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A Saude Ambiental no século XXI

A salde é “um estado dindmico de bem-estar caracterizado pelo
potencial fisico, mental e social que satisfaz as necessidades vitais de
acordo com a idade, cultura e responsabilidade pessoal”. Se o po-
tencial é deficiente para satisfazer essas necessidades, o estado é de
doenca. Esta definicdo permite responder, de forma pragmaética e ra-
zoavelmente clara, se uma pessoa pode ser considerada saudavel ou
doente, contrastando com a definicdo da Organizagao Mundial de Sau-
de, que vigora desde 1948 e ndo permite tal distingao. Esta definicdo de
salde revela a importancia da medicina preventiva, sendo compativel
com a Carta de Ottawa, segundo a qual a promocao da salde consiste
no “processo que visa criar condigbes para que as pessoas aumentem
a Sua capacidade de controlar os factores determinantes da satde, no
sentido de a melhorar”.

A Saude Ambiental, enquanto especialidade da Salde Publica, tem por
objeto de estudo a Salde do Ser Humano, nos aspectos em que esta
é influenciada por fatores de risco de natureza ambiental. Juntamente
com os fatores genéticos, os comportamentos individuais, os estilos de
vida e a qualidade dos cuidados de salde, 0 Ambiente é um dos gran-
des determinantes da Salde de uma populagéo.

Estima-se que 24% do peso das doengas, em anos de vida saudaveis
perdidos, e 23% de todas as mortes (mortalidade prematura) na po-
pulagdo mundial, sdo atribuiveis a fatores de risco contidos na matriz
ambiental. Entre as criancas, no grupo dos 0-14 anos de idade, a per-
centagem das mortes atribuiveis aos fatores ambientais é superior a
36%. A andlise dos riscos no Ambiente é assim fundamental, estudan-
do em primeiro lugar a relagéo entre a exposicao e o efeito e calculan-
do posteriormente 0s graus de exposicdo para uma populagao e para
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um individuo, para depois relacionar essas observagdes com os diag-
nosticos das doengas efetuados no exercicio da clinica médica. A pres-
tagao de cuidados de saude deve integrar, portanto, na sua pratica as
relacoes entre 0 Ambiente e as doengas.

Também os locais de Trabalho podem conter fatores de risco para a
salide humana, sendo necessario medi-los, intervir sobre eles, selecio-
nar 0s equipamentos mais adequados a protecao da saude dos traba-
Ihadores, em suma, tornar estes locais, também eles, promotores de
salde.

Os esforcos para prevenir as doencas sao sempre preferiveis aos esfor-
¢os para as curar. Contudo, verifica-se que s&o sempre atribuidos or-
camentos mais importantes ao tratamento da doenca e muito menos
recursos séo disponibilizados para a sua prevengao. Para se informar
e proteger convenientemente as populagdes, em particular as pessoas
mais vulneraveis, através de uma adequada comunicagdo do risco, as
acoes preventivas tém necessariamente de se basear num diagndstico
abrangente e preciso da situacao dos determinantes da Saude.

E neste 4mbito que o Departamento de Satide Ambiental (DSA) do Ins-
tituto Nacional de Saude Doutor Ricardo Jorge (INSA) desenvolve a sua
atividade, trabalhando as matrizes ambientais e os fatores de risco para
asaude. E o caso das aguas, da qualidade do ar, designadamente o ar
interior, e da Satde Ocupacional. Ha um aspecto que convém realcar
e que se imbrica muito estreitamente com a atividade do DSA. O facto
dos laboratérios contribuirem para a analise e o diagndstico de situa-
¢Oes de salde, tal ndo significa que haja uma atitude de desresponsa-
bilizagéo por parte do publico em geral e das instituicoes em particular,
partindo de um pressuposto errdneo de que assim 0s problemas de
salde estdo acautelados. Ha que haver uma maior motivagdo para
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primeiro lugar no nosso lar e no nosso local de Trabalho, locais onde o
Ser Humano passa mais de 80 por cento do seu tempo. E estes ambien-
tes residenciais e profissionais integram-se noutros que Ihe séo concén-
tricos — 0s ecossistemas urbano e rural. Nao se pode enfatizar 0s riscos
ambientais mais globais (como o efeito de estufa ou o buraco de 6zono)
e esquecer 0s riscos imediatos a que estamos expostos e que estao
presentes no nosso Ambiente diario. Nesta perspectiva, 0 DSA cumpre
0 seu objetivo — com uma abordagem técnica e cientifica fundamenta o
processo de decis@o em matéria de Satde Ambiental, designadamente
contribuindo para que os poderes instituidos, desenvolvam as acgdes
que lhes competem em termos de Salde Ambiental. Assim, podem
ser referidos quatro tipos de agdes necessarias e urgentes: uma regula-
mentag&o adequada, a alocagéo de meios de coordenacao e controlo
(especificamente do controlo laboratorial), a formagéo e sensibilizagéo
de todas as pessoas, incluindo os governantes e realizar a consulta as
populacdes sempre que tal se revele como necessario. Neste ambito, ha
que langar um olhar critico sobre a contribuigao das Autoridades Locais
para 0 Bem-Estar da populagéo. E h4 que manter sempre presente a
seguinte interrogacdo: em gque medida a agenda moderna dos poderes
instituidos inclui a Saude Ambiental e afeta os seus destinos?

O caminho para que 0 Ambiente e o local de Trabalho sejam promotores
de saude passa por se reduzirem as desigualdades, congregando a
vontade politica, encorajando a participagdo comunitéria, envolvendo
as Organizagdes Nao-Governamentais e influenciando a comunidade
empresarial. Este tipo de agdes potencializara a atividade do INSA, pos-
sibilitando que o Departamento de Saude Ambiental contribua também
decisivamente para “um estado dindmico de bem-estar caracterizado
pelo potencial fisico, mental e social que satisfaca as necessidades vitais
de acordo com a idade, cultura e responsabilidade pessoal”.

Anténio Tavares
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_Avaliacao da qualidade da agua de
piscinas: estudo de alguns parametros
bacterioldgicos e fisico-quimicos
Helena Rebelo, Raquel Rodrigues, José Grossinho,

Cristina Almeida, Manuela Silva, Cecilia Silva, Clélia Costa

helena.rebelo@insa.min-saude.pt

Departamento de Saude Ambiental, INSA.

_Introdugéo

A &gua das piscinas pode estar na origem de algumas doencas,
nomeadamente, otites, conjuntivites, faringites, dermatoses e irri-
tacao da pele e mucosas, pelo que é essencial garantir a sua qua-
lidade quimica e microbiolégica.

Os principais fatores relacionados com uma deficiente qualidade
da &gua prendem-se com uma desinfe¢ao inadequada, temperatu-
ra elevada (no caso das piscinas cobertas), insuficiente renovagao
da &gua e/ou sobre utilizagdo. A contaminagao microbioldgica tem
fundamentalmente origem humana enquanto a contaminagéo qui-
mica tem origem nos produtos utilizados no tratamento, em parti-
cular nos desinfetantes.

Em Portugal n&o existe legislagao especifica que regulamente a qua-
lidade da agua de piscinas de uso publico, constituindo os Unicos
referenciais o Decreto Regulamentar n° 5/97 de 31 de marco, do Mi-
nistério do Equipamento, do Planeamento e da Administracdo do
Territério (') que regula as condicdes técnicas e de seguranca dos
recintos com diversdes aquaticas e a Circular Normativa n® 14/DA,
de 21/08/2009 da Direcdo-Geral da Satde (DGS) (?) que estabelece
0 programa de vigilancia sanitaria de piscinas.

_Objetivo

Com este estudo pretendeu-se caracterizar a qualidade fisico-qui-
mica e bacterioldgica da dgua de piscinas cobertas de utilizacdo
publica com vista a reunir informagao relevante para uma adequada
gestdo do risco para a saude dos utilizadores através da implemen-
tacdo de medidas corretivas para melhoria/protecéo da qualidade
da agua.

_Materiais e métodos
Este trabalho foi realizado a partir de um total de 2068 amostras pro-

venientes de 148 tanques cobertos de utilizagdo publica, localizados
em varios concelhos do distrito de Lisboa, durante os anos de 2011
a 2013 e analisadas na Unidade de Agua e Solo do Instituto Nacional
de Saude Doutor Ricardo Jorge (INSA) em Lisboa.

Os parametros analiticos efetuados foram, na anélise fisico-quimica,
pH, desinfetante residual (cloro ou bromo), condutividade elétrica,
turvacao, cloretos e carbono orgénico total (COT) ou oxidabilidade, e
na analise bacterioldgica, coliformes totais, E. coli, Enterococos, es-
tafilococos totais e produtores de coagulase, microrganismos culti-
vaveis a 37°C e Pseudomonas aeruginosa.

_Resultados
Verifica-se que na generalidade das amostras o0s resultados analfticos

estéo de acordo com os requisitos de qualidade definidos na Circular
Normativa n° 14/DA, de 21/08/2009 da DGS para 0s parametros: de-
sinfetante residual (96%), considerando o intervalo de pH entre 6,9 e
8,0; turvagéo (~100%); pH (92%); condutividade elétrica (82%); clore-
tos (89%); oxidabilidade (93%); coliformes totais (98%); E. coli (98%);
estafilococos totais e produtores de coagulase (89% e 96% respetiva-
mente); Pseudomonas aeruginosa (93%); enterococos (97%) e micror-
ganismos cultivaveis a 37°C em 24h (95%) (tabela 1).

Observa-se também, com excecéo da turvagao e pH, uma gran-
de amplitude e variabilidade de resultados o que reflete variagdes
nas caracteristicas fisico-quimicas das aguas de alimentacdo dos
varios tanques estudados, mas sobretudo, variacdes resultantes
da deterioracéo da qualidade da agua em fungéo da sua utilizagéo,
particularmente ao nivel dos valores de condutividade e cloretos.
Esta afirmacéo é corroborada pelo teor de COT que, de todos os
parametros, é 0 que apresenta maior percentagem de inconformi-
dades (29%).

De referir que para o calculo da média e desvio padréo, os resul-
tados bacteriolégicos >80 e >300 foram considerados respetiva-
mente de 81 e 301 o que naturalmente fez encurtar estes valores.
Na possibilidade de dispormos de valores reais para estes parame-
tros, a média e o DV seriam seguramente mais elevados (tabela 1).
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Tabela 1: [ Avaliagdo geral dos resultados obtidos por pardmetro analitico, de acordo com a Circular
Normativa n° 14/DA da DGS.

Desinfetante residual (mg/L)

Microrganismos cultivaveis a
37°C (24h)

11

1959 <0,1-24 1,3
1522 <05-87 08 03
e 64-84 74 03
08 64-9300 o2 1099
et 15-2088 o a7
s <08-14 30 18 |
Cs0 <3-48 57 16
2087 0->80 09 AR
2084 0->80 03 38
o088 0->80 82 20
o0 0->80 07 66
2087 0-580 T "o
2086 0->80 05 78
2% 0-»30 18 58

Incumprimentos (%)
0,5-2 4

COT - Carbono Organico total; VI - Valor indicativo, 1 Valor limite, 2 Valor recomendado (Circular Normativa n° 14/DA da DGS)

O estudo da distribuicao do numero de Estafilococos, Pseudomo-

nas aeruginosa e Microrganismos cultivaveis a 37°C em fungéo do

teor de cloro revela ndo existir uma correlagao entre estas duas va-

riaveis (R2 < 0,05). Contudo, observa-se que a partir de 2,0 mg/L

de desinfetante residual, o nimero destes microrganismos decres-

ce acentuadamente tendendo para zero quando o teor de desinfe-

tante é de 3 mg/L (gréficos 1-3).

Grafico 1: [ Distribuigéo do niimero de Estafilococos em fungéo do teor de desinfetante residual.
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Gréfico 2: ['] Distribuigdo do nimero de Pseudomonas aeruginosa em fungéo do teor de desinfetante residual.
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Gréfico 3: [ Distribuigéo do niimero de Microrganismos cultivveis a 37°C (24 h) em fungéo do teor de desinfetante residual.
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_Conclusoes
Embora em nimero reduzido, foram identificadas neste estudo al-

gumas amostras de agua de piscina com deficiente qualidade o que
se podera traduzir em risco potencial para a sadde dos utilizadores.
O controlo da deterioragao da qualidade destas dguas depende fun-
damentalmente de uma gestao adequada que combine desinfecao
e renovagdo da agua ajustadas ao numero de utilizadores.

A fim de assegurar a qualidade microbioldgica da agua, realca-se a
necessidade de garantir os teores adequados de desinfetante resi-
dual, de manter os valores de pH preferencialmente entre 6,9 e 7,4
a fim de proporcionar maior eficacia da desinfego e de implemen-
tar um conjunto de boas praticas por parte dos utilizadores como
sejam o duche antes de entrar na piscina.

O desinfetante de uso mais generalizado é o cloro, embora possam
também ser utilizados o bromo, o diéxido de cloro e o perdxido de
hidrogénio associado a ides de prata e cobre. O 0zono e a radiagao
ultravioleta também podem ser utilizados como adjuvantes da de-
sinfegdo com um composto oxidante (cloro ou bromo) (3),
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_Impacto das microcistinas no
crescimento de bactérias aquaticas

Diana Miguéns, Daniel Salvador, Elisabete Valério
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_Introdugéo

As cianobactérias sdo organismos ubiquos, existindo principalmen-
te em ambiente aquéticos, onde geralmente coocorrem com outros
microrganismos, como bactérias heterotréficas (). Em condicées fa-
voraveis de luz e nutrientes, as cianobactérias podem crescer rapi-
damente e atingir populacdes com elevadas densidades celulares
designadas por florescéncias ou blooms (2). Estes fenémenos estéo
frequentemente associados a producéo de toxinas causando assim
problemas ecoldgicos, economicos e de salde publica. As micro-
cistinas (MC) s&o o tipo de hepatotoxinas mais abundantemente pro-
duzido pelas cianobactérias. Existem cerca de 80 variantes destas
toxinas, sendo a microcistina-LR, -RR e -YR as mais comuns.

Alguns estudos mostraram que muitas espécies de cianobacté-
rias formadoras de blooms preferem crescer na presenca de ou-
tras bactérias (3). Além disso, Giaramida et al. () relataram que a
exposicao a microcistina tem contribuido significativamente para
a definigdo da estrutura das comunidades bacterianas e fisiologia
microbiana dos corpos de agua estudados. Isso atribui um papel
de relevo as cianobactérias téxicas no controlo da diversidade fi-
toplancténica e abundancia das espécies microbianas. Por ou-
tro lado, existem bactérias capazes de degradar as cianotoxinas,
como por exemplo a microcistina (! 3), tendo ja sido levantada a
hipotese de que a presencga de bactérias heterotroficas na agua
pode desempenhar um papel importante na limpeza natural des-
sas hepatotoxinas quimicamente estaveis (). Apesar destas evi-
déncias, o verdadeiro papel de cianobactérias e suas interacdes
com bactérias heterotréficas ainda é pouco conhecido.

_Objetivos
Por forma a colmatar o desconhecimento que existe relativamen-
te ao impacto das microcistinas em bactérias heterotréficas de

agua doce, pretendeu-se neste trabalho isolar algumas bactérias
de 4gua doce, algumas coexistindo com cianobactérias tdxicas.
Apds a confirmacao da identificacdo de isolados, estas bactérias
foram expostas a trés concentragdes diferentes de cada uma de
trés variantes (MC-LR, -RR, -YR) e o efeito sobre as suas curvas
de crescimento foi avaliado.

_Materiais e métodos

Amostragem

As amostragens decorreram primeiramente na Albufeira de Ma-
gos, Acude de Monte da Barca e Albufeira de Patudos, onde se
observam frequentemente blooms de cianobactérias. A segunda
amostragem foi feita na Albufeira de Castelo de Bode, um reser-
vatorio onde geralmente ndo ocorrem blooms de cianobactérias.
As amostras foram recolhidas em frascos esterilizados de 1 L e
transportadas numa mala térmica refrigerada, no escuro.

Isolamento de bactérias

As bactérias foram isoladas através do espalhamento de 100 pL
das amostras de agua de cada reservatorio, usando esferas de vi-
dro esterilizadas, em meio ndo seletivo Reasoner'2A (R2A). Todas
as placas inoculadas foram incubadas a 20 + 2°C no escuro, para
impedir o crescimento de cianobactérias, durante quatro dias. Ap6s
este periodo, selecionaram-se duas a trés colénias individualizadas
diferentes que foram purificadas em meio Nutriente Agar (NA).

Caracterizagéo e identificagdo dos isolados

A forma bacteriana foi avaliada microscopicamente, e 0s isolados
classificados de acordo com o seu grupo Gram. Para identificar
molecularmente os isolados, amplificou-se o gene do rRNA 168,
por PCR usando primers universais: 104F e 907R (4) ou o par 8F e
1492R (5). Os produtos de PCR foram purificados e enviados para
sequenciar, em ambas as diregdes, na unidade UTI-INSA.

Crescimento bacteriano

As bactérias isoladas foram expostas a trés concentragdes diferen-
tes de cada variante da MC (MCLR e MCRR:1 nM, 10 nM e 1000
nM; MCYR: 1 nM, 10 nM e 300 nM), e os efeitos nas curvas de cres-
cimento bacteriano foram avaliados em microplacas de 96 pogos.
As concentragdes escolhidas situam-se em valores proximos dos
normalmente encontrados em ambientes naturais.
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_Resultados e discusséo

Tem-se pesquisado intensamente qual 0 impacto das microcistinas
em animais e plantas, no entanto o seu impacto em bactérias, que
coabitam com cianobactérias de agua doce encontra-se ainda por
esclarecer.

Neste trabalho avaliou-se o impacto de trés variantes da MC (-LR,
-RR, -YR) no crescimento de bactérias heterotréficas isoladas em
trés albufeiras portuguesas, onde frequentemente se observam
blooms de cianobactérias, algumas produtoras de MC, assim
como em bactérias isoladas de uma albufeira onde estes fendme-
nos geralmente ndo acontecem.

Primeiramente procedeu-se a caracterizagdo morfoldgica das bac-
térias isoladas e a determinagdo do seu tipo de coloragdo Gram
(figura 1).

