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Reorientacdo do sistema de saude para a
promocdo da saude através da prescricao social

Health system reorientation for health promotion
through social prescribing

A criacao de uma rede integrada de servigos de salde,
sociais, ocupacionais e culturais centrada no individuo e
de abordagem comunitaria, constitui uma oportunidade
inovadora de gerar ganhos em saude e reorientar o sis-
tema de salde portugués para a promocao da saude.
O Servico Nacional de Saude (SNS) conseguiu ao longo
dos ultimos 43 anos melhorar o estado de saude da popu-
lag&o, notoriamente ao nivel da esperanca média de vida
e da mortalidade por causas trataveis, colocando Portu-
gal numa posicao acima da média europeia nestes indi-
cadores (1:2). No entanto, os portugueses continuam a
sentir-se mais doentes do que a grande maioria dos cida-
daos europeus, vivendo comparativamente menos anos
de vida saudavel (2.3). Este desencontro pode eviden-
ciar um insucesso na promogéao da salde da populacgao,
com implicagdes que transbordam os limites do sector
da saude e graves consequéncias individuais, sociais e
econdémicas. Neste contexto, a solucao para este cena-
rio pode passar pelo envolvimento de todos os atores
implicados, a comegar pelo individuo na sua comunida-
de. Quando apenas 20% dos resultados em salde da
populacdo dependem da acdo do sistema de saude (4),
€ necessario criar redes colaborativas de proximidade
com sectores que contribuem para a saude e bem-estar,
incluindo a administracao local, os servigos publicos (edu-
cacao, emprego, seguranca social, etc.), o terceiro sector
(associacoes, instituicdes particulares de solidariedade
social, organizagdes nao governamentais, etc.) e muitos
outros agentes que promovem ativamente e continuamente
a saude da populagéo através da participacao social, des-
porto, cultura, natureza e artes sem uma ligagao concreta

e efetiva ao setor da salde.
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A Prescricao Social concretiza e efetiva a ligagdo entre
0 SNS e todos estes agentes promotores da saude na
sociedade, conseguindo assim atuar nos determinan-
tes sociais da saude, que fora da esfera de atuacdo do
Ministério da Saude contribuem para 80% da saude dos
portugueses. Na pratica, € um modelo que permite aos
profissionais de salde detetar em consulta situacoes de
vulnerabilidade social ou necessidades ao nivel do estilo
de vida e referenciar o utente para um profissional de
ligagdo (social prescribing link worker), que coordena
uma rede local integrada de recursos comunitérios de pro-
mocao de salde e codesenha com o utente uma pres-
cricdo néo-clinica, capaz de atuar positivamente no seu
contexto de vida com beneficios para a sua saude e bem-
-estar. Desde 2018, duas Unidades de Saude Familiar
(USF) do Agrupamento de Centros de Saude Lisboa Cen-
tral — USF da Baixa e USF Almirante - implementam este
modelo da Prescricdo Social ao nivel dos cuidados de
saude primérios (CSP), com 0s seus assistentes sociais a
assumir o papel de profissional de ligacdo entre os uten-
tes e 0s stakeholders comunitarios. Este modelo de pres-
tacdo de cuidados de proximidade assume assim um ca-
racter diferenciado e inovador no SNS, estimulando uma
real intervencao local de promogao de salde. Este projeto
inovador antecipou-se a varias recomendacoes internacio-
nais de implementagéo da Prescricdo Social ao nivel dos
CSP, sendo atualmente a Escola Nacional de Saude Publi-
ca responsavel pela monitorizagao da sua implementagao
tendo em vista a sua avaliacéo (5). Numa altura de restru-
turacdo do SNS, no qual se discute o baixo orcamento de-
dicado a promogéao da salude - trés vezes inferior a média
da Uniao Europeia - a Prescricao Social surge como uma
linha orientadora, mais colaborativa, sustentavel e concre-
tizavel de melhorar o bem-estar e a salide duma popula-
cao longeva, mas que se sente doente.

Neste cenario, o Instituto Nacional de Saude Doutor
Ricardo Jorge no seio das suas atribuicdes na area da pro-

mocao da saude, do estudo dos determinantes da saude
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_ Vigilancia automatizada e remota de mosquitos na Rede de Vigilancia de Vetores (REVIVE):
implementacéo de armadilhas com um novo sistema de sensores oticos para a classificagao
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Automated and remote surveillance of mosquitoes in the National Vector Surveillance Network (REVIVE) in Portugal:

implementation of traps with a new optical sensor system for automatic classification of mosquitoes
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_Resumo

No ambito da Rede de Vigilancia de Vetores (REVIVE), é realizada a vigi-
lancia entomolégica em mosquitos desde 2008 em Portugal. O projeto
REVIVE é uma componente dos programas de vigilancia epidemiolégica
indispensavel a avaliagdo do risco de transmissao de agentes patogénicos
transmitidos por vetores e é fundamental para a implementacéo de uma
estratégia integrada de controlo de vetores e prevencdo de doengas.
As atividades previstas nos programas de vigilancia entomolégica e doen-
cas associadas exigem elevados custos com recursos humanos especiali-
zados e com a logistica que é investida nas inspegdes periddicas das
armadilhas de insetos. E essencial o desenvolvimento de estratégias sus-
tentaveis para a monitorizacao de vetores. O projeto VECTRACK propde o
desenvolvimento de um método inovador na vigilancia de mosquitos veto-
res de agentes de doenga que vai possibilitar a identificacdo da espécie,
sexo, idade e potencial de infecdo das populacdes de mosquitos, mas de
forma automatizada e remota. Neste artigo apresentamos os principais
protocolos usados no projeto VECTRACK para a configuragdo de um sen-
sor acoplado a uma armadilha que proceda a identificacédo automatizada
de mosquitos através de machine learning.

_Abstract

Within the scope of the Vector Surveillance Network (REVIVE), entomo-
logical surveillance of mosquitoes has been carried out since 2008 in
Portugal. REVIVE project is an essential component of epidemiological
surveillance programs to assess the risk of transmission of vector-borne
pathogens and is essential for the implementation of an integrated strat-
egy for vector control and disease prevention. The activities foreseen
in the entomological surveillance programs and associated diseases
demand high costs with specialized human resources and with the logis-
tics that are invested in the periodic inspections of insect traps. The
development of sustainable strategies for vector monitoring is essen-
tial. The VECTRACK project proposes the development of an innovative
method in the surveillance of mosquito vectors of disease agents that
will make it possible to identify the species, sex, age and infection
potential of mosquito populations, but in an automated and remote way.
In this manuscript, we present the main protocols used in the VECTRACK
project for the configuration of a sensor coupled to a trap that performs
the automated identification of mosquitoes through machine learning.
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_Introdugao

Os programas tradicionais de vigilancia de mosquitos, nos
quais a Rede de Vigilancia de Vetores (REVIVE) se insere
envolvem varias atividades que tém como principais obje-
tivos 1) a identificacdo das espécies presentes, 2) a mo-
nitorizacdo da composicao e abundancia das populacgdes,
3) a detecéo de espécies invasoras/exoticas, 4) a pesquisa
de agentes transmitidos e 5) a avaliagao de medidas de in-
tervencao que contribuam para uma estratégia integrada de
controlo de mosquitos vetores. De um modo geral, a vigi-
lancia entomologica dirigida aos mosquitos vetores baseia-
-se em armadilhas coletoras que sé&o inspecionadas regu-
larmente e analisadas no laboratério (1),

As principais limitacoes deste sistema de vigilancia tradi-
cional sédo 1) o custo e o tempo relativo aos recursos hu-
manos, técnicos operacionais que sao responsaveis pelas
inspecdes das armadilhas instaladas no exterior e envio
das amostras para o laboratério para identificacao e ana-
lise, e 2) 0 atraso criado entre 0 momento em que a arma-
dilha é colocada e inspecionada. Esta discrepancia pode
ser crucial e levar a que a analise da dinamica das popula-
¢bdes de mosquitos no campo nédo seja precisa e produzida
em tempo Gtil para uma intervencao eficaz ou para umain-
terpretacdo correta e atempada da epidemiologia de um
agente, no caso de surto epidémico.

O projeto VECTRACK (Earth observation service for pre-
ventive control of insect disease vectors - Sistema de
observagéo terrestre para a monitorizacao e controlo de
mosquitos vetores de doenga), integrado no programa de
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apoio a inovacao do Conselho Europeu de Inovagao e no
programa Horizonte 2020, propde o desenvolvimento de
um método inovador na vigilancia de mosquitos vetores
de agentes de doenga que vai possibilitar a identificacao
da espécie, sexo, idade e potencial de infecao das popu-
lacdes de mosquitos, de uma forma completamente au-
tomatizada e remota. Este sistema, associado a um ser-
vico sentinela por satélite, propde-se a obter mapas de
distribuicao geografica e temporal em tempo-real para vi-
gilancia dos mosquitos vetores e avaliagcao de risco das
doencas associadas. Este projeto, ainda em curso (2019-
-2023), conta com a participacao de quatro entidades de
trés paises europeus: Bélgica, Espanha e Portugal, este
ultimo representado pelo Centro de Estudos de Vetores e
Doencas Infeciosas do Instituto Nacional de Saude Dou-
tor Ricardo Jorge.

As “armadilhas inteligentes” e sistemas de monitorizagao
remota produzem dados totalmente interoperaveis e, por-
tanto, disponiveis para a execuc¢ao automatica de mode-
los de previsao, para a realizagdo de avaliagdes de risco,
a emissao de alertas e a realizagdo de analises histéricas
de areas infestadas. Deste modo, podem ser estabeleci-
dos programas de vigilancia automética com precisao e
agilidade, superando o problema dos custos de méo de
obrarelacionados com as inspecdes manuais. Além desta
vantagem, as espécies de mosquitos vetores de agentes
de doenca podem ser detetadas mais cedo e com maior
precisdo, permitindo um melhor controlo de surtos e uma
maior protecao da populacao contra doencas.

O plano de trabalho do projeto VECTRACK tem como obje-
tivo a colheita de diferentes espécies de mosquitos selva-
gens para analise com um protoétipo de sensor ético aco-
plado a uma armadilha para mosquitos em ambiente de
laboratério. Os mosquitos identificados e categorizados
em cinco variaveis (espécie, sexo, idade, tamanho e es-
tado fisiolégico) sdo colocados em gaiolas com as arma-
dilhas equipadas com o0 sensor e cada captura que ¢ feita
pela armadilha é registada em tempo real. Cinco caracte-
risticas fundamentais sdo extraidas de cada registo, cor-
respondente ao voo de um mosquito, para produzir no final
um conjunto de dados que vao ser usados no processo de
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avaliacdo de cinco algoritmos de machine learning que vao
servir para construir o modelo com melhor performance na
identificacdo da espécie de mosquito testada (2:9),

Apo6s a fase de machine learning em laboratério, testes de
campo foram e estdo a ser executados em paralelo com
0s varios parceiros de projeto, para demonstrar a efica-
cia do novo sistema de monitorizagdo em ambiente opera-
cional. Os sensores sao configurados para o trabalho de
campo e 0 acompanhamento do registo de dados ¢ feito
por uma aplicacdo online Senscape Hub, com a classi-
ficacdo das amostras (mosquitos colhidos) e andlise de
dados em tempo real. Esta tarefa corresponde a uma fase
de trabalho-piloto que tem como objetivo coletar periodi-
camente as amostras nos sacos de colheita das armadi-
lhas de mosquito para contar e classificar todos 0s insetos
para comparar com a contagem automatica e classifica-
cao de amostras individuais pela tecnologia do sensor.

O mosquito invasor Aedes albopictus foi reportado pela
primeira vez em Portugal em 2017 em dois locais distintos,
numa empresa de pneus localizada no Norte, Penafiel (re-
gido do Porto) (4); e nas proximidades de um resort de golfe
no Sul, regido do Algarve (5). Desde entdo, sua presenca
tem sido reportada pelo REVIVE nos mesmos locais, bem
como o aumento gradual da sua dispersao (6). A presen-
ca de Ae. albopictus em Portugal € uma grande ameaca a
salide publica, aumentando a preocupacédo com a introdu-
cao de varias arboviroses em Portugal continental ao nivel
previamente reconhecido na llha da Madeira. Na verdade,
Ae. aegypti presente na Madeira desde 2005 (7), foi asso-
ciado ao maior surto de dengue até agora relatado na Euro-
pa em 2012 (8). O reforgo das agbes de vigilancia e moni-
torizacdo de mosquitos vetores é essencial no nosso pals.

_Objetivos

Neste trabalho faz-se a descricdo dos protocolos aplicados
no ambito do projeto VECTRACK sobre: 1) os procedimen-
tos laboratoriais, 2) as técnicas de campo para a colheita
dos mosquitos a testar em laboratério, e 3) a instalacao das
primeiras “armadilhas inteligentes”. A analise preliminar dos
dados coletados até ao momento é também apresentada.
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_Materiais e métodos

Protocolos operacionais de campo para colheita de
mosquitos no ambito VECTRACK

A colheita de mosquitos para o processo operacional do
projeto VECTRACK tem sido realizada desde maio de 2020.
A selecao dos locais de amostragem foi efetuada de acordo
com a espécie-alvo e estégio de vida. Alguns dos locais
de colheita foram selecionados tendo em consideracao
os dados de diversidade e abundancia das populacoes de
mosquitos produzidos em 2019 pela REVIVE. O critério utili-
zado para definir o estagio de vida durante a amostragem
foi dependente da espécie, uma vez que algumas sao difi-
ceis ou mesmos refratarias a reprodugao com coloniza¢do
da espécie em condigdes de insetario.

Colheitas de mosquitos adultos com armadilhas de
luz tipo CDC com isco de diéxido de carbono em
forma de gelo seco

Mosquitos adultos de espécies nativas foram capturados
usando armadilhas luminosas tipo CDC (Centers for
Disease Control - CDC-LT, J. W. Hock Co., Gainesville, FL,
EUA), iscadas com 0,5-1 kg de gelo seco por um periodo
minimo de 12h (figura 1). As armadilhas foram colocadas
ao final da tarde, cobrindo os periodos do por e do nascer
do sol, 1,5 a 3 metros acima do solo, e coletadas na manha

Figura 1: [ Armadilha luminosa tipo CDC iscada com di6-
xido de carbono na forma de gelo seco.
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do dia seguinte. O tempo de operacao deste tipo de arma-
dilha em campo ¢é limitado pelo fornecimento de CO, ou
pela capacidade da bateria (bateria de 6 V). As redes e/ou
copos de colheita foram removidos ap6s o periodo de
amostragem e 0s mosquitos imediatamente transferidos
para o laboratério.

Estas armadilhas para mosquitos séo frequentemente usa-
das em programas de monitorizagdo e sdo altamente efi-
cazes na captura de fémeas de mosquitos de muitas es-
pécies que procuram hospedeiros para se alimentar de
sangue quando sdo operadas com gelo seco ou outra fonte
de CO,. Quando a armadilha luminosa tipo CDC esté cor-
retamente configurada e as condicées ambientais séo fa-
voraveis, os insetos capturados sdo coletados vivos. O uso
destas armadilhas no ambito do projeto VECTRACK foi dire-
cionado as espécies de mosquitos ndo-alvo Culex theileri e
Ae. caspius e outros insetos da familia Chironomidae.

Armadilha BG-Sentinel (Biogents) com isco BG lure
e didxido de carbono

Mosquitos adultos de espécies invasoras foram captura-
dos usando armadilhas sentinela BG (BG-ST, Biogents,
Regensburg, Alemanha), iscadas com BG Jure e CO, por
um periodo minimo de 12h (figura 2). As armadilhas BG-ST
foram instaladas em locais previamente definidos para a

Figura 2: 1 Armadilha BG sentinela iscada com diéxido de
carbono na forma de gelo seco.
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presenca de espécies invasoras. Dado que essas armadi-
Ihas podem operar continuamente quando ha energia elé-
trica, a periodicidade de colheita dos mosquitos pode
variar de diaria a uma vez por semana. No entanto, para
coletar os mosquitos vivos, as inspecdes devem ser reali-
zadas diariamente.

As BG-ST sao frequentemente utilizadas na monitorizacao
de pontos de entrada, como aeroportos, portos, regides
de fronteira, empresas de pneus com comércio internacio-
nal e locais onde mosquitos invasores como Ae. aegypti
e Ae. albopictus ja tenham sido introduzidos e se encon-
trem estabelecidos localmente. Estas armadilhas foram
projetadas especificamente para atrair estas espécies e
geralmente séo iscadas com um composto quimico espe-
cifico (BG-Lure ou Sweetscent). No entanto, se a BG-ST
for iscada com didxido de carbono (CO5,), a armadilha atrai
uma ampla variedade de espécies de mosquitos, como
Culex sp. e Anopheles sp., além de capturar mosquitos
machos, fémeas alimentadas com sangue e gravidas. O seu
uso no ambito do projeto VECTRACK foi direcionado a uma
ampla diversidade de espécies de mosquitos n&o-alvo,
como Cx. theileri e as espécies-alvo Ae. albopictus e
Ae. aegypti.

Colheita de adultos em repouso com aspiradores

Mosquitos adultos de espécies néao atraidas pelas arma-
dilhas CDC-LT ou BG-ST foram capturados com aspira-
dores elétricos em paredes internas de abrigos de ani-
mais. As colheitas foram realizadas geralmente no periodo
da manha com um pequeno aspirador mecanico e uma
lanterna elétrica para iluminar as superficies. Mosquitos
adultos em repouso ou em voo foram coletados por um
periodo de 30 minutos em cada local. A utilizagao de aspi-
radores para recolha de mosquitos no ambito do projeto
VECTRACK foi direcionada para uma vasta gama de espé-
cies de mosquitos nao-alvo, como as espécies do género
Anopheles, nomeadamente An. atroparvus.

4
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Colheita de larvas com cacos

O primeiro passo para a colheita dos estagios larvares do
mosquito é a identificacdo dos habitats larvais e dos cria-
douros. Diferentes classes de habitats de larvas podem
ser identificadas e a metodologia usada para a amostra-
gem depende do tamanho e tipo do local do criadouro.

As larvas foram coletadas principalmente em 1) corpos
de agua temporarios estagnados, como lagoas, péanta-
nos, valas, canais, 2) corpos de agua semipermanentes
com vegetacao, como pantanos e lagoas com vegetacao
e 3) recipientes artificiais, como pequenos contentores.
Os criadouros foram amostrados com cagos ou com rede
de tamanho apropriado dependendo do tamanho e pro-
fundidade do corpo de agua. Foram realizadas cinco a 20
imersdes em cada local. As larvas coletadas no método
de imersao foram primeiramente transferidas para uma
bandeja branca e em seguida, com uma pipeta, transferi-
das para um frasco de 50 ml. A amostragem de larvas no
ambito do projeto VECTRACK foi direcionada para uma
vasta gama de espécies de mosquitos ndo-alvo, como as
espécies dos géneros Culex e Culiseta, nomeadamente
Cx. laticinctus, Cx. hortensis, Culiseta longiareolata e
outros insetos da familia Chironomidae.

Colheita de ovos armadilhas de ovos - ovitraps

Para a colheita de ovos de mosquitos foram usadas ovi-
traps. As ovitraps foram instaladas em locais previamente
definidos pela presenca de espécies invasoras. Estas arma-
dilhas n&o requerem energia e operam continuamente. As
ovitraps consistem em um suporte de oviposicéo (geral-
mente papel de germinagdo em uma vara de madeira ou
um pedaco de poliestireno) e um pequeno balde de plés-
tico preto que é preenchido com agua (0,5 a 1,5 litros) até
dois tercos. Foram realizadas inspe¢des semanais das ovi-
traps. Nas ovitraps com a presenca de ovos de mosquito
0 papel de germinagéo ou suporte de madeira foi colocado
em frascos de transferéncia e encaminhado ao laboratério
para confirmacao e contagem de ovos. O papel de germi-
nacao ou vara de madeira e a agua sédo substituidos apos a
limpeza e manutencao das ovitraps (figura 3).
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Figura 3: [ Exemplo de armadilha ovitraps instalada no
campo.

As ovitraps sao indicadas na monitorizagdo de pontos de
entrada, como aeroportos, portos, regides de fronteira,
empresas de pneus com comércio internacional e locais
onde 0s mosquitos invasores Ae. aegypti e Ae. albopictus
ja foram introduzidos e estdo estabelecidos localmente.
A configuracdo de uma rede de ovitraps é geralmente
complementada com armadilhas BG-ST para monitorizar
a abundancia e distribuicdo de populacdes de mosqui-
tos invasores. A utilizacdo de ovitraps no ambito do pro-
jeto VECTRACK foi direcionada as espécies invasoras Ae.
albopictus e Ae. aegypti.

Manuseio e transporte de amostras de campo

Mosquitos adultos: os mosquitos coletados foram transpor-
tados para o laboratério nas bolsas coletoras ou transferi-
dos para frascos de transporte por aspira¢cdo. Em ambos
0s métodos, os mosquitos foram mantidos refrigerados até
a chegada ao laboratério. Os dados ambientais foram regis-
trados pelo inspetor de campo. No laboratério, os mosqui-
tos foram identificados com recurso a chaves de identifi-
cacao taxondmica. Os mosquitos vivos foram transferidos
para uma gaiola-rede em ambiente insetario de 28°C, 70%
de humidade relativa e fotoperiodo de 12h:12h.

Larvas: as larvas coletadas foram transportadas para o
laboratério em frascos de colheita de 50 ml. As larvas foram
identificadas através de chaves de identificacao taxono-
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mica e separadas por espécie, local e data. Apos identifi-
cacao e triagem das espécies, as larvas foram transferidas
para bandejas brancas de 60 cm X 30 cm e alimentadas
com racdo para peixes (TetraMin®) até & fase de pupa em
condicoes de insetario (28°C). As pupas foram entao trans-
feridas para um frasco e colocadas em gaiolas-rede para a
emergéncia dos adultos.

Ovos: suportes de oviposicdo coletados com ovos de
Aedes spp. foram colocados num saco plastico fechado e
transportados para o laboratério. Os ovos em cada suporte
de oviposi¢a@o foram contados e colocados em agua em
condicbes de insetario para permitir a eclosao das larvas.

Protocolos operacionais de laboratorio para instala-
cao e gestdo de colénias de mosquitos no ambito
VECTRACK

As espécies de mosquito que sdo capazes de se insta-
lar em condi¢Oes de insectario foram estabelecidas em
colénias de laboratério. Os adultos das espécies-alvo Ae.
albopictus e Ae. aegypti foram mantidos em gaiolas de
30 x 30 x 30 cm num insetario privado de luz natural, sob
condigdes padrao e constantes de 28°C + 1°C, e 70 = 5%
de humidade relativa, 12h:12h fotoperiodo claro: escuro
incluindo os periodos de transi¢ao crepusculo (1h) e ama-
nhecer (1h) (figura 4).

