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A Saúde Ambiental no século XXI

A saúde é “um estado dinâmico de bem-estar caracterizado  pelo 

potencial físico, 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 

doença. Esta definição permite responder, de forma pragmática e ra-

zoavelmente clara, se uma pessoa pode ser considerada saudável ou 

doente, contrastando com a definição da Organização Mundial de Saú-

de, que vigora desde 1948 e não permite tal distinção. Esta definição de 

saúde revela a importância da medicina preventiva, sendo compatível 

com a Carta de Ottawa, segundo a qual a promoção da saúde consiste 

no “processo que visa criar condições para que as pessoas aumentem 

a sua capacidade de controlar os factores determinantes da saúde, no 

sentido de a melhorar”.

A Saúde Ambiental, enquanto especialidade da Saúde Pública, tem por 

objeto de estudo a Saúde 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 saúde, o Ambiente é um dos gran-

des determinantes da Saúde de uma população.

Estima-se que 24% do peso das doenças, em anos de vida saudáveis 

perdidos, e 23% de todas as mortes (mortalidade prematura) na po-

pulação mundial, são atribuíveis a fatores de risco contidos na matriz 

ambiental. Entre as crianças, no grupo dos 0-14 anos de idade, a per-

centagem das mortes atribuíveis aos fatores ambientais é superior a 

36%. A análise dos riscos no Ambiente é assim fundamental, estudan-

do em primeiro lugar a relação entre a exposição e o efeito e calculan-

do posteriormente os graus de exposição para uma população e para 

um indivíduo, para depois relacionar essas observações com os diag-

nósticos das doenças efetuados no exercício da clínica médica. A pres-

tação de cuidados de saúde deve integrar, portanto, na sua prática as 

relações entre o Ambiente e as doenças.

Também os locais de Trabalho podem conter fatores de risco para a 

saúde humana, sendo necessário medi-los, intervir sobre eles, selecio-

nar os equipamentos mais adequados à proteção da saúde dos traba-

lhadores, em suma, tornar estes locais, também eles, promotores de 

saúde.

Os esforços para prevenir as doenças são sempre preferíveis aos esfor-

ços para as curar. Contudo, verifica-se que são sempre atribuídos or-

çamentos mais importantes ao tratamento da doença e muito menos 

recursos são disponibilizados para a sua prevenção. Para se informar 

e proteger convenientemente as populações, em particular as pessoas 

mais vulneráveis, através de uma adequada comunicação do risco, as 

ações preventivas têm necessariamente de se basear num diagnóstico 

abrangente e preciso da situação dos determinantes da Saúde.

É neste âmbito que o Departamento de Saúde Ambiental (DSA) do Ins-

tituto Nacional de Saúde Doutor Ricardo Jorge (INSA) desenvolve a sua 

atividade, trabalhando as matrizes ambientais e os fatores de risco para 

a saúde. É o caso das águas, da qualidade do ar, designadamente o ar 

interior, e da Saúde Ocupacional. Há um aspecto que convém realçar 

e que se imbrica muito estreitamente com a atividade do DSA. O facto 

dos laboratórios contribuírem para a análise e o diagnóstico de situa-

ções de saúde, tal não significa que haja uma atitude de desresponsa-

bilização por parte do público em geral e das instituições em particular, 

partindo de um pressuposto erróneo de que assim os problemas de 

saúde estão acautelados. Há que haver uma maior motivação 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 lhe são concên-

tricos – os ecossistemas urbano e rural. Não se pode enfatizar os riscos 

ambientais mais globais (como o efeito de estufa ou o buraco de ozono) 

e esquecer os riscos imediatos a que estamos expostos e que estão 

presentes no nosso Ambiente diário. Nesta perspectiva, o DSA cumpre 

o seu objetivo – com uma abordagem técnica e científica fundamenta o 

processo de decisão em matéria de Saúde Ambiental, designadamente 

contribuindo para que os poderes instituídos, desenvolvam as acções 

que lhes competem em termos de Saúde Ambiental. Assim, podem 

ser referidos quatro tipos de ações necessárias e urgentes: uma regula-

mentação adequada, a alocação de meios de coordenação e controlo 

(especificamente do controlo laboratorial), a formação e sensibilização 

de todas as pessoas, incluindo os governantes e realizar a consulta às 

populações sempre que tal se revele como necessário. Neste âmbito, há 

que lançar um olhar crítico sobre a contribuição das Autoridades Locais 

para o Bem-Estar da população. E há que manter sempre presente a 

seguinte interrogação: em que medida a agenda moderna dos poderes 

instituídos inclui a Saúde Ambiental e afeta os seus destinos? 

O caminho para que o Ambiente e o local de Trabalho sejam promotores 

de saúde passa por se reduzirem as desigualdades, congregando a 

vontade política, encorajando a participação comunitária, envolvendo 

as Organizações Não-Governamentais e influenciando a comunidade 

empresarial. Este tipo de ações potencializará a atividade do INSA, pos-

sibilitando que o Departamento de Saúde Ambiental contribua também 

decisivamente para “um estado dinâmico de bem-estar caracterizado 

pelo potencial físico, mental e social que satisfaça as necessidades vitais 

de acordo com a idade, cultura e responsabilidade pessoal”.

António Tavares

Ex-Coordenador do Departamento de Saúde Ambiental do INSA,
atual Delegado de Saúde Regional de Lisboa e Vale do Tejo  

e Professor da Escola Nacional de Saúde Pública
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_Introdução

A água das piscinas pode estar na origem de algumas doenças, 

nomeadamente, otites, conjuntivites, faringites, dermatoses e irri-

tação da pele e mucosas, pelo que é essencial garantir a sua qua-

lidade química e microbiológica.  

Os principais fatores relacionados com uma deficiente qualidade 

da água prendem-se com uma desinfeção inadequada, temperatu-

ra elevada (no caso das piscinas cobertas), insuficiente renovação 

da água e/ou sobre utilização. A contaminação microbiológica tem 

fundamentalmente origem humana enquanto a contaminação quí-

mica tem origem nos produtos utilizados no tratamento, em parti-

cular nos desinfetantes.     

Em Portugal não existe legislação específica que regulamente a qua-

lidade da água de piscinas de uso público, constituindo os únicos 

referenciais o Decreto Regulamentar nº 5/97 de 31 de março, do Mi-

nistério do Equipamento, do Planeamento e da Administração do 

Território (1) que regula as condições técnicas e de segurança dos 

recintos com diversões aquáticas e a Circular Normativa nº 14/DA, 

de 21/08/2009 da Direção-Geral da Saúde (DGS) (2) que estabelece 

o programa de vigilância sanitária de piscinas.

_Objetivo
Com este estudo pretendeu-se caracterizar a qualidade físico-quí-

mica e bacteriológica da água de piscinas cobertas de utilização 

pública com vista a reunir informação relevante para uma adequada 

gestão do risco para a saúde dos utilizadores através da implemen-

tação de medidas corretivas para melhoria/proteção da qualidade 

da água.  

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

venientes de 148 tanques cobertos de utilização pública, localizados 

em vários concelhos do distrito de Lisboa, durante os anos de 2011 

a 2013 e analisadas na Unidade de Água e Solo do Instituto Nacional 

de Saúde Doutor Ricardo Jorge (INSA) em Lisboa. 

Os parâmetros analíticos efetuados foram, na análise físico-química, 

pH, desinfetante residual (cloro ou bromo), condutividade elétrica, 

turvação, cloretos e carbono orgânico total (COT) ou oxidabilidade, e 

na análise bacteriológica, coliformes totais, E. coli, Enterococos, es-

tafilococos totais e produtores de coagulase, microrganismos culti-

váveis a 37ºC e Pseudomonas aeruginosa.

_Resultados 
Verifica-se que na generalidade das amostras os resultados analíticos 

estão de acordo com os requisitos de qualidade definidos na Circular 

Normativa nº 14/DA, de 21/08/2009 da DGS para os parâmetros: de-

sinfetante residual (96%), considerando o intervalo de pH entre 6,9 e 

8,0; turvação (~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 cultiváveis a 37ºC em 24h (95%) (tabela 1). 

Observa-se também, com exceção da turvação e pH, uma gran-

de amplitude e variabilidade de resultados o que reflete variações 

nas características físico-químicas das águas de alimentação dos 

vários tanques estudados, mas sobretudo, variações resultantes 

da deterioração da qualidade da água em função da sua utilização, 

particularmente ao nível dos valores de condutividade e cloretos. 

Esta afirmação é corroborada pelo teor de COT que, de todos os 

parâmetros, é o que apresenta maior percentagem de inconformi-

dades (29%).    

De referir que para o cálculo da média e desvio padrão, os resul-

tados bacteriológicos >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 parâme-

tros, a média e o DV seriam seguramente mais elevados (tabela 1).   

_Avaliação da qualidade da água de 
piscinas: estudo de alguns parâmetros 
bacteriológicos e físico-químicos  
Helena Rebelo, Raquel Rodrigues, José Grossinho,  
Cristina Almeida, Manuela Silva, Cecília Silva, Clélia Costa    
helena.rebelo@insa.min-saude.pt

Departamento de Saúde Ambiental, INSA.
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O estudo da distribuição do número de Estafilococos, Pseudomo-

nas aeruginosa e Microrganismos cultiváveis a 37ºC em função do 

teor de cloro revela não existir uma correlação entre estas duas va-

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

de desinfetante residual, o número destes microrganismos decres-

ce acentuadamente tendendo para zero quando o teor de desinfe-

tante é de 3 mg/L  (gráficos 1-3). 

Tabela 1:      Avaliação geral dos resultados obtidos por parâmetro analítico, de acordo com a Circular 
Normativa nº 14/DA da DGS.

 

Desinfetante residual (mg/L)

Turvação (UNT)

pH

Condutividade  (µS/cm)

Cloretos (mg/L)

Oxidabilidade (mg O2/L)

COT

Coliformes totais

E. col i

Estafilococos totais

Estafilococos coagulase +

Pseudomonas aeruginosa

Enterococos

Microrganismos cultiváveis a 
37ºC (24h)

 

1959

1522

1966

1108

861

582

520

2067

2064

2068

2067

2067

2066

2036

 

< 0,1 - 24

< 0,5 - 8,7

6,4 - 8,4

64 - 9300

15 - 2983

< 0,8 - 14

< 3 - 48

0 - > 80

0 - > 80

0 - > 80

0 - > 80

0 - > 80

0 - > 80

0 - > 300

 

0,5 - 2

≤ 4

6,9 – 8,0

≤ 1500

≤ 500

≤ 6

≤ 6

≤ 10 1

0 1

≤ 20 2

0 1

0 1

0 1

≤ 100 1

 

4

~ 0

8

18

11

7

29

2

2

11

4

7

3

5

 

1,1

0,3

0,3

1299

347

1,8

4,6

7,1

3,8

20

6,6

11

7,8

58

 

1,3

0,6

7.4

1192

274

3,0

5,7

0,9

0,3

8,2

0,7

1,8

0,5

16

N Amplitude Média VI Incumprimentos (%)Desvio Padrão

COT – Carbono Orgânico total; VI - Valor indicativo,  1 Valor l imite,  2 Valor recomendado (Circular Normativa nº 14/DA da DGS)

Gráfico 1:      Distribuição do número de Estafilococos em função do teor de desinfetante residual.
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_Conclusões
Embora em número reduzido, foram identificadas neste estudo al-

gumas amostras de água de piscina com deficiente qualidade o que 

se poderá traduzir em risco potencial para a saúde dos utilizadores. 

O controlo da deterioração da qualidade destas águas depende fun-

damentalmente de uma gestão adequada que combine desinfeção 

e renovação da água ajustadas ao número de utilizadores.

A fim de assegurar a qualidade microbiológica da água, realça-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 eficácia da desinfeção e de implemen-

tar um conjunto de boas práticas 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 dióxido de cloro e o peróxido de 

hidrogénio associado a iões de prata e cobre. O ozono e a radiação 

ultravioleta também podem ser utilizados como adjuvantes da de-

sinfeção com um composto oxidante (cloro ou bromo) (3).

Gráfico 2:      Distribuição do número de Pseudomonas aeruginosa em função do teor de desinfetante residual.

Gráfico 3:      Distribuição do número de Microrganismos cultiváveis a 37ºC (24 h) em função do teor de desinfetante residual.
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_Introdução

As cianobactérias são organismos ubíquos, existindo principalmen-

te em ambiente aquáticos, onde geralmente coocorrem com outros 

microrganismos, como bactérias heterotróficas (1). Em condições fa-

voráveis de luz e nutrientes, as cianobactérias podem crescer rapi-

damente e atingir populações com elevadas densidades celulares 

designadas por florescências ou blooms (2). Estes fenómenos estão 

frequentemente associados à produção de toxinas causando assim 

problemas ecológicos, económicos e de saúde pública. As micro-

cistinas (MC) são 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 presença de ou-

tras bactérias (3). Além disso, Giaramida et al. (1) relataram que a 

exposição à microcistina tem contribuído significativamente para 

a definição da estrutura das comunidades bacterianas e fisiologia 

microbiana dos corpos de água estudados. Isso atribui um papel 

de relevo às cianobactérias tóxicas no controlo da diversidade fi-

toplanctónica e abundância das espécies microbianas. Por ou-

tro lado, existem bactérias capazes de degradar as cianotoxinas, 

como por exemplo a microcistina (1, 3), tendo já sido levantada a 

hipótese de que a presença de bactérias heterotróficas na água 

pode desempenhar um papel importante na limpeza natural des-

sas hepatotoxinas quimicamente estáveis (3). Apesar destas evi-

dências, o verdadeiro papel de cianobactérias e suas interações 

com bactérias heterotróficas ainda é pouco conhecido.

_Objetivos

Por forma a colmatar o desconhecimento que existe relativamen-

te ao impacto das microcistinas em bactérias heterotróficas de 

água doce, pretendeu-se neste trabalho isolar algumas bactérias 

de água doce, algumas coexistindo com cianobactérias tóxicas. 

Após a confirmação da identif icação de isolados, estas bactérias 

foram expostas a três concentrações diferentes de cada uma de 

três 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, Açude 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-

vatório onde geralmente não ocorrem blooms de cianobactérias. 

As amostras foram recolhidas em frascos esteril izados de 1 L e 

transportadas numa mala térmica refrigerada, no escuro.

Isolamento de bactérias 
As bactérias foram isoladas através do espalhamento de 100 µL 

das amostras de água de cada reservatório, usando esferas de vi-

dro esterilizadas, em meio não seletivo Reasoner'2A (R2A). Todas 

as placas inoculadas foram incubadas a 20 ± 2ºC no escuro, para 

impedir o crescimento de cianobactérias, durante quatro dias. Após 

este período, selecionaram-se duas a três colónias individualizadas 

diferentes que foram purificadas em meio Nutriente Agar (NA).

Caracterização e identificação dos isolados
A forma bacteriana foi avaliada microscopicamente, e os isolados 

classificados de acordo com o seu grupo Gram. Para identificar 

molecularmente os isolados, amplificou-se o gene do rRNA 16S, 

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 direções, na unidade UTI-INSA.

Crescimento bacteriano
As bactérias isoladas foram expostas a três concentrações 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 poços. 

As concentrações escolhidas situam-se em valores próximos dos 

normalmente encontrados em ambientes naturais.  

_Impacto das microcistinas no 
crescimento de bactérias aquáticas

  Diana Miguéns, Daniel Salvador, Elisabete Valério
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_Resultados e discussão

Tem-se pesquisado intensamente qual o impacto das microcistinas 

em animais e plantas, no entanto o seu impacto em bactérias, que 

coabitam com cianobactérias de água doce encontra-se ainda por 

esclarecer.

Neste trabalho avaliou-se o impacto de três variantes da MC (-LR, 

-RR, -YR) no crescimento de bactérias heterotróficas isoladas em 

três albufeiras portuguesas, onde frequentemente se observam 

blooms de cianobactérias, algumas produtoras de MC, assim 

como em bactérias isoladas de uma albufeira onde estes fenóme-

nos geralmente não acontecem.

 

Primeiramente procedeu-se à caracterização morfológica das bac-

térias isoladas e à determinação do seu tipo de coloração Gram 

(figura 1).

Os isolados foram de seguida identif icados pelo seu posicio-

namento filogenético construído com base no gene rRNA 16S. 