Os isolados foram de seguida identificados pelo seu posicio-
namento filogenético construido com base no gene rRNA 16S.
Os isolados distribuiram-se por trés filos: Firmicutes (Bacillus

sp.), B- proteobacteria (Vogesella indigofera), e y- proteobacte-
ria (Raoultella terrigena, Aeromonas hydrophila, e Shewanella
putrefaciens). A diversidade e o tipo de bactérias heterotroficas
isoladas neste estudo esta de acordo com o que ja foi descrito
anteriormente, em habitats onde estas bactérias coabitam com
cianobactérias (3.6.7),

De seguida, os isolados foram expostos a trés concentracdes
diferentes de cada variante da MG, e os efeitos nas curvas de
crescimento bacteriano foram avaliados (tabela 1). Verificou-
se que as MG podem reduzir o crescimento da maioria das seis
bactérias testadas (B6, P1 e P6), sendo que algumas bactérias
cresceram sem efeito algum induzido (C4), enquanto outras rea-
giram de forma diferente consoante a variante e a concentragao
usada no mesmo isolado (M1 e M5).

Em relagdo as curvas de crescimento dos seis isolados testa-
dos, estas s6 apresentaram diferencas significativas entre as cé-
lulas expostas as microcistinas e as células controlo no final da
fase exponencial/inicio da fase estacionaria. Contudo, observou-

Figura 1: [ Imagens representativas dos isolados testados.

(A) Aeromonas hydrophyla B6; (B) Bacillus sp. M1; (C) Shewanella putrefaciens P6;

(D) Vogesella indigofera C4 (sao visiveis os grdos de indigotina).
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Tabela 1: [ AlteragOes observadas na fase final da curva de crescimento bacteriano, na presenca de

microcistinas, relativamente ao controlo.

Aeromonas Bacillus sp. Aeromonas Raoultella Shewanella Vogesella
hydrophyla M1 hydrophyla terrigena putrefaciens indigofera
B6 M5 P1 P6 C4
% %
1 nM MCLR -9,5* -3,4* -6,8 -4,9* -6,3* 0
10 nM MCLR -7,4* -5,3* -8,7 -4,4* -7,4* 0
1000 nM MCLR -6,5* -2,0* -3,1 -5,1¢ -6,8 0
1 nM MCRR -6,1* -2,0 11,17 -5,5* -6,5* 0
10 nM MCRR 7,1 -1,4 -12,5* -5,8* -4,9% 0
1000 nM MCRR -6,7* -5,1 -6,8" -4,3* -4,7* 0
1 nM MCYR -8,1* -3,4* -8,8 -5,2* -6,2* 0
10 nM MCYR -8,3* -4,1* -11,3 -7,5* -8,2* 0
300 nM MCYR -6,2* -3,1* 1,6 -3,7* 1,1 0

* Significativamente diferente do controlo (P < 0,05).

-se maioritariamente uma diminuigdo do crescimento bacteriano.
Nao foi observada uma inibigao como descrito por Yang et al. (8)
guando expuseram Escherichia coli a 1000 e 5000 nM de MCRR.
Porém, as concentragdes de toxinas usadas neste estudo, foram
mais proximas das concentragdes inferiores testadas por Yang
et al. (8), em que no observaram um efeito marcado da exposi-
cao da E.coliaMCRR. Ainibicao do crescimento bacteriano pelas
MCs esté de acordo com o que Giaramida et al. (1) sugeriram, em
que as cianobactérias produtoras de microcistinas aparentam ter
um papel no controlo da populagdo de bactérias heterotréficas
nos corpos de dgua doce.

O isolado de Vogesella indigofera, isolado a partir da albufeira onde
geralmente ndo se observam blooms, n@o sofreu qualquer tipo de
efeito na presencga de cada uma das trés variantes de MC (tabela 1).
Perante este comportamento coloca-se a hipdtese de que este iso-
lado possa ser capaz de degradar as MC e por isso ndo manifestar
nenhum efeito no seu crescimento na presenga das mesmas.

_Conclusdes
Este estudo mostrou que as microcistinas-LR, -RR e YR podem
induzir uma reducao no crescimento dum grupo diversificado de

bactérias heterotréficas, ndo patogénicas, isoladas a partir de al-
bufeiras. Este impacto induzido pelas microcistinas pode levar ao
desequilibrio da comunidade microbiana existente nos corpos de
agua doce, 0 que pode ter implicagdes ambientais e na qualida-
de da agua para uso recreativo.
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_Introdugéo

As infecbes por Salmonella spp. constituem um problema de salde
publica com impacto econémico significativo em todo o mundo. O
género Salmonella inclui duas espécies, Salmonella enterica e Sal-
monella bongori. Ao contrario da espécie S. bongori, a espécie S.
enterica apresenta seis subespécies: enterica (I), salamae (I}, arizo-
nae (llla), diarizonae (lllb), houtenae (IV) e indica (V1) (1).

Como qualquer enterobactéria, a transmisséo de Salmonella é
feita através da via oral-fecal. O seu aparecimento no meio am-
biente esta direta e indiretamente associado a contaminagéo por
fezes humanas ou animais infetadas, permitindo a entrada na ca-
deia alimentar, através do consumo &gua contaminada ou da sua
utilizagao na produgédo alimentar, designadamente na irrigagéo
de vegetais (1).

Apesar de a origem mais comum das salmoneloses humanas ser
alimentar, também é possivel contrair uma infecéo através do con-
sumo de agua contaminada ou pelo contacto com superficies
contaminadas. A presencga de Salmonella no ambiente deve-se a
sua enorme resisténcia e capacidade de formagéao de biofilmes.
Contudo, os procedimentos atuais de desinfe¢ao do meio ambien-
te sdo bastante eficazes na sua eliminagao, sendo prova disso a
baixa frequéncia de casos de febre tiféide em paises desenvolvi-
dos (1),

O Laboratorio Nacional de Referéncia de Infe¢cdes Gastrintestinais
do Instituto Nacional de Satde Doutor Ricardo Jorge (INSA), recebe
vérias estirpes isoladas a nivel ambiental, sendo a principal origem
amostras de agua de diferentes proveniéncias.

_Objetivo

Este estudo tem como objetivo descrever os serotipos de Salmo-
nella enterica provenientes de amostras ambientais, que foram
identificados no Laboratoério Nacional de Referéncia de Infecdes
Gastrintestinais do INSA entre 2002 e 2013.

_Métodos

Foi realizada uma analise retrospetiva dos serotipos de Salmonella
enterica isolados a partir de amostras ambientais e caracterizados
no INSA entre 2002 e 2013, conforme apresentado na tabela 1. Os
serotipos foram determinados de acordo com o esquema de clas-
sificacdo Kauffmann-White-de Minor (2).

Tabela 1: [ Tipo e numero de amostras ambientais analisadas,

2002-2013.

Tipo de amostra N° de amostras

Agua de zona balnear 172
Agua superficial 105
Agua de piscina 14
Agua para consumo humano 9
Superficie 9
Desconhecida* M
Total 420

* Informagéo néo facultada ao INSA aquando do envio das estirpes.

_Resultados

Entre 2002 e 2013 foram serotipadas 420 estirpes de Salmonella
enterica isoladas a partir de amostras ambientais, 347 (82,6%) das
quais pertenciam a subespécie enterica, 46 (11,0%) a subespécie
salamae, 24 (5,7%) a subespécie diarizonae, 2 (0,5%) a subespé-
cie arizonae e 1 (0,2%) a subespécie houtenae (tabela 2).

Foram detetados 143 serotipos na totalidade, dos quais 44 (30,8%;
44/143) foram também identificados em casos humanos no mesmo
periodo de tempo (3:4) (tabela 2).
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Tabela 2: [ Subtipos e serotipos de Salmonella enterica identificados nas amostras ambientais, 2002-2013.

e T e T o
S —

S.Enteritidis

S.Trachau

S.Miami

S.Pomona

enterica

S.Moers

S.Canada

S.Ablogame

S.Zigong

S.Il 42:b:e,n,x,z15

arizonae

S.lla 48:z4,223:- ‘

S.llb 38:l,v:z

houtenae

S.IV 43:24,223:-

K

Os dez serotipos mais comuns foram S. Enteritidis (16,4%; 69/420),
S. Typhimurium (11,4%; 48/420), S. Il 42:b:e,n,x,z15 (3,3%; 14/420),
S. Madison (3,1%; 13/420), S. Rissen (2,4%; 10/420), S. Brikama
(2,4%; 10/420), S. Il 4,5:b:le,n,x] (2,4%; 10/420), S. Derby (2,1%;

9/420), S. Abony (1,9%; 8/420) e S. Mikawasima (1,9%; 8/420).
Os restantes 133 serotipos, representando 52,6% (133/420) dos
isolados identificados, apresentaram frequéncias de isolamento

inferiores a 1,7% (gréfico 1).
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_Discusséo e conclusdo

Entre 2002 e 2013 foi identificada Salmonella enterica em varias
amostras ambientais, principalmente em agua recreativa, salgada
e doce, e também em &guas de superficie (rios, rias, ribeiras, lagos
e barragens). Como se desconhece se a pesquisa de presenca de
Salmonella em fontes menos comuns (piscinas, agua de consumo,
superficies) ¢ feita com a mesma frequéncia do que as fontes mais
comuns, n&o se pode inferir qual a principal origem ambiental das
infegbes por Salmonella encontradas neste estudo.

De um total de 143 serotipos identificados em amostras ambientais,
44 (30,8%) foram encontrados também em casos de salmonelose
humana no mesmo periodo de tempo, facto que nao exclui a exis-
téncia dos restantes serotipos em amostras de origem humana ou
animal. Apesar de as subespécies salamae, arizonae, diarizonae
e houtenae serem caracteristicas de animais de sangue frio e do
meio ambiente (1), estes serotipos também podem causar infegdo
em animais de sangue quente, nomeadamente em humanos, como
comprovado pela identificacao de dois serotipos da subespécie sa-
lamae em amostras de dgua e em doentes com gastroenterite (S. Il
412:z:1,7 € S. Il 42:b:e,n,x,z15).

Frequéncia dos principais serotipos identificados nas amostras ambientais, 2002-2013.

Qutros serotipos
S.Enteritidis
S.Typhimurium
S 42:b:e,n,x,z15
S.Madison

221 (52,69) S.Rissen
S.Brikama
S.114,5:b:e,n,x]
S.Derby

S.Abony

= r £ B C B B CC B

S.Mikawasima

Dos dez serotipos mais comuns observados neste estudo (gréafico 1),
verificou-se que S. Enteritidis, S. Typhimurium, S. Rissen e S. Abony
foram dos serotipos mais frequentemente identificados em salmone-
loses em humanos no periodo entre 2000 e 2012 (3).

Apesar da maior parte das infecdes por Salmonella nos humanos
ter origem alimentar e as medidas de controlo de infe¢éo adota-
das terem grande efetividade, a existéncia de fontes ambientais
contaminadas nao devera ser menosprezada, uma vez que estas
s80 uma potencial fonte de infecdo humana.
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_Introdugéo

Os parasitas fungicos zoosporicos sdo ubiquos nos sistemas aqua-
ticos e a infecdo de fitoplancton por estes fungos é um fenémeno
comum em éaguas doces. Os fungos parasitas de fitoplancton
pertencem principalmente ao filo Chytridiomycota (quitrideos) e dis-
tinguem-se de outros fungos por produzirem zodsporos flagelados,
0 que Ihes confere mobilidade e particular adaptacdo ao meio aqua-
tico (1-3). Os quitrideos séo parasitas obrigatérios dependentes do
seu hospedeiro para a sua nutricdo e desenvolvimento, pelo que
apés a infecéo, as células hospedeiras ficam irreversivelmente dani-
ficadas, 0 que se traduz na morte do organismo infetado (),

Estes fungos parasitas podem infetar varios tipos de fitoplancton
incluindo espécies de cianobactérias formadoras de florescéncias
(1), Algumas destas florescéncias s&o toxicas para o Homem e daf
o impacto que estes fungos podem ter na satde humana (4). Ape-
sar da sua importancia ser reconhecida, existe pouca informacao
sobre o efeito destas infegcbes na ocorréncia, periodicidade e toxi-
cidade das florescéncias cianobacterianas. A falta de informacéao
deve-se, em parte, ao facto de a ocorréncia destas infe¢bes poder
passar despercebida, mas é sobretudo a dificuldade de cultivar
estes organismos e de obter culturas puras que impede o estudo
aprofundado destas interagées (2 2). Alguns quitrideos ja foram
isolados com sucesso (2 10) mas ainda assim séo considerados
na sua maioria como um grupo de fungos néo cultivaveis.

O desafio no cultivo destes organismos prende-se com o facto de
serem parasitas obrigatorios, pelo que tém de ser co-cultivados
com 0 seu hospedeiro sendo imprescindivel manter o parasitae o
hospedeiro simultaneamente saudaveis.

_Objetivo

Neste estudo descrevemos o isolamento e manutengao em cultura
monoclonal de um parasita quitrideo recolhido de uma florescéncia
da cianobactéria Planktothrix agardhii.

_Material e métodos

Em junho de 2014 foi observada uma infe¢ao fungica em células de
P. agardhii em duas amostras provenientes de uma albufeira com
uma florescéncia. Uma pequena quantidade (ImL) de cada amostra
foi transferida para culturas puras de P. agardhii-lmecya230 isola-
do da mesma albufeira em maio de 2007 e mantido na colecéo de
algas Estela Sousa e Silva no Laboratério de Biologia e Ecotoxicol-

gia, Instituto Nacional de Saude Doutor Ricardo Jorge (INSA).

As culturas foram examinadas diariamente para observagdo da pro-
pagagdo da infecdo. Ao fim de sete dias foi isolado, com uma pipeta
capilar, um Unico filamento de P. agardhii infetado com apenas
um esporangio. Este filamento infectado foi transferido para uma
nova cultura pura de P. agardhii-imecya230 para se obter culturas
monoclonais deste fungo. As culturas inoculadas com o par para-
sita-hospedeiro foram mantidas a uma temperatura constante de
20 + 1°C, com uma intensidade de luz de 20 pmol de fotdes m-2
s~1eumciclo de 14 h de luz e 10 h de escuro.

_Resultados

Duas culturas monoclonais de fungos quitrideos foram obtidas com
sucesso. De acordo com a descricdo morfoldgica de Letcher e
Powell (2012) (12) os quitrideos isolados pertencem & ordem Rhizo-
phydiales espécie Rhizophydium megarrhizum ja descrita como
parasita da cianobactéria P. agardhii.

O processo infecioso esta representado na figura 1: 0s zo6sporos
ligam-se ao filamento de P. agardhii (figura 1A) e desenvolvem
0s seus rizéides no interior das células penetrando ao longo do
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Figura 1: £ Desenvolvimento do esporéngio do parasita Rhizophydium megarrhizum em
filamentos da cianobactéria Planktothrix agardhii.

(A e A1) zoosporo recentemente ligado ao filamento e inicio da formagéao do rizéide; (B e B+) inicio da expan-
séo do esporangio e do rizdide que parasita o filamento; (C e C+) esporangio em expansao ja com o rizéide
intracelular bem desenvolvido; (D e D1) esporangio maduro; (A-D) imagens de microscopia de fluorescéncia
sob luz UV que evidenciam a parede quitinosa do esporangio e dos rizéides corados com calcofluor; a
cianobactéria ¢ visivel através da autofluorescéncia vermelha; (A1-D4) imagens de microscopia éptica de
campo claro. Ampliagdo 1000x, escala de 5 pm.

Figura 2: [ Parasitismo do fungo quitrideo Rhizophydium filamento (figura 1B-D), o esporéngio é formado no exterior no
megarrhizum em filamentos da cianobactéria

) , qual sdo produzidos e libertados novos zodsporos (figura 2D),
Planktothrix agardhii.

Aligacao é feita sempre pelo topo do filamento e os rizdides per-
furam todo o filamento (figura 2A), mesmo que o filamento seja
longo, podendo os rizéides atingir 140 ym. O mesmo filamento
pode ser infetado por varios zodsporos, tendo sido observados
até quatro esporangios por filamento (figura 2B,C). Ainfecao re-
sulta na morte da cianobactéria (figura 2E).

(A) filamento infetado em toda a sua extensao; (B) filamento infetado com dois
esporangios; (C) filamento infetado com trés esporéangios; (D) esporangio
maduro com zodsporos no seu interior; (E) esporangio vazio e rizéide num
filamento ja morto. Imagens de microscopia de fluorescéncia sob luz UV; a
parede quitinosa do fungo foi corada com calcofluor emitindo fluorescéncia
azul; a cianobactéria é visivel através da autofluorescéncia vermelha; os
zodsporos foram corados com NucBlue® emitindo fluorescéncia verde.
Ampliagao 1000x, escala de 5 um.
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_Discusséao

As culturas de R. megarrhizum obtidas sdo provenientes de uma
albufeira que é monitorizada relativamente a presenca de cia-
nobactérias e toxinas associadas no laboratério de Biologia e
Ecotoxicologia do INSA desde 2003. Esta albufeira tem uma flo-
rescéncia persistente de P. agardhii associada a presenca de
hepatotoxinas (microcistinas) desde 2006. Os isolamentos do fun-
go parasita foram efetuados em duas amostras colhidas durante
0 més de junho de 2014 (dia 4 e 12). As amostras continham uma
grande densidade de P. agardhii (14.14762 e 22.50476 céls.mL"!
respetivamente) assim como uma elevada concentragéo de micro-
cistinas (40,05 e 39,32 pg.L" respetivamente). Um més depois, a
23 de julho de 2014, registou-se a concentragdo de microcistinas
mais elevada (134,60 pg.L") para esta albufeira desde o inicio da
sua monitorizagcdo em 2003. Em junho de 2014 foi a primeira vez
que foi observada a infe¢do fungica da cianobactéria P.agardhii
nesta albufeira. Desconhece-se se nesta albufeira as infecdes fun-
gicas de P. agardhii ja decorrem h& algum tempo ou se surgiram
agora, assim como, é desconhecida a sua influéncia na populagéo
da cianobactéria P. agardhii.