Figura 4: [ Coldnia de Aedes aegypti em ambiente de
insetdrio, com dispositivo Hemotek para ali-
mentacdo dos mosquitos com sangue e copos
preparados para a ovipostura.
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Uma solugao de sacarose (10%) foi fornecida aos mosqui-
tos adultos. Sangue bovino fresco desfibrinado foi forneci-
do a mosquitos fémeas duas vezes por semana usando o
sistema de alimentacéo por membrana da Hemotek (Disco-
very Workshop, Inglaterra) (figura 5). As fémeas foram dei-
xadas para colocar 0s ovos num copo cilindrico de plasti-
co preenchido com 1/3 com agua e forrado com papel de
germinagao.

A eclosao dos ovos foi estimulada usando agua destilada
fervida e depois arrefecida em frascos com agua a 3/4
(figura 6). As larvas eclodidas foram transferidas para ban-
dejas brancas em numero pré-determinado de acordo com

Figura 5: [ Alimentacao de sangue usando o sistema de
alimentac¢do por membrana Hemotek (Disco-
very Workshop, Inglaterra).

Figura 6: [ Protocolo de incubacao de ovos.

as condicOes de desenvolvimento e alimentadas com racdo
para peixes suplementada com levedura de cerveja. Apds
5-7 dias, as pupas foram transferidas para gaiolas de rede.

_Resultados
Resultados dos ensaios de Laboratdrio

Um total de 10621 mosquitos, pertencentes a sete espé-
cies, foram testados, resultando em 227 testes realiza-
dos no protétipo do sensor bioacustico desenvolvido pela
IRIDEON (figura 7a e 7b).

As espécies foram divididas duas categorias: espécies-
-alvo (target species), que incluem Ae. albopictus (4015
mosquitos testados), Ae. aegypti (4170 mosquitos testa-
dos) e An. gambiae (857 mosquitos testados), espécies
estas que sao as principais espécies vetoras de arbovi-
rus e parasitas importantes em saude publica; e espé-
cies ndo-alvo (non-target species), que incluem Cs. lon-
giareolata (989 mosquitos testados), Cx. theileri (390
mosquitos testados), Cx. laticinctus (189 mosquitos tes-
tados) e Cx. hortensis (11 mosquitos testados), espécies
nao invasoras no territério nacional.

Os testes para as espécies-alvo foram realizados utilizando
duas densidades larvares diferentes (50 larvas por litro e

Figura 7: [ A - Sensor bioacustico criado pela IRIDEON para
a identificacao de mosquitos B - Sensor mon-
tado numa armadilha BG Mosquitair dentro da
camara climatica onde sao feitos os testes.
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250 a 300 larvas por litro), quatro temperaturas distintas
(18, 23, 28 e 33°C), com dois intervalos de idade para o0s
machos (2-4 e 7-9 dias de idade) e trés intervalos de idade
para as fémeas (2-4, 7-9 e 14-16 dias de idade).

Para Ae. albopictus foi possivel adquirir voos suficien-
tes para a criacdo de conjunto de dados equilibrado para
machine learning. Para Ae. aegypti existem categorias
(nomeadamente os testes a temperatura de 18%) onde é
necessario obter mais voos, mas prevé-se que estejam
todos adquiridos até outubro de 2022. Quanto a Anopheles
gambiae néo ira ser possivel fazer mais ensaios dos que
0s ja realizados uma vez que estes requerem a presencga de
um sensor na Guiné-Bissau, 0 que ndo vai ser possivel por
uma questao logistica no periodo em que decorre o projeto.

Os testes para as espécies nao-alvo foram realizados com
critérios mais simples, sendo apenas utilizada uma densi-
dade larvar (200 larvas por litro) e uma temperatura (23°C),
sendo os intervalos de idades quer para 0s machos quer
para as fémeas iguais as das espécies-alvo. O numero
reduzido de voos para algumas destas espécies deve-se a
serem pouco comuns nas capturas do REVIVE, limitando
assim a realizacao de mais testes. Contudo, prevé-se que
seja possivel obter todos 0s voos necessarios para uma
analise de dados equilibrada até ao final do projeto.

Os resultados preliminares deste trabalho indicam a capa-
cidade de o sensor conseguir distinguir machos de fémeas
com mais de 99% de fiabilidade e de distinguir os diferen-
tes géneros de mosquitos com mais de 90% de fiabilidade.

_Discusséo e conclusdes

A necessidade de prevenir e controlar as doengas transmi-
tidas por vetores, e em especial mosquitos, € amplamente
reconhecida pela Organizagdo Mundial da Saude (OMS),
que desenvolveu uma estratégia para fortalecer o controlo
de vetores a nivel mundial até 2030 (9). Uma das metas néo
alcancadas do programa Global Vector Control Response
2017-2030 (GVCR) era que 50% dos paises completassem
em 2020 uma avaliagdo das necessidades de controlo de
vetores (meta atingida apenas por 27% dos paises), sendo
uma das fragilidades mais importantes apontadas a falta de

capacidade entomolégica. Os desafios enfrentados pelos
paises da regido do mediterraneo, com a presenca de mos-
quitos invasores do género Aedes sao destacados, sendo
essencial o aumento das agdes de vigilancia, monitoriza-
cao e controlo, com o envolvimento integrado da comuni-
dade (19). A'implementacéao de um sistema de vigilancia em
tempo real com 0s sensores desenvolvidos no ambito do
projeto VECTRACK sera uma mais-valia de grande impacto
para atingir as metas propostas pelo GVCR.

Com o avango destes métodos e tecnologia, ira ser possi-
vel monitorizar os pontos de entrada de um pais, como por-
tos, aeroportos, fronteiras e algumas industrias, para dete-
cao de espécies invasoras do género Aedes em tempo real,
melhorando em grande parte o tempo de resposta, de ma-
neira a prevenir a disseminacado e instalacao destas espé-
cies de vetores de arbovirus, como dengue, Zika e chikun-
gunya, e a mitigacao do seu impacto em saude publica.
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_Resumo

A hipercolesterolemia familiar (FH) é uma doenca comum do metabolismo
dos lipidos. Os individuos com FH apresentam niveis elevados de coleste-
rol no sangue desde o nascimento, tendo um elevado risco cardiovascular.
A presenca de uma variante patogénica no gene LDLR é a principal causa
de FH, havendo mundialmente mais de 3000 variantes descritas neste
gene. Contudo, apenas 15% destas apresentam estudos funcionais in vitro,
demonstrando que afetam a func¢é@o do recetor das lipoproteinas de baixa
densidade (LDL). O objetivo deste trabalho é apresentar um resumo de
todas as variantes caracterizadas funcionalmente no Estudo Portugués de
Hipercolesterolemia Familiar (EPHF). Em 980 individuos com diagnostico
clinico de FH, 426 casos com suspeita e 554 familiares, foram encontradas
1567 variantes diferentes no gene LDLR. No EPHF foram desenvolvidos 2
tipos de estudos funcionais para caracterizar alteragdes no LDLR. Um total
de 56 variantes foram j& estudadas funcionalmente o que contribuiu para
obter um diagnostico definitivo para 245 individuos. Os estudos funcionais
permitem aumentar a evidéncia para a classificagao correta das variantes
no gene LDLR, influenciando assim o diagndstico, tratamento, bem como
0 prognostico dos individuos com FH. Estes ensaios contribuem para um
diagndstico mais especializado e de referéncia nesta area.

_Abstract

Familial hypercholesterolemia (FH) is a common disorder of lipid metab-
olism. Individuals with FH are at high cardiovascular risk due to having
high blood cholesterol levels from birth. The presence of a pathogenic
variant in the LDLR gene is the main cause of FH, with more than 3000
variants described in this gene worldwide. However, only 15% of them
have functional studies in vitro, showing that they affect the function of
the LDL receptor. The aim of this paper is to present a summary of all
functionally characterized variants in the Portuguese Study of Familial
Hypercholesterolemia (EPHF). In 980 individuals with a clinical diagno-
sis of FH, 426 index cases and 554 relatives, 157 different variants in
the LDLR gene were found. In the EPHF, two types of functional stud-
ies were developed to characterize alterations in the LDLR. A total of
56 variants have been functionally studied, which contributed to obtain
a definitive diagnosis for 245 individuals. Functional studies allow to
increase the evidence for the correct classification of variants in the
LDLR gene, thus influencing the diagnosis, treatment, as well as the
prognosis of individuals with FH. These assays contribute to a more
specialized and reference diagnosis in this area.

_Introdugéo

A Hipercolesterolemia familiar (FH) (OMIM 143890) é uma
das doengas mais comuns do metabolismo lipidico (1/300
individuos) (1), apresenta uma hereditariedade autossémica
dominante e foi a primeira doenca genética do metabolismo
lipidico a ser caracterizada do ponto de vista molecular (2).
Os doentes com FH apresentam, desde o nascimento,
concentracoes elevadas de colesterol das lipoproteinas de
baixa densidade (c-LDL) na circulacdo sanguinea, acima
do percentil 95 para a idade e sexo, dando origem ao apa-
recimento de doenca cardiovascular (DCV) prematura,
nomeadamente enfarte agudo do miocérdio (EAM) (2:3),

A FH é diagnosticada com base em critérios clinicos esta-
belecidos (4), no entanto, apenas o diagnéstico genético
confirma a suspeita clinica (). Existem trés principais
genes associados a FH: gene recetor das LDL (LDLR),
responsavel por mais de 90% dos casos, gene apolipo-
proteina B (APOB), responsavel por 5-8% dos casos e
gene pré-proteina convertase subtilisina/quexina tipo 9
(PCSK9), responsavel por cerca de 1% dos casos (5).

Até agosto de 2022, foram descritas mais de 3000 varian-
tes no gene LDLR na base de dados da ClinVar (https://
www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/), sendo a maioria variantes
missense. Apesar do numero elevado de variantes reporta-
das, cerca de 85% necessitam de estudos funcionais para
avaliar qual o impacto no ciclo do recetor das LDL (6). Para
ultrapassar este obstaculo de falta de evidéncia funcional
para classificar uma variante, o American College of Me-
dical Genetics and Genomics e a Association for Molecu-
lar Pathology (ACMG/AMP) publicou em 2015, um conjunto
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de diretrizes para a classificacao geral de variantes gené-
ticas (7). Estas diretrizes contribuiram significativamente
para uma maior padronizacao e consisténcia na interpre-
tacdo do efeito das variantes e o seu significado clinico.
Contudo, estas diretrizes foram concebidas para abor-
dar todas as doencas Mendelianas, e nédo especifica-
mente a FH. Uma vez que eram necessarias adaptacdes
especificas para uma classificacdo clara das variantes no
LDLR, foram publicadas recentemente diretrizes especi-
ficas para a classificacdo de variantes neste gene (8). As
variantes podem ser classificadas como "patogénicas’,
"provavelmente patogénicas", "variantes de significado
incerto" (VUS), "provavelmente benignas" e "benignas".
Seguindo estas diretrizes, apenas os individuos portado-
res de variantes patogénicas e provavelmente patogénicas
podem ter o seu diagnostico clinico confirmado; os indi-
viduos com VUS precisam de aguardar que se relina mais
evidéncia para comprovar a patogenicidade da variante.

No entanto, verificou-se que mesmo com algumas adap-
tacoes especificas, 40% das variantes sao classificadas
como VUS; para estas variantes os estudos funcionais sao
importantes para avaliar qual o impacto destas variantes
no ciclo do recetor das LDL (6).

O diagndstico molecular da FH é importante para a obten-
cao de um diagnostico definitivo e precoce, bem como,
para a implementacao de uma terapéutica efetiva e dire-
cionada para a gravidade do efeito da variante detetada.
Estas medidas podem levar a uma reducao da mortalidade,
bem como da morbilidade neste grupo de individuos ().
A implementagao generalizada de estudos funcionais, um
dos mais fortes niveis de evidéncia para a classificagao de
variantes, pode contribuir muito para a melhoria do diag-
nostico da FH, contribuindo desta forma também para a
prevencao cardiovascular.

O Estudo Portugués de Hipercolesterolemia Familiar teve
infcio em 1999 e é coordenado pelo Instituto Nacional
de Saude Doutor Ricardo Jorge (INSA). No &mbito deste
estudo foi implementado o diagnéstico molecular da FH
em Portugal e sédo desenvolvidos métodos de referéncia
na area, de forma a melhorar o diagnéstico da FH em Por-
tugal, bem como, no mundo.
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_Objetivo

O objetivo deste trabalho é apresentar um resumo de todas
as variantes caracterizadas no ambito do Estudo Portugués
de Hipercolesterolemia Familiar, descrevendo os diferentes
tipos de ensaios funcionas que podem ser realizados no
ciclo do recetor das lipoproteinas de baixa densidade.

_Métodos

O diagnostico molecular da FH no INSA, como instituto
de referéncia, é altamente especializado e inclui a carac-
terizagdo funcional de variantes nos genes LDLR, APOB
e PCSK9. Neste trabalho iremos apenas apresentar resul-
tados de estudos funcionais no LDLR.

Ao longo dos ultimos 35 anos, dois tipos de ensaios tém
sido utilizados para comprovar a patogenicidade das
variantes no LDLR, avaliando todo o ciclo do LDLR. O
primeiro método, desenvolvido por Brown e Goldstein,
baseia-se na determinacao dos niveis de ligagao, interna-
lizagdo e degradagdo de LDL marcado radioactivamente
com 1251 na porgao proteica da LDL e eram inicialmente
realizados em fibroblastos e linfoblastos de individuos
com FH homozigética (10.11) Através deste método foi
possivel estudar o efeito das diferentes variantes deteta-
das ao longo do gene LDLR, avaliando as diferentes fases
do ciclo do recetor das LDL (2),

O segundo método, baseado no primeiro, utiliza a citome-
tria de fluxo para determinar a taxa de ligacao e interna-
lizacdo de LDL marcado com um fluoréforo lipofilico (Dil
ou FITC), ou com recurso a anticorpos especificos para
o LDLR, marcados secundariamente com fluoréforos, de
forma a avaliar os niveis de expressao do recetor na super-
ficie celular (12.13), Com a utilizagao deste tipo de marca-
cao é também possivel analisar a expressao do recetor por
microscopia de fluorescéncia. Varios estudos ja demons-
traram que este método € fidvel para caracterizar mutacoes
no recetor das LDL (13-15) sendo também, mais seguro
por n&o utilizar radioatividade. Este ¢ o método que tem
sido desenvolvido no EPHF e que é utilizado para estu-
dar as variantes missense no LDLR, através de expressao
heter6loga in vitro em células CHO IdIA7, sem expressao
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do LDLR (figura 1a). O protocolo laboratorial encontra-se

descrito em artigos do grupo de investigagao cardiovas-
cular (13,16),

Para o estudo de variantes de splicing no LDLR, o grupo
de investigacao cardiovascular (17) desenvolveu uma meto-
dologia, através do isolamento de células mononucleares
de sangue periférico (PMBC) dos individuos portadores das

das variantes de interesse. A partir das PMBC é isolado o
mRNA dos individuos e posteriormente sintetizado o cDNA.
Através da amplificacdo do cDNA das zonas de interesse, €
possivel avaliar se a variante altera o correto processamento
do RNA, afetando assim a proteina. (figura 1b). O protoco-
lo laboratorial encontra-se descrito em Bourbon et al. (17),

Figura 1: [ Estudos funcionais realizados no EPHF no gene LDLR. A) estudos funcionais
para a caracterizacao de variantes missense; B) estudos funcionais para a
caracterizacdo de variantes de splicing.

Cultura celular

Mutagéneses
(in vitro)

g

A) CHO IdIA7

Quantificacao da atividade do
LDLR por citometria de fluxo

através das particulas de LDL
marcadas com fluorescéncia

Expressao (37°C) }

Ligacao (4°C) }

Internalizacdo (37°C)}

_Resultados e discussao

Até setembro de 2021, foram referenciados ao EPHF 1115
individuos com diagnéstico clinico de FH e 2081 familia-
res. Foram encontradas, em 426 casos indexes e 554 fami-
liares, 157 variantes no gene LDLR, incluindo 40 varian-
tes nulas, 62 variantes com estudo funcional que afetam
a funcdo do LDLR e 26 variantes que nao afetam o ciclo
do LDLR. As restantes 29 variantes, incluindo 12 variantes
classificadas como VUS, nao foram ainda estudadas fun-
cionalmente, estando o seu estudo previsto para o pro-
ximo ano.

B) Linfocitos

Avaliacdo qualitativa de
alteracoes de splicing, a partir

do mRNA dos individuos
portadores destas variantes

RT-PCR }

Sequenciacdo
Sanger

Foram caracterizadas funcionalmente, até agosto de 2022,
um total de 56 variantes no grupo de investigacédo cardio-
vascular. Com base nesta caracterizagdo funcional, e de
acordo com as diretrizes da ACMG, foi criada nova evi-
déncia cientifica tendo sido as variantes novamente clas-
sificadas. Foram reclassificadas 36 variantes, incluindo 19
variantes que antes tinham uma classificacdao de VUS e
agora tem uma classificacao definitiva.
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Na figura 2 pode-se ver exemplos de resultados da carac- nitivo para 245 individuos, que desta forma tém agora um
terizacdo funcional, tanto para variantes missense (figura

2b, 2c¢, 2d) como para variantes de splicing (figura 2e)

diagnostico definitivo, o qual deve ser agora incorporado
nas decisOes terapéuticas.

Com base nos estudos funcionais no gene LDLR desen-
volvidos no INSA foi possivel obter um diagnostico defi-

Figura 2: [ Caracterizacao funcional de variantes no gene LDLR.
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(a) ciclo do LDLR; (b) resultado do ensaio de expressao do LDLR em células CHO-IdIA7 transfetadas com diferentes variantes do LDLR (seta laranja no ciclo);
(c) resulta do ensaio de ligacao de diferentes variantes no LDLR, transfetadas em células CHO-IdIA7 (seta verde no ciclo); (d) resultado ensaio de internali-
zacao de diferentes variantes de LDLR transfetadas em células CHO-IdIA7 (seta azul no ciclo); (e) Estudo funcional de um caso-index (Cl) com a variante
€.818-3C>G. Na parte esquerda, encontra-se a sequéncia nucleotida de parte do fragmento amplificado do cDNA do Cl onde se verificou a retencao de 2
nucleotidos do intréo 5 que leva a introducao de um codao de terminacdo prematuro. Na parte direita, encontra-se a representacao esquematica da loca-

lizacdo dos primers utilizados e os 2 fragmentos obtidos.
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_Conclusao

As variantes descritas no gene LDLR sao heterogéneas,
quer na populagdo portuguesa (18-21), como na popula-
cdo mundial (22-28) Das mais de 3000 variantes repor-
tadas na base de dados ClinVar, s6 cerca de 15% foram
comprovadas por estudos funcionais como causa de FH,
ou seja, que tém um efeito deletério no metabolismo das
lipoproteinas de baixa densidade (LDL) afetando o nor-
mal funcionamento do ciclo do recetor das LDL (6,:29),

Até agosto de 2022, foram caracterizadas funcionalmente
220 variantes no gene LDLR em todo o mundo. No grupo
de investigacdo cardiovascular foram realizados estudos
funcionas em 56 destas variantes. Com base nesta carac-
terizacdo funcional, e de acordo com as diretrizes da Ame-
rican College of Medical Genetics and Genomics (ACMG),
foi criada nova evidéncia cientifica, tendo sido as variantes
novamente classificadas. Com base na evidéncia criada,
foram reclassificadas 164 variantes, incluindo 98 varian-
tes que antes tinham uma classificacao de "variantes de
significado incerto" (VUS). Destas 164 variantes, 74 foram
encontradas em doentes portugueses e estes estudos con-
tribufram para um diagnostico definito de 712 doentes.

Uma classificacdo correta das variantes no gene LDLR,
influenciara o diagnéstico, tratamento, bem como o prog-
néstico dos individuos com hipercolesterolemia familiar
(FH). O grupo de investigacdo cardiovascular é um dos
poucos a nivel mundial que realiza estes ensaios contri-
buindo desta forma para um diagnoéstico mais especiali-
zado e de referéncia nesta area.

Qualquer que seja o resultado obtido no estudo funcional,
este é importante para o diagnostico dos individuos com
diagndstico de FH, por um lado pode levar ao diagnostico
definitivo do doente, por outro se a variante encontrada nao
for a causa de doencga, levara ao aconselhamento de uma
anélise mais aprofundada para encontrar a causa genética
subjacente ao fenotipo da FH.

O numero de novas variantes raras reportadas em indivi-
duos com FH continuara a aumentar, quer como resultado
de uma melhor e mais ampla utilizacdo das novas tecnolo-
gias de sequenciagéo clinica, quer como resultado de uma
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melhor caracterizagdo das causas de FH. Sem estudos fun-
cionais, a maioria destas variantes sera classificada como
variante de significado incerto e a falta de evidéncia conti-
nuara a ser uma grande lacuna no diagnéstico da FH. Desta
forma, o Instituto Nacional de Saude Doutor Ricardo Jorge
contribui com o desenvolvimento de estudos funcionais no
LDLR, para um melhor diagnéstico da FH em Portugal, bem
como, a nivel mundial uma vez que as variantes encontra-
das em Portugal sé&o, na sua grande maioria, também dete-
tadas em todo o mundo.
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_Resumo

A farmacogenémica (PGx) permite, com base no perfil genético do
doente, selecionar o(s) farmaco(s) mais apropriado(s) para o seu trata-
mento e ajustar a dose terapéutica, maximizando o efeito e diminuindo a
toxicidade e a ocorréncia de reagdes adversas (RAMs). Estes testes sao
também chamados testes genéticos de selecao terapéutica e integram
a farmacoterapia personalizada. Para aferir atitudes, opinides, expecta-
tivas, praticas e preocupagdes dos farmacéuticos enquanto técnicos do
medicamento, relativamente a farmacogendmica e identificar necessida-
des formativas e de desenvolvimento de competéncias em farmacogend-
mica, foi desenvolvido um questionario dirigido a farmacéuticos sobre
farmacogenomica, o qual foi testado e ajustado recorrendo a técnica de
grupo focal, e recebeu parecer favoravel a implementacdo da Comissdo
de Etica para a Salde do Instituto Nacional de Satde Doutor Ricardo
Jorge. O questionario foi disponibilizado em plataforma online para
acesso e resposta, tendo sido divulgado pelas newsletters da Ordem
dos Farmacéuticos e da Associagao Nacional de Farmacias em janeiro
de 2020, e partilhado também nas redes sociais Facebook, Linkdin e por
email. Obtiveram-se respostas a 303 questionarios: 64% completamente
preenchidos e 36% incompletos. Os inquiridos sdo farmacéuticos com
idades compreendidas entre 0s 23 e 77 anos, 77% do sexo feminino e
99% estdo empregados. Ha 46,1% de licenciados pré-Bolonha, 44,4%
sao mestres (38% com Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacéutica,
MICF) e 9,5% sdo doutorados. Opiniées: 98% dos inquiridos considera
que a farmacogendmica € uma area importante das ciéncias farmacéuti-
cas, 97% que devia ser incluida na formagédo continua e 96% no curriculo
do MICF. Expectativas: 99% espera que a implementagéo da farmaco-
genomica evite a administragao de medicamentos ineficazes e em doses
inapropriadas e 98% que conduza a uma redugdo de RAMs. Preocupa-
cbes: a venda dos testes de farmacogendmica diretamente ao utente
através da internet (78%), 91% o0 acesso aos resultados por pessoa nao
autorizada e 58% que os resultados mostrem a inexisténcia de um trata-
mento apropriado. Pratica: 11% sentem-se habilitados para recomendar
a realizagdo de um teste de farmacogomica, 10% j& analisaram um
relatério de farmacogenoémica e 25,6% conhecem fontes fidedignas de
informacgao sobre este tema. Identificamos a existéncia de opinides e
expectativas altamente favoraveis a utilizagdo dos testes de farmacoge-
noémica, e algumas preocupagdes a nivel de regulamentacgédo. Tal como
noutros paises, os farmacéuticos portugueses estdo interessados em
aprender mais sobre farmacogenémica, acham que esta pode trazer
beneficios aos doentes, mas ndo se sentem preparados para sua aplica-
cdo imediata no seu local de trabalho. H& necessidades educativas em
farmacogendémica que tém de ser colmatadas para que se torne uma
pratica comum de rotina do ato farmacéutico.