Os isolados distribuíram-se por três f ilos: Firmicutes (Bacil lus 

sp.), β- proteobacteria (Vogesel la indigofera ), e γ- proteobacte-

ria (Raoultel la terr igena, Aeromonas hydrophila, e Shewanella 

putrefaciens). A diversidade e o tipo de bactérias heterotróficas 

isoladas neste estudo está de acordo com o que já foi descrito 

anteriormente, em habitats onde estas bactérias coabitam com 

cianobactérias (3,6,7).

De seguida, os isolados foram expostos a três concentrações 

diferentes de cada variante da MC, e os efeitos nas curvas de 

crescimento bacteriano foram avaliados (tabela 1). Verif icou-

se que as MC 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 concentração 

usada no mesmo isolado (M1 e M5). 

Em relação às curvas de crescimento dos seis isolados testa-

dos, estas só apresentaram diferenças significativas entre as cé-

lulas expostas às microcistinas e as células controlo no final da 

fase exponencial/início da fase estacionária. Contudo, observou-

Figura 1:      Imagens representativas dos isolados testados.

(A) Aeromonas hydrophyla B6;  (B) Baci l lus sp. M1;  (C) Shewanel la putrefac iens P6;   

(D) Vogese l la ind igofera C4 (são visíveis os grãos de indigotina).
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-se maioritariamente uma diminuição do crescimento bacteriano. 

Não foi observada uma inibição como descrito por Yang et al. (8) 

quando expuseram Escherichia coli a 1000 e 5000 nM de MCRR. 

Porém, as concentrações de toxinas usadas neste estudo, foram 

mais próximas das concentrações inferiores testadas por Yang 

et al. (8), em que não observaram um efeito marcado da exposi-

ção da E.coli a MCRR. A inibição do crescimento bacteriano pelas 

MCs está de acordo com o que Giaramida et al. (1) sugeriram, em 

que as cianobactérias produtoras de microcistinas aparentam ter 

um papel no controlo da população de bactérias heterotróficas 

nos corpos de água doce. 

O isolado de Vogesella indigofera, isolado a partir da albufeira onde 

geralmente não se observam blooms, não sofreu qualquer tipo de 

efeito na presença de cada uma das três variantes de MC (tabela 1). 

Perante este comportamento coloca-se a hipótese de que este iso-

lado possa ser capaz de degradar as MC e por isso não manifestar 

nenhum efeito no seu crescimento na presença das mesmas.

_Conclusões

Este estudo mostrou que as microcistinas-LR, -RR e YR podem 

induzir uma redução no crescimento dum grupo diversif icado de 

bactérias heterotróficas, não patogénicas, isoladas a partir de al-

bufeiras. Este impacto induzido pelas microcistinas pode levar ao 

desequilíbrio da comunidade microbiana existente nos corpos de 

água doce, o que pode ter implicações ambientais e na qualida-

de da água para uso recreativo.
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Tabela 1:      Alterações observadas na fase final da curva de crescimento bacteriano, na presença de 
microcistinas, relativamente ao controlo. 

1 nM MCLR

10 nM MCLR

1000 nM MCLR

1 nM MCRR

10 nM MCRR

1000 nM MCRR

1 nM MCYR

10 nM MCYR

300 nM MCYR

-3,4*

-5,3*

-2,0*

-2,0

-1,4

-5,1

-3,4*

-4,1*

-3,1*

-6,8

-8,7

-3,1

-11,1*

-12,5*

-6,8*

-8,8

-11,3

1,6

-4,9*

-4,4*

-5,1*

-5,5*

-5,8*

-4,3*

-5,2*

-7,5*

-3,7*

-6,3*

-7,4*

-6,8*

-6,5*

-4,9*

-4,7*

-6,2*

-8,2*

1,1

-9,5*

-7,4*

-6,5*

-6,1*

-7,1*

-6,7*

-8,1*

-8,3*

-6,2*

Aeromonas 
hydrophyla 

B6

Aeromonas 
hydrophyla 

M5

Raoultella 
terrigena

P1

Shewanella 
putrefaciens

P6

Vogesella 
indigofera

C4

Bacillus sp. 
M1

% % % % % %

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

0

0

0

0

0

0

0

0

0
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_Introdução

As infeções por Salmonella spp. constituem um problema de saúde 

pública com impacto económico significativo em todo o mundo. O 

género Salmonella inclui duas espécies, Salmonella enterica e Sal-

monella bongori. Ao contrário da espécie S. bongori, a espécie S. 

enterica apresenta seis subespécies: enterica (I), salamae (II), arizo-

nae (IIIa), diarizonae (IIIb), houtenae (IV) e indica (VI) (1).

Como qualquer enterobactéria, a transmissão de Salmonella é 

feita através da via oral-fecal. O seu aparecimento no meio am-

biente está direta e indiretamente associado à contaminação por 

fezes humanas ou animais infetadas, permitindo a entrada na ca-

deia alimentar, através do consumo água contaminada ou da sua 

util ização na produção alimentar, designadamente na irrigação 

de vegetais (1).

Apesar de a origem mais comum das salmoneloses humanas ser 

alimentar, também é possível contrair uma infeção através do con-

sumo de água contaminada ou pelo contacto com superfícies 

contaminadas. A presença de Salmonella no ambiente deve-se à 

sua enorme resistência e capacidade de formação de biofilmes. 

Contudo, os procedimentos atuais de desinfeção do meio ambien-

te são bastante eficazes na sua eliminação, sendo prova disso a 

baixa frequência de casos de febre tifóide em países desenvolvi-

dos (1).

O Laboratório Nacional de Referência de Infeções Gastrintestinais 

do Instituto Nacional de Saúde Doutor Ricardo Jorge (INSA), recebe 

várias estirpes isoladas a nível ambiental, sendo a principal origem 

amostras de água de diferentes proveniências.

_Objetivo

Este estudo tem como objetivo descrever os serotipos de Salmo-

nel la enterica provenientes de amostras ambientais, que foram 

identif icados no Laboratório Nacional de Referência de Infeções 

Gastrintestinais do INSA entre 2002 e 2013.

_Métodos

Foi realizada uma análise 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-

sificação Kauffmann-White-de Minor (2).

_Resultados

Entre 2002 e 2013 foram serotipadas 420 estirpes de Salmonella 

enterica isoladas a partir de amostras ambientais, 347 (82,6%) das 

quais pertenciam à subespécie enterica, 46 (11,0%) à subespécie 

salamae, 24 (5,7%) à subespécie diarizonae, 2 (0,5%) à subespé-

cie arizonae e 1 (0,2%) à 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 

período de tempo (3, 4) (tabela 2).

_Serotipos de Salmonella enterica em 
amostras ambientais, 2002-2013 
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* Informação não facultada ao INSA aquando do envio das estirpes.  

Tabela 1:      Tipo e número de amostras ambientais analisadas, 
2002-2013.

 

Tipo de amostra

Água de zona balnear

Água superficial

Água de piscina

Água para consumo humano

Superfície

Desconhecida*

Total

Nº de amostras

172

105

14

9

9

111

420
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Os dez serotipos mais comuns foram S. Enteritidis (16,4%; 69/420), 

S. Typhimurium (11,4%; 48/420), S. II 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. II 4,5:b:[e,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 frequências de isolamento 

inferiores a 1,7% (gráfico 1).

Tabela 2:      Subtipos e serotipos de Salmonella enterica identificados nas amostras ambientais, 2002-2013.

Grupo 2

 

Serotipo

S.Enteritidis

S.Typhimurium

S.Madison

S.Rissen

S.Brikama

S.Derby

S.Mikawasima

S.Abony

S.Spartel

S.Braenderup

S.Infantis

S.Newport

S.Brandenburg

S.Ndolo

S.Bardo

S.Mbandaka

S.Veneziana

S.Hadar

S.Goldcoast

S.Corvallis

S.Havana

S.Cremieu

S.Essen

S.Newjersey

S.Istanbul

S.Trachau

 

Serotipo

S.Miami

S.Enugu

S.Virchow

S.Brive

S.JuKestown

S.Eastbourne

S.Fyris

S.Antwerpen

S.Nessziona

S.Jalisco

S.Nottigham

S.Barranquilla

S.Saintpaul

S.Montevideo

S.Schwarzengrund

S.Agama

S.Ohio

S.Schleissheim

S.Sendai

S.Wagenia

S.Stanleyvil le

S.4,5:i:-

S.Uppsala

S.Boecker

S.Massenya

S.Pomona

 

Serotipo

S.Moers

S.Cerro

S.Bordeaux

S.Eppendorf

S.Bovismorbif icans

S.Coogee

S.Skansen

S.Farsta

S.Duisburg

S.Wentworth

S.Frederiksberg

S.Newholland

S.Akuafo

S.Richmond

S.Gatuni

S.Vilvoorde

S.Agona

S.Bulovka

S.Mapo

S.Brazaveille

S.Haifa

S.Battle

S.Molesey

S.Good

S.Muenchen

S.Canada

 

Serotipo

S.Ablogame

S.Elomrane

S.Inverness

S.Oranienburg

S.Grupensis

S.Reading

S.Ried

S.Alfort

S.Roan

S.Haga

S.Sandow

S.Kedougou

S.Alger

S.Kimuenza

S.Shangani

S.Kisii

S.Klouto

S.Surat

S.Limete

S.Tudu

S.Bareilly

S.Aragua

S.Madras

S.Malmoe

S.Virginia

S.Zigong

 

n

69

48

13

10

10

9

8

8

7

7

6

5

5

5

4

4

3

3

3

3

3

3

3

3

2

2

 

n

2

2

2

2

2

2

2

2

2

2

2

2

2

2

2

2

2

2

2

2

2

2

2

1

1

1

 

n

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

 

n

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

 

n

14

10

2

2

2

2

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

n

2

 

n

4

2

2

2

2

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

n

1

enterica salamae diarizonae 

Serotipo

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

S.II 4,5:b:[e,n,x]

S.II 17:e,n,x,z15:1,5,7

S.II 17:e,n,x,z15:1,6

S.II 9,12:a:1,5

S.II 9,12:m,t:e,n,x

S.II 4,12:z:1,7

S.II 42:z10:e,n,x,z15

S.II 50:l,z28:z42

S.II 41:z10:z6

S.II 6,7:m,t:1,5

S.II 42:e,n,x:1,6

S.II 1,4,12:z28:-

S.II 17:g,t:z39

S.II 18:z4,z23:-

S.II 4,5:g,s,t:e,n,x

S.II 41:z10:1,2

S.II 13,22:z10:z6

S.II 4:l,w:e,n,x

S.II 42:z:z6

arizonae

Serotipo

S.IIIa 48:z4,z23:-

 

Serotipo

S.IIIb 38:l,v:z

S.IIIb 61:(k):z53

S.IIIb 42:r:z53

S.IIIb 50:z52:1,5,7

S.IIIb 52:k:z53

S.IIIb 35:i:e,n,x,z15

S.IIIb 47:l,v:1,7

S.IIIb 50:r:1,5,7

S.IIIb 50:z52:z35

S.IIIb 57:z10:z

S.IIIb 6,14:b:e,n,x

S.IIIb 61:k:1,5

S.IIIb 61:l,v:1,5,7

S.IIIb 53:k:z

S.IIIb 53:z52:z53

S.IIIb 38:l,v:z35

S.IIIb 38:z53:-

houtenae

Serotipo

S.IV 43:z4,z23:-
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_Discussão e conclusão

Entre 2002 e 2013 foi identificada Salmonella enterica em várias 

amostras ambientais, principalmente em água recreativa, salgada 

e doce, e também em águas de superfície (rios, rias, ribeiras, lagos 

e barragens). Como se desconhece se a pesquisa de presença de 

Salmonella em fontes menos comuns (piscinas, água de consumo, 

superfícies) é feita com a mesma frequência do que às fontes mais 

comuns, não se pode inferir qual a principal origem ambiental das 

infeções 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 período de tempo, facto que não exclui a exis-

tência dos restantes serotipos em amostras de origem humana ou 

animal. Apesar de as subespécies salamae, arizonae, diarizonae 

e houtenae serem características de animais de sangue frio e do 

meio ambiente (1), estes serotipos também podem causar infeção 

em animais de sangue quente, nomeadamente em humanos, como 

comprovado pela identificação de dois serotipos da subespécie sa-

lamae em amostras de água e em doentes com gastroenterite (S. II 

4,12:z:1,7 e S. II 42:b:e,n,x,z15). 

Dos dez serotipos mais comuns observados neste estudo (gráfico 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 período entre 2000 e 2012 (3).

Apesar da maior parte das infeções por Salmonella nos humanos 

ter origem alimentar e as medidas de controlo de infeção adota-

das terem grande efetividade, a existência de fontes ambientais 

contaminadas não deverá ser menosprezada, uma vez que estas 

são uma potencial fonte de infeção humana.
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_Introdução

Os parasitas fúngicos zoospóricos são ubíquos nos sistemas aquá-

ticos e a infeção de fitoplâncton por estes fungos é um fenómeno 

comum em águas doces. Os fungos parasitas de fitoplâncton 

pertencem principalmente ao filo Chytridiomycota (quitrídeos) e dis-

tinguem-se de outros fungos por produzirem zoósporos flagelados, 

o que lhes confere mobilidade e particular adaptação ao meio aquá-

tico (1-3). Os quitrídeos são parasitas obrigatórios dependentes do 

seu hospedeiro para a sua nutrição e desenvolvimento, pelo que 

após a infeção, as células hospedeiras ficam irreversívelmente dani-

ficadas, o que se traduz na morte do organismo infetado (1). 

Estes fungos parasitas podem infetar vários tipos de fitoplâncton 

incluindo espécies de cianobactérias formadoras de florescências 
(1). Algumas destas florescências são tóxicas para o Homem e daí 

o impacto que estes fungos podem ter na saúde humana (4). Ape-

sar da sua importância ser reconhecida, existe pouca informação 

sobre o efeito destas infeções na ocorrência, periodicidade e toxi-

cidade das florescências cianobacterianas. A falta de informação 

deve-se, em parte, ao facto de a ocorrência destas infeções poder 

passar despercebida, mas é sobretudo a dificuldade de cultivar 

estes organismos e de obter culturas puras que impede o estudo 

aprofundado destas interações (2, 3). Alguns quitrídeos já foram 

isolados com sucesso (2, 10) mas ainda assim são considerados 

na sua maioria como um grupo de fungos não cultiváveis. 

O desafio no cultivo destes organismos prende-se com o facto de 

serem parasitas obrigatórios, pelo que têm de ser co-cultivados 

com o seu hospedeiro sendo imprescindível manter o parasita e o 

hospedeiro simultaneamente saudáveis. 

_Objetivo

Neste estudo descrevemos o isolamento e manutenção em cultura 

monoclonal de um parasita quitrídeo recolhido de uma florescência 

da cianobactéria Planktothrix agardhii. 

_Material e métodos

Em junho de 2014 foi observada uma infeção fúngica em células de 

P. agardhi i em duas amostras provenientes de uma albufeira com 

uma florescência. Uma pequena quantidade (1mL) de cada amostra 

foi transferida para culturas puras de P. agardhi i-lmecya230 isola-

do da mesma albufeira em maio de 2007 e mantido na coleção de 

algas Estela Sousa e Silva no Laboratório de Biologia e Ecotoxicol-

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

As culturas foram examinadas diariamente para observação da pro-

pagação da infeção. Ao fim de sete dias foi isolado, com uma pipeta 

capilar, um único filamento de P. agardhi i infetado com apenas 

um esporângio. Este filamento infectado foi transferido para uma 

nova cultura pura de P. agardhi i-lmecya230 para se obter culturas 

monoclonais deste fungo. As culturas inoculadas com o par para-

sita-hospedeiro foram mantidas a uma temperatura constante de 

20 ± 1ºC, com uma intensidade de luz de 20 µmol de fotões m-2 

s- 1 e um ciclo de 14 h de luz e 10 h de escuro. 

_Resultados

Duas culturas monoclonais de fungos quitrídeos foram obtidas com 

sucesso. De acordo com a descrição morfológica de Letcher e 

Powell (2012) (12) os quitrídeos isolados pertencem à ordem Rhizo-

phydiales espécie Rhizophydium megarrhizum já descrita como 

parasita da cianobactéria P. agardhi i. 