Estudos recentes em parasitismo quitridico em P. agardhii indi-
cam que ainfecdo pode ser dependente do tipo de oligopéptidos
produzidos e que a produgao de microviridinas, anabaenopepti-
nas, cianopeptolinas e microcistinas pode prevenir a infe¢do de
P. agardhii (19:11), Os zodsporos encontram o seu hospedeiro
por meio de quimiotaxia ('3) pelo que os compostos produzidos
pelas cianobactérias podem de facto ser importantes na escolha
do hospedeiro pelo fungo. Os resultados destes estudos indi-
cam que ainfegao pode exercer uma forte pressao seletiva sobre
a populacéo e resultar em subdivisao da mesma (10.11), As flo-
rescéncias cianobacterianas sao frequentemente compostas por
estirpes produtoras e nao produtoras de toxinas, dentro de uma
mesma espécie, que competem pelos mesmos recursos. Assim,
coloca-se a hipotese de que o facto de as estirpes serem produ-
toras de microcistinas impede a infegdo pelo fungo, pode causar
um desequilibrio na densidade de estirpes tdxicas e ndo toxicas
podendo conduzir a uma toxicidade mais elevada das florescén-
cias. Outro fator ainda pouco estudado é se a presenca destes
fungos parasitas estimulara as estirpes a produzir maior quanti-

dade de toxina. Do ponto de vista da saude publica, sendo a al-
bufeira em estudo usada para produ¢do de agua para consumo
humano, é importante perceber a influéncia da infecao flngica
na frequéncia, densidade e toxicidade das florescéncias da cia-
nobactéria P. agardhii.

_Conclusdes

As culturas de R. megarrhizum obtidas véo possibilitar a realiza-
¢éo de trabalho experimental como por exemplo acesso ao ADN
flngico para estudos moleculares e o estudo de diversos fatores
envolvidos neste parasitismo. Estes estudos laboratoriais permiti-
rao compreender a influéncia destes parasitas na populagédo de P.
agardhii e perceber se a sua presenca possibilita 0 aparecimento
de florescéncias mais toxicas com um elevado risco para a saude
humana.
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_Introdugéo e objetivo

O Estuario do Sado é um ecossistema com elevada sensibilidade
e valor ecoldgico, e, simultaneamente, com importante valor eco-
ndémico, nomeadamente para as atividades piscatorias, turisticas
e industriais. Embora tenham ja sido realizados estudos ambien-
tais sobre a contaminag@o desde estuario por metais pesados e
0s seus efeitos nos sistemas ecoldgicos, nao foi identificada ne-
nhuma investigagéo publicada cujo objetivo tenha sido estudar a
associagdo entre a contaminagdo ambiental e os efeitos na sau-
de da populagdo humana residente nas margens do estuéario do
rio Sado (1),

Varios estudos referem que o padréo de consumo de produtos ob-
tidos diretamente do estuério, ou com relagdo com a utilizagdo de
agua proveniente do estuario, tal como produtos agricolas, ou agua
utilizada em atividades diarias, podem constituir vias de exposicao
e contaminagao potencial para a populac@o humana. Outra possivel
via de contaminagdo é o uso de varios tipos de pesticidas - toda a
substancia ou mistura de substancias destinada a prevenir, destruir,
repelir e mitigar qualquer praga - que podem contaminar alimentos
bem como 0s solos e, através da infiltrag@o nestes, as aguas sub-
terraneas e o estudrio (2).

O projeto HERA (Avaliagcao de risco ambiental de um ambiente estu-
arino contaminado: um estudo de caso), financiado pela Fundagao
para a Ciéncia e Tecnologia (FCT- PTDC/SAU-ESA/100107/2008),
consistiu num estudo integrado, multidisciplinar, com o objetivo,
de avaliar o risco ambiental, incluindo ecolégico e para a salde

humana no Estuario do Sado. Este projeto incluiu um estudo epide-
mioldgico que pretendeu caraterizar as vias de exposi¢ao potencial
a produtos do estuério e os seus efeitos na satde (4). No presen-
te artigo serdo apresentados os resultados relativos a caracteriza-
¢&o das vias de exposi¢do humana.

_Materiais e métodos

Foi realizado um estudo epidemiolégico transversal com compa-
racao de duas populacdes: pessoas de todas as idades e ambos
0s $ex0s residentes na Carrasqueira (pequena vila no canal sul do
estuario do Sado - populagéo exposta), e em Vila Nova de Mil Fon-
tes (VNMF), que se localiza nas proximidades de outro estuario (rio
Mira), a cerca de 100 km da Carrasqueira, da qual ndo ha conhe-
cimento de poluigao industrial / outros contaminantes, pelo que foi
escolhida como populagao ndo exposta.

A amostra de residentes em cada localidade foi selecionada de
forma aleatéria simples, a partir da lista de utentes do Servigo
Nacional de Saude. Foi aplicado um questionario por entrevis-
ta direta e presencial por entrevistadores treinados, assistida por
computador CAPI ("Computer Assisted Personal Interview”) so-
bre as seguintes areas: 1) efeitos na saude: incluindo morbilidade
(doenga diagnosticada por um profissional de salde, medicacéo),
efeitos sobre a reproducéo; 2) vias de exposi¢do: informagao so-
ciodemografica, ocupacional, habitos de lazer, comportamentos
e estilos de vida; 3) potenciais vias de contaminagao do estuario
(incluindo utilizagao de &gua para a vida diéria, pesca no estuario
e consumo de peixe dele proveniente, mesmo que adquirido no
mercado local, e agricultura de subsisténcia com cultivo de hor-
tas locais ou consumo de produtos nelas cultivados). O trabalho
de campo decorreu entre junho e julho de 2011,

O estudo foi submetido e aprovado pela Comissdo de Etica do
INSA e Comissao Nacional de Protecdo de Dados, sendo os par-
ticipantes incluidos no estudo apenas apds assinarem um termo
de consentimento informado.

Foi efetuada a descricdo estatistica das variaveis em estudo e analisa-
das as possiveis associagdes relevantes para o objetivo, testadas atra-
vés do teste de Qui-Quadrado com um nivel de significancia de 5%.
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_Resultados

Foram recolhidos dados de 202 participantes de todas as idades,
sendo analisados 0s seus comportamentos quanto ao consumo
de alimentos provenientes de estuario ou mercado local, de hortas
locais e 0 consumo e a utilizagao de agua proveniente de pocos,
furos, ou canais de irrigagéo locais (grafico 1).

Os dados revelam que os comportamentos relacionados com
vias potenciais de exposicdo diferem significativamente entre a
populacédo exposta e a populagao nao exposta. Os participantes
da Carrasqueira referem, com maior frequéncia, consumir peixe
pescado no estuario ou adquirido na lota local, produtos de hor-
ta prépria ou de familiares ou amigos, assim como a utilizagao de

agua proveniente de furos ou pogos para consumo, ou para co-
zinhar, e agua de furos, pogos ou canais de irrigagao para regar
as hortas locais.

As diferengas observadas entre as duas populagdes sdo estatisti-
camente significativas quanto ao cultivo de hortas, mais frequente
na populagao exposta ao Estuario do Sado, sendo néo significati-
vas no que respeita ao consumo de produtos de hortas, cultivados
ou oferecidos por familiares e amigos (tabela 1).

Em ambas as localidades, todos os inquiridos que indicaram cul-
tivar hortas indicaram, igualmente, consumir os produtos delas
obtidos.

Grafico 1:

Frequéncias de consumo e utilizagdo de 4gua auto-reportadas pelos residentes na Carrasqueira e VNMF.

—
Consumo de peixe do estuario ou lota
Consumo de produtos cultivados em horta —
propria/de familiares/ de amigos e E—

—

Consumo de adgua do pogo e furo para beber
A
Utilizagao de agua do pogo/ furo para cozinhar
Utilizagao de agua do pogo/ furo / canal para rega
\ \ \ |
0 20 40 60 80 100
[ Carrasqueira _ VNMF %
Tabela 1: 4 Distribuigao dos participantes da Carrasqueira e VNMF de acordo com
habitos de cultivo e de consumo de produto provenientes de hortas.
Local da entrevista
Carrasqueira VNMF
p-value
n % n %
Cultivar alguma horta 102 54,90 100 20,00 <0,001
Consumo de produtos de outras hortas,
cultivados e oferecidos por familiares e 102 82,35 100 83,00 0,903
amigos : :

n - numero de registos validos; p-value - refere-se a comparagao da proporgao entre as classes da
varidvel teste Qui-Quadrado de Pearson.
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Tabela 2:

Distribui¢do dos participantes da Carrasqueira e VNMF de acordo

tratamentos das hortas com pesticidas e herbicidas.

Hortas com tratamento com pesticidas
e herbicidas

97

Local da entrevista

Carrasqueira VNMF
p -value
% n %
81,4 69 44,9 <0,001

n - nUmero de registos validos; p-value - refere-se a comparagdo da proporgao entre as classes da

variavel teste Qui-Quadrado de Pearson.

Aos individuos que indicaram consumir produtos cultivados em
hortas foi questionado se essas hortas tinham tratamentos com
pesticidas e herbicidas, tendo-se verificado diferencas significa-
tivas entre as duas localidades (81,4% na Carrasqueira vs 44,9%
em VNMF) (tabela 2).

A frequéncia da utilizag@o de pesticidas e herbicidas no tratamen-
to das hortas foi superior na Carrasqueira (2,14 vezes por ano vs
1,45 vezes por ano em VNMF) embora sem significancia estatisti-
ca (p=0,071).

_Discussédo e conclusdes

O facto de se tratar de um estudo transversal e de a informacgéo
recolhida ser auto-reportada leva a que as conclusdes devam ser
interpretadas com precaugdo dada a possibilidade de existéncia
de viéses de memdria e de informacéo (1),

No entanto, foram identificadas vias de contaminagédo potencial
entre o0 estuario e a populagao residente nalocalidade situada nas
margens do estudrio do Sado. De facto, os habitos de consumo
de peixe com origem no Estuério do Sado, de produtos horticolas
e de agua para consumo ou utilizacéo diversa, colocam a popu-
lagao da Carrasqueira com maior probabilidade de exposi¢cao aos
contaminantes do Estuario do Sado através da via de ingestao de
alimentos.

Em resumo, os resultados obtidos indicam que na populagao ex-
posta (Carrasqueira) existem frequéncias mais elevadas de:

1. Consumo de peixe do estuario local ou do Mercado, consumo
de produtos horticolas proprios ou locais, utilizac@o de agua
para consumo proveniente do furo, pogo ou canal do rio.

2. Cultivo de hortas com irrigacao a partir do estuario ou de pogos
ou furos locais;

3. Tratamento das hortas com pesticidas e herbicidas.
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_Introdugéo

O Estuario do rio Sado (sudoeste de Portugal) é o segundo maior
do pais e caracteriza-se por ter um grande valor ecoldgico e eco-
némico (figura 1). Apesar de ter vindo a ser afetado ao longo dos
anos por varias fontes de poluicdo de origem urbana, industrial e
agricola, ainda continua a ser, para a populagéo local, um lugar pri-
vilegiado para atividades piscicolas e agricolas. A margem norte é
caraterizada por uma vasta zona urbana e industrial, localizada em

Figura 1:

torno da cidade de Setubal; a margem sul é conhecida pela presen-
ca de pequenas aldeias cuja populagcdo se ocupa, essencialmen-
te, em préaticas de pesca no estudrio e de pequena agricultura, para
além da existéncia da peninsula de Troia, zona de alto valor turisti-

co (),

Estudos anteriores revelaram a existéncia de diversas classes de
contaminantes nos sedimentos deste estuario, incluindo metais,
pesticidas e hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (HAPs), cujos
efeitos adversos em organismos vivos sdo conhecidos e ja foram
observados neste ambiente (2). Destes conhecimentos prévios
surgiu uma preocupacao relacionada com a potencial bioacumula-
cao de contaminantes nas partes ediveis de espécies estuarinas,
ou de produtos agricolas de origem local, que poderiam entrar
assim na cadeia alimentar humana e representar um problema de
salde publica. Neste contexto, o estudo da toxicidade ao nivel ge-
nético - tal como a formagéao de quebras e/ou danos oxidativos no
DNA ou de alteragdes cromossomicas - em modelos celulares ou
animais, assumiu-se como particularmente relevante para a ca-
raterizagdo do potencial efeito nocivo dos contaminantes presen-
tes nas aguas e nos sedimentos estuarinos. Atualmente, de entre
0s biomarcadores de um efeito bioldgico (p.ex., de um efeito ge-
notoxico) disponiveis, o ensaio do microntcleo (%) e o ensaio do

cometa (4) sdo os mais utilizados.

Mapa da area de estudo, o Estuério do Sado, com indicagao dos diferentes locais de amostragem
utilizados neste trabalho (N4, No, S, So e R).
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_Objetivos

O presente estudo integra-se num projeto mais amplo que visa
avaliar o risco ambiental - que inclui 0s riscos ecoldgicos e para
a saude humana - associado a este ambiente estuarino contamina-
do. Em particular, este estudo teve como objetivo caracterizar o
potencial citotdxico e genotdxico de sedimentos colhidos em varios
locais de pesca do Estuério do Sado numa linha celular humana,
tendo em vista uma avaliac@o de eventuais efeitos nefastos para a
salde humana.

_Material e métodos

As amostras de sedimentos foram colhidas em 5 locais de pesca
distintos do Estuério do Sado: amostras Ny e N» na margem norte
(urbana/industrial), amostras S1 e S, na margem sul (agricola) e
uma amostra de referéncia R colhida num banco de areia (figura 1).

As amostras foram previamente caracterizadas para contaminantes

organicos e inorganicos (5:6). Para ensaios celulares, os contami-
nantes foram extraidos com uma mistura de diclorometano:metanol
e recuperados em dimetilsulfoxido (DMSQ). Os efeitos citotoxicos
e genotdxicos dos extratos finais foram avaliados na linha celular
derivada de um hepatoma humano HepG2, através do ensaio do
vermelho neutro e dos ensaios do cometa [modificado com forma-
mido-pirimidina-DNA glicosilase (FPG), para revelar danos oxidati-
vos no DNA] e microndcleo, respetivamente, apds uma exposi¢ao
de 48 h a diferentes concentragdes de extratos de sedimento [de
10 até 200 mg sedimento equivalente (SEQ)/mL de meio de cultu-
raj.

_Resultados

Os resultados dos diferentes ensaios encontram-se apresentados
no gréafico 1A-D. Apds uma exposicao de 48 h, os extratos N4 e
N5 induziram a maior redugéo na viabilidade celular, até app. 91 e
85% de reducao, respetivamente. Em contraste, os extratos St e
S» mostraram-se menos citotéxicos, com uma redugéo da viabili-
dade celular até app. 45%. A amostra de referéncia R ndo induziu
citotoxicidade.

A anélise dos resultados dos efeitos genotdxicos, avaliados pelo
ensaio do cometa, revelou a indugéo de quebras ao nivel do DNA
(sem FPG) e de danos oxidativos no DNA (com FPG), apds a expo-

sicdo a todos os extratos, exceto o R. No geral, os niveis de danos

nao-oxidativos foram mais elevados em células expostas aos ex-
tratos de sedimentos da area norte do estuério, enquanto os niveis
de danos oxidativos no DNA foram mais elevados apds exposicao
aos extratos da area sul. Isto é, as amostras N1 e No induziram um
aumento significativo da percentagem de DNA na cauda, sem tra-
tamento com FPG, as concentragao testadas mais elevadas, em
comparagdo com o controlo de solvente. No entanto, as amostras
S1 e Sy induziram sobretudo danos oxidativos no DNA, sendo que
o valor de percentagem de DNA na cauda, aquando do tratamen-
to com FPG, foi 6 vezes superior ao observado sem FPG. Todas
as amostras contaminadas induziram também um aumento signifi-
cativo do nimero de células binucleadas micronucleadas (CBMN),
dependente da concentracao, revelando um potencial de induzir
danos ao nivel cromossomico (gréfico 1B). As amostras Ny e N»
causaram um aumento da frequéncia de CBMN em cerca de 4 a 6
vezes, respetivamente, a 200 mg SEQ/mL, quando comparada a
do controlo de solvente. Em contraste as amostras S e S1 produ-
ziram um aumento significativo da frequéncia de CBMN app. 3 a 4
vezes superior ao controlo de solvente, respetivamente, a concen-
tragéo testada mais elevada.

_Discusséao

Os resultados sugerem que existe uma diferenca ao nivel do poten-
cial genotdxico dos sedimentos do estuario do Sado, dado que as
amostras colhidas na margem norte do estuario (N1 € No) exibem
valores mais elevados de indugéo de quebras de DNA e de micro-
nucleos do que as amostras colhidas na margem sul do estuario
(S1 e Sy) que exibem, sobretudo, valores mais elevados de danos

oxidativos de DNA. Conjuntamente com a andlise de contaminan-

tes dos sedimentos (°-6), sugere-se que os resultados obtidos para
as amostras N1 e No serdo principalmente devidos & presenca
de um nivel mais elevado de contaminantes orgénicos, tais como
HAPs, pesticidas ou bisfenilos policlorados, enquanto os resulta-
dos obtidos para as amostras Sy e Sy se deverdo a predominan-
cia de contaminantes de origem inorgénica (metais e metaloides). No
que diz respeito a amostra R, a falha na indugéo tanto de citotoxici-
dade como de genotoxicidade, nos diferentes ensaios, encontra-se
concordante com os valores muito baixos de contaminagao observa-

dos, confirmando ser uma boa érea de referéncia (6). Assim, apesar
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Gréafico 1A-D: [l Resultados dos ensaios do vermelho neutro (A), micronicleos (B), cometa (C) e cometa modificado com FPG
(D) em células HepG2, apés uma exposigao de 48 h aos diferentes extratos de sedimentos (10 a 200 mg SEQ/mL).
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Os resultados apresentados sé@o o valor médio (+EP) de 3 experiéncias independentes (para A, C e D), e o valor médio (+DP) (para B). A concentragao
de 0 mg SEQ/mL corresponde ao controlo de solvente (DMSO a 2%, com excegao da amostra Ny no ensaio do cometa que corresponde a 0,5%).
CBMN- Célula binucleada micronucleada; * - Diferengas estatisticamente significativas quando comparado com o respetivo controlo. No gréafico 1C e
1D, para as amostras N1 e Ny, as concentragdes mais elevadas nao foram testadas devido & elevada citotoxicidade observada nestas condigdes.
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do estudrio ter sido classificado como moderadamente contamina-
do, com base apenas na caracterizacao dos contaminantes dos se-
dimentos, o presente estudo revela que a mistura desses mesmos
contaminantes é capaz de induzir citotoxicidade e genotoxicida-
de, dependente da concentracdo, numa linha celular humana. Para
além disso, os efeitos observados tiveram também um poder dis-
criminatério capaz de distinguir duas areas ecogeograficas distin-
tas, a urbana/industrial e a rural/agricola.