_Abstract

Pharmacogenomics helps to select the most appropriate drug(s), based
on the genetic profile of the patient and by adjusting the dose, maximi-
zing the effect and reducing toxicity as well as adverse drug reactions
(ADRs). These tests are part of personalized pharmacotherapy. A ques-
tionnaire for pharmacists was developed to assess the attitudes, opin-
jons, expectations, practices, and concerns of pharmacists as health
professionals specialised in clinical drugs, in relation to pharmacogeno-
mics. Identification of training needs and skills development in pharma-
cogenomics. The questionnaire was tested and adjusted using the focus
group technique and received a favorable opinion for the implementa-
tion of the Health Ethics Committee of the National Institute of Health Dr
Ricardo Jorge of Portugal. The questionnaire was disseminated by the
newsletters of the Pharmaceutical Society and the National Association
Pharmacies of Portugal in January 2020, and it was also shared on the
social networks Facebook, Linkedin and by email. It was available online
for access and response. A total of 303 pharmacists answered to the
questionnaire: 64% were completely filled in and 36% were incomplete.
Respondents are pharmacists aged between 23 and 77 years, 77% are
female and 99% are employed. There are 46.1% pre-Bologna graduates,
44.4% are masters (38% with an Integrated Masters in Pharmaceuti-
cal Sciences, MICF) and 9.5% are PhDs. Opinions: 98% of respondents
consider that pharmacogenomics is an important area of pharmaceuti-
cal sciences, 97% that it should be included in continuing education and
96% in the MICF curricula. Expectations: 99% expect that the imple-
mentation of pharmacogenomics will avoid the administration of ine-
ffective drugs and in inappropriate doses and 98% that it will lead to
a reduction of ADRs. Concerns: the sale of pharmacogenomics tests
directly to the consumer via the internet (78%), access to the results by
an unauthorized person (91%) and that the results show the absence of
an appropriate treatment (58%). Practice: 11% feel qualified to recom-
mend a pharmacogenomics test, 10% have already analyzed a pharma-
cogenomics report and 25.6% know reliable sources of information on
this topic. We identified the existence of highly favorable opinions and
expectations regarding the use of pharmacogenomics tests, and some
regulatory concerns. As in other countries, Portuguese pharmacists are
interested in learning more about pharmacogenomics, they think that it
can bring benefits to patients, but they do not feel prepared yet for its
immediate application in their workplace. There are educational needs
in pharmacogenomics that have to be met so that it becomes a common
routine practice of the pharmaceutical practice.



_Introdugéo

A Farmacogendmica (abreviada frequentemente PGx, do
termo inglés Pharmacogenomics) é uma &rea do conhe-
cimento que resulta da associacdo da farmacologia e da
gendmica. A farmacogendmica envolve a identificagao de
variacoes genéticas, herdadas ou adquiridas, responsa-
veis por diferencas interindividuais na resposta aos medi-
camentos (1:2). Diferencas no genoma do individuo podem
determinar se o tratamento a aplicar sera eficaz, ineficaz
ou levar a ocorréncia de reagdes adversas.

Numa perspetiva de eficiéncia para o sistema de salde,
aumentar a probabilidade de sucesso terapéutico levara
a uma diminuicao significativa de custos para o Servico
Nacional de Saude (SNS), ja que reduz o numero de trata-
mentos intermediarios pouco eficazes, assim como a ocor-
réncia de efeitos adversos, e, por conseguinte, os inter-
namentos para sua resolugao. Isto permitira que esses
recursos possam ser direcionados para outras areas da
satde (3,

Apesar da investigagdo suportar a farmacogenémica e o
seu impacto na saude humana, as terapias personalizadas
ainda estdo pouco difundidas nas instituigbes de saude
portuguesas. Paradoxalmente, a sua utilizacdo tem vindo
a aumentar nalguns paises como os Estados Unidos da
América, o Canad4, a Espanha e a Holanda a medida que
se acumula evidéncia sobre a sua utilidade clinica.

Dado que os farmacéuticos sdo os profissionais do medi-
camento, possuindo um conhecimento extenso em éareas
como a farmacologia e farmacoterapia e desempenham um
papel fundamental na otimiza¢cdo do uso dos medicamen-
tos, devem, de acordo com varios autores, ser motores da
Reforma Farmacogendmica (.5). Desconhece-se, contudo,
qual a opinidao dos farmacéuticos portugueses em relacéo
a Farmacogenomica, o seu nivel de conhecimento sobre o
tema e a disponibilidade para integrar este novo desafio na
sua pratica profissional. Para colmatar essa lacuna, foi feito
um inquérito apoiado num questionario online sobre este
tema dirigido a todos os farmacéuticos portugueses.
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_Objetivos

O presente trabalho tem como objetivo aferir atitudes,
opinides, expectativas, praticas e preocupacotes dos far-
macéuticos portugueses, enquanto técnicos do medi-
camento, relativamente a farmacogendmica e identificar
necessidades formativas e de desenvolvimento de com-
peténcias nesta area.

_Material e métodos

Estudo observacional transversal desenvolvido pelo Depar-
tamento de Promocdo da Saude e Prevencao de Doencas
Nao Transmissiveis do Instituto Nacional de Saude Dou-
tor Ricardo Jorge (INSA), no ambito das suas atividades
em Medicina Personalizada. Este estudo foi aprovado pela
Comissao de Etica para da Saude do INSA. A recolha de
dados primarios foi feita através da aplicagcdo de um ques-
tionario de autopreenchimento, em formato eletrdnico, na
plataforma RedCap® entre janeiro e julho de 2020.

O questionario foi construido mediante revisdo da literatura,
selecdo e adaptacdo das perguntas a realidade nacional e
avaliacao por um grupo focal.

Foram garantidos todos 0s requisitos éticos necessarios:
participacdo voluntaria, consentimento informado, confi-
dencialidade e anonimato, cumprindo com o Regulamento
Geral de Protecdo de Dados.

Foi utilizado o sistema de amostragem probabilistica por
conveniéncia. A populacao-alvo inclui adultos de ambos
0S sexos, residentes em Portugal com habilitagées mini-
mas de licenciatura em Ciéncias Farmacéuticas (ou equi-
valente) obtida numa instituicao de ensino superior portu-
guesa.

O questionario foi divulgado por canais preferenciais
(newsletters da Ordem dos Farmacéuticos e da Associa-
cao Nacional das Farmacias) e partilhado por Facebook,
Linkedin e outras listas de contactos.

As respostas foram exportadas da plataforma RedCap®
para o Excel Microsoft 365 MSO para tratamento dos dados
recolhidos.



_Resultados e discussao

Informacdo sociodemogrdfica

Da recolha de dados resultaram 303 questionarios preen-
chidos: 192 (64%) completos e 111 (36%) incompletos;
destes Ultimos, 11 foram eliminados por ndo terem res-
pondido a questdo de consentimento informado. Os inqui-
ridos séo farmacéuticos maioritariamente do sexo femi-
nino (77%), com idades compreendidas entre 23 e 77 anos
(idade média: 47+12 anos). Noventa e nove por cento estao
empregados, a maioria em farméacia comunitéria (51,7%) e
apenas uma minoria (2,4%) trabalha em inddstria e farma-
cia hospitalar (4,5%). Cerca de 3/4 comecou a trabalhar ha
mais de duas décadas.

Habilitacoes académicas e formacdo
técnico-cientifica

Dos respondedores 9,5% sao doutorados. Os restantes
dividem-se entre licenciados pré-Bolonha (46,1%) e mes-
tres, 38% dos quais com Mestrado Integrado em Ciéncias
Farmacéuticas (MICF).

Mais de 70% dos farmacéuticos referiram que frequenta-
ram uma unidade organica/curricular com contetudos de
genética humana. Contudo, entre 0s mais novos, ha quem
tenha terminado o MICF sem ter tido formagdo em gené-
tica humana, expondo diferengas nos planos curriculares
das varias Faculdades do Farmacia do pais.

Um quarto dos inquiridos referiu que os testes de selecao
terapéutica com base no perfil genético do doente foram
abordados na sua formacgao académica; este grupo é com-
posto maioritariamente por mestres formados nos ultimos
10 anos, provenientes quer das universidades publicas
quer das privadas. De acordo com os participantes, o tema
testes de selecdo terapéutica com base no perfil gené-
tico do doente foi lecionado nas unidades de i) Farmaco-
logia, ii) Genética e iii) Farmacogenética/Farmacogeno-
mica. Alguns farmacéuticos referem ter contactado com
este tema durante o estégio curricular, na elaboracdo da
dissertagdo de mestrado ou ainda, no curso de especiali-
zacao em analises clinicas.
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Opinido relativamente a farmacogendmica
enquanto parte integrante das ciéncias
farmacéuticas

As perguntas que compunham esta seccéo do questiona-
rio foram divididas em dois grupos: o primeiro relacionado
com a importancia da farmacogendmica para a atividade
farmacéutica e 0 segundo sobre a sua aplicabilidade futura.
As respostas foram dadas numa escala de likert de cinco
niveis, contudo, atendendo a que a opc¢ado concordo total-
mente foi largamente maioritaria sobre concordo parcial-
mente e que as respostas discordo parcialmente e discordo
totalmente foram raras, optou-se por as agrupar as respos-
tas em trés niveis: concordo, discordo e sem opiniéo.

O grau de concordancia com as afirmacodes sobre a rele-
vancia da farmacogendémica (grafico 1) foi muito elevado:
98% dos inquiridos considera que a farmacogenémica é
uma area importante das ciéncias farmacéuticas, 97% que
devia ser incluida na formagao continua e 96% no curriculo
do MICF. Todos os respondentes que exercem atividade no
meio académico ou na investigacdo (n=19), estiveram de
acordo com as quatro afirmacdes apresentadas. Verificou-
-se igualmente um elevado grau de concordancia com as
afirmagdes apresentadas sobre a utilizagao futura da far-
macogendmica pelos farmacéuticos em termos de acon-
selhamento e interpretacao dos referidos testes, apresen-
tadas na segunda parte desta seccéo (grafico 1).

Sé dois dos inquiridos, um a exercer na area da farmacovi-
gilancia e outro na genética humana, pensam que a imple-
mentagcao da farmacogendémica nao acarretara uma melhor
gestao dos recursos financeiros.

Um pequeno grupo (<10% dos inquiridos) manifestou
nao ter opinido sobre as varias questoes; sao maioritaria-
mente farmacéuticos da area da farméacia comunitaria e
dos assuntos regulamentares e inclui alguns farmacéuti-
cos jovens com MICF finalizado ha menos de uma década.

Atitudes e prdtica

Foi incluido no questiondrio um grupo de questdes de
autoavaliagdo adaptadas de um estudo efetuado pelo
Departamentos de Farméacia e Anestesia da Clinica Mayo (6).



Com estas perguntas pretende-se avaliar a confianca dos
profissionais nos seus conhecimentos em farmacogeno-
mica para aplicacdo pratica imediata.

Nesta seccdo contrariamente a anterior, predominam as
respostas negativas (grafico 2), por exemplo, s6 9% dos
respondentes se consideram capazes de identificar os me-
dicamentos que requerem um teste de farmacogendmica e
apenas 11% se sentem de momento habilitados para reco-
mendar a realizacao do teste.

O numero de respostas afirmativas é superior nas questdes
relacionadas com os relatérios de farmacogendmica e com
0 conhecimento de fontes de informacéo fidedignas nesta
area (25,6%) (grafico 2).

Expectativas e preocupacdes

As expectativas quanto a utilidade dos testes genéticos de
selecdo terapéutica na selecao do farmaco mais apropriado
e, ajuste personalizado de dose (de forma que o tratamento
seja tao eficaz e seguro quanto possivel) séo elevadas e
foram reforcadas nalguns dos comentérios finais deixados
na pergunta aberta com que encerrava o questionario.

Na sua grande maioria (99%), os farmacéuticos inquiridos
esperam que a farmacogendémica venha a ser usada pre-
ventivamente evitando-se a administracéo de farmacos ina-
dequados ou ineficazes a doentes que devido ao seu perfil
farmacogendmico nao possuam vantagem terapéutica com
a sua utilizacdo. Noventa e oito por cento esperam ainda
que as reagdes adversas a medicamentos causadores de
morbilidade, mortalidade e custos desnecessarios para 0s
sistemas de saude possam ser diminuidas.

Mais de metade dos respondentes dizem-se preocupa-
dos pelo facto de o teste poder mostrar que nédo existe
um tratamento eficaz para um doente (embora hoje ja se
identifiquem situacOes dessas sem a realizagdo de tes-
tes de farmacogenomica). Ha também fortes preocupa-
cOes relativamente ao acesso indevido a informagao dos
testes de farmacogendmica por pessoas nao autorizadas
para o efeito e com os testes genéticos diretos ao consu-
midor (TGDC) os quais sao vendidos através da internet
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pelos riscos que 0 mesmo acarreta uma vez que escapam
a regulamentacao em vigor e ao acompanhamento téc-
nico necessarios (grafico 3).

Formacdo continua em Farmacogenomica

Quando questionados sobre o contexto de formacao/apren-
-dizagem em farmacogenémica cerca de metade dos inqui-
ridos respondeu que nunca teve, o0 que revela um défice na
formacao continua nesta area. Outro dado a salientar é que
s6 em situagdes pontuais o tema é abordado nas reunides
de servico demonstrando a falta de integracdo do assunto
com a pratica profissional.

Um aspeto positivo evidenciado por deste inquérito foi que
a maioria dos farmacéuticos esta disponivel para aumentar
a sua formacdo em nesta area, tema que 98% dos inquiri-
dos considera ser parte importante das ciéncias farmacéu-
ticas e na qual os farmacéuticos devem ter conhecimentos.

Limitacdo do estudo

A principal limitacao deste estudo prende-se com o nimero
de respostas ser pequeno quando consideramos 0 uni-
verso dos farmacéuticos portugueses (2%) e a distribuicao
das respostas nao ser representativa do nimero de pro-
fissionais de cada é&rea profissional. Esta assimetria tem
como consequéncia a impossibilidade de ter uma informa-
cao especifica relativa a determinados subgrupos nomea-
damente dos farmacéuticos hospitalares uma vez na maio-
ria dos paises a implementagao da farmacogenomica passa
pela intervengéo ativa da farméacia hospitalar.
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Grafico 1: [ Opinides dos farmacéuticos portugueses relativamente a Farmacogendmica
enquanto parte integrante das Ciéncias Farmacéuticas.

A farmacogendmica é uma area importante das ciéncias farmacéuticas (N=226) |

Os farmacéuticos devem ter conhecimentos sobre farmacogenémica (N=226) | o0 ™

Afarmacogendmica deve fazer parte do curriculo do Mestrado Integrado em Ciéncias

Farmacéuticas (N=226) | [ e v
Afarmacogendmica devia ser incorporada na formagdo continua para farmacéuticos (N=226) | _

Os farmacéuticos devem poder aconselhar a execugdo de um teste genético de selecdo terapéutica

quando, de acordo com os seus conhecimentos, considerarem Util para o doente (N=223) . _

No futuro ... os farmacéuticos devem poder interpretar os relatérios dos testes genéticos de . _
selecdo terapéutica (N=225)

No futuro ... os farmacéuticos devem poder aconselhar os clinicos sobre as op¢8es terapéuticas . _

personalizadas com base nos resultados dos testes de farmacogenémica (N=226)
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Gréfico 2: [ Atitudes e prdtica dos farmacéuticos portugueses em Farmacogendmica.

Com os seus conhecimentos atuais, sentir-se-ia tecnicamente habilitado a recomendar a um

doente a realizagdo de um teste genético de sele¢do terapéutica ... ? (N=202) e .

O teste genético de selegdo terapéutica pode ser efetuado a partir de um esfregaco bucal.

Estaria disponivel para assessorar o doente nessa colheita ... ? (N=201) - _
J& teve oportunidade de analisar o relatorio de um teste genético de selecdo terapéutica? (N=201) 880 e

Ja lhe foi solicitada a realizacdo de um teste de farmacogendmica (no laboratério onde _-

trabalha)? (N=201)

Conhece alguém que tenha realizado um teste para conhecimento do seu perfil farmacogenémico ? [ & 7S

(N=202)
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Grafico 3: [ Preocupacdes dos farmacéuticos portugueses relativamente a Farmacogenémica.

N=203

Preocupa-o que o resultado do teste de farmacogenémica possa ser consultado por uma

pessoando autorizadaz | A —

Preocupa-o que o teste de farmacogenémica possa ser solicitado diretamente pelo

stente via internety L 7o —

Preocupa-o que um teste de farmacogendmica evidencie a inexisténcia de um farmaco

apropriado para tratar um doente ... com aquele perfil genético? | s —
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[ Nao [ Né&o sei [0 Sim Participantes (%)
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_Conclusdes

A implementacao da farmacogendémica na pratica clinica
esta dependente da sua aceitagé@o pelos profissionais de
salde, uma vez que sao eles os motores da mudanca.
No caso dos farmacéuticos portugueses este inquérito per-
mitiu evidenciar qual o0 seu posicionamento e expectativas
face a farmacogendmica e identificar necessidades formati-
vas. Segundo os inquiridos a farmacogendmica € uma area
importante das ciéncias farmacéuticas e deve estar incluida
no curriculo do Mestrado Integrado em Ciéncias Farma-
céuticas e a implementacao da farmacogendmica permitira
uma melhor gestao dos recursos financeiros em sadde.

A semelhanca de outros paises, os farmacéuticos portu-
gueses estéo interessados em aprender mais sobre este
tema, acham que pode trazer beneficios aos doentes, mas
sentem que ainda nao estao suficientemente preparados
para aplicar a farmacogenémica de uma forma generali-
zada no seu local de trabalho

Ha necessidades educativas que tém de ser colmatadas
para que a farmacogendmica venha a tornar-se uma pratica
comum de rotina do ato farmacéutico. A formacao tem de
satisfazer as necessidades e expectativas dos profissionais
e contribuir para a implementacado da medicina personali-
zada/de precisdo em Portugal.
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_Prevaléncia ao nascimento da drepanocitose nos distritos de Lisboa e Setubal: resultados
preliminares do estudo-piloto de rastreio a 24.130 recém-nascidos
Birth prevalence of sickle cell disease in Lisbon and Setubal districts: preliminary results of the screening study

of 24,130 newborns in Portugal
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_Resumo

As hemoglobinopatias sdo as doengas hereditarias mais frequentes a
nivel mundial e que resultam de mutagdes que afetam os genes respon-
saveis pela sintese das cadeias de globina da hemoglobina. Trata-se
de uma patologia cada vez mais disseminada a escala global, e conse-
quentemente, é cada vez maior a importancia do rastreio neonatal da
drepanocitose para a diminuicao da morbilidade e mortalidade através
de adogéo de medidas preventivas 0 mais precocemente possivel. Em
maio de 2021 iniciou-se, em Portugal, o estudo-piloto do rastreio neo-
natal da drepanocitose nos distritos de Lisboa e Setubal. Num total de
24.130 recém-nascidos rastreados nestes distritos, identificaram-se
27 casos positivos e 626 portadores de variantes anormais de hemo-
globina, dos quais 537 eram portadores de hemoglobina S. A partir de
fevereiro de 2022, este estudo-piloto foi alargado a nivel nacional, pas-
sando a abranger todos os recém-nascidos em Portugal.

_Abstract

The haemoglobinopathies are the most common genetic disorders
worldwide and result from mutations in the genes responsible for the
synthesis of the globin chains of hemoglobin. It is an increasingly wide-
spread pathology on a global scale, and consequently, the neonatal
screening for sickle cell disease is very importante to reduce morbidity
and mortality through the implementation of preventive measures as
early as possible. In May 2021, the pilot study of neonatal screening
for sickle cell disease start in Lisbon and Setubal districts. In a total
of 24130 newborns screened in these districts, we found 27 positive
cases and 626 carriers of abnormal hemoglobin variants, of which
537 are hemoglobin S carriers. In February 2022, this pilot study was
extended to all newborns in Portugal.
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_Introdugao

Os eritrocitos sao células complexas, anucleadas, com
ciclo médio de vida de 120 dias. Um dos componentes
bésicos que garante a sua integridade é a hemoglobina
(Hb), que é também responsavel pelo transporte de oxi-
génio até aos tecidos. As hemoglobinas sdo moléculas
tetraméricas constituidas por um par de cadeias polipep-
tidicas do tipo alfa-a com 141 amino&cidos e um par do
tipo ndo alfa (beta-B, gamma-y ou delta-6), com 146 ami-
noacidos (1),

Num adulto, normalmente temos hemoglobina A (a,B,
- cerca de 97%), hemoglobina A2 (a,8, - inferior a 3,5%)
e podemos ainda encontrar de forma residual hemoglobi-
na fetal (F) (apys —inferior a 1%). No entanto, no caso dos
recém-nascidos estas proporgdes sdo diferentes e nor-
malmente apresentam cerca de 90% de hemoglobina F e o
restante percentual de hemoglobina A. Apds o0 nascimento
verifica-se um acentuar de produgé@o de hemoglobina A e
um decréscimo exponencial de hemoglobina F, sendo que
entre 0s 6 a 9 meses de idade podemos ter valores a ron-
dar os 5% de hemoglobina F (1:2),

As hemoglobinopatias sdo as doencas hereditarias mais
frequentes a nivel mundial, tém uma transmissdo autos-
somica recessiva e resultam de mutacoes que afetam os
genes responsaveis pela sintese das cadeias de globina
da hemoglobina (3:4). Podem ser classificadas em quanti-
tativas (talassémias), se resultam da diminui¢cao ou ausén-
cia de sintese de uma ou mais cadeias de globina, ou em
qualitativas, se apresentam variantes estruturais como é o
caso da Hemoglobina S, caracteristica da drepanocitose
ou Anemia de Células Falciformes (2:3),



Rastreio neonatal da drepanocitose

A drepanocitose é uma doenca monogénica, mas clinica-
mente heterogénea. As manifestacoes clinicas sao depen-
dentes de fatores genéticos, ambientais e comportamen-
tais. Historicamente, foi em 1910 que J. Herrick realiza
a primeira descrigdo clinica da doenca (4). Em 1949, L.
Pauling revela que se trata de uma doenca genética e em
1954 A. C. Allison refere que os portadores de drepanoci-
tose apresentam resisténcia a malaria.