O processo infecioso está representado na f igura 1: os zoósporos 

ligam-se ao filamento de P. agardhi i (figura 1A) e desenvolvem 

os seus rizóides no interior das células penetrando ao longo do 
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(A e A1) zoósporo recentemente ligado ao f ilamento e início da formação do rizóide; (B e B1) início da expan-
são do esporângio e do rizóide que parasita o f i lamento; (C e C1) esporângio em expansão já com o rizóide 
intracelular bem desenvolvido; (D e D1) esporângio maduro; (A-D) imagens de microscopia de f luorescência 
sob luz UV que evidenciam a parede quitinosa do esporângio e dos rizóides corados com calcofluor; a 
cianobactéria é visível através da autofluorescência vermelha; (A1-D1) imagens de microscopia óptica de 
campo claro. Ampliação 1000x, escala de 5 µm.

(A) f i lamento infetado em toda a sua extensão; (B) f i lamento infetado com dois 
esporângios; (C) f i lamento infetado com três esporângios; (D) esporângio 
maduro com zoósporos no seu interior; (E) esporângio vazio e r izóide num 
f i lamento já morto. Imagens de microscopia de f luorescência sob luz UV; a 
parede quitinosa do fungo foi corada com calcof luor emitindo f luorescência 
azul; a cianobactéria é visível através da autof luorescência vermelha; os 
zoósporos foram corados com NucBlue® emitindo f luorescência verde. 
Ampliação 1000x, escala de 5 µm.

filamento (f igura 1B-D), o esporângio é formado no exterior no 

qual são produzidos e libertados novos zoósporos (f igura 2D). 

A ligação é feita sempre pelo topo do filamento e os rizóides per-

furam todo o filamento (f igura 2A), mesmo que o filamento seja 

longo, podendo os rizóides atingir 140 µm. O mesmo filamento 

pode ser infetado por vários zoósporos, tendo sido observados 

até quatro esporângios por f ilamento (f igura 2B,C). A infeção re-

sulta na morte da cianobactéria (f igura 2E). 

 

Figura 1:      Desenvolvimento do esporângio do parasita Rhizophydium megarrhizum em 
filamentos da cianobactéria Planktothrix agardhii.

Figura 2:      Parasitismo do fungo quitrídeo Rhizophydium 
megarrhizum em filamentos da cianobactéria 
Planktothrix agardhii.
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_Discussão

As culturas de R. megarrhizum obtidas são provenientes de uma 

albufeira que é monitorizada relativamente à presença de cia-

nobactérias e toxinas associadas no laboratório de Biologia e 

Ecotoxicologia do INSA desde 2003. Esta albufeira tem uma flo-

rescência persistente de P. agardhii associada à presença de 

hepatotoxinas (microcistinas) desde 2006. Os isolamentos do fun-

go parasita foram efetuados em duas amostras colhidas durante 

o mês de junho de 2014 (dia 4 e 12). As amostras continham uma 

grande densidade de P. agardhii (14.14762 e 22.50476 céls.mL-1  

respetivamente) assim como uma elevada concentração de micro-

cistinas (40,05 e 39,32 µg.L-1 respetivamente). Um mês depois, a 

23 de julho de 2014, registou-se a concentração de microcistinas 

mais elevada (134,60 µg.L-1 ) para esta albufeira desde o início da 

sua monitorização em 2003. Em junho de 2014 foi a primeira vez 

que foi observada a infeção fúngica da cianobactéria P.agardhii 

nesta albufeira. Desconhece-se se nesta albufeira as infeções fun-

gícas de P. agardhii já decorrem há algum tempo ou se surgiram 

agora, assim como, é desconhecida a sua influência na população 

da cianobactéria P. agardhii.

Estudos recentes em parasitismo quitrídico em P. agardhi i indi-

cam que a infeção pode ser dependente do tipo de oligopéptidos 

produzidos e que a produção de microviridinas, anabaenopepti-

nas, cianopeptolinas e microcistinas pode prevenir a infeção de 

P. agardhi i (10, 11). Os zoósporos encontram o seu hospedeiro 

por meio de quimiotaxia (13) 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 a infeção pode exercer uma forte pressão seletiva sobre 

a população e resultar em subdivisão da mesma (10, 11).  As flo-

rescências cianobacterianas são frequentemente compostas por 

estirpes produtoras e não produtoras de toxinas, dentro de uma 

mesma espécie, que competem pelos mesmos recursos. Assim, 

coloca-se a hipótese de que o facto de as estirpes serem produ-

toras de microcistinas impede a infeção pelo fungo, pode causar 

um desequilíbrio na densidade de estirpes tóxicas e não tóxicas 

podendo conduzir a uma toxicidade mais elevada das florescên-

cias.  Outro fator ainda pouco estudado é se a presença destes 

fungos parasitas estimulará as estirpes a produzir maior quanti-

dade de toxina. Do ponto de vista da saúde pública, sendo a al-

bufeira em estudo usada para produção de água para consumo 

humano, é importante perceber a influência da infeção fúngica 

na frequência, densidade e toxicidade das florescências da cia-

nobactéria P. agardhi i. 

_Conclusões

As culturas de R. megarrhizum obtidas vão possibilitar a realiza-

ção de trabalho experimental como por exemplo acesso ao ADN 

fúngico para estudos moleculares e o estudo de diversos fatores 

envolvidos neste parasitismo. Estes estudos laboratoriais permiti-

rão compreender a influência destes parasitas na população de P. 

agardhii e perceber se a sua presença possibilita o aparecimento 

de florescências mais tóxicas com um elevado risco para a saúde 

humana.
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_Introdução e objetivo

O Estuário do Sado é um ecossistema com elevada sensibilidade 

e valor ecológico, e, simultaneamente, com importante valor eco-

nómico, nomeadamente para as atividades piscatórias, turísticas 

e industriais. Embora tenham já sido realizados estudos ambien-

tais sobre a contaminação desde estuário por metais pesados e 

os seus efeitos nos sistemas ecológicos, não foi identif icada ne-

nhuma investigação publicada cujo objetivo tenha sido estudar a 

associação entre a contaminação ambiental e os efeitos na saú-

de da população humana residente nas margens do estuário do 

rio Sado (1).

Vários estudos referem que o padrão de consumo de produtos ob-

tidos diretamente do estuário, ou com relação com a utilização de 

água proveniente do estuário, tal como produtos agrícolas, ou água 

utilizada em atividades diárias, podem constituir vias de exposição 

e contaminação potencial para a população humana. Outra possível 

via de contaminação é o uso de vários tipos de pesticidas - toda a 

substância ou mistura de substâncias destinada a prevenir, destruir, 

repelir e mitigar qualquer praga - que podem contaminar alimentos 

bem como os solos e, através da infiltração nestes, as águas sub-

terrâneas e o estuário (2). 

O projeto HERA (Avaliação de risco ambiental de um ambiente estu-

arino contaminado: um estudo de caso), financiado pela Fundação 

para a Ciência e Tecnologia (FCT- PTDC/SAU-ESA/100107/2008), 

consistiu num estudo integrado, multidisciplinar, com o objetivo, 

de avaliar o risco ambiental, incluindo ecológico e para a saúde 

humana no Estuário do Sado. Este projeto incluiu um estudo epide-

miológico que pretendeu caraterizar as vias de exposição potencial 

a produtos do estuário e os seus efeitos na saúde (1-4). No presen-

te artigo serão apresentados os resultados relativos à caracteriza-

ção das vias de exposição humana.

_Materiais e métodos

Foi realizado um estudo epidemiológico transversal com compa-

ração de duas populações: pessoas de todas as idades e ambos 

os sexos residentes na Carrasqueira (pequena vila no canal sul do 

estuário do Sado - população exposta), e em Vila Nova de Mil Fon-

tes (VNMF), que se localiza nas proximidades de outro estuário (rio 

Mira), a cerca de 100 km da Carrasqueira, da qual não há conhe-

cimento de poluição industrial / outros contaminantes, pelo que foi 

escolhida como população não exposta. 

A amostra de residentes em cada localidade foi selecionada de 

forma aleatória simples, a partir da lista de utentes do Serviço 

Nacional de Saúde. Foi aplicado um questionário por entrevis-

ta direta e presencial por entrevistadores treinados, assistida por 

computador CAPI (”Computer Assisted Personal Interview”) so-

bre as seguintes áreas: 1) efeitos na saúde: incluindo morbilidade 

(doença diagnosticada por um profissional de saúde, medicação), 

efeitos sobre a reprodução; 2) vias de exposição: informação so-

ciodemográfica, ocupacional, hábitos de lazer, comportamentos 

e estilos de vida; 3) potenciais vias de contaminação do estuário 

(incluindo utilização de água para a vida diária, pesca no estuário 

e consumo de peixe dele proveniente, mesmo que adquirido no 

mercado local, e agricultura de subsistência 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 Comissão de Ética do 

INSA e Comissão Nacional de Proteção de Dados, sendo os par-

ticipantes incluídos no estudo apenas após assinarem um termo 

de consentimento informado.

Foi efetuada a descrição estatística das variáveis em estudo e analisa-

das as possíveis associações relevantes para o objetivo, testadas atra-

vés do teste de Qui-Quadrado com um nível de significância de 5%.

_Avaliação das vias potenciais de 
exposição humana num estuário 
contaminado: o caso do Estuário 
do Sado 
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_Resultados

Foram recolhidos dados de 202 participantes de todas as idades, 

sendo analisados os seus comportamentos quanto ao consumo 

de alimentos provenientes de estuário ou mercado local, de hortas 

locais e o consumo e a utilização de água proveniente de poços, 

furos, ou canais de irrigação locais (gráfico 1).

Os dados revelam que os comportamentos relacionados com 

vias potenciais de exposição diferem signif icativamente entre a 

população exposta e a população não exposta. Os participantes 

da Carrasqueira referem, com maior frequência, consumir peixe 

pescado no estuário ou adquirido na lota local, produtos de hor-

ta própria ou de familiares ou amigos, assim como a util ização de 

água proveniente de furos ou poços para consumo, ou para co-

zinhar, e água de furos, poços ou canais de irrigação para regar 

as hortas locais.

As diferenças observadas entre as duas populações são estatisti-

camente significativas quanto ao cultivo de hortas, mais frequente 

na população exposta ao Estuário do Sado, sendo não 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. 

0 20 40

%

60 80 100

Consumo de peixe do estuário ou lota

Consumo de produtos cultivados em horta
própria/de familiares/ de amigos

Consumo de água do poço e furo para beber

Utilização de água do poço/ furo para cozinhar

Utilização de água do poço/ furo / canal para rega

Carrasqueira VNMF

Tabela 1:      Distribuição dos participantes da Carrasqueira e VNMF de acordo com 
hábitos de cultivo e de consumo de produto provenientes de hortas.

Gráfico 1:      Frequências de consumo e utilização de água auto-reportadas pelos residentes na Carrasqueira e VNMF.

n - número de registos válidos;  p-value - refere-se à comparação da proporção entre as classes da 

variável teste Qui-Quadrado de Pearson.

Cultivar alguma horta

Consumo de produtos de outras hortas, 
cultivados e oferecidos por familiares e 
amigos

n

102

102

%

54,90

82,35

n

100

100

%

20,00

83,00

 

<0,001

0,903

Carrasqueira VNMF

Local da entrevista

p -value

especial 4

2014

2ª série

número:número:

Instituto Nacional de Saúde Doutor Ricardo Jorge, IP

Doutor Ricardo Jorge
Nacional de Saúde_Instituto Observações_ Boletim Epidemiológico

www.insa.pt



17

artigos breves_   n. 5

Aos indivíduos que indicaram consumir produtos cultivados em 

hortas foi questionado se essas hortas tinham tratamentos com 

pesticidas e herbicidas, tendo-se verif icado diferenças signif ica-

tivas entre as duas localidades (81,4% na Carrasqueira vs 44,9% 

em VNMF) (tabela 2).

A frequência da utilização 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 significância estatísti-

ca (p=0,071).

_Discussão e conclusões

O facto de se tratar de um estudo transversal e de a informação 

recolhida ser auto-reportada leva a que as conclusões devam ser 

interpretadas com precaução dada a possibilidade de existência 

de viéses de memória e de informação (1).

No entanto, foram identificadas vias de contaminação potencial 

entre o estuário e a população residente na localidade situada nas 

margens do estuário do Sado. De facto, os hábitos de consumo 

de peixe com origem no Estuário do Sado, de produtos hortícolas 

e de água para consumo ou utilização diversa, colocam a popu-

lação da Carrasqueira com maior probabilidade de exposição aos 

contaminantes do Estuário do Sado através da via de ingestão de 

alimentos.

Em resumo, os resultados obtidos indicam que na população ex-

posta (Carrasqueira) existem frequências mais elevadas de: 

1. Consumo de peixe do estuário local ou do Mercado, consumo 

de produtos hortícolas próprios ou locais, util ização de água 

para consumo proveniente do furo, poço ou canal do rio. 

2. Cultivo de hortas com irrigação a partir do estuário ou de poços 

ou furos locais; 

3. Tratamento das hortas com pesticidas e herbicidas.
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Tabela 2:      Distribuição dos participantes da Carrasqueira e VNMF de acordo  
tratamentos das hortas com pesticidas e herbicidas.

n - número de registos válidos;  p-value - refere-se à comparação da proporção entre as classes da 

variável teste Qui-Quadrado de Pearson.
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_Introdução

O Estuário do rio Sado (sudoeste de Portugal) é o segundo maior 

do país e caracteriza-se por ter um grande valor ecológico e eco-

nómico (figura 1). Apesar de ter vindo a ser afetado ao longo dos 

anos por várias fontes de poluição de origem urbana, industrial e 

agrícola, ainda continua a ser, para a população local, um lugar pri-

vilegiado para atividades piscícolas e agrícolas. A margem norte é 

caraterizada por uma vasta zona urbana e industrial, localizada em 

torno da cidade de Setúbal; a margem sul é conhecida pela presen-

ça de pequenas aldeias cuja população se ocupa, essencialmen-

te, em práticas de pesca no estuário e de pequena agricultura, para 

além da existência da península de Troia, zona de alto valor turísti-

co (1). 

Estudos anteriores revelaram a existência de diversas classes de 

contaminantes nos sedimentos deste estuário, incluindo metais, 

pesticidas e hidrocarbonetos aromáticos policíclicos (HAPs), cujos 

efeitos adversos em organismos vivos são conhecidos e já foram 

observados neste ambiente (2). Destes conhecimentos prévios 

surgiu uma preocupação relacionada com a potencial bioacumula-

ção de contaminantes nas partes edíveis de espécies estuarinas, 

ou de produtos agrícolas de origem local, que poderiam entrar 

assim na cadeia alimentar humana e representar um problema de 

saúde pública. Neste contexto, o estudo da toxicidade ao nível ge-

nético - tal como a formação de quebras e/ou danos oxidativos no 

DNA ou de alterações cromossómicas - em modelos celulares ou 

animais, assumiu-se como particularmente relevante para a ca-

raterização do potencial efeito nocivo dos contaminantes presen-

tes nas águas e nos sedimentos estuarinos. Atualmente, de entre 

os biomarcadores de um efeito biológico (p.ex., de um efeito ge-

notóxico) disponíveis, o ensaio do micronúcleo (3) e o ensaio do 

cometa (4) são os mais utilizados.
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Figura 1:      Mapa da área de estudo, o Estuário do Sado, com indicação dos diferentes locais de amostragem 
utilizados neste trabalho (N1, N2, S1, S2 e R). 
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_Objetivos

O presente estudo integra-se num projeto mais amplo que visa 

avaliar o risco ambiental – que inclui os riscos ecológicos e para 

a saúde humana - associado a este ambiente estuarino contamina-

do. Em particular, este estudo teve como objetivo caracterizar o 

potencial citotóxico e genotóxico de sedimentos colhidos em vários 

locais de pesca do Estuário do Sado numa linha celular humana, 

tendo em vista uma avaliação de eventuais efeitos nefastos para a 

saúde humana.

_Material e métodos

As amostras de sedimentos foram colhidas em 5 locais de pesca 

distintos do Estuário do Sado: amostras N1 e N2 na margem norte 

(urbana/industrial), amostras S1 e S2 na margem sul (agrícola) e 

uma amostra de referência R colhida num banco de areia (figura 1). 