_Conclusdes

Os resultados obtidos sugerem que células HepG2 expostas a
contaminantes da area norte (urbana/industrial) apresentam os
danos genotoxicos mais permanentes, refletidos na forte indugéo
de micronucleos. Em contraste, a exposi¢ao a extratos da area
sul (agricola) resultou, particularmente, na indugéo de danos oxi-
dativos no DNA. Estes resultados sdo concordantes tanto com
0s niveis e natureza da contaminagdo observada, como com 0s
efeitos genotoxicos dos sedimentos previamente demonstrados

in vivo, em espécies estuarinas ().

Este estudo revelou que os resultados integrados dos indicadores
de citotoxicidade, genotoxicidade e stress oxidativo obtidos em
linhas celulares humanas expostas as misturas de contaminantes
sedimentares, poderao constituir uma linha de evidéncia valiosa
para aidentificagdo e avaliagao do risco para a salide humana de-
corrente da exposicdo a um ambiente estuarino classificado qui-
micamente como moderadamente contaminado.
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_Introdugéo

As criancas que frequentam creches e jardins-de-infancia sdo
mais suscetiveis a doengas infeciosas que aquelas que sdo cui-
dadas em casa (1:2) além de apresentarem um maior risco de de-
senvolver alergias e asma (3:4).

A exposicao aos alergénios dos acaros do p6 doméstico é um
importante fator de risco no despoletar e exacerbar de doencgas
alérgicas em criangas (°), designadamente na rinite e conjuntivite
alérgica, asma e a dermatite atopica (6). Os alergénios major res-
ponsaveis pelas reagcdes de hipersensibilidade aos acaros do pd
encontram-se nos seus excrementos e nos fragmentos corporais
Secos.

Os é&caros do p6é doméstico sdo ubiquos e as duas espécies com
maior distribuicdo geografica sdo o Dermatophagoides pteronyssi-
nus e o Dermatophagoides farinae 7) e, em geral, as duas espé-
cies coabitam no ambiente. Os niveis de acaros no ambiente variam
sazonalmente, verificando-se uma maior produgao de alergénios e
a sua deposicdo no pé doméstico em condi¢des mais humidas.

Estima-se que entre 5 e 10% da populagéo da Europa Ocidental
seja alérgica a dcaros do p6 doméstico e que 5% a 20% seja at6-
pica, ou seja, predisposta para desenvolver alergia aos mesmos,
apesar de ndo se encontrar sensibilizada (6).

Sabendo que em Portugal a maioria das criangas comega a fre-
quentar a creche entre 0s 5 e 0s 6 meses de idade e sendo este
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o0 local onde, apds a sua casa, passa a maior parte do tempo, é
fundamental o estudo do ambiente da creche/jardim-de-infancia
e sua influéncia na saude das criangas.

Este trabalho é parte do estudo ENVIRH (Environment and Health
in Children Day Care Centres) que pretende avaliar a qualidade do
ambiente interior em creches/jardins-de-infancia de modo a estu-
dar a sua relagao com a ventilagdo dos locais e a saude das crian-
¢as que os frequentam.

_Material e métodos

0O estudo ENVIRH foi levado a cabo entre marco de 2011 e fevereiro
de 2012 nas cidades de Lisboa e do Porto, incluiu duas campanhas
de avaliacéo da qualidade do ambiente interior, a primeira na prima-
vera de 2011 em 19 escolas e a segunda em 17 escolas durante o
periodo de inverno 2011/2012.

Em cada creche/jardim-de-infancia foram avaliadas de 5 a 9 salas,
garantindo o estudo de, no minimo, uma sala por faixa etaria (dos
5 meses aos 6 anos) num total de 125 salas avaliadas na primavera
e 97 salas no inverno. As avaliagdes foram levadas a cabo durante
0 periodo de normal ocupacgdo dos espacos (10-17 horas) e no
decurso das atividades de rotina.

As creches/jardins-de-infancia foram selecionadas de um total de
45 escolas, através de uma analise de clusters (método de Ward),
considerando a concentracdo de didxido de carbono, medicoes
da humidade relativa do ar e da temperatura do ar, por forma a
garantir a heterogeneidade das escolas em matéria de qualidade
do ambiente interior.

Foi efetuada uma visita preliminar aos espacos e registados da-
dos sobre as areas das salas, tipo de materiais utilizados nos pa-
vimentos e paredes, tipo de folha moével das janelas, sistemas de
aquecimento/ventilagao dos espagos e ocupagdo dos mesmos. Foi
igualmente registada a presenca de infiltragbes de agua ou cresci-
mento visivel de bolores, de plantas naturais em vasos e de tapetes.

Para a determinacao da concentragao de antigénios de acaros (Der
f1 e Der p1) em amostras de p6 doméstico efetuaram-se colheitas
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de pd em tapetes, pavimento e brinquedos em pano/pellcia,
utilizando filtros de nylon (ref. DU-FL_1) adaptados ao coletor dusts-
tream™ (ref. DU-ST-1) e um aspirador com caudal da ordem dos
45 I/min. (800 Watt), de acordo com a metodologia da INDOOR
Biotechnologies Limited (Cardiff, UK).

Em tapetes a amostragem de p6 teve duragdo aproximada de 2
minutos, tendo-se aspirado uma area de cerca de 0,25 m2. No
caso de pavimentos em vinil, mosaico ou madeira aspirou-se 0
equivalente a 1 m2 durante um perfodo de 2 minutos. A determina-
¢ao dos antigénios de acaros Der p1 e Der f1 nas amostras de pd
domeéstico foi efetuada separadamente utilizando kits de ELISA
(INDOOR Biotechnologies Limited, Cardiff, UK), com referéncias
EL DP1 e EL DF1 respetivamente. Os resultados sdo expressos
em microgramas de alergénio por grama de p6 doméstico.

_Resultados

Apresentam-se na tabela 1 as concentracdes de alergénios de
acaros do p6 doméstico Der p1 e Der f1 obtidas nas creches/jar-
dins-de-infancia, durante as duas campanhas (primavera e inver-
no) e sua comparagao com o limiar de sensibilizag@o proposto

por Platts-Mills et al. (8).

Verifica-se que as concentragdes de acaros obtidas na primavera
foram superiores as determinadas no inverno. As concentragoes
do alergénio Der 1 (Der p1+Der f1) s@o superiores ao limiar de sen-
sibilizagdo de 2 pg/g de p6 em 16% e 6% das salas de atividades
estudadas na primavera e inverno, respetivamente.

Analisando os graficos 1 e 2 correspondentes aos resultados das
campanhas de primavera e verdo, respetivamente, verifica-se que
em 4 salas de atividades se obtiveram concentragdes acima do
limiar para o aparecimento de sintomas em individuos previamen-
te sensibilizados aos 4caros do pé doméstico (10 pg/g de pé) (8.
Destas, duas salas foram estudadas em Lisboa na primavera e as
outras duas no Porto durante o periodo de inverno.

O alergénio isolado com maior frequéncia foi o Der p1, quantifica-
do em 69% das amostras colhidas, enquanto o alergénio Der f1 foi
quantificado em apenas 10% das amostras.

Na campanha de primavera realizada na cidade do Porto, verifica-
se a predominancia de Der f1 sendo, no entanto, na campanha de
inverno que se obtém a concentragdo mais elevada do referido aler-
génio (249,12 pg/g de pd).

Tabela 1: 1 ConcentragGes de alergénios Der p1 e Der f1 dos dcaros do pé doméstico e comparagéo com o

limiar de sensibilizagao.

Mediana'
(mg/g po)

Acaros do po

doméstico

Limiar de sensibilizagao Excedéncias do limiar de
Der 1 sensibilizagdo

 Primavera (n=124)

Alergénio

Der pf 0,67 0,46-0,83

Alergénio

Der fA 0,40 0,40-0,40

(vglg de po) (% salas)

— Inverno (n=94)

Alergénio

Der pf 0,40 0,40-0,64

Alergénio 0,40

0,40-0,40
Der f1

T Distribuigao nao normal  *LQ -Limite de Quantificacéo
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Lisboa primavera

Antigénios Der p1 e Der f1 (ug/g de pd)

Porto primavera

Antigénios Der p1 e Der f1 (ug/g de pd)

Gréfico 1: [ Concentragdes de &caros do pé doméstico Der p 1 e Der f 1 obtidos na primavera em Lisboa (A)

12

5

e no Porto (B).

1 6 11 16 21 26 31 36 41 46 51 56 61 66 71

Salas
= Acaros Der f1 = Acaros Der p1

1 6 11 16 21 26 31 36 41 46 51

Salas
= Acaros Der f1 = Acaros Der p1
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Grafico 2: [ Concentragdes de dcaros do p6 doméstico Der p1 e Der f1 obtidos no inverno em Lisboa (A)

e no Porto (B).

Lisboa inverno
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Salas
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0 Acaros Der f1

= Acaros Der p1

Antigénios Der p1 e Der 1 (ug/g de po)

Salas
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= Acaros Der p1
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Né&o foram encontradas associagdes estatisticamente significativas
entre a concentragdo de alergénios de &caros e as concentracoes
de fungos, de particulas PMyg em suspensao no ar, o tipo de ma-
terial do pavimento, humidade relativa do ar e temperatura do ar.

_Discusséo e conclusdes

Em 12% das salas estudadas, em ambas as estagdes, as concen-
tragOes de antigénios Der 1 foram superiores a 2 ug/g de po, pelo
que as criangas que frequentam as referidas salas se encontram em
risco de desenvolver sensibilizacdo aos acaros do pé doméstico.
Em cerca de 2% das salas existe mesmo o risco de aparecimento
de sintomas de alergia em criancas previamente sensibilizadas aos
4caros do p6 domeéstico.

Os resultados da contaminagdo do ambiente interior por acaros do
p6 obtidos no presente estudo séo inferiores aos obtidos por Rullo
et all% num estudo realizado em S. Paulo (Brasil) onde as con-
centragdes de alergénios Der 1 (Der pi1+Der f1) foram superiores
a 2 pg/g em 70% das amostras recolhidas em 30 creches/jardins-
-de-infancia (até 4 anos).

Contudo, um outro estudo levado a cabo em 28 creches/jardins-
de-infancia situados em Paris obteve concentrages mais baixas
de alergénios Der p1 (0.18-7.30 ug/g p6) com uma Unica escola a
exceder o limiar de sensibilizagao (10).

A predominancia de Der p1 que se verificou no presente estudo
esta de acordo com estudos prévios (1),

Uma vez que a temperatura, a humidade relativa e disponibilidade
de alimento s&o os fatores que determinam o crescimento e multi-
plicagdo dos &caros do pd nos ambientes interiores, as baixas con-
centragdes obtidas na maioria das salas estudadas no ambito do
estudo ENVIRH devem-se, provavelmente, ao clima temperado do
nosso pais, com humidades relativamente baixas, a utilizagdo de
resguardos plasticos nos colchdes e almofadas e ao tipo e frequén-
cia da limpeza e higienizagao adotados pelas creches/jardins-de-
-infancia avaliados no estudo ENVIRH, designadamente a regular
lavagem dos tapetes.

Financiamento:
Este estudo foi realizado como parte de um projeto de investigagéo co-fi-

nanciado pela Fundagéo para a Ciéncia e Tecnologia, Projeto PTDC/SAU-
ESA/100275/2008 (ENVIRH).
Mais informacdes em: http://envirh.fcm.unl.pt/
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_Introdugéo

Os efeitos na saude da poluicao atmosférica na populacao geral
esta bem documentado. Todos 0s anos sdo atribuidos a polui-
cdo do ar ambiente, cerca de 500.000 mortes em todo 0 mundo,
devido a pneumonias, doenca pulmonar obstrutiva cronica entre
outras causas combinadas (1. Estudos sobre a poluigdo do ar
interior demonstram também efeitos nocivos na salde por agéo
de determinados poluentes. Por exemplo, a poluicdo atmosférica
por matéria particulada esta associada a causas de morbilidade e
mortalidade cardiovasculares. Contudo, permanece por esclare-
cer quais os fatores mais criticos e respetivo tempo de exposicéo
passiveis de causar dano a saude em determinados grupos po-
pulacionais (2). Nesse sentido, importa investigar sobre os efeitos
adversos na salde respiratoria de populagdes suscetiveis, tais
como, 0s idosos.

0O estudo da qualidade de vida do idoso ocupa um lugar de des-
taque na nossa sociedade devido as alteragdes demogréaficas nos
paises desenvolvidos. Os avangos da medicina e a melhoria das
condigbes socioecondmicas da populagdo contribuiram para o au-
mento da esperanca média de vida. A idade média da populacdo
europeia esta a aumentar e as estatisticas apontam para que a po-
pulagdo adulta com mais de 65 anos aumente de 16% em 2000
para 20% em 2020. Portugal é o oitavo pais no mundo com a po-
pulagdo mais envelhecida e 0 sexto da Europa com 23% dos habi-
tantes com mais de 60 anos de idade (%), Estudos indicam que esta

faixa etéria da populacdo despende cerca de 19-20 h/dia em am-
bientes interiores tornando-se mais vulneraveis a complicagoes de
salde associadas a poluicdo do ar interior. Os idosos representam
uma populagdo suscetivel apresentando um sistema imunoldgico
mais enfraquecido e uma maior prevaléncia de doencas cronicas e
de problemas respiratorios. Varios estudos demonstram que a con-
centracdo de poluentes no interior pode ser 10-20 vezes mais eleva-
da do que no exterior, com um impacte crescente sobre a qualidade
da vida dos seus ocupantes, podendo originar ou agravar doencas
sobretudo do foro respiratdrio e cardiovascular. Esses efeitos podem
resultar no aumento do uso de medicagao e visitas ao médico, bem
como, mais admissdes em hospital e mortes prematuras. As institui-
¢oes de apoio a idosos tem vindo a incrementar em 49% no nosso
pais, entre 1998 e 2010 (), por forma a prestar o apoio e condigdes
técnicas necessarias a este grupo populacional com cada vez mais
expressdo na nossa sociedade.

Surge assim, o Projeto GERIA - Estudo Geriatrico dos efeitos na
Saude da Qualidade do Ar Interior em lares da 32 Idade em Portu-
gal, com o objetivo principal de avaliar a relacéo entre a Qualidade
do Ar Interior (QAI) e a saude respiratoria em populagdes susce-
tiveis, promovendo a qualidade de vida nos idosos residentes em
lares da 3% idade. Este artigo resulta de um substudy inserido no
Projeto GERIA realizado em lares da 3? idade na cidade do Porto.

_Material e métodos

Os lares da 3% idade da cidade do Porto integrantes na ‘Carta
Social’ (http://www.cartasocial.pt/) foram convidados a parti-
cipar no nosso estudo. Num total de 58 lares da 32 idade, acei-
taram participar 36% (n=21, com 685 residentes). Os dados da
monitorizacdo ambiental foram recolhidos em duas fases (verao
e inverno) desde novembro de 2011 a agosto de 2013 em 135
areas diferentes dos lares, tais como salas de convivio, salas de
refeicdo, quartos e gabinetes médicos, incluindo a avaliagéo de
agentes quimicos [particulas suspensas no ar PMyg e PMo 5, di6-
xido de carbono (CO»), mondxido de carbono (CO), formaldeido e
compostos organicos volateis totais (COVT)], agentes bioldgicos
(bactérias e fungos) e monitorizagao da temperatura e humidade
relativa. Os valores obtidos foram comparados com a legislagao
nacional (%) e as normativas internacionais em vigor.
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O questionario de saude respiratéria aplicado decorreu entre se-
tembro de 2012 e abril de 2013, durante a fase de inverno do estudo
da QAI. A versao portuguesa (¢) do questionario BOLD (”Burden
of Obstructive Lung Disease”) (7 &) foi aplicada, por entrevista, a
todos os idosos residentes (n=143), que deram o seu consentimen-
to informado e que cumpriam os critérios de inclusdo do estudo.
Foram estabelecidos como critérios de inclusdo no estudo os par-
ticipantes residentes em lar com idade > 65 anos, a residir na ins-
tituicdo ha mais de 2 semanas e possuir capacidades cognitivas e
interpretativas de forma a responder ao questionario de salde. Este
estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica e pela Comisséo Na-
cional de Protecéo de Dados.

Os dados categoricos foram apresentados como frequéncias e per-
centagens e as variaveis continuas como mediana e intervalo inter-
quartil (percentil 25, percentil 75) ou o intervalo (min-max). Devido
ao facto de a maioria dos pontos de amostragem ndo serem 0s
mesmos em ambas as estacdes, as duas amostras foram consi-
derados independentes. Mann-Whitney e Kruskal-Wallis foram uti-
lizados para comparar a avaliagdo de efeitos sazonais, devido a
existéncia de outliers, alta variabilidade e distribuicao heterogénea.
Os principais resultados da saude foram pieira, tosse, expetoracao,
asma e rinite alérgica. Modelos mistos de regressao logistica foram
utilizados para estudar a associagao entre os resultados de salde
e 0s parametros ambientais, ajustado para idade, tabagismo, sexo
e 0 numero de anos a residir no lar da 3% idade. Os intervalos de
95% de confianca (IC) foram também calculados sempre que apro-
priado. Um nivel de significancia de 0,05 foi utilizado para todas as
andlises. Os dados foram analisados com o IBM SPSS 21.0 (SPSS,
Inc., Chicago, IL, EUA) e STATA® 12,0. (StataCorp LP, Stata Statis-
tical Software; TX, EUA).

_Principais resultados

Atabela 1 apresenta os resultados da monitorizagao do ambien-
te interior nos lares da 32 idade, por estagdo do ano. A mediana
da concentragdo de PMy 5 nos 21 lares da 3% idade analisados
apresentou-se acima das referéncias nacionais (25 ug/m3) () em
ambas as estagoes. Estes resultados demonstram como este pa-
rametro é fundamental para a qualidade do ar, tanto pela sua sen-
sibilidade como pela sua possivel influéncia na salde humana.