Atualmente, temos conhecimento que a variante estrutural
de hemoglobina que desencadeia a drepanocitose, resul-
ta de uma mutagéo no gene HBB (c.20 A>T), que origi-
na a substituicdo de um acido glutdmico por uma valina na
posicdo 6 da B-globina (Glu6Val, BS) e origina eritrécitos
em forma de “foice”. A hemoglobina S acaba por precipitar
em ambiente de hipoxia e liga-se a membrana dos eritréci-
tos conferindo-lhes uma condi¢do de maior rigidez e com
menor resisténcia a hemdlise. A forma mais comum e mais
grave de drepanocitose esté associada a forma homozigo-
tica (HbSS), mas existem outras formas associadas a hete-
rozigotia para a hemoglobina S e para outras hemoglobi-
nas, nomeadamente HbSC, HbSD e HbS/p talassémia (1:4),

Apesar de ser uma doenca caracteristica de zonas de risco
como Africa, América Latina, subcontinente indiano e bacia
do Mediterraneo, com os atuais fluxos migratérios passou a
ser um problema de satde publica na Europa (2:4-6),

Em Portugal, a forma mais frequente é a HbSS, que apre-
senta um quadro clinico de anemia e hemdlises crénicas,
com agudizagdes como por exemplo, crises vasoclusivas
e/ou anemia aguda bem como um aumento da suscetibili-
dade a infegdes sistémicas. O quadro inaugural da doen-
ca pode ser fatal, como consequéncia de acidente vascu-
lar cerebral, sequestro esplénico ou sépsis (7:8).

Apesar da elevada morbilidade e mortalidade antes dos
cinco anos, associadas a esta condi¢do, a qualidade e
esperanca meédia de vida tem revelado melhorias significa-
tivas devido, a administracado profilatica de penicilina oral,
a vacinacao antipneumocécica e a educacao dos pais rela-
tivamente as complicacées associadas a patologia (4:9).

de Saude Observacdes_ Boletim Epidemiolégico @%'

4

26

-~ ( ¥l

@ o ( \’,‘ © (;)ry

f7

A prevencdo de alteracdes neuroldgicas e a terapia atem-
pada com hidroxiureia (hidroxicarbamida) também tem
contribuido para melhorar o prognéstico que lhe esta asso-
ciado (4). Assim sendo, o rastreio neonatal da drepanoci-
tose desempenha um papel importante para a diminuicao
da morbilidade e mortalidade através de adocdo de medi-
das preventivas (+:7:8) 0 mais precocemente possivel.

Estudo-piloto do rastreio da drepanocitose no
Programa Nacional de Rastreio Neonatal

Em marco de 2021, e apds o parecer favoravel da Comisséo
de Etica do Hospital Fernando da Fonseca (Amadora-Sin-
tra), deu-se inicio ao rastreio da drepanocitose nos recém-
-nascidos deste Hospital. Esta colaboracao foi baseada no
historial do Hospital Fernando da Fonseca tendo em conta
0 elevado nimero de pessoas com raizes do continente
africano a residir na area de influéncia deste Hospital.

O estudo-piloto para o rastreio neonatal da drepanoci-
tose teve o parecer favoravel da Comissao de Ftica para
a Saude do Instituto Nacional de Saude Doutor Ricardo
Jorge (INSA) e em maio de 2021, a Unidade de Rastreio
Neonatal, Metabolismo e Genética do Departamento de
Genética Humana do INSA iniciou o referido estudo, numa
primeira fase nos distritos de Lisboa e Setubal, para pos-
teriormente ser alargado a nivel nacional. Pretende-se
estudar 100 000 recém-nascidos no espaco temporal de
1 a 2 anos e 0s principais objetivos deste estudo sao:
1) determinar a prevaléncia ao nascimento da drepanoci-
tose em Portugal; 2) avaliar a estratégia para integrar o
rastreio da drepanocitose no painel das doencas sistema-
ticamente rastreadas do Programa Nacional de Rastreio
Neonatal, com a metodologia adequada, testada e adap-
tada a realidade portuguesa.

O rastreio neonatal de uma patologia exige a existén-
cia no Servico Nacional de Saude de Centros de Trata-
mento com consulta especializada, neste caso de Hema-
tologia-Pediatrica. Assim, foram selecionados quatro
Centros de Tratamento que cumpriam essa exigéncia: o
Hospital Fernando Fonseca, o Hospital Santa Maria (Centro
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Hospitalar Lisboa-Norte), o Hospital Dona Estefania (Centro
Hospitalar Lisboa-Central) e o Hospital Garcia da Orta.

Outro aspeto tido em consideragéo foi a criagdo de um
folheto informativo para os pais (figura 1) que é forne-
cido nas consultas de vigilancia da gravidez ou na altura

do nascimento do bebé, onde consta a apresentagcao do
estudo-piloto do rastreio da drepanocitose, informacao
sobre a doenca e também os contactos, tanto da uni-
dade laboratorial que executa o estudo-piloto, como da
prépria Associacao Portuguesa de Pais e Doentes com
Hemoglobinopatias, que apoia a realizagdo deste estudo.

Figura 1: [ Folheto informativo sobre o rastreio neonatal da drepanocitose para os pais, realizado pela Unidade
de Rastreio Neonatal, Metabolismo do INSA, em colaboracdo com a Associacdo Portuguesa de Pais

e Doentes com Hemoglobinopatias.

=
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RASTREIO
NEONATAL
DA DOENCA
FALCIFORME
(DREPANOCITOSE)

Queridos pais,

O Programa Nacional de Rastreio
Neonatal realiza, desde 1979,
testes de rastreio de algumas
doencas graves em todos os
recém-nascidos, o chamado “teste
do pezinho". Estes testes permitem
identificar as criangas que sofrem
destas doencas e que devem ser
tratadas o mais precocemente
possivel. O Programa Nacional de
Rastreio Neonatal iniciou o estudo
piloto do rastreio da Drepanoci-
tose.

O objetivo é que as criangas identi-
ficadas com a Drepanocitose
possam ser acompanhadas nos
Servicos de Saude desde o seu
nascimento, de modo a evitar,
tanto quanto possivel, as compli-
cacdes desta doenga.

REPUBLICA — ‘ ’ socugioromcusa
PPORTU’GUESA Q| SNS e () Nacionsl de saide et

Sobre a Doenca Falciforme
(Drepanocitose)

A Drepanocitose ¢ uma doenca
genética que causa anemia
severa, oclusdo de pequenos
vasos sanguineos e lesdes em
vérios o6rgdos. Os doentes tém
episodios frequentes de dores
violentas e um risco elevado de
infec¢Bes, sequestro esplénico e
AVC. O diagnéstico é muitas vezes
tardio, com grave prejuizo para a
crianga.  Um  acompanhamento
clinico precoce e rigoroso permite
reduzir, consideravelmente, a
frequéncia dos episédios dolo-
rosos e outras complicagdes,
proporcionando ao doente uma
melhor qualidade de vida. Este
teste permite rastrear com grande
sensibilidade os recém-nascidos
em risco de desenvolver a doenga,
mas testes posteriores de confir-
macdo, que poderdo incluir estu-
dos moleculares, sdo sempre
necessarios. Estas sdo as razbes
pelas quais o Programa Nacional
de Rastreio Neonatal vos prop&e a
inclusdo do vosso filho no Rastreio
da Doenga Falciforme (Drepanoci-
tose).

PROGRAMA
NACIONAL
‘ DE RASTREIO
NEONATAL

L‘.

Perguntas Frequentes

Ainda tenho duvidas. Onde posso
encontrar mais informagdo sobre
a doenga?

A Associagdo Portuguesa de Pais e
Doentes com Hemoglobinopatias
(APPDH), fornece apoio e excelente
informagdo dirigida a todos os
interessados.

Néo quero participar no rastreio
da Doenga Falciforme (Drepanoci-
tose). Posso realizar os restantes
testes de rastreio?

Sim. O rastreio neonatal, assim
como qualquer dos testes que dele
fazem parte, é inteiramente
voluntario. Se deseja ficar de fora
do rastreio da Doenga Falciforme
(Drepanocitose) informe o profis-
sional de salde responsavel pela
colheita, que tem obrigacdo de
anotar o seu pedido na respectiva
ficha. A recusa em participar no
rastreio ndo prejudica os seus
direitos, nem o acompanhamento
do seu filho pelos servicos de
salde.

Mais Questdes?

Esta brochura néo substitui as
informagées que podem e devem
ser prestadas pelo vosso médico
e outros profissionais de sadde.
Podem também contactar, para
esse efeito:

- O Programa Nacional de Rastreio
Neonatal, utilizando o formulario de
contacto  do site www.insa.pt ou
www.diagnosticoprecoce.pt

- O Instituto Nacional de Saude
Doutor Ricardo Jorge, (INSA), na
morada: Unidade de Rastreio Neona-
tal, Metabolismo e Genética

Rua Alexandre Herculano,

n° 321 4000-055 Porto

Tel. 223401157/ 68

- A Associagdo Portuguesa de Pais e
Doentes com Hemoglobinopatias
(APPDH), na morada:

Av. de Professor Ruy Luis Gomes n°11
R/Ch-Dto 2810-274 Almada

Tel. 967690577 | 964455227

Email. sede.appdh@gmail.com
www.appdh.org.pt
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_Objetivo

Com este trabalho pretende-se apresentar os resultados
preliminares do estudo-piloto para o rastreio da drepano-
citose nos distritos de Lisboa e Setubal, e a prevaléncia
ao nascimento desta doenca nesta éarea geografica.

_Material e métodos

A partir das amostras de sangue seco em cartdo de
Guthrie, cuja finalidade era a realiza¢do do rastreio neona-
tal das doencas incluidas no painel de doencas rastrea-
das, foram estudados 24.130 recém-nascidos nos distritos
de Lisboa e Setubal, no espago temporal de 9 meses (maio
2021 a janeiro 2022), onde se estimava que houvesse uma
maior incidéncia da patologia.

Optou-se pela eletroforese capilar — Sebia Capillarys® neo-
nat fast automated system — por se tratar de uma metodo-
logia validada internacionalmente para a realizagdo deste
rastreio. Trata-se de um método que permite identificar
hemoglobina S, bem como outras formas de hemoglobi-
nas associadas a sindromes drepanociticos graves e que,
de acordo com as recomendacdes internacionais, deverao
também ser identificadas no rastreio neonatal. Sdo exem-
plos concretos as hemoglobinas C e D, prevalentes em
populacdes do norte de Africa e da regido mediterranica,
com estreitas relacbes com a populacdo portuguesa.

Esta técnica ja era utilizada na Unidade de Rastreio Neo-
natal, Metabolismo do INSA desde 2014, com bons resulta-
dos, no ambito da prestacao de servicos que 0 INSA esta a
disponibilizar a véarios paises africanos. Atualmente, com o
lancamento do Capillarys 3 DBS que tal como o seu ante-
cessor € um instrumento que efetua a eletroforese de forma
totalmente automatizada, a partir de sangue seco colhido
em cartao de Guthrie, mas que agora permite a analise de
amostras em microplacas e utiliza 12 capilares para reali-
zar multiplas separacdes eletroforéticas em simultaneo,
com elevado rendimento (>70 amostras/hora) e com capa-
cidade para processamento auténomo até 768 amostras.

28

(T \

\_‘ _’.l_ <,«,
Y %‘M&];
. Qe /;.

are (). e

F -

_Resultados

Durante 0s 9 meses deste estudo-piloto, foram rastreados
24.130 recém-nascidos nos distritos de Lisboa e Setubal.
Foram diagnosticados e reportados 27 casos positivos
(1/894) com alteragdes de hemoglobina, dos quais: 24
casos homozigoticos HbSS, 2 casos heterozigodticos HbSC
e 1 caso homozigoético HbEE (grafico1).

Todos 0s casos positivos do rastreio foram devidamente re-
portados a um dos quatro Centros de Tratamento definidos
para avaliagéo clinica, confirmacéo do resultado do rastreio
e acompanhamento do doente em causa (tabela 1).

Sob ponto de vista epidemiolégico, foram detetados 626
portadores de hemoglobinas alteradas, com presenca de
hemoglobina A, dos quais: 537 casos apresentaram per-
fis de HbAS, 43 de HbAC, 23 de HbAE e 23 de HbAD/G/K,
mas nao reportados.

Nos casos em que se obteve um perfil de hemoglobinas
alterado como consequéncia de transfusdo de sangue rea-
lizada antes da colheita para o rastreio neonatal, os pais
foram notificados para efetuar nova colheita 4 meses apos
a data da Ultima transfusdo de sangue.

Grafico 1: 4 Distribuicdo dos 27 casos positivos do estudo-

-piloto do rastreio da drepanocitose reporta-
dos para Centro de Tratamento (maio 2021 a
janeiro 2022).

HbSS
HbSC
HbEE
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Tabela 1: [ Sintese informativa dos casos positivos do estudo-piloto do rastreio da drepanocitose,
com alteracao do perfil de hemoglobinas.

Idade Gestacional

N.° Casos Data de nascimento (semanas) Peso (g) Género Fendtipo Centro de tratamento
27 17/01/2022 39 3055 [F FS Hospital Garcia de Orta
26 04/01/2022 38 2900 F FS Hospital Dona Estefania
25 01/01/2022 41 3390 [F FS Hospital Santa Maria
24 26/12/2021 41 3300 M FS Hospital Santa Maria
23 30/12/2021 40 3280 M FS Hospital Garcia de Orta
22 16/12/2021 39 2990 M FS Hospital Dona Estefania
21 15/12/2021 39 2896 M FS Hospital Garcia de Orta
20 14/12/2021 39 2900 F FS Hospital Garcia de Orta
19 24/11/2021 39 4585 F FE Hospital Santa Maria
18 15/11/2021 38 ? M FS Hospital Santa Maria
17 16/11/2021 39 2570 M FS Hospital Fernando da Fonseca
16 09/11/2021 39 3705 M FS Hospital Santa Maria
15 28/10/2021 40 2950 M FS Hospital Santa Maria
14 26/09/2021 39 3320 M FS Hospital Santa Maria
13 25/09/2021 40 2910 M FS Hospital Fernando da Fonseca
12 19/09/2021 41 ? F FSC Hospital Santa Maria
11 16/09/2021 39 3985 M FS Hospital Dona Estefania
10 11/09/2021 39 3525 M FS Hospital Garcia de Orta
9 24/08/2021 37 3210 M FS Hospital Fernando da Fonseca
8 18/08/2021 38 2920 F FS Hospital Fernando da Fonseca
7 23/07/2021 41 3260 M FS Hospital Fernando da Fonseca
6 02/06/2021 32 1445 M FS Hospital Santa Maria
5 02/06/2021 39 ? M FS Hospital Garcia de Orta
4 12/05/2021 39 3275 F FSC Hospital Santa Maria
3 28/04/2021 40 4670 M FS Hospital Santa Maria
2 27/04/2021 39 3560 F FS Hospital Fernando da Fonseca
1 21/04/2021 37 3645 M FS Hospital Fernando da Fonseca
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_Discusséo

A incidéncia da drepanocitose na Europa tem sofrido alte-
racOes devido aos movimentos populacionais provenientes
de regides onde a doenga é muito frequente. Esta doenga
tornou-se um problema de salde publica e um desafio para
0s sistemas de saude europeus. Inglaterra foi o primeiro
pais europeu a introduzir o rastreio neonatal da drepano-
citose a escala nacional e posteriormente, foi alargado ao
Reino Unido. Malta, Espanha e Paises Baixos também ja
incluiram o rastreio neonatal da drepanocitose no seu pai-
nel de doencas rastreadas a nivel nacional (5.6).

Por outro lado, e tendo em consideragdo a concentragao
de imigrantes, tém-se verificado a inclusao da drepanoci-
tose como rastreio regional em mais alguns paises euro-
peus. Na Bélgica, o rastreio é realizado apenas nas regides
de Bruxelas e Liége, na Alemanha é realizado nas regides
de Berlim, Hamburgo e sudoeste da Alemanha. Em Italia, €
realizado o rastreio universal na regido de Padova-Monza,
enquanto que em Novara, Ferrara e Modena o rastreio €
realizado, mas de forma direcionada. Isto também se verifi-
cana lrlanda e em Franca, onde o rastreio neonatal da dre-
panocitose € realizado a nivel nacional de forma direciona-
da, e voluntariamente no caso irlandés (5.6),

Também em Portugal, o fluxo migratério fez com que o peso
da doenca tenha vindo a aumentar, e além dos imigrantes
provenientes de Africa e América Latina, também o sudoes-
te asiatico tem contribuido para o aumento de imigrantes
em Portugal e consequentemente para a disseminacdo de
hemoglobinopatias como é o caso da drepanocitose.

Como consequéncia da implementagédo do estudo-piloto
nos distritos de Lisboa e Setubal, 27 recém-nascidos foram
identificados e precocemente diagnosticados, e estdo a
ser devidamente acompanhados por médicos especialis-
tas de Hematologia nos respetivos Centros de Tratamento.
Desses 27 doentes, 7 foram encaminhados para o Hospital
Fernando da Fonseca, 11 para o Hospital Santa Maria,
3 para o Hospital Dona Estefania e 6 para Hospital Garcia
da Orta (tabela 1). Foi possivel identificar 626 casos, nao
reportados, de hemoglobinas alteradas, dos quais 537
casos eram portadores de hemoglobina S.
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De acordo com os resultados obtidos, verificamos que
a prevaléncia da drepanocitose nos distritos de Lisboa
e Setubal é bastante elevada. Foram diagnosticados 26
casos de drepanocitose (24 casos - HbSS e 2 casos -
HbSC) num universo de 24.130 recém-nascidos, ou seja,
uma prevaléncia de 1 doente por cada 928 nascimentos.

Estes numeros séo facilmente justificados pelo facto de
estarmos perante uma populacado que ao longo dos anos
tem estado sujeita a um aumento de imigrantes e conse-
quentemente tem originado grandes comunidades nos
distritos de Lisboa e Setubal em que 0s cruzamentos séo
muito comuns dentro dessas comunidades e como tal a
probabilidade de surgirem casos positivos de drepanoci-
tose também seja superior nessas mesmas comunidades.

_Conclusao

A Unidade de Rastreio Neonatal, Metabolismo e Genética
iniciou em 2021 o estudo-piloto do rastreio neonatal da dre-
panocitose nos distritos de Lisboa e Setibal e os dados
preliminares deste estudo demonstram uma grande pre-
valéncia ao nascimento desta doenca (1/928 RN), ap6s o
estudo de 24.130 recém-nascidos (RN)

Em fevereiro de 2022, o estudo-piloto foi expandido a todos
0s RN com nascenca em territorio nacional, para assim se
determinar qual a prevaléncia da doenga em Portugal.

O principal objetivo do rastreio neonatal da drepanocitose
é reduzir a morbilidade e mortalidade associada a doenca,
proporcionando as criancas com a patologia uma melhor
qualidade e esperanca média de vida.
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_Resumo

As talassémias sdo caracterizadas por um desequilibrio quantitativo nas
cadeias globinicas devido a reducdo ou supressdo da sintese de uma
das cadeias. Foram avaliados retrospetivamente os resultados de 496
casos suspeitos de a-talassémia delecional e correlacionados com os
dados hematolégicos. A pesquisa de delegdes causadoras de a-talas-
sémia foi efetuada por Gap e Multiplex Gap-PCR. A maioria dos casos
(n=190) apresentou um genétipo normal (aa /aa), seguido de heterozigo-
tia (-a37/aa) (n=148) e homozigotia (-a37/a37) (n=141) para a delegao de
3,7kb. Detetaram-se ainda 5 casos de heterozigotia para a delegé@o de
4,2Kb (-a42/aa), 4 de dupla heterozigotia (a37/a%2), 7 de heterozigo-
tia a0 (--SEA/aa), e 1 de Hb H (--SEA/-a3.7). Os resultados evidenciaram
que 0 VGM e o HGM sé&o excelentes indices hematoldgicos de rastreio
e selegdo dos testes moleculares, sendo o seu valor tanto mais baixo
quanto maior o nimero de genes delecionados. Os resultados obtidos
sdo ainda concordantes com o descrito na literatura e reforcam que o
valor de cut-off de 25 pg (HGM), tem sensibilidade adequada para infe-
rir da presenga de uma delecdo a®-talassémia. A detecdo da delegdo a®
assume particular importancia na prevencéo da ocorréncia de Hb Bart’s
na descendéncia de um casal de portadores. O diagnéstico de a-talas-
sémia é efetuado por métodos moleculares, no entanto os indices hema-
tolégicos sé@o importantes marcadores preditivos do nimero de genes
alfa delecionados e da relagao fendtipo/gendtipo.

_Abstract

Thalassemias are characterized by a quantitative imbalance of the glo-
bin chains due to the reduction or suppression of the synthesis of one
of the globin chains. In the present study, we evaluated retrospectively
496 cases suspected of deletional a-thalassemia and we correlated
them with the hematological data available. We searched for a-thal-
assemia deletions by performing Gap and Multiplex Gap-PCR. Most
patients (n=190) had a normal genotype (aa/aa), followed by hete-
rozygosity (-a3-7/aa) (n=148) and homozygosity (-as7/as7) (n=141) for
the 3.7kb deletion. We also detected 5 cases of heterozygosity for
the 4.2Kb deletion (-a%2/aa), 4 of double heterozygosity (as7/a4z2),
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7 heterozygosity a® (--S€A/aa) and 1 of HbH (--S€A/-a87). The results
showed that the MCV and the MCH are excellent hematological indices
for screening and selection of patients for molecular testing (their value
being the lower the greater the number of deleted genes). Our results
are in line with those described in the literature and reinforce that the
cut-off value of 25 pg (HGM) is sensitive enough to infer the presence
of an a° -thalassemia deletion. The detection of the a° deletion is very
important in preventing the occurrence of Hb Bart's in the offspring of
a carrier couple. Genetic testing makes the diagnosis of a-thalassemia,
however hematological indices are relevant predictive markers of the
number of deleted alpha genes and the phenotype/genotype correlation.