As amostras foram previamente caracterizadas para contaminantes 

orgânicos e inorgânicos (5,6). Para ensaios celulares, os contami-

nantes foram extraídos com uma mistura de diclorometano:metanol 

e recuperados em dimetilsulfóxido (DMSO). Os efeitos citotóxicos 

e genotóxicos 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 micronúcleo, respetivamente, após uma exposição 

de 48 h a diferentes concentrações de extratos de sedimento [de 

10 até 200 mg sedimento equivalente (SEQ)/mL de meio de cultu-

ra].

_Resultados

Os resultados dos diferentes ensaios encontram-se apresentados 

no gráfico 1A-D. Após uma exposição de 48 h, os extratos N1 e 

N2 induziram a maior redução na viabilidade celular, até app. 91 e 

85% de redução, respetivamente. Em contraste, os extratos S1 e 

S2 mostraram-se menos citotóxicos, com uma redução da viabili-

dade celular até app. 45%. A amostra de referência R não induziu 

citotoxicidade. 

A análise dos resultados dos efeitos genotóxicos, avaliados pelo 

ensaio do cometa, revelou a indução de quebras ao nível do DNA 

(sem FPG) e de danos oxidativos no DNA (com FPG), após a expo-

sição a todos os extratos, exceto o R. No geral, os níveis de danos 

não-oxidativos foram mais elevados em células expostas aos ex-

tratos de sedimentos da área norte do estuário, enquanto os níveis 

de danos oxidativos no DNA foram mais elevados após exposição 

aos extratos da área sul. Isto é, as amostras N1 e N2 induziram um 

aumento significativo da percentagem de DNA na cauda, sem tra-

tamento com FPG, às concentração testadas mais elevadas, em 

comparação com o controlo de solvente. No entanto, as amostras 

S1 e S2 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 número de células binucleadas micronucleadas (CBMN), 

dependente da concentração, revelando um potencial de induzir 

danos ao nível cromossómico (gráfico 1B). As amostras N1 e N2 

causaram um aumento da frequência de CBMN em cerca de 4 a 6 

vezes, respetivamente, a 200 mg SEQ/mL, quando comparada à 

do controlo de solvente. Em contraste as amostras S2 e S1 produ-

ziram um aumento significativo da frequência de CBMN app. 3 a 4 

vezes superior ao controlo de solvente, respetivamente, à concen-

tração testada mais elevada.

_Discussão

Os resultados sugerem que existe uma diferença ao nível do poten-

cial genotóxico dos sedimentos do estuário do Sado, dado que as 

amostras colhidas na margem norte do estuário (N1 e N2) exibem 

valores mais elevados de indução de quebras de DNA e de micro-

núcleos do que as amostras colhidas na margem sul do estuário 

(S1 e S2) que exibem, sobretudo, valores mais elevados de danos 

oxidativos de DNA. Conjuntamente com a análise de contaminan-

tes dos sedimentos (5,6), sugere-se que os resultados obtidos para 

as amostras N1 e N2 serão principalmente devidos à presença 

de um nível mais elevado de contaminantes orgânicos, tais como 

HAPs, pesticidas ou bisfenilos policlorados, enquanto os resulta-

dos obtidos para as amostras S1 e S2 se deverão à predominân-

cia de contaminantes de origem inorgânica (metais e metaloides). No 

que diz respeito à amostra R, a falha na indução tanto de citotoxici-

dade como de genotoxicidade, nos diferentes ensaios, encontra-se 

concordante com os valores muito baixos de contaminação observa-

dos, confirmando ser uma boa área de referência (6). Assim, apesar 
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Gráfico 1A-D:      Resultados dos ensaios do vermelho neutro (A), micronúcleos (B), cometa (C) e cometa modificado com FPG   
(D) em células HepG2, após uma exposição de 48 h aos diferentes extratos de sedimentos (10 a 200 mg SEQ/mL). 

Os resultados apresentados são o valor médio (±EP) de 3 experiências independentes (para A, C e D), e o valor médio (±DP) (para B). A concentração 
de 0 mg SEQ/mL corresponde ao controlo de solvente (DMSO a 2%, com exceção da amostra N1 no ensaio do cometa que corresponde a 0,5%). 
CBMN– Célula binucleada micronucleada;  - Diferenças estatisticamente signif icativas quando comparado com o respetivo controlo. No gráfico 1C e 
1D, para as amostras N1 e N2, as concentrações mais elevadas não foram testadas devido à elevada citotoxicidade observada nestas condições.
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do estuário ter sido classificado como moderadamente contamina-

do, com base apenas na caracterização 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 concentração, numa linha celular humana. Para 

além disso, os efeitos observados tiveram também um poder dis-

criminatório capaz de distinguir duas áreas ecogeográficas distin-

tas, a urbana/industrial e a rural/agrícola.

_Conclusões

Os resultados obtidos sugerem que células HepG2 expostas a 

contaminantes da área norte (urbana/industrial) apresentam os 

danos genotóxicos mais permanentes, refletidos na forte indução 

de micronúcleos. Em contraste, a exposição a extratos da área 

sul (agrícola) resultou, particularmente, na indução de danos oxi-

dativos no DNA. Estes resultados são concordantes tanto com 

os níveis e natureza da contaminação observada, como com os 

efeitos genotóxicos dos sedimentos previamente demonstrados 

in vivo, em espécies estuarinas (2). 

Este estudo revelou que os resultados integrados dos indicadores 

de citotoxicidade, genotoxicidade e stress oxidativo obtidos em 

linhas celulares humanas expostas às misturas de contaminantes 

sedimentares, poderão constituir uma linha de evidência valiosa 

para a identificação e avaliação do risco para a saúde humana de-

corrente da exposição a um ambiente estuarino classificado qui-

micamente como moderadamente contaminado.   
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_Introdução

As crianças que frequentam creches e jardins-de-infância são 

mais suscetíveis a doenças infeciosas que aquelas que são cui-

dadas em casa (1,2) além de apresentarem um maior risco de de-

senvolver alergias e asma (3,4). 

A exposição aos alergénios dos ácaros do pó doméstico é um 

importante fator de risco no despoletar e exacerbar de doenças 

alérgicas em crianças (5), designadamente na rinite e conjuntivite 

alérgica, asma e a dermatite atópica (6). Os alergénios major res-

ponsáveis pelas reações de hipersensibilidade aos ácaros do pó 

encontram-se nos seus excrementos e nos fragmentos corporais 

secos.

Os ácaros do pó doméstico são ubíquos e as duas espécies com 

maior distribuição geográfica são o Dermatophagoides pteronyssi-

nus e o Dermatophagoides farinae (7) e, em geral, as duas espé-

cies coabitam no ambiente. Os níveis de ácaros no ambiente variam 

sazonalmente, verificando-se uma maior produção de alergénios e 

a sua deposição no pó doméstico em condições mais húmidas. 

Estima-se que entre 5 e 10% da população da Europa Ocidental 

seja alérgica a ácaros do pó doméstico e que 5% a 20% seja ató-

pica, ou seja, predisposta para desenvolver alergia aos mesmos, 

apesar de não se encontrar sensibilizada (6).

Sabendo que em Portugal a maioria das crianças começa a fre-

quentar a creche entre os 5 e os 6 meses de idade e sendo este 

o local onde, após a sua casa, passa a maior parte do tempo, é 

fundamental o estudo do ambiente da creche/jardim-de-infância 

e sua influência na saúde das crianças. 

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-infância de modo a estu-

dar a sua relação com a ventilação dos locais e a saúde das crian-

ças que os frequentam.

_Material e métodos

O estudo ENVIRH foi levado a cabo entre março de 2011 e fevereiro 

de 2012 nas cidades de Lisboa e do Porto, incluiu duas campanhas 

de avaliação da qualidade do ambiente interior, a primeira na prima-

vera de 2011 em 19 escolas e a segunda em 17 escolas durante o 

período de inverno 2011/2012.

Em cada creche/jardim-de-infância foram avaliadas de 5 a 9 salas, 

garantindo o estudo de, no mínimo, uma sala por faixa etária (dos 

5 meses aos 6 anos) num total de 125 salas avaliadas na primavera 

e 97 salas no inverno. As avaliações foram levadas a cabo durante 

o período de normal ocupação dos espaços (10-17 horas) e no 

decurso das atividades de rotina.

As creches/jardins-de-infância foram selecionadas de um total de 

45 escolas, através de uma análise de clusters (método de Ward), 

considerando a concentração de dióxido de carbono, medições 

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 espaços e registados da-

dos sobre as áreas das salas, tipo de materiais utilizados nos pa-

vimentos e paredes, tipo de folha móvel das janelas, sistemas de 

aquecimento/ventilação dos espaços e ocupação dos mesmos. Foi 

igualmente registada a presença de infiltrações de água ou cresci-

mento visível de bolores, de plantas naturais em vasos e de tapetes.

Para a determinação da concentração de antigénios de ácaros (Der 

f1 e Der p1) em amostras de pó doméstico efetuaram-se colheitas 
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de pó em tapetes, pavimento e brinquedos em pano/pelúcia, 

utilizando filtros de nylon (ref.DU-FL_1) adaptados ao coletor dusts-

treamTM (ref. DU-ST-1) e um aspirador com caudal da ordem dos 

45 l/min. (800 Watt), de acordo com a metodologia da INDOOR 

Biotechnologies Limited (Cardiff, UK).

Em tapetes a amostragem de pó teve duração aproximada de 2 

minutos, tendo-se aspirado uma área de cerca de 0,25 m2. No 

caso de pavimentos em vinil, mosaico ou madeira aspirou-se o 

equivalente a 1 m2 durante um período de 2 minutos. A determina-

ção dos antigénios de ácaros Der p1 e Der f1 nas amostras de pó 

doméstico foi efetuada separadamente utilizando kits de ELISA 

(INDOOR Biotechnologies Limited, Cardif f, UK), com referências 

EL DP1 e EL DF1 respetivamente. Os resultados são expressos 

em microgramas de alergénio por grama de pó doméstico. 

_Resultados 

Apresentam-se na tabela 1 as concentrações de alergénios de 

ácaros do pó doméstico Der p1 e Der f1 obtidas nas creches/ jar-

dins-de-infância, durante as duas campanhas (primavera e inver-

no) e sua comparação com o limiar de sensibilização proposto 

por Platts-Mills et al. (8). 

Verifica-se que as concentrações de ácaros obtidas na primavera 

foram superiores às determinadas no inverno. As concentrações 

do alergénio Der 1 (Der p1+Der f1) são superiores ao limiar de sen-

sibilização de 2 µg/g de pó em 16% e 6% das salas de atividades 

estudadas na primavera e inverno, respetivamente. 

Analisando os gráficos 1 e 2 correspondentes aos resultados das 

campanhas de primavera e verão, respetivamente, verifica-se que 

em 4 salas de atividades se obtiveram concentrações acima do 

limiar para o aparecimento de sintomas em indivíduos previamen-

te sensibilizados aos ácaros do pó doméstico (10 µg/g de pó) (8). 

Destas, duas salas foram estudadas em Lisboa na primavera e as 

outras duas no Porto durante o período de inverno. 

O alergénio isolado com maior frequência 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 predominância de Der f1 sendo, no entanto, na campanha de 

inverno que se obtém a concentração mais elevada do referido aler-

génio (249,12 µg/g de pó). 

 Ácaros do pó 
doméstico

 Mediana1

(µg/g pó)  P25-P75

 Limiar de sensibilização 
Der 1

(µg/g de pó)

Excedências do limiar de 
sensibilização

 (% salas) 

   Primavera (n=124)

Alergénio
Der p1

Alergénio
Der f1

   Inverno (n=94 )

Alergénio
Der p1

Alergénio
Der f1

 

0,67

0,40*

 

0,40

0,40

 

0,46-0,83

0,40-0,40

 

0,40-0,64

0,40-0,40

 

2

 

 

2 

 

16

 

 

6 

Tabela 1:      Concentrações de alergénios Der p1 e Der f1 dos ácaros do pó doméstico e comparação com o 
limiar de sensibilização.

1 Distribuição não normal    * LQ –Limite de Quantif icação
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Gráfico 1:      Concentrações de ácaros do pó doméstico Der p 1 e Der f 1 obtidos na primavera em Lisboa (A) 
e no Porto (B).
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Gráfico 2:      Concentrações de ácaros do pó doméstico Der p1 e Der f1 obtidos no inverno em Lisboa (A)   
e no Porto (B).
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Não foram encontradas associações estatisticamente significativas 

entre a concentração de alergénios de ácaros e as concentrações 

de fungos, de partículas PM10 em suspensão no ar, o tipo de ma-

terial do pavimento, humidade relativa do ar e temperatura do ar.

_Discussão e conclusões

Em 12% das salas estudadas, em ambas as estações, as concen-

trações de antigénios Der 1 foram superiores a 2 µg/g de pó, pelo 

que as crianças que frequentam as referidas salas se encontram em 

risco de desenvolver sensibilização aos ácaros do pó doméstico. 

Em cerca de 2% das salas existe mesmo o risco de aparecimento 

de sintomas de alergia em crianças previamente sensibilizadas aos 

ácaros do pó doméstico.

Os resultados da contaminação do ambiente interior por ácaros do 

pó obtidos no presente estudo são inferiores aos obtidos por Rullo 

et al.(9) num estudo realizado em S. Paulo (Brasil) onde as con-

centrações de alergénios Der 1 (Der p1+Der f1) foram superiores 

a 2 µg/g em 70% das amostras recolhidas em 30 creches/jardins-

-de-infância (até 4 anos).

Contudo, um outro estudo levado a cabo em 28 creches/jardins-

de-infância situados em Paris obteve concentrações mais baixas 

de alergénios Der p1 (0.18-7.30 µg/g pó) com uma única escola a 

exceder o limiar de sensibilização (10). 

A predominância de Der p1 que se verif icou no presente estudo 

está de acordo com estudos prévios (11). 

Uma vez que a temperatura, a humidade relativa e disponibilidade 

de alimento são os fatores que determinam o crescimento e multi-

plicação dos ácaros do pó nos ambientes interiores, as baixas con-

centrações obtidas na maioria das salas estudadas no âmbito do 

estudo ENVIRH devem-se, provavelmente, ao clima temperado do 

nosso país, com humidades relativamente baixas, à utilização de 

resguardos plásticos nos colchões e almofadas e ao tipo e frequên-

cia da limpeza e higienização adotados pelas creches/jardins-de-

-infância avaliados no estudo ENVIRH, designadamente a regular 

lavagem dos tapetes.

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

nanciado pela Fundação para a Ciência e Tecnologia, Projeto PTDC/SAU-

ESA/100275/2008 (ENVIRH). 

Mais informações em: http://envirh.fcm.unl.pt/
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_Introdução

Os efeitos na saúde da poluição atmosférica na população geral 

está bem documentado. Todos os anos são atribuídos à polui-

ção do ar ambiente, cerca de 500.000 mortes em todo o mundo, 

devido a pneumonias, doença pulmonar obstrutiva crónica entre 

outras causas combinadas (1). Estudos sobre a poluição do ar 

interior demonstram também efeitos nocivos na saúde por ação 

de determinados poluentes. Por exemplo, a poluição atmosférica 

por matéria particulada está associada a causas de morbilidade e 

mortalidade cardiovasculares. Contudo, permanece por esclare-

cer quais os fatores mais críticos e respetivo tempo de exposição 

passíveis de causar dano à saúde em determinados grupos po-

pulacionais (2). Nesse sentido, importa investigar sobre os efeitos 

adversos na saúde respiratória de populações suscetíveis, tais 

como, os idosos.

O estudo da qualidade de vida do idoso ocupa um lugar de des-

taque na nossa sociedade devido às alterações demográficas nos 

países desenvolvidos. Os avanços da medicina e a melhoria das 

condições socioeconómicas da população contribuíram para o au-

mento da esperança média de vida. A idade média da população 

europeia está a aumentar e as estatísticas apontam para que a po-

pulação adulta com mais de 65 anos aumente de 16% em 2000 

para 20% em 2020. Portugal é o oitavo país no mundo com a po-

pulação mais envelhecida e o sexto da Europa com 23% dos habi-

tantes com mais de 60 anos de idade (3). Estudos indicam que esta 

faixa etária da população despende cerca de 19-20 h/dia em am-

bientes interiores tornando-se mais vulneráveis a complicações de 

saúde associadas à poluição do ar interior. Os idosos representam 

uma população suscetível apresentando um sistema imunológico 

mais enfraquecido e uma maior prevalência de doenças crónicas e 

de problemas respiratórios. Vários estudos demonstram que a con-

centração 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 doenças 

sobretudo do foro respiratório e cardiovascular. Esses efeitos podem 

resultar no aumento do uso de medicação e visitas ao médico, bem 

como, mais admissões em hospital e mortes prematuras. As institui-

ções de apoio a idosos tem vindo a incrementar em 49% no nosso 

país, entre 1998 e 2010 (4), por forma a prestar o apoio e condições 

técnicas necessárias a este grupo populacional com cada vez mais 

expressão na nossa sociedade.