Embora todos os outros poluentes do ar interior apresentem as
medianas das concentracdes dentro dos niveis de referéncia,
os valores méaximos de PMyg (1730 pg/m3) no verdo, bem como,
COVT (973 ug/m3; 931 pg/m3), GO, (2313 mg/ms3; 2697 mg/m3) e
bactérias (2282 UFC/m3; 996 UFC/m3) no verdo e no inverno res-
petivamente, ultrapassaram os niveis de referéncia, o que podera
comprometer o conforto do ar interior e potenciar 0 agravamen-
to das doengas respiratérias cronicas ja existentes. A mediana
da concentracdo de fungos apresentou-se ligeiramente acima
das referéncias na época de inverno (185 UFG/m3 interior > 166
UFC/m3 exterior). Os valores méaximos no ar interior em ambas as
estacdes do ano avaliadas causam também preocupacéo (verao;
2224 UFG/m3; inverno: 1218 UFC/m3), bem como, 4% das amos-
tras apresentaram resultados positivos para Aspergillus species,
conhecidos como potenciais espécies patogénicas e toxigénicas
que podem constituir um risco para a saude respiratoria de popu-
lagGes suscetiveis (?), tais como, os idosos. Os COVT, bactérias,
CO e GO, apresentaram concentracdes significativamente mais
elevadas no interior em relagdo ao exterior, em ambas as esta-
¢des, 0 que mostra predominéncia de fontes internas. Os COVT e
COy no ar interior apresentaram também diferencas significativas
nas suas concentracdes entre estagdes do ano (p <0,001). Hou-
veram igualmente diferengas significativas, entre as diferentes
areas avaliadas nos lares (salas de convivio, salas de refeicao,
gabinetes médicos, quartos e quartos de acamados), para 0s pa-
rametros COVT (p<0,001), CO5 (p <0,001) e bactérias (p < 0,001).
A comparagao entre as referéncias nacionais e internacionais
foi explorada num estudo anterior de QAI no ambito do projeto
GERIA (10),

Dos 668 idosos que residiam nos lares da 3% idade estudados, 21%
(n = 143) cumpriam os critérios de inclus@o e concordaram em res-
ponder ao questionario de salde respiratéria. A tabela 2 apresenta
as caracteristicas gerais dos idosos participantes. A amostra é ca-
racterizada principalmente por mulheres (85%), com a maioria das
pessoas na faixa etéria acima de 85 anos de idade (47%). Sessen-
ta por cento dos residentes sdo vilivos e habitam nos lares entre 2
a 10 anos (568%). Em relagé&o & ocupagao anterior da maioria dos in-
quiridos, pertenciam a classe de trabalho manual e indiferenciado
(57%) com ensino basico primario e médio (EB2) (65%). Quarenta
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Tabela 1: [ Estatistica descritiva do ambiente interior nos lares da 3% idade, por estagéo do ano.

PM10 (ug/m3)
VERAO 133 40 [20-70] [20-1730] .
,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,, 0.01* 1502 50!
INVERNO 132 50 [30-70] [20-86]
PMas (ug/m3)
VERAO 120 30 [20-68] [20-2120] .
,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,, - 354 251
INVERNO 119 30 [20-60] [20-43]
COVT(pg/mS)
VERAO 123 48 [30-90] [14-973] .
,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,, 0.01* 200 b 600
INVERNO 132 78 [47-134] [14-931]
Formaldeido (mg/m3)
VERAO 77 <42 [<42- < 42] [< 42-63] .
,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,, - 100 ¢ 100!
INVERNO 84 <42 [<42- < 42] [« 42-320]
CO (ug/m3)
VEREO 131 0.1 [0.1-0.6] [0.1-7.1] .
,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,, _ 10¢ 101
INVERNO 131 0.3 [0.1-0.9] [0.1-3.0]
€0, (ug/m3)
VERAO 131 721 [628-820] [638-2313] .
,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,, 0.001* 13004 22501
INVERNO 131 975 [762-1321] [641-2697]
Bacterias (cru/m3)
VERAO 131 254 [142-392] [6-2282] < Exterior (até 350
"""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""" 0.01* - CFU/m3 mais) |
INVERNO 127 182 [102-398] [14-996]
Fungos (cFu/m3)
VERAO 126 211 [119-386] [6-2224] 143
,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,, - 500¢€
INVERNO 124 185 [101-302] [18-1218] 48
Temperatura (oc) < Exterior |
VERAO 131 24 [22-26) [14-32] Verao [22,8 - 26,1] 230
,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,, 0.001*
INVERNO 131 20 [18-22] [13-27] Inverno [20,0 - 23,6] f 166
Humidade relativa (g [18-22] até 25
VEREO 131 56 [41-63] [21-75] ,
———————————————————————————————————————————————————————————————————————————— - [30-65] 9 [50-70]
INVERNO 131 53 [39-61] [5-75]

a Environmental Protection Agency (2012); b European Collaborative Action (1997); C World Health Organization (2010);
d Finnish Society of Indoor Air Quality in ‘The Thade Report’ (2004); € World Health Organization (2009); f ASHRAE 55;
9 1AQA 01-2003; h1SO 7730:2005; | Portaria n.° 353-A/2013 de 4 de dezembro; | Decreto-Lei n.° 243/86 de 20 de
agosto de 1986. * Diferencas significativas nos parametros avaliados por estacdo do ano (verdo e inverno).
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por cento dos inquiridos autoconsideraram-se doentes e a maioria
deles (61%) apresentava um grau de enfraquecimento fisico, mobili-
dade reduzida ou estavam acamados. Em relagdo aos n&o-respon-
dentes (79%) também eram em sua maioria mulheres (62%), onde
53% residiam em lar entre 2 a 10 anos, e 46% tinham mais de 85
anos de idade. As causas conhecidas desta alta taxa de ndo-res-
posta foram invalidez e a doenga comprometendo as capacidades
cognitivas e interpretativas para responder ao questionario (60%).

Tabela 2: [] Caracteristicas dos participantes idosos (n=143).
Género

Feminino 121 (84,6)

Masouino 22 (154)
Faixa etaria

[65-75] 19 (13,2)
ess) 57(399)
s 67469

Estado civil

Solteiro 36 (25,5)
casado e
Divorgado 964
vio 85(60,3)

Educagao

Analfabeto, ler e escrever 22 (15,6)
Priméria (EBT) eouEB2 91(645)
‘Secundario efou Universidade  28(19,9)

Ocupagéo (anterior)

Administrativo e cientifico 33 (23,1)
Servigosevendas 29203
Trabaho manual e indiferenciado 81(566)

N.° de anos a residir em lar

<1ano 37 (25,9)
2 83(580)
s 23161

Mobilidade fisica debilitada e acamados 85 (61,2)
Considerar-se doente 52 (40,3)

Entre os idosos inquiridos (tabela 3), a tosse (23%) e expetoragao
(12%) foram os sintomas respiratérios mais comuns € a rinite alér-
gica (22%) a principal doenca reportada. Os problemas cardiacos
foram referidos por 37% dos residentes. As pessoas idosas expos-
tas a PMyq acima dos niveis de referéncia apresentaram 3 vezes
maior probabilidade de ter rinite alérgica (OR = 2,9, IC 95%: 1,1-7,2).
Para cada aumento de grau na temperatura ha uma diminuicéo de
20% na probabilidade de ter rinite alérgica (OR = 0,8, 95%: 0,6-1,0).
Nenhuma associagédo foi encontrada entre 0 ambiente interior e
sintomas respiratérios.

Tabela 3: [] Resultados do questionério BOLD (n=143).

Costuma ter Tosse, habitualmente? 33 (23,1)
Costuma deitar fora Expetoracéo do seu peito? 17 (11,9)
J& alguma vez teve um ataque de Pieira no peito que o tenha 31 (21,7)
feito sentir dificuldade em respirar?

Teve alguma vez Pieira nos Ultimos 12 meses? 15 (10,5)
J& algum médico Ihe disse que tinha Enfisema? 2(1,4)
J& algum médico |he disse que tinha Asma? 12 (8,4)
Ainda tem Asma? 7 (4,9)
J& algum médico Ihe disse que tinha Rinite Alérgica? 31 (21,7)
J& algum médico Ihe disse que tinha Problemas de Coragao? 52 (36,6)
Alguma vez trabalhou durante um ano ou mais num lugar 30 (21,7)
poeirento?

J& alguma vez fumou cigarros? 28 (19,6)

_Conclusdes

O ambiente interior tem uma potencial influéncia nos sintomas res-
piratdrios cronicos de pessoas idosas que residem nos lares da 32
idade, devido a sua suscetibilidade na salde e a uma diminuigao
das defesas imunitarias e fungao respiratoria. Nos lares da 32 idade
que participaram deste estudo destacam-se as principais conclu-
sOes: (i) a tosse e expetoragdo foram os principais sintomas respi-
ratorios e rinite alérgica a principal doenca reportada; (i) a mediana
da concentracdo de PMs 5 apresentou-se acima dos niveis de refe-
réncia, tanto no inverno como no veréao; (iii) os valores maximos de
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0

PM;o, COVT, CO», bactérias e fungos ultrapassaram os niveis de
referéncia, 0 que pode comprometer o conforto do ar interior, agra-
vando as doencas respiratorias cronicas dos idosos; (iv) as pesso-
as idosas expostas a PM1g acima dos niveis de referéncia tém maior
risco de rinite alérgica.

Tendo em vista a melhoria da QAI dos lares da 3? idade, sugere-
se a implementacéo de medidas adequadas, tais como, sistemas
de exaustao local perto de cozinhas e dispositivos de queima de
gas, bem como, a limpeza diaria ligeiramente humedecida das su-
perficies dos diversos locais avaliados, por forma a reduzir a acu-
mulagdo e ressuspensdo de particulas. As baixas temperaturas
interiores e respetivo desconforto associado, especialmente no
inverno, podera ser evitado por medidas simples, tais como a im-
plementagdo de isolamento no teto, paredes e janelas, mantendo
a ventilacdo natural e passiva dos espagos.

_Financiamento

Este projeto é financiado pela Fundacéao para a Ciéncia e Tecnologia (FTC)
PTDC/SAU-SAP/116563/2010 e SFRH/BD/72399/2010, e pelo Programa
Operacional Fatores de Competitividade (COMPETE) do Quadro de Refe-
réncia Estratégico Nacional para Portugal 2007-2013.

Referéncias bibliograficas:

(1) Bentayeb M, Simoni M, Baiz N, et al. Geriatric Study in Europe on Health Effects of Air
Quality in Nursing Homes Group. Adverse respiratory effects of outdoor air pollution in
the elderly. Int J Tuberc Lung Dis. 2012;16(9):1149-61. Review

(2)  Wilker EH, Alexeeff SE, Suh H, et al. Ambient pollutants, polymorphisms associated
with microRNA processing and adhesion molecules: the Normative Aging Study. Environ
Health. 2011;10:45. > Link

(3) Almeida-Silva M, Wolterbeek HT, Aimeida SM. Elderly exposure to indoor air pollutants.
Atmos. Environ. 2014;85:54-63.

(4) Ministério da Solidariedade e da Seguranca Social. Carta Social e Rede de Servigos e
Equipamentos: elatorio 2010. Lisboa: MSSS/GEP, 2012, « Link

(5)  Ministério do Ambiente Ordenamento do Territdrio e Energia, Ministério da Saude,
Ministério da Solidariedade Emprego e Seguranga Social. Portaria n.° 353-A/2013, de
4 de dezembro. DR, 12 Série, n° 235(supl1):6644(2)-(9). Estabelece os valores minimos
de caudal de ar novo por espago, bem como os limiares de protecao e as condicées de
referéncia para os poluentes do ar interior dos edificios de comércio e servigos novos,
sujeitos a grande intervencgao e existentes e a respetiva metodologia de avaliagédo

(6) Martins P, Rosado-Pinto J, do Céu Teixeira M, et al. Under-report and underdiagnosis
of chronic respiratory diseases in an African country. Allergy. 2009;64(7):1061-7.

(7) Buist AS, Vollmer WM, Sullivan SD, et al. The Burden of Obstructive Lung Disease
Initiative (BOLD): rationale and design. COPD. 2005;2(2):277-83.

(8) Global Initiative for Chronic Obstructive Lung Disease. Global strategy for the diagnosis,
management, and prevention of chronic obstructive pulmonary disease: NHLBI/WHO
workshop report. Washington: National Institutes of Health/National Heart, Lung, and
Blood Institute, 2001. (NIH Publication No. 2701). < Link

(9) Aguiar L, Mendes A, Pereira C, et al. Biological air contamination in elderly care centers:
geria project. J Toxicol Environ Health A. 2014;77(14-16):944-58.

(10) Mendes A, Bonassi S, Aguiara L, et al.Indoor air quality and thermal comfort in elderly
care centers. Urban Climate. 2014. doi:10.1016/j.uclim.2014.07.005. Epub 2014 Aug 2.



http://www.ehjournal.net/content/10/1/45
http://www.cartasocial.pt/pdf/csocial2010.pdf
http://www.goldcopd.org/uploads/users/files/GOLDWkshp2001.pdf

-

dg Saude

_Estudo do potencial genotdxico do
formaldeido em contexto profissional:
projeto GenFA

Solange Costa’, Carla Costa', Patricia Coelho’, Susana Silva’,
Livia Aguiar’, Beatriz Porto?, Jodo Paulo Teixeira’

solange.costa@insa.min-saude.pt

(1) Unidade do Ar e Saude Ocupacional. Departamento de Satde Ambiental, INSA, Porto.

(2) Laboratorio de Citogenética. Instituto de Ciéncias Biomédicas Abel Salazar,
Universidade do Porto.

_Introdugéo

O Formaldeido (FA) é um dos compostos quimicos mais utiliza-
dos em todo o mundo, apresentando-se, em condi¢gdes normais
de pressao e temperatura, como um géas incolor de odor caracte-
ristico e intenso. A sua aplicacdo é multifacetada e transversal a
praticamente todas as atividades, sendo que a exposi¢do humana
a este composto assume particular importancia a nivel industrial e
no sector da saude, onde é bastante utilizado. Ao longo das ulti-
mas duas décadas varios estudos epidemiologicos revelaram uma
associagdo entre a exposicdo ocupacional a este aldeido e inci-
déncia de cancro nasofaringeo e leucemia (do tipo mieloide) entre
trabalhadores do sector industrial e da satde (1*4). Com base nes-
tes estudos e em dados obtidos em ensaios experimentais com
animais, o estatuto de carcinogenicidade do FA foi revisto pelas
principais agéncias mundiais de salde e recentemente reclassifi-
cado como agente carcinogénico humano (5-7). No entanto, alguns
investigadores defendem que ndo ha dados bioldgicos suficientes
para assumir uma relagao causal entre a exposi¢ao a FA e o risco
de leucemia, dada a reactividade do composto que limitara o seu
efeito ao local de primeiro contacto (nariz e boca) (8-19). O poten-
cial genotdxico do FA esté largamente descrito tanto in vitro como
in vivo, de bactérias até roedores (7). No entanto, em estudos de
biomonitorizagdo humana, o caracter genotoxico do FA é inconclu-
sivo, e carece de mais investigacdo em especial no que concerne
ao seu efeito em tecidos distantes do local de absorgéo. Varios
estudos, nacionais e internacionais, apontam os laboratoérios de
anatomia patolégica como sendo um dos cendrios ocupacionais
em que os trabalhadores estéo expostos a niveis de FA que exce-

dem os valores limites regulamentados (11-15). Nestes laborat6-
rios decorrem atividades que implicam a libertac&o de vapores de
FA pela utilizacao de formol (solugdo aquosa de FA). Este produto
é um fixador de tecidos bastante eficiente, sendo, por isso, o elei-
to em procedimentos de rotina anatomopatoldgicos. A principal via
de entrada do FA no organismo é a inalatéria, atingindo sobretudo
as vias respiratdrias superiores.

_Objetivo

O objetivo do presente estudo foi avaliar a exposi¢do ocupacional
a FA em profissionais dos Servicos Hospitalares de Anatomia Pa-
toldgica, utilizando para isso uma abordagem multipla de modo a
relacionar diferentes tipos de biomarcadores de dose ¢ efeito. A
integracao dos resultados dos diferentes biomarcadores estuda-
dos permitir-nos-a investigar a relagao entre a exposi¢ao ao FA e
possiveis efeitos bioldgicos adversos, consequentes da exposi-
¢éo profissional a este composto. O conjunto de dados reunidos
contribui para a caracterizagdo da exposi¢cdo a FA num contexto
profissional especifico, podendo, deste modo, revelar-se particu-
larmente Util para reforcar a necessidade de alterar as préaticas de
trabalho de forma a salvaguardar a saude dos profissionais. Por
outro lado, a informagao recolhida sera util para as entidades res-
ponséaveis em definir os niveis aceitaveis para a exposi¢ao ocupa-
cional a FA e para 0s servigos que tém a seu cargo a vigilancia da
saude dos trabalhadores.

_Material e métodos

Foi estudada uma populagao de 85 profissionais dos Servigos Hos-
pitalares de Anatomia Patoldgica, expostos ao FA no seu ambiente
de trabalho e 87 individuos com historial ocupacional de néo ex-
posicdo ao FA e com caracteristicas demograficas, de idade, sexo,
habitos tabagicos e dieta semelhantes ao grupo exposto.

As caracteristicas sociodemograficas dos dois grupos estudados,
controlo e exposto, estdo descritas na tabela 1. Todos os individuos
que aceitaram participar no estudo foram informados e esclarecidos
dos objetivos do trabalho em curso e, apds terem manifestado o seu
consentimento por escrito, respeitando a Declaragéo de Helsinquia
de 1975 revista em 1989 responderam a um inquérito epidemiold-
gico visando a avaliag&o de factores sociodemograficos e outros
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potenciais factores de risco associados com a exposicdo a compos-
tos reconhecidos como cancerigenos (habitos tabagicos, Raios X,
entre outros). Os individuos do grupo exposto responderam, ainda, a
um inquérito contendo questdes relacionadas com a sua actividade
laboral (uso de equipamento de proteccao individual, anos de activi-
dade profissional, entre outros).