_Introdugao

A hemoglobina (Hb) presente nos eritrocitos é constitui-
da por quatro cadeias de globina, duas cadeias do tipo a
e duas do tipo ndo-a. A Hb A, predominante nos adultos,
é composta por duas cadeias a e duas cadeias B, que sao
sintetizadas de forma equilibrada e sob o controlo de genes
localizados nos cromossomas 16 e 11, respetivamente. As
talassémias sdo caracterizadas por um desequilibrio quan-
titativo devido a reducdo ou supresséo da sintese de uma
das cadeias globinicas.

A maioria das a-talassémias sdo causadas por delecoes,
(a-talassémias delecionais) embora também possam ocor-
rer mutacbes pontuais (a-talassémias nao-delecionais),
sendo a sua base molecular muito heterogénea.

A a-talassémia € uma das doengas genéticas mais comuns
a nivel mundial. A sua distribuicdo geografica é variavel,
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com maior prevaléncia em algumas regides da China e
do Sudeste asiatico, mas também no continente africano,
Mediterrdneo e no Médio Oriente.

O défice de cadeias a conduz a destruigdo de eritrocitos
em circulag@o e consequentemente a diminuigcdo da quan-
tidade de hemoglobina por célula, originando microcito-
se e hipocromia (1), Os testes hematolégicos de rastreio de
a-talassémia séo o hemograma com VGM (Volume Globular
Médio) <80 fL e/ou HGM (Hemoglobina Globular Média)
<27 pg e Hb A2 normal (<3,5%) (2:3),

Existem quatro graus de gravidade consoante o nimero de
genes a-globina afetados (figura 1).

A delecdo de um gene a-globina, heterozigotia para
a* -talassémia (-a/aa), resulta num portador silencioso.
A delecdo de dois genes a-globina no mesmo cromossoma,
heterozigotia para a® -talassémia (--/a), ou nos cromosso-
mas homologos, homozigotia para a* (-a/-a), pode resultar
numa anemia microcitica hipocromica, ligeira a modera-
da. Por outro lado, a delegéao de trés genes a (--/-a) resul-
ta numa talassémia intermédia, doenca de Hb H. A dele-
cao dos quatro genes a resulta em hipoxia grave e anemia
durante o desenvolvimento uterino (Hb Bart's e Hydrops
fetalis; --/--), levando & morte fetal ou neonatal (4).

A delecao a+ mais comum é a de 3.7Kb (-a3-7) que repre-
senta mais de 80% das delegcdes alfa talassémicas,
sendo frequentemente encontrada no continente africano
(10-30%) (),

As delegdes a® sdo mais comuns no Sudeste Asiatico
(--SEA -.FIL g -.THAI) ¢ no MediterrAneo (as duas mais
comuns séo --MED g .q20,5) (5),

_Objetivo

Este estudo teve como objetivo correlacionar as diferentes
alteractes genéticas de a-talassémia delecional com o cor-
respondente feno6tipo hematolégico, com base na casuis-
tica de 2015 a 2019.

_Materiais e métodos

Foram avaliados retrospetivamente os resultados de
496 casos de estudo de a-talassémia delecional, no
Departamento de Promocgédo da Saude e Prevencao de
Doencas Nao Transmissiveis (DPS), do Instituto Nacional
de Saude Doutor Ricardo Jorge. Todos os casos foram
anonimizados previamente a sua analise.

A pesquisa das delegdes a-talassémia, 3,7 kb (-a37),
4,2 kb (-042), --SEA __MED _(420,5 _.FIL g _.THAI foj gfe-

tuada por Gap-PCR e Multiplex Gap-PCR.

Figura 1: [ Relacdo fenétipo-gendtipo na a-talassémia delecional.

Fenotipo

Normal

Alfa-talassémia silenciosa, a+
homozigotico para a*

Alfa-talassémia

heterozigético para a®

Hemoglobina H

Hb Bart's, hydrops fetalis
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Seguindo o procedimento instituido, previamente ao es-
tudo molecular, foi efetuada a avaliacdo hematologica
(eritrograma, focagem isoelétrica da Hb e a quantificacao
da Hb A, e Hb F por cromatografia liquida de alta eficién-
cia de troca ionica).

Nao foram incluidos neste estudo os portadores de
a-talassémia delecional com outra hemoglobinopatia adi-
cional.

A anadlise estatistica dos resultados foi efetuada através
do calculo da média, desvio padréo, mediana e teste T de
Student, com um nivel de significancia de 0,05.

_Resultados e discussédo

Do total de 496 casos avaliados, de 2015 a 2019, 92 cor-
respondiam a criangas com idade <2 anos, 58 com idade
>2 anos <6 anos e 60 entre 0s 6 anos e 12 anos. No grupo
etario >12 anos, 117 eram do género masculino e 169 do
género feminino, num total de 286 casos.

As amostras foram analisadas para a pesquisa das dele-
¢des a*+ mais comuns na populacdo portuguesa (-as7 e
_04,2) e delegées OO (__SEA __MED _020,5 __FIL e __THA|)

(1,2,5) (tabela 1).

Os gendtipos mais frequentes foram o normal (aa /aa), a
heterozigotia para 3,7kb (-a37/aa) e a homozigotia para
3,7kb (-as7/a%7). Foram detetados 5 casos de hetero-
zigotia para 4,2Kb (-a*2/aa), 4 de dupla heterozigotia
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(a37/a*2), 7 de heterozigotia a% (--SEA/aq), e 1 caso de
Hb H (gendtipo --SEA/-q8.7),

A média e desvio padrdo dos parémetros hematoldgicos
para cada grupo etario e genétipo encontram-se descri-
tos na tabela 2.

Para os valores de Hb e VGM n&o se encontraram dife-
rencas estatisticamente significativas entre os genétipos
aa/aa e -a*/aa (-ad7/aa; -a%2/aa). Relativamente ao HGM
verificou-se significancia estatistica apenas no grupo etério
dos >2-6 anos.

Na Hb verificou-se uma tendéncia decrescente com dife-
renca estatisticamente significativa entre os genétipos
-a*/aa e -at/-a+ (-ad7/-a87; -ad7/-a*2) e entre 0s geno-
tipos aa/aa e -a*/-a*, nos grupos etarios >2-6 anos, >6-12
anos e >12 anos F.

No VGM, observou-se um decréscimo proporcional ao
numero de genes delecionados, em todos 0s grupos etéa-
rios, verificando-se diferenca estatisticamente significati-
va entre 0s genotipos -a*/aa e -a*/-a* nos maiores de 6
anos, e entre aa/aa e -a*/-a* em todos 0s grupos etarios.

O HGM também apresentou uma tendéncia decrescente
proporcional ao nimero de genes delecionados (figura 2),
observando-se significancia estatistica em todas as fai-
xas etarias entre 0s genétipos -a*/aa e -a*/-a* e aa/aa e
-a*/-at (tabela 2).

Tabela 1: [ Distribuicao dos genétipos a-talassémia delecional e sua frequéncia por idade e género,
na casuistica de 2015 a 2019 (n=496).
Gendtipos

Total aa/aa -a37/aa -a*2/aa -a37/-a37 -a37/-g42 —SEA/aa - SEA/-@37
n n % n % n % n % n % n % n %

=2 anos 92 42 46 25 27 0 25 27 0 0 0

>2-6 anos 58 20 34 25 43 0 13 22 0 0 0

>6-12 anos 60 19 32 23 38 0 16 27 0 2 0
>12 anos 286 109 38 75 26 5 2 87 30 4 1 5 2 1 0,3

(mdx.=80 anos)

Feminino 169 69 11 11 24 2 1 53 31 0 4 2 0

Masculino 117 40 34 34 29 3 3 34 29 4 3 1 0,9 1 1
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Tabela 2: 1 Médias (x) dos valores de Hb (hemoglobina), VGM (volume globular médio) e HGM (hemoglobina
globular média), nos diferentes grupos etarios, de acordo com os genétipos a-talassémia delecional
e avaliacao da significancia estatistica.

-a37/aa -037/-a37
Genétipo aa/aa e e __SEA/qq __SEA/-q37 Significancia estatistica
-042/aa -a37/-q42
n X 25 n X 2S n X 2S n X 2S n X Pa Pp Pe Pd
Hemoglobina (g/dL)
<2 anos (n=92) 42 10,8 2,55 25 11,1 2,4 25 10,8 1,4 0,39 0,22 0,79
>2-6 anos (n=58) 20 121 25 25 11,9 30 13 10,6 1,3 0,62 <0,01 <0,001
>6-12 anos (n=60) 19 12,1 3,0 23 12,4 23 16 11,1 13 2 12,2 23 0,46 <0,001 <0,05 0,06
>12 anos F (n=169) 69 11,8 2,6 43 11,9 23 53 11,0 24 5 11,3 1,4 0,47 <0,01 <0,001 0,56
>12 anos M (n=117) 40 12,9 3,8 37 13,5 3,7 38 12,9 3,2 1 11,0 0,23 0,14 0,84
VGM (fL)
<2 anos (n=92) 42 71,0 121 25 69,5 88 25 64,3 6,8 0,29 0,91 <0,001
>2-6 anos (n=58) 20 73,8 11,7 25 71,0 87 13 69,2 71 0,07 0,19  <0,05
>6-12 anos (n=60) 19 757 141 23 73,3 97 16 68,0 7,9 2 658 81 0,28 <0,001 <0,001 0,45
>12 anos F (n=169) 69 79,6 13,8 43 79,3 11,6 53 71,0 86 5 690 29 0,83 <0,01 <0,001 0,40
>12 anos M (n=117) 40 81,8 156 37 796 99 38 71,8 73 1 674 0,14 <0,001 <0,001
HGM (pg)

= 2 anos (n=92) 42 22,4 50 25 221 3,6 25 20,2 23 0,70 <0,001 =<0,001
>2-6 anos (n=58) 20 241 44 25 22,8 3,4 13 21,4 23 <0,05 <0,05 <0,001
>6-12 anos (n=60) 19 24,4 51 23 23,7 41 16 21,1 21 2 20,8 27 0,32 <0,001 <0,001 0,54
>12 anos F (n=169) 69 257 56 43 253 4,6 53 22,0 238 5 220 05 0,50 <0,01 <0,001 0,93
>12 anos M (n=117) 40 26,7 6,7 37 257 3,7 38 22,3 23 1 183 0,10 <0,001 <0,001

Para o grupo etario >12 anos, os géneros foram considerados separadamente.
p, representa valor de p entre aa/aa e -a37/aa; py, representa valor de p entre -a37/aa e -a37/-a37;
p. representa valor de p entre aa/aa e -a37/- a37; py representa valor de p entre -a37/-a37 e --SEA/qa.

Figura 2: [ Valores de HGM (hemoglobina globular média) dos diferentes genétipos de a-talassémia
delecional, nos quatro grupos etarios.
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Estes resultados evidenciam que o0 VGM e 0 HGM sao exce-
lentes indices para a selegdo dos testes moleculares a uti-
lizar na identificacdo do gendtipo. Quanto maior 0 nimero
de genes alfa delecionados, menores os valores de VGM e
HGM. Tal como descrito previamente, o parametro mais for-
temente correlacionado com o nimero de genes alfa dele-
cionados é o0 HGM. Encontra-se descrito que um valor de
HGM<21,9 pg é preditivo da presenca de delecdo a° (6).
Os resultados (tabela 2) estdo concordantes com o descri-
to e reforgam que o valor de cut-off do HGM de 25 pg, utili-
zado no laboratério da Unidade de Diagnostico Laboratorial
e Referéncia, tem sensibilidade adequada para discriminar
a presenca de uma delegao a® -talassémia.

A doenca de Hb H apresentava uma anemia microcitica/hi-
pocrémica (Hb=11g/dL; VGM=67,4fL; HGM=18,3pg) e um
valor de Hb A, particularmente baixo (HbA, =1,3%). O
alelo a% corresponde a uma delecdo --SEA originaria do
Sudeste asiatico. A doenca por Hb H encontra-se normal-
mente associada a uma reducao significativa de cadeias a
globina, e consequentemente a um excesso de cadeias
globina que levam a formacgado do tetramero B4 (Hb H). A
instabilidade da Hb H leva a presencga de anemia hemoliti-
ca cronica, com microcitose e hipocromia, redugéao da Hb
A, e niveis de Hb F ligeiramente aumentados (1-3%) (4).

Os casais com os genoétipos -a*/aa e -a*/-a* podem trans-
mitir a sua descendéncia um ou mais genes a*, no entanto
nao existe o risco de Hydrops fetalis (Hb Bart’s) ou Hb H.

Por outro lado, a presenca de uma delegcdo a® assume
particular importancia na prevencao da ocorréncia de Hb
Bart’s na descendéncia de um casal em que ambos séo
portadores, e no seu aconselhamento genético.

_Conclusao

O diagnostico de a-talassémia delecional s6 pode ser efe-
tuado por métodos moleculares, no entanto os parametros
hematolégicos sao marcadores preditivos importantes do
numero de genes alfa delecionados e na avaliagdo da rela-
cao genodtipo/fendtipo.
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_Resumo

A alimentacéo servida nos refeitérios é uma questao de salde publica
que ganhou importancia na nutrigao coletiva devido ao nimero elevado
de utentes. Em Portugal, tem sido feito um esfor¢o para reduzir o teor
de sal e de agUcar presentes nos alimentos. Porém, entre a populacao
portuguesa ainda persiste o habito associado ao seu elevado consumo,
0 que tem dificultado a reducao destes dois compostos, pelas entida-
des reguladoras e pela industria, nas refeigcdes prontas a comer. Des-
ta forma, o conhecimento dos teores de sal e aglcares totais nas refei-
¢Oes servidas, e a sua comparagao com os valores recomendados pela
Organizagao Mundial de Saude (OMS), é essencial para planear medi-
das de prevencao a tomar pelos diversos intervenientes. Neste traba-
Iho foi estudado o teor de sal e de aglcares totais em menus servidos
em refeitorios dos Servigos Sociais da Administragao Publica (SSAP).
Foram efetuadas recolhas de 62 amostras de sopas e de pratos princi-
pais, posteriormente analisadas de acordo com os métodos normaliza-
dos, para a determinagéo do teor de agUcares totais e de sal. Verificou-
-se que o valor médio de sal por menu, corresponde a cerca de 50% da
dose diaria recomendada (DDR) pela OMS, e, que o valor de agucares
totais em algumas refeigdes vegetarianas foi superiora 9 g/100 g. Con-
firma-se, assim, ser necessario haver a monitorizagao dos teores de sal
e aguUcar nas refeiges dos SSAP.

_Abstract

The food served in cafeterias is a public health issue that has gained
importance in collective nutrition due to the high number of users. In
Portugal, a great effort has been made to reduce the salt and sugar
content in food. However, among the Portuguese, there is still a family
habit associated with their high consumption, which has made it diffi-
cult to reduce these two compounds, by regulatory authorities and the
industry, in ready-to-eat meals. In this way, knowledge of the salt and
total sugar levels in the meals served and their comparison with the val-
ues recommended by the World Health Organization (WHQO) is essential
to plan preventive measures to be taken by the various stakeholders. In
this work, the salt and total sugar content in menus served in cafete-
rias of the Social Services of Public Administration (SSAP) in Portugal
were studied. 62 samples of soups and main dishes were collected and
later analyzed by normalized methods, for the total sugar and salt con-
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tent. It was found that the average value of salt per menu corresponds
to about 50% of the recommended daily allowance (RDA) by the WHO
and that the value of total sugar in some vegetarian meals the conten
of total sugar was higher then 9 g/100 g. These results confirm that it
is necessary to monitor the salt and sugar contained in SSAP meals.

_Introdugéo

Dados recentes da literatura revelam que a alimentacéo for-
necida em refeitérios de locais de trabalho, pode constituir
uma oportunidade para reajustar habitos e corrigir erros ali-
mentares, sendo estes Ultimos uma das principais causas
de morte neste século (1:2). Os teores de sal e de agucar
influenciam as caracteristicas organoléticas dos alimentos,
e sS40 0s componentes que mais contribuem para o eleva-
do numero de mortes relacionadas com erros alimentares.
A Organizagado Mundial de Saude (OMS) recomenda um
consumo de até 2 g de sédio por dia, 0 equivalente a 5 g
de sal por dia, para a populagdo adulta (3). No entan-
to, nos dados do ultimo Inquérito Alimentar Nacional e
de Atividade Fisica — IAN-AF (2015-2016), a populagcéao
portuguesa apresenta um consumo médio diario de sal
de 7,3 g (4). Com a criagdo da Estratégia Integrada para
a Alimentacao Saudavel (EIPAS) tém sido dados passos
importantes para alterar a palatabilidade de grandes gru-
pos populacionais ().

Reduzir o consumo de acucares totais tornou-se ainda
mais premente, pois esta associado ao excesso de
peso/obesidade, sendo por isso um fator de risco para as
doencas crénicas (6). De acordo com os dados do IAN-AF
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(2015-2016), 24,4% da populagdo portuguesa apresenta
um consumo de acgucar (acgucares livres) superior a 10%
do valor energético total, ou seja, apresenta um consumo
de agucar superior ao valor maximo recomendado pela
OMS (7). Estima-se que alimentos destinados a uma ali-
mentacado vegetariana tenham um teor de agucares totais
elevado. Com a introdugéo da Lei n.° 11/2017, que apre-
senta a obrigatoriedade de existir uma opcao vegetariana
nas ementas das cantinas e refeitérios publicos (&), surge
a necessidade de monitorizarmos o teor de agucares
totais nas refeicdes vegetarianas.

_Objetivos

Este estudo teve como objetivo quantificar o teor de sal
em sopas e pratos de carne, peixe, dieta e vegetarianos,
e quantificar o teor de agUcares totais em amostras de
refeicOes vegetarianas. As amostras foram recolhidas em
refeitorios dos Servigos Sociais da Administrag@o Publica
(SSAP), incluindo o do Instituto Nacional de Saude Doutor
Ricardo Jorge (INSA), no &mbito da colaboragéo entre o
INSA e 0 SSAP.

_Materiais e métodos

Plano de amostragem e preparacdo das amostras

Neste estudo foram recolhidas, nos diversos refeitérios dos
SSAP distribuidos pelo pais, 30 amostras de sopa e no
refeitério do INSA, 32 amostras de pratos principais (carne,
peixe, dieta e vegetariano). As amostras foram pesadas no
dia da recegao no laboratério, de seguida foram trituradas e
homogeneizadas individualmente, num moinho de facas de
laboratério (GRINDOMIX GM 200). As amostras foram con-
servadas a -20° C até serem analisadas.

Todas as amostras foram analisadas em condicdes de
garantia da qualidade, em concordancia com a norma ISO
17025:2017 (9),

Determinacdo do teor de sal

O teor de sal foi determinado pelo método de Charpentier-
-Volhard, através da quantificacdo do teor total de ides de
cloro expresso em percentagem de cloreto de sédio (19).
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Para garantir a qualidade dos resultados, por cada analise
de 6 amostras, foi feito um duplicado para cada matriz, um
ensaio de recuperacao (amostra com adigdo de padrao) e
um ensaio em branco.

Os resultados foram expressos em gramas de NaCl (clo-
reto de sddio), por dose da amostra.

Determinacdo do teor de actcar total

O teor de agucar total foi determinado pelo método de Mun-
son e Walker (1),

Para garantir a fiabilidade dos resultados, todas as analises
foram feitas em duplicado e os resultados foram expressos
em gramas de agucar total por dose de amostra, utilizando
a média das réplicas (ou a mediana, quando aplicavel).

_Resultados e discussao

Neste estudo decidiu-se incluir a anéalise de sopas, por
0 seu consumo estar enraizado na cultura alimentar por-
tuguesa, mas também porque podera existir uma grande
variabilidade na sua forma de preparacéo.

Nos graficos 1a e 1b sdo apresentados os resultados do
teor de sal de sopas e pratos principais estruturados em 4
grupos: Grupo 1:0,0ga<1,0g; Grupo 2: >1,0ga2,0g;
Grupo 3: >2,0ga3,0geGrupo4: >3,0g.

Neste trabalho foram recolhidas e analisadas 18 tipos de
amostras de sopas, designadamente sopa de abobora (3),
sopa de espinafre (1), sopa de grao com espinafres (1),
sopas de feijao-verde (3), sopas de alho francés (4), cre-
mes de couve-flor (3), cremes de legumes (3), sopa das
vindimas (1), macedonia de legumes (1), sopa de nabicas
(1), sopa a camponesa (1), sopa de feijao e lombardo (1),
sopa de repolho (1), sopa juliana (1), canja (1), sopa da
pedra (1), sopa de agrido (1) e caldo verde com chouri-
¢o (1) e sem chourico (1).

Conforme era expectavel, as sopas de legumes foram as
que apresentaram valores de sal mais baixos.

As sopas que apresentaram menor valor de sal, cerca de
0,4 g, foram: a sopa de espinafres, a sopa de alho francés
e a sopa macedonia de legumes, compostas apenas por
vegetais.
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As sopas que apresentaram maior teor de sal foram: a Grafico 1 (a-b): [ Teores de sal de sopas e pratos princi-

sopa da pedra, com cerca de 3,2 g e a canja, com cerca pais, em gramas por dose de amostra.

de 2,3 g, ambas contendo carne.

Alguns dos valores de sal encontrados nas sopas foram a) Sopas - Refeitérios dos SSAP (n=30].
discrepantes, 0 que pode estar relacionado com a forma 3%

como o operador a tempera, 0 tempo de cozedura, a quan-

tidade de agua e a sua evaporacao ou a presenca de carne, 10%

ou peixe (12), 34%

Relativamente aos pratos principais, cujos resultados estao

apresentados no gréafico 1b, foram recolhidos e analisados
53%
32 pratos principais: 8 refeicoes de carne, 8 refeigdes de ’

peixe, 8 refeicOes de dieta e 8 refeicOes vegetarianas.

As refeicOes onde se observou menor teor de sal foram: b) Refeicses - Refeitério do INSA (n=32).
1 refeicdo vegetariana com 0,2 g, 1 refeicdo de carne com

0,7 g e 2 refeicbOes de peixe com 0,9 g, enquanto as refei- 9%  13%
cOes que apresentaram maior teor de sal foram: 1 refeigéo Grupo 1:0,0g 3 < 1,09

vegetariana com 3,6 g e 2 refeigbes de carne, tendo estas Grupo 2:= 1,093 209

3,2ge3,0aq.