Surge assim, o Projeto GERIA - Estudo Geriátrico dos efeitos na 

Saúde da Qualidade do Ar Interior em lares da 3ª Idade em Portu-

gal, com o objetivo principal de avaliar a relação entre a Qualidade 

do Ar Interior (QAI) e a saúde respiratória em populações susce-

tíveis, promovendo a qualidade de vida nos idosos residentes em 

lares da 3ª idade. Este artigo resulta de um substudy inserido no 

Projeto GERIA realizado em lares da 3ª idade na cidade do Porto.

_Material e métodos

Os lares da 3ª 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 3ª idade, acei-

taram participar 36% (n=21, com 685 residentes). Os dados da 

monitorização ambiental foram recolhidos em duas fases (verão 

e inverno) desde novembro de 2011 a agosto de 2013 em 135 

áreas diferentes dos lares, tais como salas de convívio, salas de 

refeição, quartos e gabinetes médicos, incluindo a avaliação de 

agentes químicos [partículas suspensas no ar PM10 e PM2.5, dió-

xido de carbono (CO2), monóxido de carbono (CO), formaldeído e 

compostos orgânicos voláteis totais (COVT)], agentes biológicos 

(bactérias e fungos) e monitorização da temperatura e humidade 

relativa. Os valores obtidos foram comparados com a legislação 

nacional (5) e as normativas internacionais em vigor.

_O impacto do ambiente interior na saúde 
respiratória dos idosos: resultados 
preliminares do projeto GERIA  
Ana Mendes1, Ana Luísa Papoila 2, Pedro Martins 3,  
Iolanda Caires 3, Teresa Palmeiro 3, Lívia Aguiar 1,  
Cristiana Pereira1, Paula Neves1, Amália Botelho 3,  
Nuno Neuparth 3, João Paulo Teixeira1 

ana.sofia.mendes@insa.min-saude.pt 

(1) Unidade do Ar e Saúde Ocupacional. Departamento de Saúde Ambiental, INSA, Porto.
(2) Centro de Estatística e Aplicações da Universidade de Lisboa. Faculdade de Ciências 

Médicas, Universidade Nova de Lisboa.
(3) Centro de Estudos de Doenças Crónicas. Faculdade de Ciências Médicas, 

Universidade Nova de Lisboa.
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O questionário de saúde respiratória aplicado decorreu entre se-

tembro de 2012 e abril de 2013, durante a fase de inverno do estudo 

da QAI. A versão portuguesa (6) do questionário BOLD (”Burden 

of Obstructive Lung Disease ” ) (7, 8) foi aplicada, por entrevista, a 

todos os idosos residentes (n=143), que deram o seu consentimen-

to informado e que cumpriam os critérios de inclusão do estudo. 

Foram estabelecidos como critérios de inclusão no estudo os par-

ticipantes residentes em lar com idade ≥ 65 anos, a residir na ins-

tituição há mais de 2 semanas e possuir capacidades cognitivas e 

interpretativas de forma a responder ao questionário de saúde. Este 

estudo foi aprovado pela Comissão de Ética e pela Comissão Na-

cional de Proteção de Dados.

Os dados categóricos foram apresentados como frequências e per-

centagens e as variáveis contínuas 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 não serem os 

mesmos em ambas as estações, as duas amostras foram consi-

derados independentes. Mann-Whitney e Kruskal-Wallis foram uti-

lizados para comparar a avaliação de efeitos sazonais, devido à 

existência de outliers, alta variabilidade e distribuição heterogénea. 

Os principais resultados da saúde foram pieira, tosse, expetoração, 

asma e rinite alérgica. Modelos mistos de regressão logística foram 

utilizados para estudar a associação entre os resultados de saúde 

e os parâmetros ambientais, ajustado para idade, tabagismo, sexo 

e o número de anos a residir no lar da 3ª idade. Os intervalos de 

95% de confiança (IC) foram também calculados sempre que apro-

priado. Um nível de significância de 0,05 foi utilizado para todas as 

análises. 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

A tabela 1 apresenta os resultados da monitorização do ambien-

te interior nos lares da 3ª idade, por estação do ano. A mediana 

da concentração de PM2.5 nos 21 lares da 3ª idade analisados 

apresentou-se acima das referências nacionais (25 µg/m3) (5) em 

ambas as estações. Estes resultados demonstram como este pa-

râmetro é fundamental para a qualidade do ar, tanto pela sua sen-

sibilidade como pela sua possível influência na saúde humana. 

Embora todos os outros poluentes do ar interior apresentem as 

medianas das concentrações dentro dos níveis de referência, 

os valores máximos de PM10 (1730 µg/m3) no verão, bem como, 

COVT (973 µg/m3; 931 µg/m3), CO2 (2313 mg/m3; 2697 mg/m3) e 

bactérias (2282 UFC/m3; 996 UFC/m3) no verão e no inverno res-

petivamente, ultrapassaram os níveis de referência, o que poderá 

comprometer o conforto do ar interior e potenciar o agravamen-

to das doenças respiratórias crónicas já existentes. A mediana 

da concentração de fungos apresentou-se ligeiramente acima 

das referências na época de inverno (185 UFC/m3 interior > 166 

UFC/m3 exterior). Os valores máximos no ar interior em ambas as 

estações do ano avaliadas causam também preocupação (verão: 

2224 UFC/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 saúde respiratória de popu-

lações suscetíveis (9), tais como, os idosos. Os COVT, bactérias, 

CO e CO2 apresentaram concentrações significativamente mais 

elevadas no interior em relação ao exterior, em ambas as esta-

ções, o que mostra predominância de fontes internas. Os COVT e 

CO2 no ar interior apresentaram também diferenças significativas 

nas suas concentrações entre estações do ano (p < 0,001). Hou-

veram igualmente diferenças signif icativas, entre as diferentes 

áreas avaliadas nos lares (salas de convívio, salas de refeição, 

gabinetes médicos, quartos e quartos de acamados), para os pa-

râmetros COVT (p < 0,001), CO2 (p < 0,001) e bactérias (p < 0,001). 

A comparação entre as referências nacionais e internacionais 

foi explorada num estudo anterior de QAI no âmbito do projeto 

GERIA (10).

Dos 668 idosos que residiam nos lares da 3ª idade estudados, 21% 

(n = 143) cumpriam os critérios de inclusão e concordaram em res-

ponder ao questionário de saúde respiratória. A tabela 2 apresenta 

as características gerais dos idosos participantes. A amostra é ca-

racterizada principalmente por mulheres (85%), com a maioria das 

pessoas na faixa etária acima de 85 anos de idade (47%). Sessen-

ta por cento dos residentes são viúvos e habitam nos lares entre 2 

a 10 anos (58%). Em relação à ocupação anterior da maioria dos in-

quiridos, pertenciam à classe de trabalho manual e indiferenciado 

(57%) com ensino básico primário e médio (EB2) (65%). Quarenta
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Tabela 1:      Estatística descritiva do ambiente interior nos lares da 3ª idade, por estação do ano.

 

PM10 (µg/m3)

VERÃO

INVERNO

PM25 (µg/m3)

VERÃO

INVERNO

COVT (µg/m3)

VERÃO

INVERNO

Formaldeído (mg/m3)

VERÃO

INVERNO

CO (µg/m3)

VERÃO

INVERNO

CO2 (µg/m3)

VERÃO

INVERNO

Bactérias (CFU/m3)

VERÃO

INVERNO

Fungos (CFU/m3)

VERÃO

INVERNO

Temperatura ( º C)

VERÃO

INVERNO

Humidade relativa (%)

VERÃO

INVERNO

 

133

132

120

119

123

132

77

84

131

131

131

131

131

127

126

124

131

131

131

131

 

40 [20-70]

50 [30-70]

30 [20-68]

30 [20-60]

48 [30-90]

78 [47-134]

< 42 [< 42- < 42]

< 42 [< 42- < 42]

0.1 [0.1-0.6]

0.3 [0.1-0.9]

721 [628-820]

975 [762-1321]

254 [142-392]

182 [102-398]

211 [119-386]

185 [101-302]

24 [22-26]

20 [18-22]

56 [41-63]

53 [39-61]

 

150 a

35 a

200 b

100 c

10 c

1300 d

-

500 e

Verão [22,8 - 26,1]

Inverno [20,0 - 23,6] f

[30-65] g

 

50 i

25 i

600 i

100 i

10 i

2250 i

< Exterior (até 350 
CFU/m3 mais) i

143

48

< Exterior i

230

166

[18-22] até 25 j

[50-70] j

 

[20-1730]

[20-86]

[20-2120]

[20-43]

[14-973]

[14-931]

[< 42-63]

[< 42-320]

[0.1-7.1]

[0.1-3.0]

[538-2313]

[541-2697]

[6-2282]

[14-996]

[6-2224]

[18-1218]

[14-32]

[13-27]

[21-75]

[5-75]

 

0.01*

-

0.01*

-

-

0.001*

0.01*

-

0.001*

-

n Mediana [P25-P75 ] Min-Max Internacional Nacionalp

Referências

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);  e World Health Organization (2009);  f ASHRAE 55;  
g IAQA 01-2003;  h ISO 7730:2005;  i Portaria n.º 353-A/2013 de 4 de dezembro;  j Decreto-Lei n.º 243/86 de 20 de  
agosto de 1986.  * Diferenças signif icativas nos parâmetros avaliados por estação do ano (verão e inverno).
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por cento dos inquiridos autoconsideraram-se doentes e a maioria 

deles (61%) apresentava um grau de enfraquecimento físico, mobili-

dade reduzida ou estavam acamados. Em relação aos não-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 não-res-

posta foram invalidez e a doença comprometendo as capacidades 

cognitivas e interpretativas para responder ao questionário (60%).

Entre os idosos inquiridos (tabela 3), a tosse (23%) e expetoração 

(12%) foram os sintomas respiratórios mais comuns e a rinite alér-

gica (22%) a principal doença reportada. Os problemas cardíacos 

foram referidos por 37% dos residentes. As pessoas idosas expos-

tas a PM10 acima dos níveis de referência 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 há uma diminuição de 

20% na probabilidade de ter rinite alérgica (OR = 0,8, 95%: 0,6-1,0). 

Nenhuma associação foi encontrada entre o ambiente interior e 

sintomas respiratórios.

_Conclusões

O ambiente interior tem uma potencial influência nos sintomas res-

piratórios crónicos de pessoas idosas que residem nos lares da 3ª 

idade, devido à sua suscetibilidade na saúde e a uma diminuição 

das defesas imunitárias e função respiratória. Nos lares da 3ª idade 

que participaram deste estudo destacam-se as principais conclu-

sões: (i) a tosse e expetoração foram os principais sintomas respi-

ratórios e rinite alérgica a principal doença reportada; (ii) a mediana 

da concentração de PM2.5 apresentou-se acima dos níveis de refe-

rência, tanto no inverno como no verão; (iii) os valores máximos de 

Tabela 2:      Características dos participantes idosos (n=143).
 

Género

Feminino

Masculino

Faixa etária

[65-75]

[76-85]

> 85

Estado civil

Solteiro

Casado

Divorciado

Viúvo

Educação

Analfabeto, ler e escrever

Primária (EB1) e/ou EB2

Secundário e/ou Universidade

Ocupação (anterior)

Administrativo e científico

Serviços e vendas

Trabalho manual e indiferenciado

N.º de anos a residir em lar

≤ 1 ano

[2-10]

> 11

Mobilidade física debilitada e acamados

Considerar-se doente

 

121 (84,6)

22 (15,4)

 

19 (13,2)

57 (39,9)

67 (46,9)

 

36 (25,5)

11 (7,8)

9 (6,4)

85 (60,3)

 

22 (15,6)

91 (64,5)

28 (19,9)

 

33 (23,1)

29 (20,3)

81 (56,6)

 

37 (25,9)

83 (58,0)

23 (16,1)

85 (61,2)

52 (40,3)

n (%)
Tabela 3:      Resultados do questionário BOLD (n=143).

 

Costuma ter Tosse, habitualmente?

Costuma deitar fora Expetoração do seu peito?

Já alguma vez teve um ataque de Pieira no peito que o tenha 
feito sentir dificuldade em respirar?

Teve alguma vez Pieira nos últimos 12 meses?

Já algum médico lhe disse que tinha Enfisema?

Já algum médico lhe disse que tinha Asma?

Ainda tem Asma?

Já algum médico lhe disse que tinha Rinite Alérgica?

Já algum médico lhe disse que tinha Problemas de Coração?

Alguma vez trabalhou durante um ano ou mais num lugar 
poeirento?

Já alguma vez fumou cigarros?

 

33 (23,1)

17 (11,9)

31 (21,7)

15 (10,5)

2 (1,4)

12 (8,4)

7 (4,9)

31 (21,7)

52 (36,6)

30 (21,7)

28 (19,6)

n (%)
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PM10, COVT, CO2, bactérias e fungos ultrapassaram os níveis de 

referência, o que pode comprometer o conforto do ar interior, agra-

vando as doenças respiratórias crónicas dos idosos; (iv) as pesso-

as idosas expostas a PM10 acima dos níveis de referência têm maior 

risco de rinite alérgica.

Tendo em vista a melhoria da QAI dos lares da 3ª idade, sugere-

se a implementação de medidas adequadas, tais como, sistemas 

de exaustão local perto de cozinhas e dispositivos de queima de 

gás, bem como, a limpeza diária ligeiramente humedecida das su-

perfícies dos diversos locais avaliados, por forma a reduzir a acu-

mulação e ressuspensão de partículas. As baixas temperaturas 

interiores e respetivo desconforto associado, especialmente no 

inverno, poderá ser evitado por medidas simples, tais como a im-

plementação de isolamento no teto, paredes e janelas, mantendo 

a ventilação natural e passiva dos espaços.

_Financiamento

Este projeto é financiado pela Fundação para a Ciência 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-

rência Estratégico Nacional para Portugal 2007-2013.
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_Introdução

O Formaldeído (FA) é um dos compostos químicos mais utiliza-

dos em todo o mundo, apresentando-se, em condições normais 

de pressão e temperatura, como um gás incolor de odor caracte-

rístico e intenso. A sua aplicação é multifacetada e transversal a 

praticamente todas as atividades, sendo que a exposição humana 

a este composto assume particular importância a nível industrial e 

no sector da saúde, onde é bastante utilizado. Ao longo das últi-

mas duas décadas vários estudos epidemiológicos revelaram uma 

associação entre a exposição ocupacional a este aldeído e inci-

dência de cancro nasofaríngeo e leucemia (do tipo mieloide) entre 

trabalhadores do sector industrial e da saúde (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 agências mundiais de saúde e recentemente reclassifi-

cado como agente carcinogénico humano (5-7). No entanto, alguns 

investigadores defendem que não há dados biológicos suficientes 

para assumir uma relação causal entre a exposição a FA e o risco 

de leucemia, dada a reactividade do composto que limitará o seu 

efeito ao local de primeiro contacto (nariz e boca) (8-10). O poten-

cial genotóxico do FA está largamente descrito tanto in vitro como 

in vivo, de bactérias até roedores (7). No entanto, em estudos de 

biomonitorização humana, o caracter genotóxico do FA é inconclu-

sivo, e carece de mais investigação em especial no que concerne 

ao seu efeito em tecidos distantes do local de absorção. Vários 

estudos, nacionais e internacionais, apontam os laboratórios de 

anatomia patológica como sendo um dos cenários ocupacionais 

em que os trabalhadores estão expostos a níveis de FA que exce-

dem os valores limites regulamentados (11-15). Nestes laborató-

rios decorrem atividades que implicam a libertação de vapores de 

FA pela utilização de formol (solução aquosa de FA). Este produto 

é um fixador de tecidos bastante eficiente, sendo, por isso, o elei-

to em procedimentos de rotina anatomopatológicos. A principal via 

de entrada do FA no organismo é a inalatória, atingindo sobretudo 

as vias respiratórias superiores.