Tabela 1: [ Caracteristicas da populagéo estudada.
Género 0.921b
Feminino 67 (77%) 66 (78%)
Masculino 20 (23%) 19 (22%)
Idade (anos) @ 38.9 + 11.0 39.8 + 9.5 0.571¢
Anos de trabalho @ 12.0+ 8.2
Habitos tabagicos
N&o-fumadores 65 (75%) 64 (75%)
Fumadores 22 (25%) 21 (25%)
Anos fumador @ 217 + 1.3 20.4+11.0 0.704¢
Cigarros/dia @ 13.7+6.9 11.0+5.8 0.160¢
Mago/ano @ 14.8411.5 1.2+ 81 0.248¢

aMédia D Teste Qui-quadrado (bilateral) ~ © Teste t- Student  + Desvio padrao

A avaliagcéo da exposicao ocupacional a FA foi realizada pela medi-
¢ao da concentracdo do FA no ar no local de trabalho e pela andlise
de diferentes indicadores biolégicos. Para estimar o nivel de expo-
sicdo do FA nos Servigos de Anatomia Patoldgica recorreu-se a
amostragem continua de ar no posto de trabalho, representativa do
ar inalado pelos trabalhadores e ao célculo da concentragédo média
ponderada (TWA) expressa em ppm, tendo em conta a jornada de
trabalho. Os niveis de acido férmico na urina foram quantificados
(mg/g creatinina), por forma a estudar a sua potencial aplicagao
como biomarcador de dose interna de exposi¢do ocupacional a
FA. O estudo do dano genético foi avaliado em linfocitos do sangue
periférico através de diversos biomarcadores de efeito, nomeada-
mente alteragdes citogenéticas, como formacgao de micronlcleos
(MN) avaliada em 1000 células binucleadas/individuo (%o) e trocas
entre cromatideos irmaos (SCE) analisadas 50 metafases/individuo

e dano a nivel do ADN, mediante o teste do cometa (% de ADN
na cauda). A frequéncia de MN em células da mucosa bucal foi
contabilizada em 2000 células diferenciadas/individuo, a média foi
estimada em 1000. A frequéncia de protusdes nucleares (BNbuds)
também foi analisada nas células da mucosa bucal. As alteracdes
citogenéticas encontram-se entre 0s biomarcadores de efeito mais
utilizados em estudos de biomonitorizagdo humana, estando larga-
mente documentado 0 seu papel como preditores de possiveis
efeitos nocivos na sadde resultantes da exposi¢do a genotoxicos
(16-18) sobretudo do risco de ocorréncia futura de cancro, como é
exemplo a frequéncia de MN em linfécitos humanos (19).

_Resultados

Para o0 grupo de trabalhadores estudados, tendo em conta a jorna-
da de trabalho obteve-se um valor médio de exposi¢éo ao FA de
0.38 + 0.03 ppm. O grupo exposto apresentou em média valores
urinarios de acido férmico (mg/g creatinine) estatisticamente supe-
riores ao grupo controlo (17.46 + 1.33 vs. 11.53 + 0.95), no entanto
nao foi observada associagcdo com os niveis de exposi¢do no ar. Os
resultados obtidos para os indicadores bioldgicos de genotoxicida-
de revelaram que os individuos expostos apresentaram, em média,
maior dano genético comparativamente aos individuos do grupo
controlo. Foi observado no grupo exposto em relagdo ao controlo
um aumento significativo na frequéncia de SCE/célula (5.08 + 0.12
vs. 4.01 £ 0.11) e na % de ADN na cauda, indicador de dano no ADN
(11.67 £ 0.72 vs. 7.50 £ 0.47). Observou-se ainda, nos trabalhadores,
um aumento significativo na frequéncia de MN%. em linfécitos (MNL)
e em células da mucosa bucal (MNB) (grafico 1). Foram encontradas
associagoes (positivas) estatisticamente significativas entre a frequ-
éncia de MN em ambos os tecidos (=0.359, p<0.001), a duragédo
(MN em linfocitos; r=0.277, p=0.011) e 0s niveis de exposi¢do a FA
(MN bucais; r=0.407, p=0.001), o que confirma a sensibilidade des-
te biomarcador para avaliar o efeito genotdxico do FA em individuos
ocupacionalmente expostos. Nas células bucais dos individuos ex-
postos foi também encontrado um aumento significativo de BNbuds
comparativamente com os controlos. Dados recentes indicam que
a formagé@o de BNbuds esté associada ao mecanismo que a célula
usa para remover o material genético amplificado ou em excesso; 0s
BNbuds servem por isso de bicindicadores de amplificagéo genéti-
ca ou de alteragdo de carga genética celular (20),
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Gréfico 1: [ Frequéncia no grupo controlo e exposto de micrond-
cleos em linfécitos (MNL) e de microndcleos (MNB)
e protusdes nucleares (BNbud) em células epiteliais
da mucosa bucal.
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* p<0.001, significativamente diferente do grupo controlo, Mann-Whitney U-test.

_Discusséo e conclusédo

No presente estudo constatou-se que os profissionais dos Servigos
de Anatomia Patoldgica estdo em média expostos a niveis de FA que
excedem valores recomendados internacionalmente (0.3 ppm) e pelo
Comité Cientifico em matéria de Limites de Exposi¢cao Ocupacional
mandatado pela Comissao Europeia (0.2 ppm) (6 21). A exposicéo
dos profissionais a vapores de FA ocorre principalmente durante
0 exame macroscopico das pecas cirdrgicas conservadas em for-
mol (registo das pe¢as) e no despejo desse mesmo formol aquando
da eliminagao das pegas para posterior tratamento como residuos
hospitalares (despejo e lavagem das pecas).

No grupo estudado foi observado um aumento significativo na fre-
quéncia de biomarcadores de dano genético comparativamente
com o grupo controlo. No caso dos MN, o aumento foi observado
quer em células de tecido alvo (boca) quer em células-sentinela
(linfocitos de sangue periférico), tendo sido encontrada uma as-
sociagao positiva e significativa na formagao de MN em ambos 0s
tecidos. Significam estes resultados que o FA inalado induziu o
mesmo tipo de dano no local de primeiro contacto e em células de
circulagao sistémica (linfocitos) o que vem reforcar a plausibilida-
de bioldgica da exposicdo humana a FA induzir dano genotoxico
em outros tecidos para além do tecido de primeiro contacto, no-
meadamente em células-sentinela como os linfécitos.

Face ao exposto, torna-se necessario tomar medidas de controlo. A
primeira abordagem no controlo da exposicao a um produto quimi-
€0 perigoso ¢ analisar a possibilidade da sua substituic@o. Na sua
impossibilidade, devem adotar-se medidas que reduzam ao minimo
0 risco de exposicao profissional, nomeadamente a implementacao
de boas préticas de trabalho e a formacéo dos trabalhadores nes-
ses principios. Os trabalhadores deverdo também ser informados
sobre a correta utilizacdo dos meios de prevengéo (coletiva e indi-
vidual) e sua manutengdo, de modo a minimizar os riscos inerentes
as suas atividades. Paralelamente devera proceder-se a melhorias
nos locais de trabalho nomeadamente no que diz respeito as con-
dicdes de exaustdo, ventilagao e climatizacdo nos laboratérios de
registo e despejo de pecas bem como nas salas de reservas de
pecas (caso sejam usados armarios recomenda-se que sejam venti-
lados). No caso da tarefa de despejo de pecas é possivel reduzir ou
mesmo eliminar a exposicdo por contratagao de servicos especiali-
zados na eliminacado de residuos hospitalares no qual se procede a
entrega dos contentores de reserva. Deve ser também assegurado
um programa de vigilancia da salde dos trabalhadores que permita
uma avaliagdo continua dos riscos na sadde de natureza profissio-
nal e subsidie medidas e acdes preventivas adequadas ao controle
da exposicao.
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_Introdugéo e objetivo

Os pesticidas sdo produtos quimicos, de origem natural ou sinté-
tica, utilizados na eliminagc&o ou controlo de pragas. Ao longo dos
anos, 0s efeitos dos pesticidas tornaram-se um foco de preocu-
pacao ndo so pelas intoxicacdes agudas pelas quais podem ser
responsaveis mas também pelos seus diversos efeitos cronicos
observaveis no ambiente, nos animais e também no Homem. Estes
compostos sao extremamente importantes em diversos sectores

econémicos mas sao maioritariamente utilizados na agricultura (7).

Nos Ultimos anos, a agricultura biologica tem vindo a crescer em
Portugal, assumindo j& um papel relevante no panorama da agri-
cultura portuguesa. Neste tipo de agricultura, o uso de produtos
fitofarmacéuticos é fortemente restringido pelo que se espera que
este tipo de agricultura tenha um impacto diferente nao s6 nos pro-
dutos e no ambiente, como também no agricultor. Até agora, foram
apenas publicados estudos relativos a qualidade do esperma de
individuos envolvidos em agricultura tradicional e bioldgica mas 0s
resultados obtidos mostraram-se contraditérios (2. %),

O objetivo deste trabalho foi de avaliar o dano genético em traba-
lhadores de agricultura bioldgica e de agricultura tradicional recor-
rendo a biomarcadores de efeito.

_Material e métodos

Os individuos que constituem os grupos de agricultores (bioldgica
e tradicional) foram contactados através de associagdes de agri-
cultores. Os individuos da populagao controlo (com caracteristicas
demograficas, de idade, sexo, estilos de vida e habitos tabagicos,
semelhantes aos restantes dois grupos) foram selecionados entre
individuos com historial ocupacional de n&o exposi¢éo a estes com-

postos. Todos os individuos participaram de forma voluntéria e ma-
nifestaram o seu consentimento informado por escrito.

Os participantes responderam a um questionario visando a avaliagao
de fatores demograficos e sociais e outros potenciais fatores de risco
associados com a exposi¢do a compostos reconhecidos como can-
cerigenos (habitos tabagicos, raios X, entre outros). Em simultaneo,
foi colhida uma amostra de 10 mL de sangue para o doseamento dos
biomarcadores de genotoxicidade. As amostras foram codificadas e
imediatamente transportada para o laboratério.

O ensaio de microntcleo em linfécitos (MNL) foi realizado de acordo
com o previamente descrito por Teixeira et al.,, 2004 (). Na anlise
de microntcleos em reticuldcitos (MN-RET) seguiu-se o protocolo
descrito em Costa et al,, 2011 (%), O teste de aberragdes cromos-
somicas (AC) e teste do cometa foram realizados conforme apre-
sentado por Roma-Torres et al., 2006 () e Costa et al., 2008 (7),
respetivamente. Na andlise de resultados do teste do cometa, foi
analisado o indicador intensidade da cauda (IC).

_Resultados e discusséo

As caracteristicas sociodemograficas dos trés grupos estudados,
estdo descritas na tabela 1. Nos trés grupos, a média de idades e
a proporcéo entre homens e mulheres e fumadores e ndo-fuma-
dores mostrou-se semelhante. Conforme apresentado na tabela, o
grupo de trabalhadores incluidos no grupo de agricultura tradicio-
nal, embora com idade semelhante a do grupo de agricultura bio-
l6gica (cerca de 40 anos), apresenta um histérico de trabalho na
atividade agricola muito superior (22.7 anos vs. 9.5 anos). De refe-
rir que o grupo de agricultura tradicional era constituido por indi-
viduos expostos a diferentes pesticidas durante a sua atividade.

Os resultados obtidos para os indicadores de genotoxicidade estdo
apresentados na grafico 1. No seu conjunto os trabalhadores da
agricultura bioldgica apresentaram niveis de dano genético simila-
res ao grupo controlo, exceto no teste do cometa. Os dados deste
indicador revelaram niveis de dano genético mais elevados em indi-
viduos controlo do que nos individuos do grupo de agricultura bio-
l6gica. Uma vez que o teste do cometa fornece informagéo acerca
das quebras temporarias nas cadeias de ADN que, em circunstan-
cias normais, s&o reparadas em poucas horas antes de se fixarem
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Tabela 1: [ Caracteristicas da populagio estudada.

Grupo Controlo Grupo Agricultura biologica Grupo Agricultura tradicional
(n=61) (n=36) (n=85)

39.6 + 14.5
(18-68)

40.0+12.2
(18-63)

|dade (anos)2 39.5 £12.3
(19-61)
Sexo
Homens 26 (42,6 %)
Mulheres BETA%

17 (47,2 %) 43 (50,6 %)

19 (52,8 %)

Habitos tabagicos

Fumadores 11 (18,0 %)

Nao-fumadores 50 (82,0 %)

5 (13,9 %) 5 (5,9 %)

31 (86,1%) 80 (94,1 %)

Tempo de exposicao? -

9.5+12.3 22.7£16.2

@média + desvio padrao (intervalo)

Nivel de dano genético

Grafico 1: [ Dano genético nos diferentes grupos estudados.

L Controlo

L Agricultura biolégica L Agricultura tradicional

MNL (%o)

MN-RET (%) IC (%)

Biomarcadores de efeito

As barras representam o erro padrdo da média; * P<0.05, diferenca estatisticamente significativa relativamente

ao grupo controlo, teste U de Mann-Whitney.

como mutagles, estes resultados mostram que, aparentemente,
estes individuos apresentam menor exposicao a compostos geno-

toxicos do que os individuos controlo mesmo que a longo prazo, 0s
niveis de dado genético sejam semelhantes (como evidenciado nos

dados obtidos por MN e AC). De facto, os trabalhadores de agricul-
tura bioldgica n&o estao expostos a pesticidas de origem sintética e,
em geral, apresentam estilos de vida mais saudaveis. Ao longo dos

anos, diferentes estudos tém tentado associar a ingestao de alimen-
tos organicos a uma melhoria do estado de satide do consumidor (¢)
mas os resultados mantém-se inconclusivos ().

Por outro lado, os resultados obtidos confirmam o potencial ge-
notdxico dos pesticidas em contexto ocupacional. O aumento na
frequéncia de MNL, AC e IC aqui observado esté de acordo com
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o previamente descrito por outros autores (1014). Os dados ob-
tidos indicam ainda que a exposicao a pesticidas pode ser res-
ponsavel por dano em células hematopoiéticas uma vez que se
observou um aumento na frequéncia de MN em reticulécitos.

_Concluséo

Neste estudo, diversos biomarcadores foram utilizados para avaliar
a influéncia de diferentes tipos de sistemas agricolas nas alteracées
genéticas dos trabalhadores. Os resultados obtidos comprovam que
0s pesticidas sdo capazes de induzir genotoxicidade e que, em geral,
o0s individuos que praticam agricultura biologica apresentam niveis
semelhantes de dano genético aos individuos controlo n&o expostos
mas significativamente inferiores aos que praticam agricultura tradi-
cional, indicando que 0 estado de saude dos trabalhadores agricolas
pode ser influenciado pelo tipo de agricultura que praticam.

Devido ao ndmero de individuos incluido em cada grupo, este re-
sultado precisa ser interpretado com cautela, sendo necesséria
uma investigagao mais aprofundada sobre 0 assunto para confir-
mar esta concluséo.
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_Introdugéo

Os nanomateriais manufaturados (NMs), isto é, fabricados de-
liberadamente para fins especificos, apresentam propriedades
fisico-quimicas unicas como a dimensao, area superficial ou fun-
cionalizacao, que lhes conferem carateristicas mecanicas, éticas,
elétricas e magnéticas muito vantajosas para aplicacdes indus-
triais e biomédicas. A titulo de exemplo, salienta-se a utilizagdo
crescente de NMs de didéxido de titanio em produtos de cosmé-
tica e higiene pessoal (1) (p.ex., em protetores solares e cremes).
Contudo, a expansao da utilizacdo destes e de outros NMs con-
trasta com a insuficiente avaliagdo de risco para a saude huma-
na e para 0 ambiente, sendo ainda considerados como um risco
emergente para a saude publica(?). Uma das principais preocu-
pacdes relativamente aos efeitos adversos dos NMs é o seu po-
tencial efeito cancerigeno para o Homem.

Num estudo recente, demonstramos que um nanomaterial de dio-
xido de titénio na forma cristalina designada anatase, 0 NM-102 (do
repositério do Joint Research Center; Ispra, Italia), induziu um au-
mento significativo de quebras cromossémicas - detetaveis na for-
ma de micronticleos - em linfécitos humanos expostos ex vivo (3)
nao se tendo, porém, observado um efeito dose-resposta.

_Objetivo

No sentido de prosseguir e aprofundar a avaliagdo da genotoxici-
dade do NM-102, o presente estudo teve por objetivo caracterizar
0s seus efeitos genotoxicos, num modelo animal, utilizando uma

[ wwwinsapt |

abordagem integrada, a qual abrangeu a anélise de varios para-
metros de genotoxicidade no mesmo animal (4).

_Materiais e métodos

Recorreu-se a um modelo de ratinho transgénico contendo o gene
bacteriano LacZ inserido em plasmideo (5). A exposigao a NM-102
(10 e 15 mg/kg) realizou-se através de duas administragdes suces-
sivas (com 24 h de intervalo) de cada dose por via intravenosa (i.v.).
O desenho experimental combinou a analise integrada de varios
pardmetros de genotoxicidade em diversos 6rgdos dos ratinhos,
nomeadamente: anomalias cromossémicas (ensaio do micronu-
cleo) em reticuldcitos de sangue periférico, quebras da cadeia de
DNA (ensaio do cometa) e mutagdes no gene LacZ em células
do baco e do figado. Foram ainda efetuadas analises histologicas
(microscopia 6ptica) e ultraestruturais (microscopia eletrénica de
transmiss&o, TEM) de amostras de tecido hepético, com o intuito
de demonstrar a ocorréncia de exposicao desses tecidos e célu-
las a0 NM em estudo.

_Resultados

A andlise histologica demonstrou, em amostras de tecidos dos ani-
mais tratados com a dose mais elevada de NM-102, uma acumu-
lagdo de nanoparticulas no figado, bem como a presenca de um
processo inflamatério moderado (figura 1A-C).

A analise ultraestrutural (TEM) revelou a presenca de depdsitos
eletrodensos, compativeis com a acumulagao de NMs no figado
dos animais expostos, independentemente da dose administrada
(figura 1D-E).

Por sua vez, os resultados do ensaio do micronucleo em reticulé-
citos de sangue periférico dos ratinhos ndo revelaram alteragoes
cromossdmicas significativas, 42 h ap6s a segunda administracao
intravenosa (i.v.) de NM-102 (grafico 1A).

Decorridos 28 dias ap6s a ultima administragdo, n&o se detetou
qualquer aumento do nivel de quebras de cadeia simples ou dupla
de DNA (ensaio do cometa), tanto no figado como no bago dos
ratinhos expostos a 10 ou 15 mg/kg de NM-102 (grafico 1B). Ve-
rificou-se também que ndo houve indugao de mutacdes no gene
LacZ nos mesmos 6rgaos dos ratinhos expostos (grafico 1C).
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Figura 1A-F: [ Microfotografias do figado de ratinhos expostos a NMs.