0
S Grupo 3:=22,0g a 3,09

. A \ Grupo 4: = 3,09
A discrepéncia encontrada para alguns valores de sal 47%

encontrados nas refeicoes pode ser justificada pelos mes-
mos motivos apresentados relativamente as sopas, porém
devem ser considerados outros fatores tais como, o teor
de sal existente nos ingredientes antes de serem confec-
cionados (13).

Grdfico 2: [ Teores de acUcares totais de refeicdes vegeta-
rianas, em gramas por dose de amostra.

Constatou-se, também, que algumas refeicdes com mais
de 2 g de sal eram refei¢cOes de dieta, possivelmente devido
ao teor de sal existente nos ingredientes adicionados.

" ) Refeicoes vegetarianas - Refeitorio do INSA (n=6]).
O valor médio de sal presente nas sopas foi de 1,3 g e nas Ivoes vegetart rert [n=6]

refeicOes de 1,8 g. O valor médio de sal presente num menu

composto por sopa e prato principal foi cerca de 3,19, o o
0

que ultrapassa, em apenas uma refeicdo, 50% do valor de Grupo 1:0,0 g a =3,0 g

sal diario recomendado pela OMS. 38% Grupo 2: >3,09 a <6,0 g
No grafico 2 est&o representados os resultados do teor de = Grupo3:> 6063 =90g
aclcares totais em 8 pratos vegetarianos agrupados em 4 Grupo 4: = 9,0 g
grupos: Grupo 1: 0,0a<3,0g; Grupo 2: >3,0ga<6,0g; 25%

Grupo 3: >6,0ga<90geGrupo4: >90aq.

A refeicao Nuggets de seitan com arroz de beterraba e
salsa picada com molho de iogurte e lim&o é a que tem
menos quantidade de agucares totais, com apenas 1,0 g.
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No entanto, verificou-se que havia refeicdes com valores
bastante elevados, a refeicdo Rancho Vegetariano com
9,0 g de acucares totais, a Macarronada de soja e legu-
mes com 13 g de acuUcares totais e o Seitan tropical com
arroz com 15 g de agUcares totais.

O teor de acucares totais do Seitan tropical é facilmente
justificado pela presenca de dois tipos de fruta na recei-
ta, banana e ananas. Os valores das outras duas refeicoes
podem estar aumentados, pela quantidade de massa pre-
sente nas suas receitas, no entanto existe uma necessida-
de de se fazer um estudo mais aprofundado para se enten-
der melhor quais os ingredientes que tém maior teor de
acgucar e que tipo de aglcares estdo presentes (ex: aguca-
res simples ou acUcares livres) (13.14),

_Conclusao

Alguns autores advogam que o local de trabalho é ade-
quado para a promoc¢ao da saude e do bem-estar, e que,
a implementacdo de medidas ao nivel da modificacdo da
oferta alimentar, aumentando a disponibilidade e varie-
dade de opcdes alimentares saudaveis, sdo necessérias
para alcangar mudangas ao nivel dos habitos alimentares
dos trabalhadores.

Este estudo confirma a necessidade de implementar uma
monitorizacao laboratorial dos teores de sal e de acUcar
nas refeicdes servidas nos Servicos Sociais da Adminis-
tracao Publica (SSAP), sendo que este continua a ser um
tépico que deve merecer a maior atencao por parte das
entidades de saude.

O estudo revela a importancia maior que se deve dar ao
teor de acucar dos pratos vegetarianos.

Sendo o primeiro trabalho a ser desenvolvido para avaliar
em conjunto o teor de sal em menus e acgucar nas refeicoes
vegetarianas de refeitérios dos SSAP, tem bastante relevan-
cia para que, no futuro, seja possivel aos Servigos Sociais
alcancar as metas propostas, de redugao dos teores de sal
e acucar nas refeicoes servidas nas cantinas.

Este trabalho foi realizado em condicdes de controlo de
qualidade alinhadas com a ISO 17025. Assim, os resulta-
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dos obtidos sao fidveis e rigorosos e podem ser utilizados
pelos decisores politicos para apoio a reformulacao das
refeicOes preparadas na restauragdo coletiva. Trata-se de
uma cooperacdo entre o Instituto Nacional de Saude Dou-
tor Ricardo Jorge e os SSAP, cujos primeiros resultados
s80 agora apresentados.

Deve ser referido, ainda, que fatores organoléticos influen-
ciam a adesao dos consumidores as refeicoes reformu-
ladas e, por sua vez, tém influéncia nos indicadores de
salde, estando previstos na campanha de sensibilizacao e
de intervencao deste projeto.
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_ Avaliacao das caracteristicas nutricionais de hamburgueres e iogurtes de base vegetal
disponiveis no mercado portugués em 2022
Assessment of the nutritional characteristics of plant-based hamburgers and yogurts available in the Portuguese

market in 2022
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_Resumo

A procura por alternativas aos alimentos de origem animal tem contribu-
ido para a crescente popularidade e disponibilidade de produtos proces-
sados de base vegetal em Portugal, a semelhanca do resto do mundo.
Apesar dos beneficios de uma dieta & base de plantas, as caracteris-
ticas nutricionais dos alimentos processados de base vegetal poderdao
nao corresponder a aura saudavel que lhes esta associada, eventual-
mente existindo alguns destes novos produtos com teores elevados de
acidos gordos saturados, acgucares e sal. Neste ambito, procurou-se
avaliar as caracteristicas nutricionais de hamburgueres e de iogurtes a
base de plantas disponiveis no mercado portugués, através da compara-
¢ao da respetiva informagao nutricional com os valores de referéncia da
Estratégia Integrada para Promocao da Alimentacdo Saudével (EIPAS) e
do descodificador de rotulos da Diregao-Geral da Saude. Foram moni-
torizados 234 produtos processados de base vegetal, tendo-se verifi-
cado que 88,5% néo estavam de acordo com as metas de referéncia da
EIPAS, quando avaliados conjuntamente os teores de acucares e de sal.
De acordo com o descodificador de rétulos, a maioria dos hamburgueres
de base vegetal apresentava baixos teores de acidos gordos saturados
(67,9%) e de agucares (97,8%), no entanto, a percentagem destes pro-
dutos com teores médios ou altos de sal era consideravelmente elevada
(99,3%). Relativamente as alternativas vegetais aos iogurtes, nenhum
apresentava teores altos de agucares e a maioria apresentava baixos teo-
res de lipidos (62,0%), acidos gordos saturados (64,0%) e de sal (97,8%),
tendo-se verificado, ainda, que 19,0% apresentavam teores altos de aci-
dos gordos saturados. Neste contexto, para manutengédo de um padrdo
alimentar saudavel, as decisdées de compra de alimentos processados
de base vegetal devem ser muito bem ponderadas. Simultaneamente, a
amplitude de valores encontrada para os varios parametros nutricionais
analisados, na mesma categoria de produtos, revela a possibilidade de
uma reformulacdo destes alimentos pelos seus produtores.

_Abstract

The search for alternatives to food products of animal origin has
contributed to the growing popularity and availability of plant-based
processed products in Portugal, as in worldwide. Despite the benefits
of a plant-based diet, the nutritional characteristics of plant-based
processed foods may not correspond to the healthy aura associated to
them, and there may be some of these new products with high levels
of saturates, sugars and salt. In this context, we sought to evaluate
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the nutritional characteristics of plant-based hamburgers and yogurts
available in the Portuguese market, by comparing the respective nutri-
tional information with the reference values of the Integrated Strategy
for Healthy Eating Promotion (EIPAS) and of the Label Decoder of the
Directorate-General of Health of Portugal. A total of 234 plant-based
processed products were monitored, and it was found that 88.5% did
not comply with the EIPAS reference values, when jointly evaluated the
sugars and salt contents. According to the Label Decoder, the majority
of the hamburgers had low levels of saturates (67.9%) and sugars
(97.8%), however, the percentage of these products with medium or
high levels of salt was considerably high (99.3%). Regarding yogurts,
none had high levels of sugars and the majority had low levels of fat
(62.0%), saturates (64.0%) and salt (97.8%) and it was also verified that
19.0% had high levels of saturates. In this context, in order to maintain
a healthy eating pattern, decisions to purchase plant-based processed
foods must be carefully weighted. Simultaneously, the range of values
found for the various nutritional parameters analyzed, in the same
category of products, reveal the possibility of a reformulation of these
foods by their producers.

_Introdugao

A procura por produtos processados de base vegetal tem
crescido significativamente nos ultimos anos, na maioria
dos paises desenvolvidos, por razdes ideoldgicas e/ou rela-
cionadas com a salde e 0 ambiente. Estes novos alimentos,
que tém na base da sua composicao vegetais, leguminosas,
frutos secos, sementes, especiarias e/ou temperos e que se
caracterizam pela auséncia de ingredientes de origem ani-
mal, procuram exatamente ser uma alternativa aos produtos
de origem animal, podendo contribuir para um consumo ali-
mentar mais saudavel e sustentavel.

Uma dieta diaria rica em vegetais e com baixo teor de sal,
gorduras saturadas e agUcares adicionados é recomendada
como parte de um estilo de vida saudavel (). No entanto,
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apesar dos beneficios associados ao consumo de alimen-
tos a base de plantas, alguns destes produtos disponiveis
no mercado nas formas processados e ultraprocessados
poderdo apresentar caracteristicas nutricionais inadequa-
das a um padrédo alimentar saudavel. De acordo com a
Organizacao Mundial de Saude (OMS), faltam dados sobre
as qualidades nutricionais e 0s impactos na saude decor-
rentes do consumo de alimentos & base de plantas (2).,

Neste contexto, procurou-se avaliar as caracteristicas
nutricionais de duas categorias de alimentos processados
de base vegetal disponiveis no mercado portugués, por
comparagdo com os correspondentes valores de referén-
cia definidos na Estratégia Integrada para a Promocéao da
Alimentacao Saudavel (EIPAS) (3) e no descodificador de
rétulos da Direcdo-Geral da Saude (DGS) (4).

_Objetivo

Avaliar as caracteristicas nutricionais de hambdurgueres e
de iogurtes de base vegetal disponiveis no mercado por-
tugués, através da comparacao de alguns dados da res-
petiva informagao nutricional com os valores de referén-
cia definidos na Estratégia Integrada para a Promocéao da
Alimentacao Saudavel e no descodificador de rétulos da
Direcdo-Geral da Saude, procurando caracterizar a reali-
dade atual.

Tabela 1:

W
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_Métodos

Recolheu-se a informacao nutricional — energia (kcal), lipi-
dos (g), acidos gordos saturados (g), hidratos de carbono
(g), acucares (g), fibra (g), proteinas (g) e sal (g) - por
100 g /100 ml, de duas categorias alimentares de produ-
tos processados de base vegetal: Hamburgueres (abre-
viada na designacdo HambVeg) e Alternativas vegetais
aos iogurtes (abreviada na designacao Vegurt). Os res-
petivos produtos foram selecionados de forma aleato-
ria, entre janeiro e fevereiro de 2022, em websites nacio-
nais de empresas de comércio e de distribuig@o alimentar.

Posteriormente, avaliaram-se as caracteristicas nutricionais
destes alimentos, por comparagao da informacao recolhida
com os valores de referéncia da EIPAS (tabela 1) e do des-
codificador de rétulos da DGS (figura 1).

E de salientar que a categoria Vegurt inclui produtos séli-
dos e liquidos, no entanto, para efeitos deste estudo con-
sideraram-se todos como sendo sélidos e, também, que
o volume de 100 ml é equivalente a 100 g. Deste modo, o
valor de referéncia da EIPAS tido em consideragéo para os
agucares foi apenas o de 5 g/100 g. Acrescenta-se, ainda,
gue nao foi possivel a recolha de dados de fibra para um
grande numero de produtos estudados, uma vez que a sua
indica¢do na declara¢do nutricional presente nos rotulos
nao é obrigatdria.

Valores de referéncia da Estratégia Integrada para a Promocao da Alimentacdo Saudavel

para produtos alimentares em geral e para sopas e pratos de refeicao em particular.

Categoria de

Objetivos da EIPAS

Valores de referéncia da EIPAS
(g/100 g ou 100 ml)

Aclcares Sal

alimentos
Produtos Atingir os valores definidos pelo Regulamento (CE) n.° 1924/2006,
alimentares em relativo as alegacdes nutricionais e de satde sobre os alimentos, 0,3
geral para alimentos com baixo teor de aclcar e de sal = 5 (s6lidos)
< 2,5 (liquidos)

Sopas & Refeicoes ) o ;
interministerial

Adaptado de: Despacho n.° 11418/2017, de 29 de dezembro (8).

Atingir o valor de referéncia definido por um grupo de trabalho
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Figura 1: [ Descodificador de rétulos da Direcdo-Geral da
Saude - alimentos por 100 g (4)

ALIMENTOS
por 100g
o)’ SATURADA  ACUCARES
mais de mais de mais de mais de
el 1755 | 59 | 2259 L5g
entre entre entre entre
3.755 155 5.225g 03.15g

Grafico 1: [ Concordadncia dos produtos processados de
base vegetal estudados com os valores de
referéncia da Estratégia Integrada para a Pro-
mocdo da Alimentacao Sauddvel.

Niotal =234

11,5%
n=27

88,5%
n=207

[0 Produtos que satisfazem os valores de referéncia da EIPAS

[ Produtos cujos teores de acucares e de sal avaliados
conjuntamente excedem os valores de referéncia da EIPAS
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_Resultados

Foram avaliados 234 produtos processados de base vege-
tal: 134 HambVeg; e 100 Vegurt; tendo-se verificado que
67,9% (n=159) estavam de acordo com o valor de referén-
cia da EIPAS para os agUcares, mas apenas 40,6% (n=95)
satisfaziam o definido para o sal. Deste modo, quando ava-
liados os dois parametros conjuntamente, verificou-se que
somente uma pequena percentagem de produtos (11,5%;
n=27) satisfazia esses valores de referéncia em simultéa-
neo (grafico 1). Por categoria, as percentagens de produ-
tos que satisfaziam os referidos valores de referéncia foram
de 0,7% (n=1) para os HambVeg e de 26,0% (n=26) para 0s
Vegurt (grafico 2).

Grafico 2: [ Concordancia dos produtos processados de
base vegetal com os valores de referéncia da
Estratégia Integrada para a Promocdo da Ali-
mentacdo Saudavel, por categorias estudadas.

Niotal=234
99,3
100%
800 74,0
60%
40%
26,0
20%
0,7
0%
HambVeg Vegurt
(n=134) (n=100)

1 Produtos que satisfazem os valores de referéncia da EIPAS

[ Produtos cujos teores de acucares e de sal avaliados
conjuntamente excedem os valores de referéncia da EIPAS
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Considerando os valores de referéncia do descodificador
de rotulos da DGS (figura 1), verificou-se que as percen-
tagens de HambVeg que apresentavam teores baixos de
lipidos, acidos gordos saturados, aglcares e sal, e que é
sinénimo de uma melhor qualidade nutricional, foram res-
petivamente: 0,0% (n=0), 67,9% (n=91), 97,8% (n=131) e
0,7% (n=1). Por outro lado, 100% (n=134), 32,1% (n=43),
2,2% (n=3) e 99,3% (n=133) dos HambVeg apresentavam
teores médios ou altos dos referidos nutrientes (tabela 2).

Relativamente aos Vegurt, verificou-se que a maioria apre-
sentava baixos teores de lipidos, acidos gordos saturados

e sal, respetivamente 62,0% (n=62), 64,0% (n=64), e 94,0%
(n=94), e que, por outro lado, 38,0% (n=38), 36,0% (n=36),
72,0% (n=72) e 6,0% (n=6) apresentavam teores médios ou
altos desses mesmos nutrientes (tabela 2).

Procurando avaliar de forma mais completa os produtos
processados de base vegetal em estudo, determinou-se
0 minimo, a média e 0 maximo, para 0s parametros nutri-
cionais: energia (kcal), lipidos (g), acidos gordos satura-
dos (g), hidratos de carbono (g), agucares (g), fibra (g),
proteinas (g) e sal (g), por 100 g, para ambas as catego-
rias (tabela 3).

Tabela 2: [1 Percentagens de HambVeg e de Vergurt com teores “Alto”, “Médio” e “Baixo” corres-
pondentes aos diferentes pardmetros nutricionais avaliados, tendo em consideracdo os
valores de referéncia do descodificador de rétulos da Direcao-Geral da Sadde.

HambVeg Vegurt
(n=134) (n=100)
. Acidos gordos g " Acidos gordos g
AcUcares Sal Aclcares Sal
Lipidos saturados s Liplictes saturados ¢
Médio 97,0% 28,4% 2,2% 82,8% 38,0% 17,0% 72,0% 6,0%

Tabela 3: [1 Estatisticas dos parametros nutricionais para as categorias de produtos processados de
base vegetal em estudo.

Acidos gordos  Hidratos de

i pi Aclcares ibra* f
Energia Lipidos ETACIE Pt oy ¢ Fibra Protefnas Sal
kcal (g/100g)
o Minimo 124 3,4 0,4 1,9 0,0 0,0 0,9 0,03
s
-E i Média 202 9,5 1,6 14,5 2,2 4,8 12,5 1,19
(=
o <
T Mdaximo 324 9,1 6,5 34,2 5,5 14,0 27,0 2,10
Minimo 35 1,3 0,2 0,0 0,0 0,1 0,2 0,01
5% -
= Média 83 3,7 2,2 9,4 6,9 11 2,4 0,13
> £
Maximo 134 11,9 10,5 19,0 14,0 4,5 6,4 0,60

* As estatisticas apresentadas para este parametro nutricional s&o referentes a um nimero de produtos inferior (n=179) a amostra total de produtos processados
de base vegetal avaliados (n=234).
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Considerando conjuntamente os teores médios referentes
aos agucares e ao sal, verificou-se que nenhuma das cate-
gorias alimentares em estudo estava de acordo com 0s va-
lores de referéncia da EIPAS. A categoria HambVeg corres-
pondia uma média dos teores de agucares de 2,2 g/100 g,
no entanto, apresentava uma média dos teores de sal
(1,19 g/100 g) muito superior ao valor de referéncia da EIPAS
(0,3 g/100 g); e & categoria Vegurt correspondia uma média
dos teores de agucares de 6,9 g/100 g, portanto superior ao
valor de referéncia da EIPAS (5 g/100 g), apesar da média
dos teores de sal (0,13 g/100 g) ser inferior ao respetivo valor
de referéncia (tabela 3).

No que se refere ao valor energético, os HambVeg apre-
sentavam um valor médio de 202 kcal/100 g e os Vegurt
de 83 kcal/100 g (Vegurt) (tabela 3), o que significa que,
de acordo com a definicao de “Baixo valor energético”
(< 40 kcal/100 g) constante do Regulamento (CE) n.°
1924/2006 (5), nenhuma destas categorias pode ter essa
classificacdo. Apesar da elevada densidade energética
dos HambVeg, verificou-se que as médias dos seus teo-
res de lipidos (9,5 g/100 g), acidos gordos saturados
(1,6 g/100 g), acucares (2,2 g/100 g), e sal (1,19 g/100 g)
eram, de acordo com o descodificador de rétulos, médias
ou baixas.

Estes resultados demonstram a grande discrepancia de
valores existente na mesma categoria alimentar, para os
varios parametros nutricionais avaliados.

_Conclusao

A grande maioria dos produtos processados de base vege-
tal estudados (88,5%) nao estava de acordo com os valo-
res de referéncia da Estratégia Integrada para a Promogéo
da Alimentagao Saudavel (EIPAS) para os acucares e sal,
quando avaliados conjuntamente.

Em ambas as categorias, foi possivel encontrar alguns
alimentos concordantes com os referidos valores de refe-
réncia avaliados simultaneamente, no entanto, em percen-
tagens reduzidas (HambVeg=0,7% e Vegurt=24%). Ape-
sar disso, quando considerados conjuntamente os teores
médios determinados para 0s agucares e sal, verificou-se

Observacdes_ Boletim Epidemiolégico @%' o N

74

46

F -

= L
\ A i
- %IML
Yoo 31

PERY ( )
¢y W St

gue nenhuma categoria satisfazia as metas de referéncia
da EIPAS.

A categoria HambVeg correspondiam percentagens consi-
deravelmente elevadas de produtos com teores médios ou
altos de lipidos e de sal (100% e 99,3%, respetivamente).
A categoria Vegurt correspondia uma percentagem elevada
de produtos com teores medios de acucares (72,0%).

Os vérios resultados obtidos demonstram a grande dis-
crepancia de valores existente para os varios parametros
nutricionais avaliados, dentro da mesma categoria alimen-
tar, o que reflete a possibilidade de uma reformulacao des-
tes alimentos pelos seus produtores, para se obterem per-
fis nutricionais mais saudaveis.

Neste contexto, a compra de alimentos processados de
base vegetal deve ser muito bem ponderada, sendo a lite-
racia alimentar e a leitura completa do roétulo indispensa-
veis a realizacao de escolhas alimentares mais adequadas.
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_Resumo

A dieta vegetariana ¢ um padrdo alimentar que tem ganho popula-
ridade na ultima década em todo o mundo, por motivos éticos, de
salde, religiosos e também ambientais. No entanto, a preocupagao
com a escolha desta dieta e a supressdo de todas as necessidades
nutricionais tem vindo a ganhar relevancia. Assim, as caréncias nutri-
cionais, nomeadamente de iodo, na populacao vegetariana, tém sido
alvo de estudos no sentido de entender se a alimentacao, por si so,
consegue fornecer os valores diarios recomendados para este ele-
mento. Neste estudo, determinou-se o teor de iodo, por espectro-
metria de massa com plasma indutivo acoplado (ICP-MS), em 37 ali-
mentos mais consumidos pela populagcdo vegetariana. A selegao
dos alimentos foi feita tendo por base o Inquérito Alimentar Nacional
e de Atividade Fisica. Entre os alimentos analisados as algas Nori
apresentam os valores mais elevados de iodo com cerca de 6511
+ 321 pg/100 g, podendo ser um alimento que se consumido na quanti-
dade de cerca de 2,3 g/dia (equivalente a 1 folha) podera suprir as neces-
sidades nutricionais deste elemento. Também os lacticinios, nomeada-
mente 0s queijos (entre 53,4 + 0,4 e 28,0 + 0,9 pug/100 g) e os iogurtes
(entre 17,2 + 0,2 e 14,4 + 0,1 ug/100 g), sdo alimentos com teores de
iodo relevantes. Apenas com a alimentacao, a populacdo vegetariana
e vegan podera ter dificuldade em alcancar as necessidades diarias
de iodo (150 pg/dia), sendo assim necessario criar alternativas para
aumentar os teores de iodo na alimentagao. A fortificacdo das planta-
¢oes e também dos alimentos, a utilizacdo de sal iodado na confegédo
ou, Se necessario, a suplementagéo desta populagdo mais suscetivel,
s&o estratégias alternativas possiveis. E essencial perceber mais sobre
0 padrédo de alimentagao desta populagao a fim de perceber a melhor
forma de mitigar este tipo de caréncia.