_Objetivo

O objetivo do presente estudo foi avaliar a exposição ocupacional 

a FA em profissionais dos Serviços Hospitalares de Anatomia Pa-

tológica, utilizando para isso uma abordagem múltipla de modo a 

relacionar diferentes tipos de biomarcadores de dose e efeito. A 

integração dos resultados dos diferentes biomarcadores estuda-

dos permitir-nos-á investigar a relação entre a exposição ao FA e 

possíveis efeitos biológicos adversos, consequentes da exposi-

ção profissional a este composto. O conjunto de dados reunidos 

contribui para a caracterização da exposição a FA num contexto 

profissional específico, podendo, deste modo, revelar-se particu-

larmente útil para reforçar a necessidade de alterar as práticas de 

trabalho de forma a salvaguardar a saúde dos profissionais. Por 

outro lado, a informação recolhida será útil para as entidades res-

ponsáveis em definir os níveis aceitáveis para a exposição ocupa-

cional a FA e para os serviços que têm a seu cargo a vigilância da 

saúde dos trabalhadores.

_Material e métodos

Foi estudada uma população de 85 profissionais dos Serviços Hos-

pitalares de Anatomia Patológica, expostos ao FA no seu ambiente 

de trabalho e 87 indivíduos com historial ocupacional de não ex-

posição ao FA e com características demográficas, de idade, sexo, 

hábitos tabágicos e dieta semelhantes ao grupo exposto.

As características sociodemográficas dos dois grupos estudados, 

controlo e exposto, estão descritas na tabela 1. Todos os indivíduos 

que aceitaram participar no estudo foram informados e esclarecidos 

dos objetivos do trabalho em curso e, após terem manifestado o seu 

consentimento por escrito, respeitando a Declaração de Helsínquia 

de 1975 revista em 1989 responderam a um inquérito epidemioló-

gico visando a avaliação de factores sociodemográficos e outros 

_Estudo do potencial genotóxico do 
formaldeído em contexto profissional: 
projeto GenFA

  Solange Costa1, Carla Costa1, Patrícia Coelho1, Susana Silva1,  
Lívia Aguiar1, Beatriz Porto 2, João Paulo Teixeira1

solange.costa@insa.min-saude.pt
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potenciais factores de risco associados com a exposição a compos-

tos reconhecidos como cancerígenos (hábitos tabágicos, Raios X, 

entre outros). Os indivíduos do grupo exposto responderam, ainda, a 

um inquérito contendo questões relacionadas com a sua actividade 

laboral (uso de equipamento de protecção individual, anos de activi-

dade profissional, entre outros).

A avaliação da exposição ocupacional a FA foi realizada pela medi-

ção da concentração do FA no ar no local de trabalho e pela análise 

de diferentes indicadores biológicos. Para estimar o nível de expo-

sição do FA nos Serviços de Anatomia Patológica recorreu-se à 

amostragem contínua de ar no posto de trabalho, representativa do 

ar inalado pelos trabalhadores e ao cálculo da concentração média 

ponderada (TWA) expressa em ppm, tendo em conta a jornada de 

trabalho. Os níveis de ácido fórmico na urina foram quantificados 

(mg/g creatinina), por forma a estudar a sua potencial aplicação 

como biomarcador de dose interna de exposição ocupacional a 

FA. O estudo do dano genético foi avaliado em linfócitos do sangue 

periférico através de diversos biomarcadores de efeito, nomeada-

mente alterações citogenéticas, como formação de micronúcleos 

(MN) avaliada em 1000 células binucleadas/indivíduo (‰) e trocas 

entre cromatídeos irmãos (SCE) analisadas 50 metáfases/individuo 

e dano a nível do ADN, mediante o teste do cometa (% de ADN 

na cauda). A frequência de MN em células da mucosa bucal foi 

contabilizada em 2000 células diferenciadas/indivíduo, a média foi 

estimada em 1000. A frequência de protusões nucleares (BNbuds) 

também foi analisada nas células da mucosa bucal. As alterações 

citogenéticas encontram-se entre os biomarcadores de efeito mais 

utilizados em estudos de biomonitorização humana, estando larga-

mente documentado o seu papel como preditores de possíveis 

efeitos nocivos na saúde resultantes da exposição a genotóxicos 
(16-18), sobretudo do risco de ocorrência futura de cancro, como é 

exemplo a frequência de MN em linfócitos humanos (19). 

_Resultados

Para o grupo de trabalhadores estudados, tendo em conta a jorna-

da de trabalho obteve-se um valor médio de exposição ao FA de 

0.38 ± 0.03 ppm. O grupo exposto apresentou em média valores 

urinários de ácido fórmico (mg/g creatinine) estatisticamente supe-

riores ao grupo controlo (17.46 ± 1.33 vs. 11.53 ± 0.95), no entanto 

não foi observada associação com os níveis de exposição no ar. Os 

resultados obtidos para os indicadores biológicos de genotoxicida-

de revelaram que os indivíduos expostos apresentaram, em média, 

maior dano genético comparativamente aos indivíduos do grupo 

controlo. Foi observado no grupo exposto em relação ao controlo 

um aumento significativo na frequência 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 frequência de MN‰ em linfócitos (MNL) 

e em células da mucosa bucal (MNB) (gráfico 1). Foram encontradas 

associações (positivas) estatisticamente significativas entre a frequ-

ência de MN em ambos os tecidos (r=0.359, p<0.001), a duração 

(MN em linfócitos; r=0.277, p=0.011) e os níveis de exposição a FA 

(MN bucais; r=0.407, p=0.001), o que confirma a sensibilidade des-

te biomarcador para avaliar o efeito genotóxico do FA em indivíduos 

ocupacionalmente expostos. Nas células bucais dos indivíduos ex-

postos foi também encontrado um aumento significativo de BNbuds 

comparativamente com os controlos. Dados recentes indicam que 

a formação de BNbuds está associada ao mecanismo que a célula 

usa para remover o material genético amplificado ou em excesso; os 

BNbuds servem por isso de bioindicadores de amplificação genéti-

ca ou de alteração de carga genética celular (20). 
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a Média    b Teste Qui-quadrado (bilateral)    c Teste t- Student    ± Desvio padrão    

Tabela 1:      Características da população estudada.

 

Género

Feminino

Masculino

Idade (anos) a

Anos de trabalho a

Hábitos tabágicos

Não-fumadores

Fumadores

Anos fumador a

Cigarros/dia a

Maço/ano a

 

67 (77%)

20 (23%)

38.9 ± 11.0

65 (75%)

22 (25%)

21.7 ± 11.3

13.7 ± 6.9

14.8±11.5

66 (78%)

19 (22%)

39.8 ± 9.5

12.0 ± 8.2

64 (75%)

21 (25%)

20.4 ± 11.0

11.0 ± 5.8

11.2 ± 8.1

0.921 b

0.571 c

0.704 c

0.160 c

0.248 c

Controlos
(n=87)

Expostos
(n=85) p - value
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_Discussão e conclusão

No presente estudo constatou-se que os profissionais dos Serviços 

de Anatomia Patológica estão em média expostos a níveis de FA que 

excedem valores recomendados internacionalmente (0.3 ppm) e pelo 

Comité Científico em matéria de Limites de Exposição Ocupacional 

mandatado pela Comissão Europeia (0.2 ppm) (6, 21). A exposição 

dos profissionais a vapores de FA ocorre principalmente durante 

o exame macroscópico das peças cirúrgicas conservadas em for-

mol (registo das peças) e no despejo desse mesmo formol aquando 

da eliminação das peças para posterior tratamento como resíduos 

hospitalares (despejo e lavagem das peças).

No grupo estudado foi observado um aumento significativo na fre-

quência 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 

(linfócitos de sangue periférico), tendo sido encontrada uma as-

sociação positiva e significativa na formação de MN em ambos os 

tecidos. Significam estes resultados que o FA inalado induziu o 

mesmo tipo de dano no local de primeiro contacto e em células de 

circulação sistémica (linfócitos) o que vem reforçar a plausibilida-

de biológica da exposição humana a FA induzir dano genotóxico 

em outros tecidos para além do tecido de primeiro contacto, no-

meadamente em células-sentinela como os linfócitos.

Face ao exposto, torna-se necessário tomar medidas de controlo. A 

primeira abordagem no controlo da exposição a um produto quími-

co perigoso é analisar a possibilidade da sua substituição. Na sua 

impossibilidade, devem adotar-se medidas que reduzam ao mínimo 

o risco de exposição profissional, nomeadamente a implementação 

de boas práticas de trabalho e a formação dos trabalhadores nes-

ses princípios. Os trabalhadores deverão também ser informados 

sobre a correta utilização dos meios de prevenção (coletiva e indi-

vidual) e sua manutenção, de modo a minimizar os riscos inerentes 

às suas atividades. Paralelamente deverá proceder-se a melhorias 

nos locais de trabalho nomeadamente no que diz respeito às con-

dições de exaustão, ventilação e climatização nos laboratórios de 

registo e despejo de peças bem como nas salas de reservas de 

peças (caso sejam usados armários recomenda-se que sejam venti-

lados). No caso da tarefa de despejo de peças é possível reduzir ou 

mesmo eliminar a exposição por contratação de serviços especiali-

zados na eliminação de resíduos hospitalares no qual se procede à 

entrega dos contentores de reserva. Deve ser também assegurado 

um programa de vigilância da saúde dos trabalhadores que permita 

uma avaliação contínua dos riscos na saúde de natureza profissio-

nal e subsidie medidas e ações preventivas adequadas ao controle 

da exposição. 

Financiamento
Este projeto foi financiado pela Fundação para a Ciência e Tecnologia (FTC) 

(ref: SFRH/BD/46929/2008 e PTDC/SAU-ESA/102367/2008) e pelo Progra-

ma Operacional Potencial Humano do Quadro de Referência Estratégico 

Nacional para Portugal 2007-2013 (tipo 4.1).
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Gráfico 1:      Frequência no grupo controlo e exposto de micronú-
cleos em linfócitos (MNL) e de micronúcleos (MNB) 
e protusões nucleares (BNbud) em células epiteliais 
da mucosa bucal.

* p<0.001, s igni f icat ivamente di ferente do grupo controlo, Mann-Whitney U-test.
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_Introdução e objetivo

Os pesticidas são produtos químicos, de origem natural ou sinté-

tica, utilizados na eliminação ou controlo de pragas. Ao longo dos 

anos, os efeitos dos pesticidas tornaram-se um foco de preocu-

pação não só pelas intoxicações agudas pelas quais podem ser 

responsáveis mas também pelos seus diversos efeitos crónicos 

observáveis no ambiente, nos animais e também no Homem. Estes 

compostos são extremamente importantes em diversos sectores 

económicos mas são maioritariamente utilizados na agricultura (1).

Nos últimos anos, a agricultura biológica tem vindo a crescer em 

Portugal, assumindo já um papel relevante no panorama da agri-

cultura portuguesa. Neste tipo de agricultura, o uso de produtos 

fitofarmacêuticos é fortemente restringido pelo que se espera que 

este tipo de agricultura tenha um impacto diferente não só nos pro-

dutos e no ambiente, como também no agricultor. Até agora, foram 

apenas publicados estudos relativos à qualidade do esperma de 

indivíduos envolvidos em agricultura tradicional e biológica mas os 

resultados obtidos mostraram-se contraditórios (2, 3). 

O objetivo deste trabalho foi de avaliar o dano genético em traba-

lhadores de agricultura biológica e de agricultura tradicional recor-

rendo a biomarcadores de efeito.

_Material e métodos

Os indivíduos que constituem os grupos de agricultores (biológica 

e tradicional) foram contactados através de associações de agri-

cultores. Os indivíduos da população controlo (com características 

demográficas, de idade, sexo, estilos de vida e hábitos tabágicos, 

semelhantes aos restantes dois grupos) foram selecionados entre 

indivíduos com historial ocupacional de não exposição a estes com-

postos. Todos os indivíduos participaram de forma voluntária e ma-

nifestaram o seu consentimento informado por escrito.

Os participantes responderam a um questionário visando a avaliação 

de fatores demográficos e sociais e outros potenciais fatores de risco 

associados com a exposição a compostos reconhecidos como can-

cerígenos (hábitos tabágicos, raios X, entre outros). Em simultâneo, 

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 laboratório. 

O ensaio de micronúcleo em linfócitos (MNL) foi realizado de acordo 

com o previamente descrito por Teixeira et al., 2004 (4). Na análise 

de micronúcleos em reticulócitos (MN-RET) seguiu-se o protocolo 

descrito em Costa et al., 2011 (5). O teste de aberrações cromos-

sómicas (AC) e teste do cometa foram realizados conforme apre-

sentado por Roma-Torres et al., 2006 (6) e Costa et al., 2008 (7), 

respetivamente. Na análise de resultados do teste do cometa, foi 

analisado o indicador intensidade da cauda (IC).

_Resultados e discussão

As características sociodemográficas dos três grupos estudados, 

estão descritas na tabela 1. Nos três grupos, a média de idades e 

a proporção entre homens e mulheres e fumadores e não-fuma-

dores mostrou-se semelhante. Conforme apresentado na tabela, o 

grupo de trabalhadores incluídos no grupo de agricultura tradicio-

nal, embora com idade semelhante à do grupo de agricultura bio-

lógica (cerca de 40 anos), apresenta um histórico de trabalho na 

atividade agrícola muito superior (22.7 anos vs. 9.5 anos). De refe-

rir que o grupo de agricultura tradicional era constituído por indi-

víduos expostos a diferentes pesticidas durante a sua atividade. 

Os resultados obtidos para os indicadores de genotoxicidade estão 

apresentados na gráfico 1. No seu conjunto os trabalhadores da 

agricultura biológica apresentaram níveis de dano genético simila-

res ao grupo controlo, exceto no teste do cometa. Os dados deste 

indicador revelaram níveis de dano genético mais elevados em indi-

víduos controlo do que nos indivíduos do grupo de agricultura bio-

lógica. Uma vez que o teste do cometa fornece informação acerca 

das quebras temporárias nas cadeias de ADN que, em circunstân-

cias normais, são reparadas em poucas horas antes de se fixarem 
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como mutações, estes resultados mostram que, aparentemente, 

estes indivíduos apresentam menor exposição a compostos geno-

tóxicos do que os indivíduos controlo mesmo que a longo prazo, os 
níveis de dado genético sejam semelhantes (como evidenciado nos 

dados obtidos por MN e AC). De facto, os trabalhadores de agricul-

tura biológica não estão expostos a pesticidas de origem sintética e, 

em geral, apresentam estilos de vida mais saudáveis. Ao longo dos 

anos, diferentes estudos têm tentado associar a ingestão de alimen-

tos orgânicos a uma melhoria do estado de saúde do consumidor (8) 

mas os resultados mantêm-se inconclusivos (9). 

Por outro lado, os resultados obtidos confirmam o potencial ge-

notóxico dos pesticidas em contexto ocupacional. O aumento na 

frequência de MNL, AC e IC aqui observado está de acordo com 

artigos breves_  n. 10

a média  ± desvio padrão ( intervalo)

Tabela 1:      Características da população estudada.

 

Idade (anos) a

Sexo

Homens

Mulheres

Hábitos tabágicos

Fumadores

Não-fumadores

Tempo de exposição a

 

39.5 ± 12.3
(19-61)

26 (42,6 %)

35 (57,4 %)

11 (18,0 %)

50 (82,0 %)

-

 

39.6 ± 14.5
(18-68)

17 (47,2 %)

19 (52,8 %)

5 (13,9 %)

31 (86,1%)

9.5 ± 12.3

 

40.0 ± 12.2
(18-63)

43 (50,6 %)

42 (49,4 %)

5 (5,9 %)

80 (94,1 %)

22.7 ± 16.2
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Gráfico 1:      Dano genético nos diferentes grupos estudados.

As barras representam o erro padrão da média;    P<0.05, diferença estatisticamente signif icativa relativamente 
ao grupo controlo, teste U de Mann-Whitney.

especial 4

2014

2ª série

número:número:

Instituto Nacional de Saúde Doutor Ricardo Jorge, IP

Doutor Ricardo Jorge
Nacional de Saúde_Instituto Observações_ Boletim Epidemiológico

www.insa.pt



38

o previamente descrito por outros autores (10-14). Os dados ob-

tidos indicam ainda que a exposição a pesticidas pode ser res-

ponsável por dano em células hematopoiéticas uma vez que se 

observou um aumento na frequência de MN em reticulócitos. 