(A) Controlo negativo com hepatécitos normais (hp). (B) Figado de ratinho exposto a 15 mg/kg de NM-102 exibindo aglomera-
dos de nanomateriais no interior de hepatdcitos (setas largas). (C) Figado de ratinho exposto a 15 mg/kg de NM-102
evidenciando aglomeragéo de células inflamatérias (entre setas), no interior das quais se podem encontrar aglomerados de
nanomateriais (seta larga). Hn: nicleo hepatocitico; vn: vénula; er: eritrécitos. Escala: 25 um. (Créditos: Pedro M. Costa,
IMAR e INSA). (D a F) Microfotografias de TEM mostrando depdsitos de NMs no interior das estruturas celulares de hepatéci-
tos de ratinhos expostos a NMs. m: mitocondria; LY: lisossoma. Escala: 0.2um (Créditos: Elsa Alverca, INSA).

Média de MNRet/1000 Ret

Gréfico 1A-C: 1 Resultados dos ensaios de genotoxicidade em érgéos de ratinhos expostos a NM-102.
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(A) Ensaio do micronucleo em sangue periférico, 42 h apés exposigao; (B) Ensaio do cometa em células do bago e do figado, 28 dias apos
exposigao; (C) Ensaio de mutacdes no transgene LacZ, 28 dias ap6s exposicao; MNRet - reticulocitos micronucleados; Ret- reticuldcitos.
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_Conclusdes

A investigacao da genotoxicidade do didxido de titanio nanopar-
ticulado - NM-102 - recorrendo a uma abordagem integrada num
modelo de ratinho transgénico disponivel no Instituto Nacional de
Saude Doutor Ricardo Jorge, contribuiu para a evidéncia de que
este nanomaterial ndo induz efeitos genotdxicos a nivel sistémico,
nas condicdes experimentais descritas. Salienta-se o facto de ter
sido demonstrada a exposigao interna e a acumulagdo do NM no
figado (4). Estes resultados negativos estdo em concordancia com
0s da maioria dos estudos publicados sobre a genotoxicidade de
NMs de diéxido de titanio na forma cristalina anatase (6:7), embora
estejam descritos também alguns resultados positivos para este
tipo de NMs (8 9),

Apesar dos resultados negativos dos estudos de genotoxicidade
realizados, a observacdo de uma resposta inflamatéria modera-
da em tecidos hepaticos sugere a possibilidade de ocorréncia de
genotoxicidade secundaria in vivo, envolvendo inflamag&o. Reco-
nhece-se que esta resposta tecidular leva a producéao de espécies
reativas de oxigénio que poderdo conduzir, ainda que secundaria-
mente, a formagao de lesdes no DNA, ap6s exposi¢do aos NMs.
Assim, considerando a biopersisténcia do NM no organismo e o
efeito inflamatério moderado observado, importa ainda investigar
se ocorrerd genotoxicidade secundaria, que venha a revelar-se
apenas ap6s uma exposicdo mais prolongada a estes nanoma-
teriais. Para além deste aspeto, a inflamacéo observada sugere
ainda que o eventual desenvolvimento de processos cancerige-
nos por mecanismos nao genotoxicos deverd ser investigado futu-
ramente.
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_Introdugéo

As nanoparticulas superparamagnéticas de 6xido de ferro (SPION)
s80 promissores agentes de contraste em ressonancia magnética
podendo vir a melhorar significativamente o diagndstico de diver-
sas doencas entre as quais cancro, doencas cardiovasculares e
neurolédgicas. Diferentes tipos de SPION, tais como, as Feridex
IV®, Resovist®, Combidex®, Lumirem® e Clariscan™ chegaram
mesmo a ser introduzidas no mercado internacional como agentes
de contraste, mas todas foram entretanto retiradas do mercado,
exceto as SPION Lumirem®. Para além da utilizagao como agen-
tes de contraste, as propriedades superparamagnéticas destas
nanoparticulas potenciam também a sua aplicagdo para a entrega
localizada de farmacos (+2) e destruicdo direcionada de tecidos
tumorais através de hipertermia (3:4).

Apesar dos possiveis beneficios e promissoras aplicacoes das
SPION, ainda sdo pouco conhecidos os efeitos destas nanoparticu-
las no sistema nervoso humano, pelo que se considera necessaria
a avaliacdo da toxicidade destas nanoparticulas em linhas celulares
do sistema nervoso humano (5.

Com este estudo, pretende-se avaliar 0s possiveis efeitos citotd-
Xicos e genotoxicos de nanoparticulas de 6xido de ferro (Fe 30y,
magnetite) revestidas por silica (ION-S) numa linha celular humana
de origem neuronal (SHSY5Y).

_Material e métodos
A caraterizagao fisico-quimica das ION-S foi efetuada por dispersao

din@mica da luz (DLS) para determinagao do tamanho e estabilidade
da suspensao, e microscopia eletronica de transmissao (TEM) para
andlise do tamanho primario. O tamanho hidrodinamico e poten-
cial zeta foram determinados em suspensdes preparadas em agua
e meio de cultura celular.

O cultivo da linha celular e preparacéo das células para os trata-
mentos com ION-S foram realizados de acordo com o procedi-
mento descrito por Valdiglesias et al., 2013 (6),

As células SHSY5Y foram expostas a diferentes concentragoes de
ION-S (5-300 pg/mL), preparadas imediatamente antes do trata-
mento, em meio de cultura, durante trés tempos de exposi¢éo (3,
6, 24 h). A viabilidade celular foi avaliada apds o periodo de expo-
sicdo através do ensaio MTT (7); uma solugéo Triton X-100 a 1%
foi utilizada para controlo positivo.

A avaliagdo da genotoxicidade foi efetuada recorrendo ao teste do
cometa, tendo sido analisados 4 niveis de concentragédo (10, 50,
100 e 200 pg/mL) e dois periodos de exposicao (3 e 24 h). O ensaio
foi executado de acordo com anteriormente descrito em Costa et
al. 2008 (8), tendo sido utilizada bleomicina 1 ug/mL como contro-
lo positivo. Para cada condigcdo experimental foram realizadas trés
experiéncias independentes (com trés replicas por experiéncia).

_Resultados e discusséo

Os resultados da caracterizagao fisico-quimica das suspensoes
de ION-S estéo apresentados na tabela 1. A analise TEM mostrou
que as nanoparticulas em estudo apresentam um tamanho de cer-
ca de 20 nm. Em dispersao, verificou-se que o tamanho das ION-S
em agua é semelhante ao seu tamanho em meio de cultura celular
(cerca de 100 nm). Relativamente ao potencial zeta, o valor abso-
luto em meio de cultura é bastante inferior ao valor absoluto obtido
em agua ultra pura, o que traduz uma diminuigéo da estabilidade
nas ION-S neste meio.
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Tabela 1: [] Caracterizagéo fisico-quimica das nanoparticulas em estudo.

{ ION-S

Tamanho primario (nm)*

10.0 + 2.1 (ndcleo)

20.2 + 2.9 (nucleo e revestimento)

ION-S em agua Tamanho hidrodindmico (nm) 93.3+0.5
(300 pg/mL)* Potencial zeta (mv) -31.8 + 24 (pH=7.79)
Tamanho hidrodinamico (nm) 1111141

ION-S em meio de cultura
(300 pg/mL)*

Potencial zeta (mv)

410.3 + 1.1 (pH=8.14)

* média + desvio padrdo

O gréafico 1A apresenta os resultados obtidos no ensaio MTT. A
andlise da correlagdo entre a viabilidade celular e a dose de exposi-
¢ao mostra uma diminuic@o na viabilidade celular estatisticamente
significativa apenas para o periodo de exposicao de 24 h. No en-
tanto, mesmo para a dose mais elevada (300 pg/mL), a viabilidade
celular manteve-se acima dos 80% confirmando a sua biocompati-
bilidade, & semelhanca do que j& foi descrito por outros autores (9).

Tendo em consideragdo estes resultados, foram selecionadas 4
concentragdes e dois periodos de exposicao para a avaliagdo da
genotoxicidade pelo teste do cometa. Os resultados obtidos estéo
representados no grafico 1B e mostram que doses nao citotdxi-
cas de ION-S (100 e 200 pg/mL) induzem um aumento significativo
no nimero de quebras no ADN ap6s 3 h e 24 h de exposicao.

Grafico 1: [/ Toxicidade de ION-S na linha celular SHSY5Y. (A) Viabilidade celular avaliada pelo ensaio MTT (correlagdo de Spearman) e

(B) dano genético avaliado pelo teste do cometa.
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A andlise da literatura cientifica relativamente ao potencial genoté-
xico das SPION (analisado pelo teste do cometa) revela resultados
contraditorios (5). A semelhanca do que descrevemos, alguns au-
tores apresentam um aumento nos niveis de dano genético em
células humanas apés exposicao a SPION (10.11) mas a maio-
ria das publicagdes aponta para resultados negativos (12-14). E
importante referir que o teste do cometa deve ser validado para
andlise da genotoxicidade de cada tipo de nanoparticula antes de
se efetuar o ensaio, de forma a excluir possiveis interferéncias que
poderao enviesar os resultados (esta analise foi realizada no pre-
sente trabalho, tendo-se verificado que as ION-S nao interferiam
com a metodologia experimental do ensaio).

Concluséo

Os resultados aqui descritos sugerem que ION-S estudadas séao
biocompativeis mesmo nas concentracdes mais altas em estudo.
No entanto, a analise da genotoxicidade mesmo a concentracdes
baixas mostra que estas nanoparticulas sdo capazes de induzir
dano genético nas células expostas.

Este dado vem reforcar a necessidade de uma andlise exaustiva da
toxicidade de SPION desenvolvidas para aplicagbes biomédicas.
Futuros estudos devem incluir uma bateria de ensaios bioldgicos
que oferecam informacéo relativa aos mecanismos de toxicidade
que estdo na base dos efeitos aqui observados.
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_Introdugéo

A alimentac@o infantil comercial desempenha um papel impor-
tante na dieta de lactentes e criangas jovens, dado serem uma
das fontes de nutrientes durante os primeiros meses de vida (1),
Os lactentes e criancas jovens sdo um grupo vulneravel relativa-
mente a ingestao de contaminantes quimicos através da alimen-
tacdo, umavez que tém uma taxa metabdlica elevada e uma dieta
composta por um nimero restrito de alimentos. A presencga de
metais pesados na alimentagao infantil pode causar efeitos ad-
versos na saude de lactentes e criancas jovens. O mercurio é um
contaminante quimico cuja ac¢ao sobre o sistema nervoso cen-
tral pode conduzir a danos permanentes (2). E também nefrots-
xico e imunotoxico, e a exposicdo mesmo que em niveis baixos,
podera causar efeitos adversos em qualquer periodo do desen-
volvimento. Em situagéo ideal nenhuma crianga ou adulto deveria
estar exposto a mercUrio uma vez que esta substancia nao traz
qualquer beneficio fisioldgico (3.

_Objetivo

O presente estudo teve como objectivo a determinagéo dos teores
de mercurio total em amostras de alimentacéo infantil comercial,
de producao bioldgica e convencional e avaliagdo da exposi¢ao de
criancas ao mercurio, através do consumo destes alimentos.

_Materiais e métodos

Neste estudo foram analisadas 87 amostras de alimentagao infantil
comercial, onde se incluiram produtos a base de cereais, formulas
infantis e refeicdes preparadas. A determinagao de mercurio total foi

efectuada em analisador directo de merctrio DMA8O (Milestone®)
baseado no principio da decomposi¢ao térmica, amalgamagdo e
detecdo por espectrometria de absorcao. Foi ainda determinada a
ingestao semanal de mercurio total utilizando os dados de consumo
e peso corporal de um grupo de criancas alemas (4), (na auséncia
de dados da populagéo portuguesa) e a mediana (P50) e os percen-
tis 90 (P90), 95 (P95) e 99 (P99) dos teores de mercurio total para
cada grupo de alimentos, originando diferentes cenarios de exposi-
¢ao, tal como recomendado pela EFSA (European Food Safety Au-
thority). Os valores de P90, P95 e P99 correspondem a exposicoes
a elevadas concentragdes de mercurio total. A avaliagdo da expo-
sicdo foi efetuada por comparacao dos valores de ingestdo obti-
dos relativamente ao valor de ingestao semanal provisoria toleravel
(PTWI) recomendado pela Comisséo Conjunta de Peritos em Adi-
tivos Alimentares da FAO/WHO (JECFA) que é de 4,0 ug/kg™ peso
corporal.semana (ug/kg'pc.sem).

_Resultados e discussao

A tabela 1 apresenta os resultados obtidos para os teores de
mercUrio total em alimentagéo infantil tendo-se verificado valo-
res quantificaveis em 50 das 87 amostras analisadas. A mediana
dos teores de mercurio total determinados para cada grupo foi de
0,50 pg/kg " para produtos & base de cereais, 0,50 ug/kg ™' para
formulas infantis e 0,40 pug/kg™' para refeicdes preparadas. Nos
grupos “férmulas infantis” e “refeicdes preparadas” néo foram
encontradas diferengas estatisticamente significativas entre as
amostras de produgao convencional e as de producéo biolégica.

Pelo contrario, no grupo dos produtos a base de cereais foram
encontradas diferengas estatisticamente significativas relativa-
mente ao modo de producao (p < 0,005). No grupo dos produtos
a base de cereais verificou-se que as amostras com teores mais
elevados de mercurio total continham arroz como ingrediente pre-
dominante. Os produtos a base de cereais de produgao bioldgica
continham um maior nimero de amostras com arroz na sua com-
posigao, podendo assim eventualmente considerar-se que a con-
centrac@o mais elevada de mercurio total estara relacionada com
a presenca de arroz e n&o com o0 modo de produgao.
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Tabela 1: [ Teores de mercurio total em alimentagéo infantil, em produtos de origem biolégica e
convencional comercializados na regido de Lisboa (n=87).

Mercrio total (ug/kg™)

) Amostras (n)
Alimentos infantis

L]
Produtos a base de cereais 0,50
Convencional 12 8 4 0,29 0,15-2,20 0,001
CBolgico w o1 1w 160 0s6-290
Formulas infantis 0,50
Convencional 13 3 10 0,64 0,19-0,85 0,069
Bolsgeo 6 5 1 02, ot5-081
Refeicdes preparadas 0,40
Convencional 24 14 10 0,29 < LOD - 13,00 0,319
Biolbgico 8 6 | 12 050 <lop-1986

Min - Teor minimo obtido por analise no DMA80; Max - Teor maximo obtido por anélise no DMA8O;
n - nimero de amostras analisadas; LOQ (Limite de Quantificagéo) - 0,29 ug/kg-T;

LOD (Limite de Detecéo) - 0,10 ug/kg-'; @ Teste de Mann-Whitney

A tabela 2 apresenta a estimativa da ingestdo de mercurio total
considerando diferentes cenarios de exposicao. Para P50, foi deter-
minada uma ingestao situada entre 0,010 e 0,014 pg/kg™'pc.sem™
(0,2% e 0,4% do PTWI recomendado) para produtos a base de ce-
reais, entre 0,017 e 0,064 pg/kg'pc.sem™ (0,4% e 1,6% do PTWI)
para as formulas infantis e entre 0,032 e 0,075 ug/kg'pc.sem
0,8% € 1,9% do PTWI) para as refeigdes preparadas. Conside-
rando o P99 dos teores de mercdrio total, ou seja, uma situa-
cao de elevada exposicdo, foi determinada uma ingestao de 3,7
ug/kg-1pc.sem' (93% do PTWI), que ndo excede mesmo assim os
valores recomendados.

Tabela 2: ] Estimativa da ingestdo de mercirio através do
consumo de alimentagéo infantil comercial.

Produtos a base de cereais

23,5 0,014
6 7,5 26,5 0,012
9 8,6 30,1 0,012
12 9,4 26,0 0,010

P90 P95 P99
2,80 2,88 2,90
pgkg? | malkg! pglkg’
0,079 0,082 0,082
0,069 0,071 0,072
0,069 0,071 0,071
0,054 0,056 0,056

Formulas infantis

P90 P95 P99

083 0,83 0,85
pglkg? palkg’

3 105,3 0,064 | 0,105 0,105 0,108
6 7,5 67,1 0,031 0,052 0,052 0,053
9 8,6 46,8 0,019 = 0,032 0,032 0,032
12 9,4 449 0,017 = 0,028 0,028 0,028
Refeicdes preparadas

Idade Peso Consumo P50 P90 P95 P99
(meses) corporal med|o 0,40 4,55 11,801 19,561
(gdia™) | poikg! | wolkg? Halkg” palkg”

67,0 0,032 | 0,368 0,954 1,682
6 7.5 1951 0,072 0,829 2,149 3,562
9 8,6 234,3 0,075 | 0,868 2,250 3,730
12 9,4 208,1 0,061 0,705 1,829 3,031

46



Doutor Ricardo Jorge

(, isttuto_Nacional de Saude Observagoes_ Boletim Epidemiolégico

_Conclusdes

Os resultados deste estudo mostram que os produtos destinados
a lactentes e criancas jovens apresentam niveis reduzidos de con-
taminag&o com mercurio total. Dada a elevada suscetibilidade dos
lactentes e criancas jovens a esta substancia é importante manter
uma selecao de matérias-primas que permitam reduzir a presenca
de mercurio total nos alimentos comercializados, bem como, ava-
liar a necessidade de estabelecer limites legislados para os teores
de mercurio total na alimentacdo infantil. Seré ainda de todo o inte-
resse avaliar a exposic@o a mercurio total com base em dados de
€onsumo reais para criangas obtidos em Portugal.

Artigo adaptado de: Martins C, Vasco E, Paixao E, et al. Total mercury in
infant food, occurrence and exposure assessment in Portugal.
Food Addit Contam Part B Surveill. 2013;6(3):151-7.
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_Introdugéo

Atualmente, a estratégia de avaliagao de risco das plantas geneti-
camente modificadas (GM) destinadas a alimentagcdo humana e/ou
animal, é focada na identificagdo das semelhancas/diferencas
existentes entre a linha GM, em avaliagdo, e a linha ndo genetica-
mente modificada que Ihe deu origem (“conventional counterpart”)

(1), Um dos pontos mais importantes nesta avaliagao é a escolha
do controlo mais adequado.