_Abstract

The vegetarian diet is a dietary pattern that has gained popularity
in the last decade around the world, due to ethical, health, religious
and environmental reasons. However, the concern with the choice
of this diet and the suppression of all nutritional needs has gained
relevance. Nutritional deficiencies, namely iodine in this population,
have been the subject of studies to understand whether diet by itself
can provide the recommended daily values for this element. Thus,
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the iodine content was determined by inductively coupled plasma
mass spectrometry (ICP-MS) in thirty-seven foods most consumed by
the vegetarian population. The selection of foods was based on the
National Food and Physical Activity Survey of Portugal. Among the
analysed foods, Nori seaweeds have the highest levels of iodine with
about 6511 + 321 ug/100 g, which may be a way to meet the nutritional
needs of this element, consuming about 2.3 g/day (equivalent to 1
leaf), followed by dairy products, namely cheeses (between 53.4
+ 0.4 and 28.0 + 0.9 pg/100 g) and yoghurts (between 17.2 + 0.2
and 14.4 £ 0.1 ug /100 g). Just with food, the vegetarian and vegan
population may have difficulty to achieve the daily iodine requirement
(150 ug/day). Therefore, it is necessary to create alternatives to increase
the levels of iodine in the diet, such as, for example, the fortification of
crops and also of foods, the use of iodized salt in the preparation of food
or, if necessary, through the supplementation of this more susceptible
population. It is essential to understand more about the eating pattern of
this population in order to understand the best way to mitigate this type
of deficiency.

_Introdugao

A dieta vegetariana tem ganho popularidade na udltima
década e de facto, tem-se verificado que um aumento do
consumo de alimentos de origem vegetal apresenta ind-
meros beneficios para a satde (1). Uma dieta vegetariana
pode ser saudavel, variada, equilibrada e balanceada
desde que apresente as por¢gdes adequadas a cada indi-
viduo. Segundo a Associacao Vegetariana Portuguesa,
0 numero de vegetarianos quadruplicou nos ultimos dez
anos, representando atualmente cerca de 9% da popula-
céo residente em Portugal (2:3).

Porém, este tipo de dieta requer atencdo quanto a inges-
tdo de nutrientes e micronutrientes, entre 0s quais o iodo,
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e a possivel caréncia associada a populagdo que pratica
este tipo de padrédo alimentar. A Organizacdo Mundial de
Saude (OMS) estabeleceu 150 pg de iodo como o aporte
diario recomendado para a populacdo geral adulta, de
forma a colmatar as necessidades nutricionais (). O aporte
inadequado deste oligoelemento tem efeitos nocivos para
a salde nomeadamente associados a funcao tiroideia e
a produgao de hormonas T3 e T4. Para que a producdo
destas hormonas seja eficiente é necessaria uma acumula-
cao de iodo na tiroide, que s6 assim desempenha 0 seu
papel adequadamente. Caso o aporte de iodo fiqgue com-
prometido, as consequéncias podem apresentar-se sob a
forma de hipotiroidismo, bécio ou a formacao de ndédulos.
Estas consequéncias podem apresentar repercussoes irre-
versiveis em bebés ou fetos quando os défices nutricionais
ocorrem em lactantes ou gravidas, respetivamente. Nestas
populagdes os valores diarios recomendados encontram-se
entre 0s 175 e 0s 200 pg por dia, tendo os défices nutricio-
nais, neste ciclo de vida, um impacto no neurodesenvolvi-
mento do feto ou bebé, comprometendo o seu desenvolvi-
mento e cognicao (1:4.5),

Através da alimentacdo tradicional é possivel suprir as
necessidades de iodo diarias. Os alimentos com maiores
teores deste elemento sdo os lacticinios, ovos, peixe, crus-
taceos e algas, no entanto, nem todos se enquadram na
dieta vegetariana (6). Com a restricao de alguns alimentos
ricos em iodo, a obtencdo dos valores diarios recomen-
dados pode estar comprometida. Segundo a literatura,
na populagcao vegetariana ha tendéncia para a deficiéncia
neste oligoelemento (7). Assim, torna-se importante perce-
ber, se considerando os alimentos mais consumidos pelos
vegetarianos as necessidades diarias sdo supridas ou se
havera risco de caréncia nutricional.

_Objetivo

Este trabalho teve como objetivo principal avaliar a con-
tribuicdo dos alimentos para o aporte de iodo em popula-
cOes vegetarianas, através da quantificagao do teor deste
elemento em alimentos mais consumidos por esta popu-
lacdo.

g
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_Materiais e métodos

Foram selecionadas amostras de alimentos mais consumi-
dos pela populacao vegetariana segundo o Inquérito Ali-
mentar Nacional e de Atividade Fisica (IAN-AF). Foram
analisadas bebidas vegetais (arroz e améndoa), “natas”
vegetais, creme vegetal (soja e 6leos vegetais), cogume-
los (Marron e Pleurothus), rebentos de soja, rebentos de
bambu, alga Nori, Vegegurte (soja e coco), queijo fresco
(cabra e vaca magro e meio-gordo), bagas de goji, semen-
tes (chia, abobora e girassol), proteina de soja texturiza-
da, iogurte grego (natural e com fruta), trigo sarraceno,
bulgur de trigo, farinha de espelta, salsicha de soja, seitan,
castanha do brasil, sobremesa de soja, millet, miso, lenti-
lhas, feijao (branco, catarino, encarnado, frade e manteiga).
Foram analisadas no total 37 amostras, das marcas com
maior aceitagéo pelo consumidor. O teor de iodo foi deter-
minado por espectrometria de massa com plasma indutivo
acoplado (ICP-MS) tendo por base a norma EN 15111:2007
(Foodstuffs - Determination of trace elements - Determi-
nation of iodine by ICP-MS). Os resultados foram obti-
dos em triplicado em condi¢des de garantia da qualidade
e suportados pelos requisitos descritos na NP EN ISO/IEC
17025:2018 (Requisitos gerais de competéncia para labo-
ratorios de ensaio e calibragé@o). O teor de iodo foi expres-
so em pg de iodo por 100 g de alimento.

_Resultados e discussao

A popularidade das dietas vegetarianas e vegan aumen-
tou na ultima década e a necessidade de perceber que
alimentos consumidos pelos vegetarianos podem colma-
tar o défice nutricional em iodo tornou-se uma questao
pertinente (2). Segundo a tabela 1, foi na alga Nori que se
obteve o teor de iodo mais elevado (6511 + 321 ug/100 g).
O valor obtido nesta alga é inferior a valores reportados na
Dinamarca para outras algas, como a Kombu e Agar-agar,
que apresentaram ambas 36000 pg/100 g (8). Todavia, os
valores obtidos nas algas Nori sdo bastante expressivos e
podem representar uma alternativa para chegar ao aporte
nutricional deste oligoelemento no dia alimentar dos vegeta-
rianos. Para suprir as necessidades diarias de iodo apenas
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Tabela 1: 1 Dez dos alimentos analisados com niveis de
iodo mais elevados.
Alimento Valores de iodo (pg/ 100 g)
Alga Nori 6511 £ 321
Queijo fresco de cabra 53,4+ 0,4
Queijo fresco de vaca magro 52,3+2,0
Queijo fresco de vaca meio-gordo 28,0 +0,9
logurte grego natural sem acucar 17,2 £ 0,2
logurte grego com fruta 14,4 £ 0,1
Seitan 11,4 £ 0,1
Rebentos de feijao mungo 8,88 £ 0,32
Salsicha de soja 2,69+ 0,07
Vegegurte de coco 0,68 + 0,06
Restantes amostras < 1,22 (LQ)

LQ - Limite de quantificagdo

com o consumo de alga Nori ter-se-ia de consumir cerca
de 2,3 g/dia (equivalente aproximadamente a 1 folha), por
forma a perfazer os 150 pg/dia.

Para a populacao vegetariana, que consome lacticinios,
estes tém um papel importante no aporte diario de iodo e
podem contribuir para cerca de 22 a 29 % das necessida-
des diarias (). No caso dos lacticinios analisados os valo-
res variaram entre 0s 14,4 + 0,1 e 0s 53,4 + 0,4 ug /100 g.
No caso do queijo fresco de cabra, o consumo de diario de
uma porcao equivalente a 100 g, pode colmatar 2/3 da dose
de iodo necessaria (19). Porém, os vegetarianos ou mesmo
vegans que usam substitutos vegetais em detrimento dos
lacticinios, podem ter maior dificuldade em obter teores de
iodo adequados. Nalguns paises, como a Noruega, algumas
bebidas vegetais s@o enriquecidas em iodo para permitir um
maior aporte por parte desta populagao (4).

O seitan, que é utilizado como "substituto" da carne pelos
vegetarianos, apresentou valores de 11,4 = 0,1 ug/100 g.
No entanto, este é um valor com pouca relevancia no dia
alimentar como é possivel perceber no grafico 1, mesmo
cumprindo a porcao diaria (120 g/dia) recomendada
deste alimento pela Food-Based Dietary Guidelines in
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Europe (11). Os restantes alimentos analisados apresen-
taram teores baixos de iodo na sua composigado e nalguns
casos valores abaixo do limite de quantificacao (LQ).
Desta forma, pode dizer-se gue ndo sdo uma boa fonte de
iodo na alimentagao.

Tendo em conta que dos varios tipos de vegetarianos 0s
vegans s@o a populacdo com maior restricao alimentar,
eliminando todo o tipo de alimentos de origem animal,
como por exemplo, ovos e lacticinios, estes podem ter
maior dificuldade em suprir as necessidades nutricionais
em iodo. Assim, para que um individuo com uma dieta
vegan, chegue ao valor de 150 ug de iodo/dia recomen-
dado pela Diregéo-Geral da Saude, necessitara de inserir
na sua alimentacdo o consumo de algas (grafico 1) (1),
Adequando os alimentos analisados com maior teor de
iodo as porcdes diarias recomendadas, sem a inclus@o
de algas na alimentacéo, é dificil obter a dose diaria
recomendada (DDR) apenas com o0s alimentos de origem
vegetal. De notar, que ndo estdo a ser consideradas as
necessidades nutricionais acrescidas das gravidas e
lactantes, sendo, nestes casos, a DDR mais elevada (175
e 200 pg/dia, respetivamente) (1). Segundo uma revisao
sistematica sobre a ingestao alimentar e o status nutri-
cional, as algas sdo uma boa fonte de iodo. No entanto,

Gréfico 1: [ Proporcdo da ingestdo de iodo a partir do con-

sumo alimentar para obtencao da dose didria
recomendada (DDR) (1),

13,7 pg 122 9

124 pg

Rebentos de feijao mungo (1 porcao - 140 g)
Alga Nori (Aprox. 1 folha = 1,9 g)

Seitan (1 porcao - 120 g)
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a quantidade deste elemento pode variar bastante depen-
dendo do tipo de alga e local da recolha. Sendo pequena
a quantidade consumida deste alimento, e ndo havendo
outros alimentos de origem vegetal que permitam colmatar
as necessidades nutricionais em iodo, a adequacao nutri-
cional em vegans, pode estar comprometida (7).

Sera importante incluir outros métodos de obtencéo
de iodo através da alimentacao. Noutros paises ja séo
aplicadas estratégias como a fortificacao das plantacdes
ou até de alimentos, como por exemplo de bebidas
vegetais (12). Por outro lado, também a suplementacéo
com microalgae, esta a ser estudada e podera ser uma
alternativa mais natural e com possibilidade de evitar a
caréncia nutricional (4). Em Portugal, foi implementada a
fortificagdo do sal de cozinha e executada a medida da
sua utilizacao em cantinas escolares, sendo uma op¢ao
para aumentar o consumo deste elemento (12). Nos casos
em que a necessidade de alcangar os valores de iodo
¢ mais urgente, como é o caso das gravidas, uma alterna-
tiva serd a suplementacéo de iodo (14),

_Conclusao

O método analitico foi aplicado com sucesso para deter-
minar o teor de iodo em alimentos consumidos pela popu-
lacao vegetariana.

A alga Nori e os lacticinios apresentaram os teores mais
elevados de iodo. Neste Ultimo grupo de alimentos desta-
cam-se 0S queijos com valores mais elevados de iodo.
Porém, nem todos os vegetarianos consomem lacticinios
e, por conseguinte, a populacdo vegetariana e vegan,
pode estar com algum comprometimento quanto ao aporte
diario de iodo. O consumo de alga Nori, pode ser uma
alternativa, mas podera nao ser exequivel a sua inclusao
na alimentacgao diéria.

No caso de gravidas e lactantes vegetarianas ou vegans,
a caréncia nutricional pode ser uma situag@o mais preocu-
pante, tendo em conta que podera provocar alteracdes de
neurodesenvolvimento no feto e no bebé. Assim, é neces-
sario ponderar alternativas que possam amenizar os défi-
ces nutricionais de iodo, para prevenir possiveis conse-
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guéncias na saude. Estas poderao incluir a utilizacao do
sal iodado, a fortificagdo das plantacoes, a fortificacdo de
alimentos ou a suplementacgéo.

Como trabalho futuro, sdo necessarios mais estudos sobre
a alimentacdo dos vegetarianos e vegans para entender
as reais caréncias nutricionais e quais o0s alimentos a privi-
legiar para mitigar esta problematica.
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_Resumo

As nanoceluloses sd@o nanomateriais inovadores com potencial para uma
vasta gama de aplicag6es industriais e biomédicas. No entanto, a expan-
sdo da sua produgao tem vindo a suscitar preocupagdes quanto aos pos-
siveis efeitos, a longo prazo, na satde humana. Este estudo teve como
objetivo avaliar a seguranga de algumas nanoceluloses produzidas a par-
tir de matéria-prima nacional, através da caracterizag@o da sua potencial
toxicidade em células de mamifero. Para tal, testaram-se duas celuloses
nano/microfibrilares (CNF e CMF) e uma celulose nanocristalina (CNC).
Analisou-se a citotoxicidade usando ensaios colorimétricos e o ensaio
clonogénico, e a genotoxicidade pelo ensaio do micronucleo in vitro em
células pulmonares de mamifero (A549 e V79) e em osteoblastos huma-
nos (MG-63). A inducéo de espécies reativas de oxigénio (ROS) e a inter-
nalizagao celular foram também estudadas nas células A549. Observou-
-se citotoxicidade no ensaio clonogénico, principalmente no caso da
CNC, mas nao nos restantes ensaios, ndo havendo também indugéo de
ROS. Todas as nanoceluloses revelaram efeitos genotéxicos nalgumas
concentragdes, uma vez que induziram micronucleos e/ou pontes nucle-
oplasmicas num dos modelos celulares. Para além disso, visualizou-se
a internalizagdo da CNF e CMF, mas ndo da CNC, em células A549. Esta
primeira avaliagdo toxicologica veio contribuir para prevenir a exposicao
a materiais celuldsicos potencialmente perigosos, procurando impulsio-
nar o desenvolvimento de materiais inovadores e mais seguros.

_Abstract

Nanocelluloses are innovative nanomaterials with potential for a wide
range of industrial and biomedical applications. However, the expansion
of its production has raised concerns about their possible long-term ef-
fects on human health. This study aimed to evaluate the safety of various
nanocelluloses through the characterization of their potential toxicity
in mammalian cells. Two samples of nano/microfibrillar celluloses with
different pre-treatments (CNF and CMF) and a nanocrystalline cellulose
(CNC) were tested. The cytotoxicity of the nanocelluloses was analyzed
using colorimetric assays and the clonogenic assay, and genotoxicity by
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the in vitro micronucleus assay in human alveolar epithelial cells (A549),
human osteoblasts (MG-63) and Chinese hamster fibroblasts (V79).
Induction of reactive oxygen species (ROS) and cellular internalization
were also studied in A549 cells. Cytotoxicity was observed through the
clonogenic assay, mainly in the case of CNC, but not in the remaining
assays, with no induction of ROS. All nanocelluloses, at some of the
concentrations tested, induced micronuclei and/or nucleoplasmic bridg-
es in one of the cellular models. Furthermore, the internalization of CNF
and CMF, but not of CNC was visualized in A549 cells. These results aim
to contribute to preventing exposure to potentially hazardous cellulosic
materials, seeking to boost the development of innovative and safer
materials.

_Introdugéo

Nos ultimos anos, tem-se assistido a um enorme desenvol-
vimento de nanomateriais inovadores, particularmente, no
que diz respeito a materiais renovaveis, biodegradaveis e
sustentaveis. A celulose, sendo o biopolimero mais abun-
dante na natureza, apresenta todas as qualidades reque-
ridas e tem um enorme potencial para ser utilizada numa
vasta gama de aplicagdes industriais. E encontrada princi-
palmente na madeira, fibras de sementes, gramineas, ani-
mais marinhos e algas, mas também pode ser produzida
por fungos e bactérias (1). A partir da desconstrugéo das
fibras celuldsicas podem ser obtidas diferentes subestru-
turas, sendo duas delas as nanofibras de celulose (ou celu-
loses nanofibriladas; CNF) e os nanocristais de celulose
(ou celulose nanocristalina; CNC) (2). As CNF séo geral-
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mente obtidas pela fibrilagao das fibras celuldsicas através
de um tratamento mecénico intensivo, normalmente pre-
cedido por um tratamento quimico ou enzimatico. A oxida-
cado mediada pelo radical 2,2,6,6-tetrametilpiperidina-1-oxil
(TEMPO) resulta em CNF com um diametro entre 3-100 nm
e um comprimento da ordem dos pm (ISO/TS 20477:2017
- Nanotechnologies — Standard terms and their defini-
tion for cellulose nanomaterial). Por sua vez, a aplicacdo
de um pré-tratamento enzimatico origina principalmente
microfibras de celulose (CMF). A CNC deriva das regides
cristalinas da celulose, isoladas dos dominios amorfos por
hidrélise 4cida, e assume diametros entre 3-50 nm e com-
primentos da ordem das vérias centenas de nandmetros
(ISO/TS 20477:2017).

Apresentando propriedades fisico-quimicas muito interes-
santes, tais como, uma elevada area especifica, alta resis-
téncia a tracao e rigidez, biodegradabilidade e biocompa-
tibilidade, os nanomateriais celulésicos tém encontrado
diversas aplicagdes industriais, por exemplo, para aumen-
tar a resisténcia mecéanica de materiais compositos. Para
além disso, as CNF tém sido estudadas com vista ao seu
uso aplicacdes biomédicas inovadoras, em areas como a
medicina regenerativa, cicatrizagéo de feridas ou sistemas
de veiculacdo de farmacos (3). No entanto, apesar da celu-
lose ser considerada biocompativel, ela pode nédo o ser
a escala nanométrica pela diferente capacidade de atra-
vessar membranas celulares, interagir com biomoléculas
e desencadear respostas celulares. Por outro lado, a bio-
persisténcia das CMF/CNF nos pulmées apds inalagao (4)
causa preocupacao, dado ser uma caracteristica comum a
outros materiais fibrosos, como 0s nanotubos de carbono
e 0 amianto, que sdo genotoxicos e causam doenca pul-
monar (5). Os estudos existentes tém revelado resultados
contraditérios que poderao estar relacionados com dife-
rentes propriedades fisico-quimicas das nanoceluloses,
tais como a sua morfologia, grau de cristalinidade, hidro-
fobicidade, carga superficial e quimica de superficie, que
podem modificar os seus efeitos toxicoldgicos.

O projeto ToxApp4nanoCELFI visa investigar os potenciais
efeitos adversos na salde humana de nanoceluloses com
diferentes propriedades fisico-quimicas. Especificamente,
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pretende-se caracterizar 0s seus potenciais efeitos citoto-
xicos, imunotoxicos, genotdxicos, e epigendmicos in vitro
e a possivel relacdo com o desenvolvimento de doengas
cronico-degenerativas, com especial enfoque no desen-
volvimento de cancro.

_Objetivos

Este estudo teve como objetivo avaliar a seguranca de trés
nanoceluloses com caracteristicas fisico-quimicas diferen-
tes, produzidas a partir de matéria-prima nacional. Para tal,
foi caracterizada a sua potencial toxicidade (citotoxicidade
e genotoxicidade) em células de mamifero, a sua internali-
zagao celular e também a indugdo de espécies reativas de
oxigénio (ROS).

_Material e métodos

As CMF, CNF e CNC foram obtidas a partir de polpa kraft
industrial branqueada de Eucalyptus globulus, de acordo
com metodologia previamente descrita (6:7). A caracte-
rizacdo fisico-quimica abrangeu, entre outras proprieda-
des, a determinagao das suas dimensdes por vérias téc-
nicas microscépicas, incluindo a microscopia eletronica
de transmissao (TEM). Esta mesma técnica foi aplicada
aos estudos de internalizacdo celular. Estes materiais
foram preparados a vérias concentracoes, sendo testados
em células epiteliais alveolares humanas A549 (ATCC®
CCL-185™), células osteoblasticas humanas MG-63 (ATCC®
(ATCC® CRL-1427™) e fibroblastos pulmonares de hams-
ter chinés V79 (ATCC® CCL-93™). Analisaram-se os efei-
tos citotdxicos (ensaio do MTT, clonogénico e com iodeto
de propideo), a indugéao de espécies reativas de oxigénio
(sonda H2DCF-DA) e os efeitos genotdxicos (ensaio do
micronucleo em células com blogueio da citocinese).

_Resultados

A figura 1 mostra a morfologia e dimensao das nanocelu-
loses em estudo. A andlise de células A549 apds exposi-
cao demonstrou a internalizagdo da CMF e CNF, mas ndo
da CNC que permaneceu a superficie celular. As altera-
¢bes morfologicas observadas, tais como um aumento dos
vacuolos citoplasmaticos ou endociticos, binucleagéo e
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Figura 1: [4 Imagens de TEM das micro/nanofibras de celulose obtidas apds pré-
-tratamento enzimatico (CMF), oxidacao mediada por TEMPO (CNF)
e dos nanocristais de celulose (CNC), em diferentes ampliacoes (4).

Celulose microfibrilar
CMF

«

200 nm

Imagem adaptada de Ventura, et al. ™),

protrusdes superficiais, s&o compativeis com a internaliza-
cao por endocitose. Os resultados dos estudos toxicolo-
gicos encontram-se resumidos na tabela 1. Estes indica-
ram que nenhuma nanocelulose causou citotoxicidade nas
células A549, MG-63 e V79 em exposicoes até 24h e con-
centragdes até 50 ug/cm2. Contudo, a exposi¢cdo mais pro-
longada de células pulmonares a CNC, bem como a eleva-
das concentragdes CNF e CMF, produziram morte celular,

Celulose nanofibrilar
CNF
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Celulose nanocristalina
CNF

—— 200 nm

Por sua vez, os resultados do ensaio do micronucleo suge-
riram que as nanoceluloses fibrilares tém algum potencial
genotoxico, pois induziram a formacao de micronucleos e
de pontes nucleoplasmicas nas células expostas, particu-
larmente a concentragdes mais baixas (1.5-3 pyg/cmz2). A
figura 2 apresenta os resultados do ensaio do microntcleo
em dois dos modelos celulares utilizados.



