seta

Os pais e filhos do caso index serao heterozigotos
obrigatérios.

|||:1R 1n:3

vV:2 1V IV:3
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Os doentes com as hipolipidemias raras apresentadas tém um
risco acrescido de ter outras manifestacdes clinicas graves:
ma progressao ponderal com desnutricéo, alteragdes hemato-
l6gicas, oftalmoldgicas ou neurolégicas, esteatose hepatica ou
mesmo doenca cardiaca. Por este motivo, deveriam ser identi-
ficados 0 mais precocemente possivel, de forma a minimizar
ou prevenir os efeitos nefastos destas condicoes. A caracteri-
zagao genética da patologia permite uma melhor e mais perso-
nalizada abordagem terapéutica com melhoria do prognéstico
do doente, bem como um aconselhamento genético adequa-
do, com identificacdo de outros familiares em risco.

Em 2013 a Diregao-Geral da Saude publicou a circular norma-
tiva n.° 010/2013, onde recomenda que todas as criancas
antes dos 10 anos de idade realizem um perfil lipidico. Uma vez
que estas dislipidemias manifestam-se na primeira década de
vida, se a circular normativa fosse aplicada na sua plenitude,
0 numero de individuos identificados precocemente poderia
ser maior, aumentando a possibilidade de prevenir as doencas
graves associadas a estas patologias.

Sendo a dislipidemia uma das areas de referéncia do Depar-
tamento de Promocao da Saude e Prevencao de Doencas
ndo Transmissiveis do Instituto Nacional de Saude Doutor
Ricardo Jorge, e na procura da melhoria constante, foram
recentemente implementados quatro painéis de genes asso-
ciados a dislipidemia, com recurso a sequenciacdo de nova
geracao (NGS). Esta nova abordagem permite uma resposta
mais rapida e com uma sensibilidade e especificidade mais
elevadas a qualquer pedido de diagnostico molecular na area
da dislipidemia (13-15). Esperamos com estes painéis conse-
quir identificar a mutacdo causadora da doenga nos casos
ainda em estudo e em todos os futuros casos que nos sejam
referenciados para diagnéstico; caso nao seja possivel por
esta metodologia chegar a um resultado, deveré ser equacio-
nado o estudo do exoma (como sera realizado no caso index
Il apresentado), como estudo exploratério, para identificagéo
de novos genes. Os respetivos estudos funcionais serdo im-
plementados, sempre que possivel, para a comprovagao do
efeito do defeito genético na via metabdlica afetada.
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_Concluséo

As dislipidemias de origem genética raras continuam sub-
diagnosticadas em Portugal. A identificac&o da etiologia de
cada dislipidemia é importante para a implementacéo da cor-
reta abordagem terapéutica uma vez que a mesma depende
da via metabdlica afetada. Habitualmente s6 sdo valorizadas
e tratadas as situacdes com hiperlipidemias.

Em relagdo as doengas que causam hipolipidemias ndo ha
muitos casos descritos, talvez por serem muito raras. Os valo-
res de referéncia apresentados pelos laboratérios sao normal-
mente baseados em valores recomendados pelas sociedades
cientificas e nao apresentam os limites inferiores saudaveis,
tornando-se assim dificil o diagndstico destes casos.

O cumprimento da circular normativa n.° 010/2013 sobre 0
rastreio da dislipidemia na crianga deveria ser incentivado
para poder identificar atempadamente criancas com hiper
e hipolipidemias que requerem aconselhamento e tratamen-
to adequado atempado e prevenir complicacoes. A reformu-
lagéo dos boletins de analises, com a introdugao de valores
com intervalos de valores de referéncia, iria também ajudar
a alertar para valores abaixo dos recomendados, permitindo
identificar mais individuos em risco.

A caracterizagao bioguimica e genética determinada no labo-
ratério do INSA enquadra-se num esforgo de estratificacdo
do risco associado a cada patologia contribuindo para a im-
plementacdo de uma medicina mais personalizada.
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