_Conclusão

Neste estudo, diversos biomarcadores foram utilizados para avaliar 

a influência de diferentes tipos de sistemas agrícolas nas alterações 

genéticas dos trabalhadores. Os resultados obtidos comprovam que 

os pesticidas são capazes de induzir genotoxicidade e que, em geral, 

os indivíduos que praticam agricultura biológica apresentam níveis 

semelhantes de dano genético aos indivíduos controlo não expostos 

mas significativamente inferiores aos que praticam agricultura tradi-

cional, indicando que o estado de saúde dos trabalhadores agrícolas 

pode ser influenciado pelo tipo de agricultura que praticam. 

Devido ao número de indivíduos incluído em cada grupo, este re-

sultado precisa ser interpretado com cautela, sendo necessária 

uma investigação mais aprofundada sobre o assunto para confir-

mar esta conclusão.

Financiamento
Este trabalho foi f inanciado pela Fundação para a Ciência e Tecnologia 

através da bolsa de Doutoramento SFRH/BD/37190/2007 de C. Costa.
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_Introdução

Os nanomateriais manufaturados (NMs), isto é, fabricados de-

liberadamente para fins específicos, apresentam propriedades 

físico-químicas únicas como a dimensão, área superficial ou fun-

cionalização, que lhes conferem caraterísticas mecânicas, óticas, 

elétricas e magnéticas muito vantajosas para aplicações indus-

triais e biomédicas. A título de exemplo, salienta-se a utilização 

crescente de NMs de dióxido de titânio em produtos de cosmé-

tica e higiene pessoal (1) (p.ex., em protetores solares e cremes). 

Contudo, a expansão da utilização destes e de outros NMs con-

trasta com a insuficiente avaliação de risco para a saúde huma-

na e para o ambiente, sendo ainda considerados como um risco 

emergente para a saúde pública (2). Uma das principais preocu-

pações relativamente aos efeitos adversos dos NMs é o seu po-

tencial efeito cancerígeno para o Homem. 

Num estudo recente, demonstrámos que um nanomaterial de dió-

xido de titânio na forma cristalina designada anatase, o NM-102 (do 

repositório do Joint Research Center; Ispra, Itália), induziu um au-

mento significativo de quebras cromossómicas - detetáveis na for-

ma de micronúcleos - em linfócitos humanos expostos ex vivo (3) 

não se tendo, porém, observado um efeito dose-resposta.

_Objetivo

No sentido de prosseguir e aprofundar a avaliação da genotoxici-

dade do NM-102, o presente estudo teve por objetivo caracterizar 

os seus efeitos genotóxicos, num modelo animal, utilizando uma 

abordagem integrada, a qual abrangeu a análise de vários parâ-

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 plasmídeo (5). A exposição a NM-102 

(10 e 15 mg/kg) realizou-se através de duas administrações suces-

sivas (com 24 h de intervalo) de cada dose por via intravenosa (i.v.). 

O desenho experimental combinou a análise integrada de vários 

parâmetros de genotoxicidade em diversos órgãos dos ratinhos, 

nomeadamente: anomalias cromossómicas (ensaio do micronú-

cleo) em reticulócitos de sangue periférico, quebras da cadeia de 

DNA (ensaio do cometa) e mutações no gene LacZ em células 

do baço e do fígado. Foram ainda efetuadas análises histológicas 

(microscopia óptica) e ultraestruturais (microscopia eletrónica de 

transmissão, TEM) de amostras de tecido hepático, com o intuito 

de demonstrar a ocorrência de exposição desses tecidos e célu-

las ao NM em estudo.

_Resultados
A análise histológica demonstrou, em amostras de tecidos dos ani-

mais tratados com a dose mais elevada de NM-102, uma acumu-

lação de nanopartículas no fígado, bem como a presença de um 

processo inflamatório moderado (figura 1A-C).

A análise ultraestrutural (TEM) revelou a presença de depósitos 

eletrodensos, compatíveis com a acumulação de NMs no fígado 

dos animais expostos, independentemente da dose administrada 

(figura 1D-E).

Por sua vez, os resultados do ensaio do micronúcleo em reticuló-

citos de sangue periférico dos ratinhos não revelaram alterações 

cromossómicas significativas, 42 h após a segunda administração 

intravenosa (i.v.) de NM-102 (gráfico 1A).

Decorridos 28 dias após a última administração, não se detetou 

qualquer aumento do nível de quebras de cadeia simples ou dupla 

de DNA (ensaio do cometa), tanto no fígado como no baço dos 

ratinhos expostos a 10 ou 15 mg/kg de NM-102 (gráfico 1B). Ve-

rificou-se também que não houve indução de mutações no gene 

LacZ nos mesmos órgãos dos ratinhos expostos (gráfico 1C).
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(A) Controlo negativo com hepatócitos normais (hp). (B) Fígado de ratinho exposto a 15 mg/kg de NM-102 exibindo aglomera-
dos de nanomateriais no interior de hepatócitos (setas largas). (C) Fígado de ratinho exposto a 15 mg/kg de NM-102 
evidenciando aglomeração de células inf lamatórias (entre setas), no interior das quais se podem encontrar aglomerados de 
nanomateriais (seta larga). Hn: núcleo hepatocítico; vn: vénula; er: eritrócitos. Escala: 25 µm. (Créditos: Pedro M. Costa, 
IMAR e INSA). (D a F) Microfotografias de TEM mostrando depósitos de NMs no interior das estruturas celulares de hepatóci-
tos de ratinhos expostos a NMs. m: mitocondria; LY: l isossoma. Escala: 0.2µm (Créditos: Elsa Alverca, INSA). 

Figura 1A-F:      Microfotografias do fígado de ratinhos expostos a NMs. 

(A) Ensaio do micronúcleo em sangue periférico, 42 h após exposição; (B) Ensaio do cometa em células do baço e do fígado, 28 dias após 
exposição; (C) Ensaio de mutações no transgene LacZ, 28 dias após exposição; MNRet - reticulócitos micronucleados; Ret- reticulócitos.

Gráfico 1A-C:      Resultados dos ensaios de genotoxicidade em órgãos de ratinhos expostos a NM-102.
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_Conclusões

A investigação da genotoxicidade do dióxido de titânio nanopar-

ticulado - NM-102 - recorrendo a uma abordagem integrada num 

modelo de ratinho transgénico disponível no Instituto Nacional de 

Saúde Doutor Ricardo Jorge, contribuiu para a evidência de que 

este nanomaterial não induz efeitos genotóxicos a nível sistémico, 

nas condições experimentais descritas. Salienta-se o facto de ter 

sido demonstrada a exposição interna e a acumulação do NM no 

fígado (4). Estes resultados negativos estão em concordância com 

os da maioria dos estudos publicados sobre a genotoxicidade de 

NMs de dióxido de titânio 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 observação de uma resposta inflamatória modera-

da em tecidos hepáticos sugere a possibilidade de ocorrência de 

genotoxicidade secundária in vivo, envolvendo inflamação. Reco-

nhece-se que esta resposta tecidular leva à produção de espécies 

reativas de oxigénio que poderão conduzir, ainda que secundaria-

mente, à formação de lesões no DNA, após exposição aos NMs. 

Assim, considerando a biopersistência do NM no organismo e o 

efeito inflamatório moderado observado, importa ainda investigar 

se ocorrerá genotoxicidade secundária, que venha a revelar-se 

apenas após uma exposição mais prolongada a estes nanoma-

teriais. Para além deste aspeto, a inflamação observada sugere 

ainda que o eventual desenvolvimento de processos canceríge-

nos por mecanismos não genotóxicos deverá ser investigado futu-

ramente.
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_Introdução

As nanopartículas superparamagnéticas de óxido de ferro (SPION) 

são promissores agentes de contraste em ressonância magnética 

podendo vir a melhorar significativamente o diagnóstico de diver-

sas doenças entre as quais cancro, doenças cardiovasculares e 

neurológicas. Diferentes tipos de SPION, tais como, as Feridex 

IV®, Resovist®, Combidex®, Lumirem® e ClariscanTM 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 utilização como agen-

tes de contraste, as propriedades superparamagnéticas destas 

nanopartículas potenciam também a sua aplicação para a entrega 

localizada de fármacos (1, 2) e destruição direcionada de tecidos 

tumorais através de hipertermia (3, 4). 

Apesar dos possíveis benefícios e promissoras aplicações das 

SPION, ainda são pouco conhecidos os efeitos destas nanopartícu-

las no sistema nervoso humano, pelo que se considera necessária 

a avaliação da toxicidade destas nanopartículas em linhas celulares 

do sistema nervoso humano (5). 

Com este estudo, pretende-se avaliar os possíveis efeitos citotó-

xicos e genotóxicos de nanopartículas de óxido de ferro (Fe 3 O4, 

magnetite) revestidas por sílica (ION-S) numa linha celular humana 

de origem neuronal (SHSY5Y).

_Material e métodos

A caraterização físico-química das ION-S foi efetuada por dispersão 

dinâmica da luz (DLS) para determinação do tamanho e estabilidade 

da suspensão, e microscopia eletrónica de transmissão (TEM) para 

análise do tamanho primário. O tamanho hidrodinâmico e poten-

cial zeta foram determinados em suspensões preparadas em água 

e meio de cultura celular.

O cultivo da linha celular e preparação 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 concentrações de 

ION-S (5-300 µg/mL), preparadas imediatamente antes do trata-

mento, em meio de cultura, durante três tempos de exposição (3, 

6, 24 h). A viabilidade celular foi avaliada após o período de expo-

sição através do ensaio MTT (7); uma solução Triton X-100 a 1% 

foi utilizada para controlo positivo. 

A avaliação da genotoxicidade foi efetuada recorrendo ao teste do 

cometa, tendo sido analisados 4 níveis de concentração (10, 50, 

100 e 200 µg/mL) e dois períodos de exposição (3 e 24 h). O ensaio 

foi executado de acordo com anteriormente descrito em Costa et 

al. 2008 (8), tendo sido utilizada bleomicina 1 µg/mL como contro-

lo positivo. Para cada condição experimental foram realizadas três 

experiências independentes (com três replicas por experiência).

_Resultados e discussão

Os resultados da caracterização físico-química das suspensões 

de ION-S estão apresentados na tabela 1. A análise TEM mostrou 

que as nanopartículas em estudo apresentam um tamanho de cer-

ca de 20 nm. Em dispersão, verificou-se que o tamanho das ION-S 

em água 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 água ultra pura, o que traduz uma diminuição da estabilidade 

nas ION-S neste meio. 
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O gráfico 1A apresenta os resultados obtidos no ensaio MTT. A 

análise da correlação entre a viabilidade celular e a dose de exposi-

ção mostra uma diminuição na viabilidade celular estatisticamente 

significativa apenas para o período de exposição de 24 h. No en-

tanto, mesmo para a dose mais elevada (300 µg/mL), a viabilidade 

celular manteve-se acima dos 80% confirmando a sua biocompati-

bilidade, à semelhança do que já foi descrito por outros autores (9).

Tendo em consideração estes resultados, foram selecionadas 4 

concentrações e dois períodos de exposição para a avaliação da 

genotoxicidade pelo teste do cometa. Os resultados obtidos estão 

representados no gráfico 1B e mostram que doses não citotóxi-

cas de ION-S (100 e 200 µg/mL) induzem um aumento significativo 

no número de quebras no ADN após 3 h e 24 h de exposição. 
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Tabela 1:      Caracterização físico-química das nanopartículas em estudo.

ION-S

ION-S em água 
(300 µg/mL)*

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

Tamanho hidrodinâmico (nm)

Potencial zeta (mV)

Tamanho hidrodinâmico (nm)

Potencial zeta (mV)

93.3 ± 0.5

-31.8 ± 2.1 (pH=7.73)

111.1 ± 1.1

-10.3 ± 1.1 (pH=8.14)

10.0 ± 2.1 (núcleo)

20.2 ± 2.9 (núcleo e revestimento)

* média   ± desvio padrão 

Em (B) as barras representam o erro padrão da média;    P <0.05, diferença estatisticamente signif icativa relativamente ao controlo 
negativo, teste U de Mann-Whitney; % tDNA: percentagem de ADN na cauda; PC: controlo positivo

Gráfico 1:      Toxicidade de ION-S na linha celular SHSY5Y. (A) Viabilidade celular avaliada pelo ensaio MTT (correlação de Spearman) e 
(B) dano genético avaliado pelo teste do cometa.
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A análise da literatura científica relativamente ao potencial genotó-

xico das SPION (analisado pelo teste do cometa) revela resultados 

contraditórios (5). À semelhança do que descrevemos, alguns au-

tores apresentam um aumento nos níveis de dano genético em 

células humanas após exposição a SPION (10, 11) mas a maio-

ria das publicações aponta para resultados negativos (12-14). É 

importante referir que o teste do cometa deve ser validado para 

análise da genotoxicidade de cada tipo de nanopartícula antes de 

se efetuar o ensaio, de forma a excluir possíveis interferências que 

poderão enviesar os resultados (esta análise foi realizada no pre-

sente trabalho, tendo-se verificado que as ION-S não interferiam 

com a metodologia experimental do ensaio).

_Conclusão

Os resultados aqui descritos sugerem que ION-S estudadas são 

biocompatíveis mesmo nas concentrações mais altas em estudo. 

No entanto, a análise da genotoxicidade mesmo a concentrações 

baixas mostra que estas nanopartículas são capazes de induzir 

dano genético nas células expostas. 

Este dado vem reforçar a necessidade de uma análise exaustiva da 

toxicidade de SPION desenvolvidas para aplicações biomédicas. 

Futuros estudos devem incluir uma bateria de ensaios biológicos 

que ofereçam informação relativa aos mecanismos de toxicidade 

que estão na base dos efeitos aqui observados.
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_Introdução

A alimentação infantil comercial desempenha um papel impor-

tante na dieta de lactentes e crianças jovens, dado serem uma 

das fontes de nutrientes durante os primeiros meses de vida (1). 

Os lactentes e crianças jovens são um grupo vulnerável relativa-

mente à ingestão de contaminantes químicos através da alimen-

tação, uma vez que têm uma taxa metabólica elevada e uma dieta 

composta por um número restrito de alimentos. A presença de 

metais pesados na alimentação infantil pode causar efeitos ad-

versos na saúde de lactentes e crianças jovens. O mercúrio é um 

contaminante químico cuja acção sobre o sistema nervoso cen-

tral pode conduzir a danos permanentes (2). É também nefrotó-

xico e imunotóxico, e a exposição mesmo que em níveis baixos, 

poderá causar efeitos adversos em qualquer período do desen-

volvimento. Em situação ideal nenhuma criança ou adulto deveria 

estar exposto a mercúrio uma vez que esta substância não traz 

qualquer benefício f isiológico (3). 

_Objetivo

O presente estudo teve como objectivo a determinação dos teores 

de mercúrio total em amostras de alimentação infantil comercial, 

de produção biológica e convencional e avaliação da exposição de 

crianças ao mercúrio, através do consumo destes alimentos.

_Materiais e métodos

Neste estudo foram analisadas 87 amostras de alimentação infantil 

comercial, onde se incluíram produtos à base de cereais, fórmulas 

infantis e refeições preparadas. A determinação de mercúrio total foi 

efectuada em analisador directo de mercúrio DMA80 (Milestone®) 

baseado no princípio da decomposição térmica, amalgamação e 

deteção por espectrometria de absorção. Foi ainda determinada a 

ingestão semanal de mercúrio total utilizando os dados de consumo 

e peso corporal de um grupo de crianças alemãs (4), (na ausência 

de dados da população portuguesa) e a mediana (P50) e os percen-

tis 90 (P90), 95 (P95) e 99 (P99) dos teores de mercúrio total para 

cada grupo de alimentos, originando diferentes cenários de exposi-

ção, tal como recomendado pela EFSA (European Food Safety Au-

thority). Os valores de P90, P95 e P99 correspondem a exposições 

a elevadas concentrações de mercúrio total. A avaliação da expo-

sição foi efetuada por comparação dos valores de ingestão obti-

dos relativamente ao valor de ingestão semanal provisória tolerável 

(PTWI) recomendado pela Comissão Conjunta de Peritos em Adi-

tivos Alimentares da FAO/WHO (JECFA) que é de 4,0 µg/kg-1 peso 

corporal.semana-1 (µg/kg-1pc.sem-1). 