( ’ nsttuto_Nacional de Satide Observages_ Boletim Epidemiolégico

Doutor Ricardo Jorge

artigos breves_ n.9

Tabela 1: 1 Resumo dos resultados obtidos nos ensaios de citotoxicidade e geno-
toxicidade com os trés diferentes tipos de nanoceluloses (6.7.8),

Ensaio CNF CMF CNC

Células A549
MTT = = -
Pl = = =
Clonogénico = = =
ROS, 1 h - - -
ROS, 24 h - - -
MN o + -
PN = = NA
CBPI = = =

Células MG-63

MTT - - -
MN + + &
PN + + )
CBPI - - -

Células V79

MTT = = =
Clonogénico +) + ++
MN + - -
PN - = -
CBPI = - =

CNF - celulose nanofibrilar; CMF - celulose microfibrilar; CNC - celulose nanocristalina; MN - micro-
nucleos; PN - pontes nucleopldsmicas; CBPI - cytokinesis-block proliferation index; - : negativo;
(+) : positivo numa Unica concentracdo; +: positivo, sem relacao dose-resposta ++ : positivo, com
relacao dose-resposta; NA - ndo analisada.
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Grafico 1: [ Frequéncia de células binucleadas micronucleadas (MNBC) por 1000 células
binucleadas (CBN) e valores de (BPI observados em células MG-63 e V79
expostas a (A) CNF (B) CMF e (C) CNC.
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CNF - celulose nanofibrilar, CMF - celulose microfibrilar; CNC - celulose nanocristalina
MMC - Mitomicina C; * p < 0.05. Figura adaptada de Ventura, et al. (7).
_Discusséo
O conhecimento sobre a toxicidade de nanomaterias ce- Neste estudo foram testadas trés nanoceluloses produzi-
lulésicos é ainda escasso e, na sua maioria, 0s estudos das a partir da mesma matéria-prima, mas com proprie-
toxicolodgicos nao tém reportado citotoxicidade ou geno- dades fisico-quimicas diferentes. Os resultados indicam
toxicidade significativas em sistemas in vitro (9. gue nenhuma delas é téxica para as células pulmonares ou
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6sseas quando ocorrem exposicoes de curta duragao. Con-
tudo, apds uma exposicao mais prolongada, a CNC, em par-
ticular, mostrou alguma toxicidade em células pulmonares.
Uma possivel explicacdo para essa toxicidade é de que 0s
grupos sulfato que existem a superficie da CNC como resul-
tado da hidrolise 4cida interfiram no metabolismo celular.

Relativamente a genotoxicidade, todas as nanoceluloses
induziram a formacao de micronucleos, que refletem even-
tos de quebra ou perda de cromossomas durante a divisao
celular (10). Foi também detetado um aumento de pontes
citoplasmaticas, causadas por outras anomalias cromos-
sbmicas, nas células expostas a concentragdes baixas de
CNF ou CMF. Uma hipétese explicativa para a auséncia de
genotoxicidade nas concentragdes mais altas de nanoce-
lulose assenta na observacdo de agregados nessas con-
centracOes que ndo serdo internalizados pelas células.
No entanto, a anéalise por TEM revelou a internalizacao de
fibrilas de nanocelulose numa concentragédo ja elevada
(25 pyg/cm?), sugerindo que havera outros fatores explica-
tivos a ser estudados. Dado que nenhuma das nanocelu-
loses induziu a formacao de espécies reativas de oxigé-
nio, € improvavel que a genotoxicidade seja mediada por
danos oxidativos no DNA, sugerindo antes uma interacao
mais direta com o DNA ou a existéncia de outros mecanis-
mos a ser investigados. Os diferentes resultados obtidos
relacionam-se, possivelmente, com as diferentes caracte-
risticas fisico-quimicas das nanoceluloses testadas e, tam-
bém, com a sensibilidade de cada modelo celular. Assim,
0S nossos resultados demonstram a necessidade de con-
tinuar estes estudos utilizando concentragdes mais bai-
xas e periodos de exposicao mais longos. Para além disso,
importara ainda investigar outros potenciais efeitos genéti-
COS e epigenéticos para permitir uma avaliacdo mais abran-
gente da toxicidade das nanoceluloses.

_Conclusoes

Os presentes resultados, obtidos para trés nanomateriais
celulésicos produzidos a partir de matéria-prima nacio-
nal, indicam que a celulose nanocristalina € mais citoto-
xica do que as duas nanoceluloses fibriladas e que todas
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elas possuem algum potencial genotéxico em células pul-

monares ou sseas.

Dado o crescente interesse na aplicacdo destas nanoce-
luloses, inclusive na area biomédica, importa prosseguir
estes estudos por forma a avaliar, precocemente, a sua
toxicidade. Esse conhecimento contribuira para orientar a
producao responséavel de novos nanomaterias mais segu-
ros para a saude humana e para o0 ambiente.

Financiamento:

Projeto ToxApp4NanoCELFI - Uma abordagem de toxicologia
preditiva para a caracterizacao dos potenciais efeitos respi-
ratérios de fibras de nanocelulose funcionalizadas num sis-
tema de co-cultura (PTDC/SAU-PUB/32587/2017).
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_Resumo _Introdugéo

Nos Ultimos dois anos, entre 2020 e 2021, as criangas e 0s jovens terdo Os acidentes e lesdes nao intencionais tém representado
enfrentado varios desafios decorrentes das restricdes causadas pela

situagdo pandémica da COVID-19, com interferéncia nas diferentes a principal causa de internamento hospitalar e morte em

dimensdes da sua vida. Considerando que as medidas de contengéao criangas no mundo (1.2), com expressdo na morbilidade
da pandemia poderdo ter conduzido a alteragdes familiares, sociais e de toda a populacao infantil e juvenil (3)'

ao nivel da participagdo e utilizacdo do ambiente envolvente, importa

conhecer o impacto destas alteragdes na ocorréncia de acidentes Os acidentes domesticos e de lazer (ADL) em criangas e
domésticos e de lazer (ADL) nesta populagdo. O presente estudo tem jovens constituem um evento de salde frequente e de inte-

como finalidade contribuir para um melhor conhecimento sobre os ADL
ocorridos durante a pandemia da COVID-19 que motivaram o recurso
ao servigo de urgéncia (SU) em criangas e jovens. Entre 2019 e 2021, a a relevancia do ambiente envolvente e do contexto na ori-
partir do sistema EVITA foram analisados 148 440 episodios de recurso gem dos ADL neste grupo populacional (4),

ao SU devidos a ADL em criangas e jovens até aos 19 anos, ocorridos
ao ar livre, em areas desportivas, em casa, na escola, em areas institu-
cionais e recintos publicos. Observou-se uma diminuicdo de 25% no dois anos, entre 2020 e 2021, tem conduzido a alteracdes
numero de episddios de admissao ao SU por ADL ocorridos em 2020 e
uma diminuicdo de 7% em 2021, ambos face a 2019.

resse para a area de saude infantil e juvenil. De sublinhar

O contexto pandémico da COVID-19, vivido nos ultimos

na dindmica da sociedade, no seu quotidiano, nas rotinas,
na participagdo social (5-13) inclusive na pratica despor-
_Abstract tiva, particularmente dos mais vulneréveis, como as crian-

i 14
During the last two years, between 2020 and 2021, children and young ¢as € os jovens ( )'

people have faced several challenges given the restrictions caused by Deste modo, varios sdo os estudos que tém procurado
the COVID-19 pandemic situation affecting different aspects in their
daily lives. Considering the measures to contain the pandemic may have
led to family, social and participation environmental changes it is impor- dentes na populagéo pediatrica (8,10-12,14-17) Ag restricoes
tant to know their influence on the occurrence of Home and Leisure impostas pela pandemia, com interferéncia nas diferentes
Accidents (HLA) in this population. The aim of this study is to contrib-
ute to a better understanding of the HLA occurred during the COVID-19
pandemic involving the use of emergency department (ED) by children cia das criangas e das suas familias em casa, ou a neces-
and young people. From the EVITA system, between 2019 and 2021, sidade de conciliagdo de diferentes tarefas realizadas no
148 440 episodes of HLA which required ED care were analysed in chil-
dren and young people occurred in outdoors spaces, sports area, at
home and at school, institutional areas and public places. There was a cia de acidentes nestes grupos etarios (12,14,16:17),
decrease by 25% in the number of ED episodes due to HLA in 2020 and
a decrease by 7% in 2021, both compared to 2019.

demonstrar o impacto da pandemia na ocorréncia de aci-

dimensbes da vida, e 0 aumento do tempo de permanén-

mesmo local, tém sido destacadas na analise de ocorrén-

Com efeito, 0 estudo da problematica relativa aos ADL
envolvendo a procura de cuidados de saude, designada-
mente 0 servico de urgéncia (SU), assume particular rele-
vancia quando se verificam altera¢cées no quotidiano, nos
estilos de vida e no comportamento das criancas, dos
jovens e suas familias, como tem sido o caso durante o
contexto pandémico da COVID-19.
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_Objetivo

O presente estudo tem como objetivo descrever a evolucéo
da frequéncia dos episddios de acidentes domésticos e de
lazer em criancas e jovens até aos 19 anos que recorre-
ram ao servigo de urgéncia, entre 2019 e 2021, analisando
como a pandemia afetou a distribuicdo deste tipo de aci-
dente nesta populacao.

_Materiais e métodos

Procedeu-se a um estudo epidemiolégico observacional, des-
critivo e transversal, com analise dos dados recolhidos atra-
vés do sistema de monitorizagdo EVITA (Epidemiologia e Vi-
gilancia dos Traumatismos e Acidentes), entre 2019 e 2021.
Neste sistema participaram 28 entidades do Servigo Nacio-
nal de Satde e uma da Regido Auténoma dos Agores (18),

Foi realizada a analise secundéria dos dados desagrega-
dos pelas variaveis idade, local de ocorréncia, mecanismo
de lesao e tipo de lesdo, com apuramento das frequéncias
absolutas e relativas (percentagens) e calculo dos res-
petivos intervalos de confianca. As comparacdes bivaria-
das foram realizadas através do teste do Qui-quadrado de
Pearson, considerando uma significancia de 5%. A anélise
foi realizada utilizando o programa R Statistical Compu-
ting Enviroment (19),

_Resultados e discussao

Os episddios de ADL em criancas e jovens dos 0 aos 19
anos com recurso ao SU, entre 2019 e 2021, ocorridos
ao ar livre, em area desportiva, em casa, na escola, em
areainstitucional e recintos publicos, representaram 81%

(n=148440) do total de ADL ocorridos neste grupo etario.

Foram analisados 16952 (11,4%) episédios de ADL ocor-
ridos ao ar livre, 8809 (5,9%) episddios de ADL em éarea
desportiva, 59311 (40,0%) episddios de ADL em casa e
63368 (42,7%) episodios de ADL na escola, area institu-
cional e recintos publicos.

Destes episddios, 34039 (22,9%) ocorreram no grupo eta-
rio dos 0-4 anos, 34584 (23,3%) episddios nas criancas
entre 0s 5 e 0s 9 anos, 49008 (33,0%) episodios no grupo
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entre 0s 10 e 0os 14 anos e 30809 (20,8%) episddios nos
jovens entre os 15 e 0s 19 anos. A maioria dos episoddios
de ADL analisados corresponderam a criancas e jovens do
sexo masculino 86074 (58%).

Globalmente, face a 2019, observou-se uma diminuicdo
de 25% no numero de episddios de admissao ao SU por
ADL ocorridos em crianca e jovens em 2020 e uma dimi-
nuicao de 7% em 2021, também face a 2019. Esta redugéo
do numero de episddios durante a pandemia foi obser-

vada em estudos similares desenvolvidos em diferentes

Em 2020, a partir do més de marco, periodo marcado pelo
inicio da aplicacédo de medidas de contencao e de respos-
ta a pandemia da COVID-19, o numero de episddios de ADL
manteve-se abaixo dos valores do periodo homologo de
2019, tendéncia que se manteve até ao final do 1° trimestre
de 2021.

De sublinhar, no ano de 2021, 0 aumento do numero de epi-
sodios de ADL entre os meses de abril (n=5155) e outubro
(n=6302), em comparacao com o ano de 2020 e o periodo
pré-pandémico (ano de 2019), tendo 0 més de maio regis-
tado um aumento de 186% face a 2020 e de 11% em rela-
¢ao a 2019 (grafico 1).

Ao analisar a proporcado de episddios de ADL por grupo eta-
rio e ano destaca-se o grupo etario dos 10 aos 14 anos, onde
se observa uma diminuicdo estatisticamente significativa de
admissdes ao SU (35,5% em 2019 versus 29,8% em 2020 e
33,0% em 2021) (grafico 2). O predominio deste grupo pode-
ra ser explicado considerando as caracteristicas especificas
da idade, da necessidade de adaptacédo e aceitacao de de-
safios, desconsiderando a sua vulnerabilidade (3:14). A dimi-
nuicao da proporcdo de ADL neste grupo durante a pandemia
fol também verificada em outros estudos (11:15),

Por outro lado, no grupo etario até aos 4 anos foi observado
um aumento de 5,7 p.p. em 2020 (26,2%) e de 2,5 p.p. em
2021 (23,0%) ambos face a 2019 (20,5%) na proporgao de
admissdes ao SU por ADL (grafico 2). Para este aumento,
também observado em outros estudos, poder-se-a apon-
tar as caracteristicas cognitivas destas criangas tendentes
a exploragdo do ambiente, a procura ativa de objetos atra-
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tivos, num contexto porventura, de maior pressao familiar 42,6% (2020), encontrando-se diferencas significativas
e de alteracOes nas rotinas diarias dada a situagao pandé- (p=0,025). A maior frequéncia de recurso ao servigo de

mica (10,11,15,17), urgéncia por ADL verificada no sexo masculino, quer em

No periodo em analise, a proporgao de episédios de ADL  Periodo pré-pandémico, quer em periodo pandemico esta
no sexo masculino oscilou entre 57,4% (2020) e 58,3%  ©m linhacom o verificado em outros estudos (7-9.12,15,20),

(2021) e no sexo feminino variou entre 41,7% (2021) e

Grafico 1: [ Distribuicdo mensal do nimero de episddios de acidentes domésticos e de lazer (ADL)
nas criancas e jovens dos 0 aos 19 anos, entre 2019-2021.
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A linha vermelha indica o inicio da aplicacao de medidas de resposta a pandemia da COVID-19.

Grafico 2: [ Distribuicdo percentual dos episédios de acidentes domésticos
e de lazer (ADL) nas criancas e jovens dos 0 aos 19 anos, por
grupo etdrio e ano (2019-2021), p<0,001.
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A distribuicdo dos episoédios de ADL em cada ano pelo
local de ocorréncia apresenta diferengas estatisticamente
significativas (p<0,001). A proporcao de acidentes ocor-
ridos em casa foi mais elevada em periodo pandémico
(46,2% em 2020 e 40,4% em 2021) do que em periodo
pré-pandémico (34,9% em 2019) (grafico 3).

Este aumento da proporgédo de ADL em casa foi obser-
vado em outros estudos, podendo refletir as alteragdes
no quotidiano das familias e das criancas, implicitas nas
medidas de resposta e contencao a pandemia. Alguns
autores destacam o stress familiar, as mdultiplas tare-
fas domésticas e laborais, bem como, a necessidade de
supervisao das criangas em espagos muitas vezes limita-
dos. Acresce o eventual ambiente de receio de adquirir a
doenca COVID-19, de perdas de rendimento ou de altera-
cOes na estrutura de suporte familiar (7,10,11,14,15,20)

O aumento da proporcao de ADL ocorridos em casa e nas
criancas mais novas, em periodo pandémico, pode refletir
as atividades e hobbies que este grupo passou a desenvol-
ver por estar mais tempo em casa, constituindo cumulativa-
mente este local, cenario para atividades escolares (escola

virtual, ensino a distancia), atividades de lazer e atividades
fisicas. Acresce, a este facto, a eventual menor supervisao
de adulto, por trabalho simultaneo, e ou presencga de varias
criancas em casa.

O ambiente doméstico, enquanto cenario de diversos
perigos e risco para a saude e para a vida das criangas e
jovens, foi sublinhado em outro estudo (14). Alguns auto-
res apontam os acidentes em casa durante a pandemia
como a maior ameaca a satde das criangas (10).

Da mesma forma, observou-se um ligeiro aumento na
propor¢cao de ADL ocorridos ao ar livre no ano de 2020
(12,0%) em relagao a 2019 (11,7%). Dados similares foram
encontrados num estudo (1) realizado no Canad4, embora
um estudo em Franga revele uma diminuicdo de ADL ao
livre (15),

Por outro lado, nos restantes locais analisados, como na
escola, area institucional, recintos publicos (46,3% em
2019, 37,1% em 2020 e 43,3% em 2021) e area despor-
tiva (7,1% em 2019, 4,6% em 2020 € 5,7% em 2021) obser-
vou-se uma diminuigéo da proporcao de ADL em 2020 e
2021, em relacdo a 2019 (grafico 3). Estas alteracdes na

Grafico 3: [ Distribuicao percentual dos episddios de acidentes domésticos e de lazer (ADL) nas criancas e jovens
dos 0 aos 19 anos, por local de ocorréncia e ano (2019-2021), p<0,001.
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proporcdo de ADL seriam esperadas dada a reducéo do
tempo de permanéncia no espaco fisico da escola e da
diminuigédo de atividades em areas desportivas, no &mbito
da situagao pandémica (15),

A anélise dos episddios de ADL segundo 0s mecanismos
de lesdo revela as quedas como a causa mais frequente,
tanto em periodo pré-pandémico (46,2% em 2019), como
em contexto pandémico (47,7% em 2020 e 46,3% em
2021), n&o sendo, no entanto, estas diferencas estatis-
ticamente significativas (grafico 4). Este predominio das
quedas, com aumento em 2020 ¢é observado igualmente
em estudos internacionais. (8:12,17)

De sublinhar, a diminuicdo significativa da proporcao de
episédios de ADL devidos ao contacto com pessoa, objeto
ou animal (categoria representada no grafico como “Atin-
gido por”) nos anos de 2020 (11,1%) e 2021 (13,2%) face
a 2019 (14,3%). Esta diminuicao também foi verificada em
estudos envolvendo criangas e jovens (12,15),

No ano de 2020, comparativamente a 2019, observou-se
um ligeiro aumento da proporgao de episédios de ADL cau-
sados por compressao, corte e perfuracdo (5,7% vs 5,6%)

e por queimadura (0,9% vs 0,8%), situacdo também repor-
tada por outros estudos (12).

Considerando a analise relativa aos episédios de ADL por
tipo de leséo, observou-se um aumento dos episddios de
concussao nos anos de 2020 (8,6%) e 2021 (9,4%) face a
2019 (8,1%), tratando-se do tipo de lesdo mais frequente
nas criancas mais novas, de acordo com dados do relato-
rio EVITA (18),

Foi também observado um aumento no ano de 2020 nos
episddios de ADL que resultaram em ferida aberta (16,1%
em 2020 vs 13,4% em 2019), baixando a propor¢do em
2021 (13,2%).

Quanto aos episddios de ADL resultantes em contusao ou
hematoma as propor¢oes foram mais baixas quer em 2020
(40,2%), quer em 2021 (40,9%) comparativamente a 2019
(45,1%) (grafico 5).

Face a diminuicdo global do numero de ADL em 2020 e
2021 comparando a 2019, importara ainda, acrescentar
que estes resultados podem ser interpretados como a
consequéncia da reducéao das atividades nestes diferen-
tes cenarios, mas também podem refletir a livre deciséao,

Distribuicao percentual dos episddios de acidentes domésticos e de lazer (ADL) nas criancas e jovens

dos 0 aos 19 anos, por mecanismo de lesdo e ano (2019-2021), p<0,001.
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Grafico 5: [ Distribuicao percentual dos episddios de acidentes domésticos e de lazer (ADL) nas criancas e jovens
dos 0 aos 19 anos, por tipo de lesdo e ano (2019-2021), p<0,001.
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das familias e/ou cuidadores, de nédo procurar o SU na
sequéncia de um acidente cuja percec¢ao da gravidade da
lesdo foi baixa, face a um possivel risco de contagio por
SARS-CoV-2 (15),

Para a compreensao destes resultados é de realcar que o
tipo de acidente e as circunstancias em que ocorrem estéo
relacionados com o normal desenvolvimento e crescimento
da crianga e do jovem (3:4). Seria portanto expectavel, ndo
s6 a ocorréncia de ADL neste grupos, mas também altera-
coes na frequéncia de ADL pela idade, local e mecanismo
de lesdo durante a pandemia (10-12,16,17),

Considera-se assim, que os dados obtidos através do
sistema EVITA contribuiram para a compreensao dos aci-
dentes que ocorrem nos ambientes doméstico, lazer, des-
portivo e escolar em criangas e jovens, bem como a sua
evolucéo durante o contexto pandémico. Inclusivamente,
alguns autores defendem que o impacto da COVID-19
reforgou a importéncia das medidas de prevencgao de aci-
dentes, de promocéao da seguranca e da protecdo da saude

62

nestes grupos, sublinhando que esses esforgos devem ser
renovados (10,14),

De referir que o sistema EVITA revelou ser um instrumento
de observagado em saude cuja organica permite, de forma
simples, a obtencao de informacgé&o Util para a comunidade
cientifica, profissionais de saude, sociedade no geral e
criancas, jovens, cuidadores e educadores em particular.
Contudo, considera-se necessaria uma analise mais apro-
fundada das circunstancias e histéria destas ocorréncias
para uma melhor prevengdo das mesmas.
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_Conclusdes

Face a 2019, observou-se uma diminuicdo de 25% no
numero de episddios de admissdo ao Servigo de Urgén-
cia por acidentes domésticos e de lazer (ADL) ocorridos
em crianca e jovens em 2020 e uma diminui¢ao de 7% em
2021.

Embora a maioria dos episédios de ADL que recorreram a
servicos de urgéncia tenha ocorrido no grupo dos 10 e 0s
14 anos (33,0%), observou-se uma diminuicdo da propor-
cao de ADL durante o periodo pandémico face a 2019, nos
grupos das criangas a partir dos 10 anos.

Em periodo pandémico ocorreu um aumento dos ADL ocor-
ridos em casa (46,2% em 2020; 40,4% em 2021) face a
2019 (34,9%) e ao ar livre (12,0% em de 2020 vs 11,7% em
2019).
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