As potenciais diferencas inesperadas encontradas entre uma dada
planta geneticamente modificada e o seu controlo podem: a) dever-
se a expressao do transgene inserido; b) ocorrer como consequéncia
de alteracbes epigenéticas ou disrupcoes/rearranjos na sequéncia
do DNA provocadas pela insercdo do transgene; c) dever-se ao
stress provocado pelos procedimentos de cultura in vitro necessaria-
mente utilizados durante o processo de transformagao.

O desafio é encontrar controlos que permitam avaliar os potenciais
efeitos inesperados provocados pelos incidentes referidos em a) e
b), néo tendo em consideracdo os potenciais efeitos inesperados
atribuidos aos procedimentos de cultura in vitro, na medida em que
esta ultima é uma ferramenta n&o controversa, largamente utilizada

na propagacao clonal e nas estratégias de melhoramento de plantas.

No guia da EFSA (European Food Safety Authority) para a selegao
dos controlos a utilizar na avaliagéo de risco das plantas genetica-
mente modificadas (?), ¢ considerada a utilizagao de linhas segre-
gantes negativas, ou seja, linhas homozigoticas que ndo contém

0 transgene, obtidas por auto polinizagéo de linhas transgénicas
heterozigoticas ou por polinizac&o cruzada entre estas e as linhas
controlo convencionais.

Alguns investigadores sugerem que 0s segregantes negativos sao
controlos mais adequados que as plantas convencionais ndo ge-
neticamente modificadas, na medida em que permitem descontar
as diferencas promovidas pela cultura in vitro. No entanto, outros
alegam que os potenciais impactos da modificagao genética nao
podem ser completamente avaliados utilizando apenas os segre-
gantes negativos como controlos, na medida em as potenciais
alteracdes genéticas/ epigenéticas promovidas pela insergao do
transgene podem persistir nestas linhas.

Resumindo, a utilizagdo dos segregantes negativos como controlos
na avaliagao de risco das plantas GM podera conduzir ao desconto
das alteragbes genéticas/epigenéticas promovidas pela insergao
do transgene. Neste caso diferengas inesperadas que deveriam ser
avaliadas serdo impossiveis de analisar. Por outro lado, a utilizagéo
das linhas ndo GM convencionais, como controlos, ndo permitira
descontar as diferengas promovidas pelo processo da cultura in
vitro. Estas alteragdes, apesar de ndo serem consideradas um
risco, ndo poderao ser excluidas da avaliagao.

A questéo é saber qual destes fatores, cultura in vitro ou insergao
do transgene, tem maior impacto nas alteragdes inesperadas.

_Obijetivo

Este estudo teve como obijetivo principal compreender a relevancia
da presenca do transgene, das alteragOes genéticas/ epigenéticas
induzidas pela inser¢do do mesmo e da cultura in vitro, nas diferen-
cas inesperadas encontradas entre uma dada planta transgénica e
seu controlo.

_Métodos

"Multiplex fluorescence 2D gel electrophoresis” acoplada a espec-
trometria de massa: utilizdmos estas técnicas para caracterizar o
proteoma de trés linhas de arroz (Oryza sativa L. ssp. japonica cv.
Nipponbare): um controlo convencional, uma linha transgénica T,
e uma linha segregante negativa (NSp) descendente de uma linha
transgénica diferente (Ty) (figura 1).
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IV-Alteragbes promovidas pela cultura in vitro; APITa- Alteragcdes promovidas pela insergao do transgene a; APITp- Alteragdes promovidas
pela insercdo do transgene b; ta- Diferencas promovidas pela expressdo do transgene a; tp- Diferencas promovidas pela expressdo do
transgene b; g(Ci), f(Ci)- Fungdes que transformam cada um dos elementos dos controlos (Ci-spots proteicos) nos elementos de Ta ou NSp
(spots proteicos), respetivamente. As linhas analisadas neste estudo estao representadas a vermelho. As trés linhas em teste (C, Ta €
NSp-Oryza sativa L. ssp. japonica cv. Nipponbare) foram crescidas nas mesmas condigdes por duas geragdes antes da experiéncia.

_Resultados

A cultura in vitro é o fator que mais contribui para as diferengas
entre as plantas transgénicas e os seus controlos

Neste estudo selecionamos 81 spots com abundancias diferenciais
(spots com diferencas de abundancia relativa >1,5; ANOVA valor de
p <0,05 e p- ajustado por “False Discovery Rate” (ou g) <0,05 entre
pelo menos dois dos trés grupos em teste- figura 2).

Destes 81 spots, 72 (88,9%) tiveram abundancias diferenciais, tanto
na linha T, como na NSy, vs. C. Adicionalmente, 49 destes 72 spots
revelaram também uma alteragéo de abundéancia >1,5 tanto na linha
T, como na NSy, vs. controlo. Em contraste, apenas 7 spots (8,6%)
apresentaram abundancia diferencial entre as linha T, vs. NSy e
apenas 1 (1,2%) destes 7 apresentou uma diferenca de abundancia
relativa>1,5 (quadro 1). Todos os 81 v com abundéancia relativa al-
terada apresentaram a mesma tendéncia quando comparando as
linhas T, e NSy, vs. C (abundancia maior ou menor, mas 0 mesmo
perfil em ambos 0s grupos). Estes dados demonstraram claramente
que as linhas T, e NSy, sdo quase idénticas, e distintas do controlo.
A analise de componentes principais (“Principal Component Analy-
sis”) confirmou-o (gréfico 1).

Assumindo que cada inser¢do de DNA origina diferentes alteragdes
genéticas/epigenéticas e, consequentemente, diferentes proteomas,
seria de esperar que o proteoma da linha NSy, fosse diferente do da
linha T, (devido a auséncia do transgene a (t,) e a diferentes altera-
¢Oes promovidas pelo processo de inser¢do do transgene) (figural).
No entanto, verificdmos que o proteoma da linha NSy é muito mais
préximo do da linha Ty, do que do controlo C (quadro 1, grafico 1).
Se representarmos g(Ci) como a fungdo que transforma cada um
dos spots do gel bidimensional representativo da linha C nos spots
do gel bidimensional da linha T, e f(Ci) a func@o que transforma 0s
spots do gel bidimensional da linha C nos da linha NS, podemos
afirmar que estas duas funcdes tém praticamente 0 mesmo impac-
to nos dados de protedmica. Na medida em que 0 Unico aspeto
em comum entre as linhas T, e NS, € que ambas passaram pelo
mesmo processo de cultura in vitro, 0s resultados obtidos parecem
indicar que as alteragdes promovidas pela insercdo do transgene e
a presenga/expressao do mesmo, sdo fatores com menos impacto
no proteoma do arroz que as alteragdes promovidas pelo processo
de cultura in vitro.
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Figura 2: 1 Exemplo de uma imagem de um gel bidimensional (controlo interno).
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Os numeros identificam os 81 spots com abundancias diferenciais que
foram analisados por MS/MS. kDA-Quilodaltons.

Gréafico 1: [ Anélise de componentes principais dos 81 spots selecionados.
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(ou ) <0,05 entre pelo menos dois dos trés grupos em teste.
Quadrado rosa- controlo (C); Circulo amarelo- segregante negativo (NSp); Triangulo azul- linha transgénica (Ta).
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Quadro 1: [ Distribui¢@o dos spots proteicos em grupos e sua identificagdo por MS.
Spot n° Identificagao por MS
4.(1) “Actin-depolymerizing factor 3"
e 9() “Peptidyl -propyl cis-trans isomerase”
E 24 (1) “Glutamine synthetase cytosolic isozyme”
< 30 (1) “Sedoheptulose - 1,7 - bisphosphate precursor”
& 34 (1) “Sqt1”
_ E 36 (1) “Malate dehydrogenase”
N 0 38 (1) “LL- diaminopimelate aminotransferase, chloroplastic- like”
N 2 . 39 (1) “Aminomethyltransferase, mitochondrial-like”
§ = (3) 50 (1) “Pyrophosphate - dependent phosphofructokinase beta subunit”
-c"_Es' = < 52 (1) “Rubisco”
E, § 2 58 (1) “Phenylalanine ammonia- lyase”
e &3 59 (1) “Alanyl - tRNA synthetase, mitochondrial precursor”
) 9, 64,65 (l) “Transketolase 1”
% § 2 Al1-4 20 (1) “Oxygen-evolving complex protein 1”
'g Q 3 spbts 23 (1) “Fructose-1,6 -bisphosphate, cytosolic”
_g - o (4,9%) 25 (1) “Caffeic acid 3-O-methyltransferase”
© =3 37 (1) “RNA binding protein, putative, expressed”
22
©
g ; 2(1) “Rubisco small chain ¢”
> 9, 17,18 (1) “Deoxyglucose -6 -phosphate phosphatise”
% @ 19 (1) “33kDa oxygen evolving protein of photosystem II”
s $ 21 (1) “Chain A, Crystal structure of Class | chitinase”
o 26,27 (1) “Rubisco activase”
o QE, 3 28 (1) “Succinyl - CoA ligase [ADP-forming] subunit beta, mitochondrial”
g. 8 it o 31 (1) “Phosphoribulokinase precursor”
ol g. 2 e 35 (1) “Acetylornithine deacetylase - like”
(=X = e @ 40 (1) “Serine -glyoxylate aminotransferase-like”
f/’ @ : f, 41(1) “Peroxisomal (S) - 2 - hydroxy - acid oxidase GLO1”
o <©® g = 42,43,44 (1) “Alanine aminotransferase”
<>( el = 8 45 (1) “Rubisco large subunit”
o _8 o £ 46 (1) “Malate synthase, glyoxysomal”
<Z( » 8 ] 48 (1) “Chaperonin protein”
o _8 g § 49 (1) “NADP dependent malic enzyme”
S 4 g E 51 (1) “Pyrophosphate - dependent phosphofrutokinase beta subunit”
g g 8 c 53,64,55,56 (1) “Sucrose synthase 1”
% [ < g 60 (1) “Ferredoxin - dependent glutamate synthase, chloroplast precursor”
o € < - 67 (1) “Chaperone protein ClpC1, chloroplastic”
= % § o 68 (1) “Cell division cycle protein 48”
< o ¥ a 79,80,81 (1) “Carbamoy!- phosphate synthetase large chain-like”
v = T A2.1-1 32 (1) “Rubisco activase”
— 2 Ire)
§ S 3 & (ng{’/o)
g s 3
S § & A2.2-1 No MS identification
ey < 2 spot
g h CL (1,2%)
< <
o
o
*g' 14 (1) “L-ascorbate peroxidase 1, cytosolic”
% 22 (1) “GLN1_Orysa Glutamine synthetase root isozyme”
— [ o 29 (1) “Precursor chloroplastic glutamine synthetase”
€ ‘:_ §_ Y 57 (1) “5-methyltetrahydropteroyltriglutamate - homocysteine methyltransferase”
5 g 5-3 66 (1) “Chaperone protein ClpC2, chloroplastic”
§$ 32 B1.1-1 16 (1) “Deoxyglucose - 6 -phosphate phosphatase”
2383 spot
aZgs (129

C - Controlo; Ta - Linha transgénica a; NSp - Segregante negativo b; DAR - Diferenga de abundancia relativa; (1) - Maior abundancia;
(1) - Menor abundancia; A1.1, A2.1, B1.1- ANOVA p<0,05, g<0,05 em NS vs. T, DAR <1,5; A2.2- ANOVA p<0,05, g<0,05 em NS vs. T, DAR =1,5.
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O stress provocado pela cultura in vitro desencadeou uma respos-
ta nas linhas transgénica (T,) e segregante negativa (NSy)

Dos 81 spots com abundancia relativa alterada, apenas 71 foram
possiveis de retirar do gel e analisar por MS. Foram consegui-
das identificagOes para 55 spots, correspondendo a 36 proteinas
diferentes (quadro 1). A maioria destas proteinas sao proteinas
ja descritas como estando associadas com a resposta a diver-
S0S stresses ou associadas a vias metabdlicas que podem ser
ativadas/modificadas como resposta ao mesmo. Estes resulta-
dos nao sdo surpreendentes na medida em que é sabido que as
plantas sujeitas a técnicas de cultura in vitro s&o inevitavelmente

sujeitas a stress (3 4) (corte, choque osmatico, toxicidade por
nitrogénio, desregulagdo hormonal, espaco reduzido, etc.). De
forma a se adaptarem a tais condigdes as plantas desenvolveram
uma série de estratégias que passam por ajustarem uma série de
processos genéticos e bioquimicos. Neste estudo, parece confir-
mar-se que estas adaptagdes podem ser memorizadas ao longo
de varias gerag0es, na medida em que as linhas em teste foram
crescidas nas mesmas condigdes durante duas geragdes antes
do inicio da experiéncia.

E sabido que processos epigenéticos os quais incluem metila-
¢ao de DNA, modificagdo de histonas e “small interfering RNAS”
(siRNAs) sdo processos utilizados pelas plantas na meméria do

stress ao longo das geracoes (5:6).

Implicagdes dos resultados obtidos nas estratégias de andlise de
risco das plantas geneticamente modificadas

Embora se saiba que a cultura in vitro provoca stress, o que ne-
cessariamente leva a modificacdes no transcritoma e proteoma
das plantas, tais alteragdes nunca foram consideradas diferentes
daquelas, por exemplo, provocadas pelo ambiente.

Neste caso particular parece que o stress imposto pelas técnicas
de cultura in vitro (utilizada durante o processo de transforma-
¢éo para obtencéo das linhas T, e Ty, duas geragdes antes deste
estudo) foi o fator com maior influéncia sobre as diferen¢as pro-
tedmicas entre as linhas controlo e T,/NSy.

Considerando uma situagdo hipotética em que as linhas T, e C
(utilizadas neste estudo) estariam a ser comparadas, por proteémi-
ca, numa andlise de risco, diversas diferencas seriam encontradas
que provdmos aqui nao estarem relacionadas nem com a presen-

¢a do transgene nem com as alteragdes epigenéticas provocadas
pela sua insergdo. Estes resultados reforcam a necessidade de
interpretacdo da relevancia bioldgica e significancia toxicoldgica
das diferengas significativas encontradas entre as plantas trans-
génicas e seus controlos. Para além disso se as alteragdes pro-
movidas pela inser¢ao do transgene séo, de facto, negligenciaveis
quando comparadas com as promovidas pelas estratégias de cul-
tura in vitro utilizadas no processo de transformacgao, os segregan-
tes negativos ser@o, em nossa opinido, controlos mais adequados
na andlise de risco das plantas geneticamente modificadas. Estes
controlos permitirdo a analise das diferencas promovidas pela pre-
senga do transgene, descontando as promovidas pela cultura in
vitro (ndo controversa) e pelo processo de insercdo do transgene
(provado aqui ter uma influéncia negligenciavel).

_Concluséo

Demonstramos, neste estudo, que as técnicas de cultura in vitro,
universalmente utilizadas no melhoramento de plantas, podem
originar maiores alteragdes nas plantas que a engenharia genética.
Estes resultados reforcam a ideia de que a existéncia de diferengas
inesperadas entre uma dada planta geneticamente modificada e
seu controlo, ndo implica necessariamente uma preocupacao em
termos de segurancga alimentar. Este trabalho n&o s6 contribuiu
para desmistificar o uso da engenharia genética no melhoramento
de plantas, mas demonstra também a potencial importancia da
utilizagdo dos segregantes negativos como controlos no processo
de avaliagéo de risco das plantas geneticamente modificadas.
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4° Congresso Ibérico de Cianotoxinas
Lisboa, 8-10 julho 2015

0 Congresso Ibérico de Cianotoxinas (CIC) tem a sua quarta edi¢éo
em 2015 em Lisboa, no Pavilhdo do Conhecimento situado no Par-
que das Nagdes, tendo como cenario o rio Tejo.

No seu habitual ambiente informal, o CIC tem permitido congregar
0 conhecimento Ibérico numa area emergente da qualidade hidrica,
apoiando a complementaridade e partilha cientifica entre os dois pa-
ises e promovendo a divulgacao e aproximacao deste conhecimen-
to a realidade e a sua aplicagdo na promogao da qualidade da agua,
dos ecossistemas e da salde das populagdes.

Abordando temas que vao desde a ocorréncia, distribuicao e dina-
mica de episddios t6xicos no ambiente, até & caracterizagdo dos
seus efeitos na salide humana e animal, passando pelas estratégias
de detecdo, prevengao, tratamento e remediacdo de situagdes de
risco e pela abordagem a novos compostos bioativos, nesta edicao
pretendemos dar particular enfoque as novas tendéncias de inves-
tigacdo e desenvolvimento tecnoldgico em cianotoxinas. O 4° CIC
debatera os ultimos desenvolvimentos técnico-cientificos em cia-
notoxinas ocorridos nos dois paises, pondo em contacto agentes
de diferentes areas do conhecimento e de intervencao na qualida-
de da agua, em Portugal e em Espanha.

Encontramo-nos em Lisboa!

4° CONGRESSO IBERICO DE CIANOTOXINAS
www.4cic2015.pro-insa.pt

A Comissao organizadora: Paulo Pereira, Arminda Vilares, Carina Menezes,
Catarina Churro, Elisabete Valério, Elsa Dias, Sérgio Paulino

Laboratério de Biologia e Ecotoxicologia. Departamento de Salide Ambiental, INSA.

Pagina web/incrigdes: www.4cic2015.pro-insa.pt e-mail: 4cic2015@insa.min-saude.pt

INSA disponibiliza modelo de relatério
para uniformizacao de metodologias
face a presenca de materiais contendo
amianto em edificios

Na sequéncia do levantamento de edificios publicos suspeitos de
conter materiais com amianto é imperativo dispor de uma ferramen-
ta unica que permita uniformizar modos de atuagao face aos mate-
riais em presenca e seu risco potencial para a salde humana.
Com este objetivo a Unidade e Ar e Saude Ocupacional do Depar-
tamento de Salde Ambiental do INSA criou um modelo de relato-
rio para ser utilizado nas agdes de identificac@o de risco e orientar
sobre as medidas a tomar.

Mais informacdes e modelo de relatério o Link
Contacto: uaso.lisboa@insa.min-saude.pt
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