_Resultados e discussão

A tabela 1 apresenta os resultados obtidos para os teores de 

mercúrio total em alimentação infantil tendo-se verif icado valo-

res quantif icáveis em 50 das 87 amostras analisadas. A mediana 

dos teores de mercúrio total determinados para cada grupo foi de 

0,50 µg /kg -1 para produtos à base de cereais, 0,50 µg /kg -1  para 

fórmulas infantis e 0,40 µg /kg -1  para refeições preparadas. Nos 

grupos “fórmulas infantis” e “refeições preparadas” não foram 

encontradas diferenças estatisticamente significativas entre as 

amostras de produção convencional e as de produção biológica.

Pelo contrário, no grupo dos produtos à base de cereais foram 

encontradas diferenças estatisticamente significativas relativa-

mente ao modo de produção (p < 0,005). No grupo dos produtos 

à base de cereais verificou-se que as amostras com teores mais 

elevados de mercúrio total continham arroz como ingrediente pre-

dominante. Os produtos à base de cereais de produção biológica 

continham um maior número de amostras com arroz na sua com-

posição, podendo assim eventualmente considerar-se que a con-

centração mais elevada de mercúrio total estará relacionada com 

a presença de arroz e não com o modo de produção.  

_Ocorrência e avaliação da exposição a 
mercúrio total em alimentos para crianças 
em Portugal  

artigos breves_   n. 13 _Segurança Alimentar   

Carla Martins1, Elsa Vasco1, Eleonora Paixão 2, Paula Alvito1 

 carla.martins@insa.min-saude.pt

(1) Departamento de Alimentação e Nutrição, INSA.
(2) Departamento de Epidemiologia, INSA (à data).

especial 4

2014

2ª série

número:número:

Instituto Nacional de Saúde Doutor Ricardo Jorge, IP

Doutor Ricardo Jorge
Nacional de Saúde_Instituto Observações_ Boletim Epidemiológico

www.insa.pt



46

A tabela 2 apresenta a estimativa da ingestão de mercúrio total 

considerando diferentes cenários de exposição. Para P50, foi deter-

minada uma ingestão situada entre 0,010 e 0,014 µg/kg-1pc.sem-1  

(0,2% e 0,4% do PTWI recomendado) para produtos à base de ce-

reais, entre 0,017 e 0,064 µg/kg-1pc.sem-1  (0,4% e 1,6% do PTWI) 

para as fórmulas infantis e entre 0,032 e 0,075 µg/kg-1pc.sem-1  

(0,8% e 1,9% do PTWI) para as refeições preparadas. Conside-

rando o P99 dos teores de mercúrio total, ou seja, uma situa-

ção de elevada exposição, foi determinada uma ingestão de 3,7 

µg/kg-1pc.sem-1  (93% do PTWI), que não excede mesmo assim os 

valores recomendados. 
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Tabela 1 

Tabela 1:      Teores de mercúrio total em alimentação infantil, em produtos de origem biológica e 
convencional comercializados na região de Lisboa (n=87).

Min - Teor mínimo obtido por análise no DMA80;  Max - Teor máximo obtido por análise no DMA80;   
n - número de amostras analisadas;  LOQ (Limite de Quantif icação) - 0,29 µg/kg-1;     
LOD (Limite de Deteção) - 0,10 µg/kg-1 ;  a Teste de Mann-Whitney

 

Produtos à base de cereais

Convencional

Biológico

Fórmulas infantis

Convencional

Biológico

Refeições preparadas

Convencional

Biológico

Alimentos infantis
Total

12

14

13

6

24

18

< LOQ

8

1

3

5

14

6

> LOQ

4

13

10

1

10

12

Mediana

0,50

0,29

1,60

0,50

0,64

0,29

0,40

0,29

0,50

Intervalo (Min – Max)

0,15 – 2,20

0,36 – 2,90

0,19 – 0,85

0,15 – 0,81

< LOD – 13,00

< LOD – 19,56

p a

0,001

0,069

0,319

Amostras (n) Mercúrio total (µg/kg-1)  

Tabela 2:      Estimativa da ingestão de mercúrio através do 
consumo de alimentação infantil comercial.
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0,014

0,012

0,012
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0,082

0,071
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0,056

 

0,082

0,072

0,071

0,056
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(meses)

Peso 
corporal

(kg)

Consumo 
médio

(g dia-1)

P50
0,50

µg/kg-1

P90
2,80

µg/kg-1

P95
2,88

µg/kg-1

P99
2,90

µg/kg-1

 

3

6

9

12

 

5,8

7,5

8,6

9,4

 

105,3

67,1

46,8

44,9

Fórmulas infantis 

 

0,064

0,031

0,019

0,017

 

0,105

0,052

0,032

0,028

 

0,105

0,052

0,032

0,028

 

0,108

0,053

0,032

0,028

Idade
(meses)

Peso 
corporal

(kg)

Consumo 
médio

(g dia-1)

P50
0,50

µg/kg-1

P90
0,83

µg/kg-1

P95
0,83

µg/kg-1

P99
0,85

µg/kg-1

 

3

6

9

12

 

5,8

7,5

8,6

9,4

 

67,0

195,1

234,3

208,1

Refeições preparadas

 

0,032

0,072

0,075

0,061

 

0,368

0,829

0,868

0,705

 

0,954

2,149

2,250

1,829

 

1,582

3,562

3,730

3,031

Idade
(meses)

Peso 
corporal

(kg)

Consumo 
médio

(g dia-1)

P50
0,40

µg/kg-1

P90
4,55

µg/kg-1

P95
11,80

µg/kg-1

P99
19,56

µg/kg-1
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_Conclusões

Os resultados deste estudo mostram que os produtos destinados 

a lactentes e crianças jovens apresentam níveis reduzidos de con-

taminação com mercúrio total. Dada a elevada suscetibilidade dos 

lactentes e crianças jovens a esta substância é importante manter 

uma seleção de matérias-primas que permitam reduzir a presença 

de mercúrio total nos alimentos comercializados, bem como, ava-

liar a necessidade de estabelecer limites legislados para os teores 

de mercúrio total na alimentação infantil. Será ainda de todo o inte-

resse avaliar a exposição a mercúrio total com base em dados de 

consumo reais para crianças obtidos em Portugal.

Referências bibliográficas:
(1) Ikem A, Nwankwoala A, Odueyungbo S, et al. Levels of 26 elements in infant formula 

from USA, UK, and Nigeria by microwave digestion and ICP-OES. Food Chem. 
2002;77(4):439-47.

(2) European Food Safety Authority. Mercury as undesirable substance in animal feed. 
EFSA Journal. 2008;654:1-74.

(3) Bose-O’Reil ly S, McCarty KM, Steckl ing N, et al. Mercury exposure and children’s 
health. Curr Prob Pediat Adolesc Health Care. 2010;40(8):186-215.

(4) Kersting M, Alexy U, Sichert-Heller t W, et al. Measured Consumption of commercial 
infant food in German infants: results from the DONALD study. J Pediatr Gastroenterol 
Nutr. 1998;27(5):547-52.

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

Atualmente, a estratégia de avaliação de risco das plantas geneti-

camente modificadas (GM) destinadas à alimentação humana e/ou 

animal, é focada na identificação das semelhanças/diferenças 

existentes entre a linha GM, em avaliação, e a linha não genetica-

mente modificada que lhe deu origem (“conventional counterpart”) 

(1). Um dos pontos mais importantes nesta avaliação é a escolha 

do controlo mais adequado.

As potenciais diferenças inesperadas encontradas entre uma dada 

planta geneticamente modificada e o seu controlo podem: a) dever-

se à expressão do transgene inserido; b) ocorrer como consequência 

de alterações epigenéticas ou disrupções/rearranjos na sequência 

do DNA provocadas pela inserção do transgene; c) dever-se ao 

stress provocado pelos procedimentos de cultura in vitro necessaria-

mente utilizados durante o processo de transformação.

O desafio é encontrar controlos que permitam avaliar os potenciais 

efeitos inesperados provocados pelos incidentes referidos em a) e 

b), não tendo em consideração os potenciais efeitos inesperados 

atribuídos aos procedimentos de cultura in vitro, na medida em que 

esta última é uma ferramenta não controversa, largamente utilizada 

na propagação clonal e nas estratégias de melhoramento de plantas. 

No guia da EFSA (European Food Safety Authority) para a seleção 

dos controlos a utilizar na avaliação de risco das plantas genetica-

mente modificadas (2), é considerada a utilização de linhas segre-

gantes negativas, ou seja, linhas homozigóticas que não contém 

o transgene, obtidas por auto polinização de linhas transgénicas 

heterozigóticas ou por polinização cruzada entre estas e as linhas 

controlo convencionais.

Alguns investigadores sugerem que os segregantes negativos são 

controlos mais adequados que as plantas convencionais não ge-

neticamente modificadas, na medida em que permitem descontar 

as diferenças promovidas pela cultura in vitro. No entanto, outros 

alegam que os potenciais impactos da modificação genética não 

podem ser completamente avaliados utilizando apenas os segre-

gantes negativos como controlos, na medida em as potenciais 

alterações genéticas/ epigenéticas promovidas pela inserção do 

transgene podem persistir nestas linhas.

Resumindo, a utilização dos segregantes negativos como controlos 

na avaliação de risco das plantas GM poderá conduzir ao desconto 

das alterações genéticas/epigenéticas promovidas pela inserção 

do transgene. Neste caso diferenças inesperadas que deveriam ser 

avaliadas serão impossíveis de analisar. Por outro lado, a utilização 

das linhas não GM convencionais, como controlos, não permitirá 

descontar as diferenças promovidas pelo processo da cultura in 

vitro. Estas alterações, apesar de não serem consideradas um 

risco, não poderão ser excluídas da avaliação.

A questão é saber qual destes fatores, cultura in vitro ou inserção 

do transgene, tem maior impacto nas alterações inesperadas.

_Objetivo

Este estudo teve como objetivo principal compreender a relevância 

da presença do transgene, das alterações genéticas/ epigenéticas 

induzidas pela inserção do mesmo e da cultura in vitro, nas diferen-

ças inesperadas encontradas entre uma dada planta transgénica e 

seu controlo.

_Métodos

”Multiplex fluorescence 2D gel electrophoresis” acoplada à espec-

trometria de massa: utilizámos estas técnicas para caracterizar o 

proteoma de três linhas de arroz (Oryza sativa L. ssp. japonica cv. 

Nipponbare): um controlo convencional, uma linha transgénica Ta 

e uma linha segregante negativa (NSb) descendente de uma linha 

transgénica diferente (Tb) (figura 1). 
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_Resultados

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

Neste estudo selecionámos 81 spots com abundâncias diferenciais 

(spots com diferenças de abundância relativa >1,5; ANOVA valor de 

p <0,05 e p- ajustado por “False Discovery Rate” (ou q)  <0,05 entre 

pelo menos dois dos três grupos em teste- figura 2). 

Destes 81 spots, 72 (88,9%) tiveram abundâncias diferenciais, tanto 

na linha Ta como na NSb vs. C. Adicionalmente, 49 destes 72 spots 

revelaram também uma alteração de abundância ≥1,5 tanto na linha 

Ta como na NSb vs. controlo. Em contraste, apenas 7 spots (8,6%) 

apresentaram abundância diferencial entre as linha Ta vs. NSb e 

apenas 1 (1,2%) destes 7 apresentou uma diferença de abundância 

relativa>1,5 (quadro 1). Todos os 81 v com abundância relativa al-

terada apresentaram a mesma tendência quando comparando as 

linhas Ta e NSb vs. C (abundância maior ou menor, mas o mesmo 

perfil em ambos os grupos). Estes dados demonstraram claramente 

que as linhas Ta e NSb são quase idênticas, e distintas do controlo. 

A análise de componentes principais (“Principal Component Analy-

sis”) confirmou-o (gráfico 1). 

Assumindo que cada inserção de DNA origina diferentes alterações 

genéticas/epigenéticas e, consequentemente, diferentes proteomas, 

seria de esperar que o proteoma da linha NSb fosse diferente do da 

linha Ta (devido à ausência do transgene a (ta) e a diferentes altera-

ções promovidas pelo processo de inserção do transgene) (figura1). 

No entanto, verificámos que o proteoma da linha NSb é muito mais 

próximo do da linha Ta, do que do controlo C (quadro 1, gráfico 1). 

Se representarmos g(Ci) como a função que transforma cada um 

dos spots do gel bidimensional representativo da linha C nos spots 

do gel bidimensional da linha Ta e f(Ci) a função que transforma os 

spots do gel bidimensional da linha C nos da linha NSb, podemos 

afirmar que estas duas funções têm praticamente o mesmo impac-

to nos dados de proteómica. Na medida em que o único aspeto 

em comum entre as linhas Ta e NSb é que ambas passaram pelo 

mesmo processo de cultura in vitro, os resultados obtidos parecem 

indicar que as alterações promovidas pela inserção do transgene e 

a presença/expressão do mesmo, são fatores com menos impacto 

no proteoma do arroz que as alterações promovidas pelo processo 

de cultura in vitro.

 artigos breves_  n. 14

Figura 1:      Representação esquemática das linhas de plantas de arroz em teste e dos potenciais fatores que 
contribuem para as suas diferenças.

IV-Alterações promovidas pela cultura in vitro; APITa- Alterações promovidas pela inserção do transgene a; APITb- Alterações promovidas 
pela inserção do transgene b; ta- Diferenças promovidas pela expressão do transgene a; tb- Diferenças promovidas pela expressão do 
transgene b; g(Ci), f(Ci)- Funções que transformam cada um dos elementos dos controlos (Ci-spots proteicos) nos elementos de Ta ou NSb  
(spots proteicos), respetivamente. As linhas analisadas neste estudo estão representadas a vermelho. As três l inhas em teste (C, Ta e 
NSb-Oryza sativa L. ssp. japonica cv. Nipponbare) foram crescidas nas mesmas condições por duas gerações antes da experiência. 
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Gráfico 1:      Análise de componentes principais dos 81 spots selecionados.

Spots com diferenças de abundância relativa >1,5; ANOVA valor de p <0,05 e p- ajustado por “False Discovery Rate” 
(ou q)  <0,05 entre pelo menos dois dos três grupos em teste.
Quadrado rosa- controlo (C); Círculo amarelo- segregante negativo (NSb); Triângulo azul- l inha transgénica (Ta).

Os números identificam os 81 spots com abundâncias diferenciais que 
foram analisados por MS/MS. kDA-Quilodaltons.

Figura 2:      Exemplo de uma imagem de um gel bidimensional (controlo interno). 
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Quadro 1:      Distribuição dos spots proteicos em grupos e sua identificação por MS.

C - Controlo; Ta - Linha transgénica a; NSb - Segregante negativo b; DAR - Diferença de abundância relativa; (↑) - Maior abundância;    
(↓) - Menor abundância; A1.1, A2.1, B1.1- ANOVA p<0,05, q<0,05 em NS vs. T, DAR <1,5; A2.2- ANOVA p<0,05, q<0,05 em NS vs. T, DAR ≥1,5.

Spot nº Identificação por MS

4 (↓) “Actin -depolymerizing factor 3”
9 (↓) “Peptidyl -propyl cis - trans isomerase”
24 (↓) “Glutamine synthetase cytosolic isozyme”
30 (↓) “Sedoheptulose - 1,7 - bisphosphate precursor”
34 (↑) “Sgt1”
36 (↓) “Malate dehydrogenase”
38 (↓) “LL- diaminopimelate aminotransferase, chloroplastic- like”
39 (↓) “Aminomethyltransferase, mitochondrial- like”
50 (↑) “Pyrophosphate - dependent phosphofructokinase beta subunit”
52 (↑) “Rubisco”
58 (↑) “Phenylalanine ammonia- lyase”
59 (↑) “Alanyl - tRNA synthetase, mitochondrial precursor”
64,65 (↓) “Transketolase 1”
20 (↓) “Oxygen-evolving complex protein 1”
23 (↓) “Fructose -1,6 -bisphosphate, cytosolic”
25 (↑) “Caffeic acid 3 - O -methyltransferase”
37 (↓) “RNA binding protein, putative, expressed”

2 (↑) “Rubisco small chain c”
17,18 (↓) “Deoxyglucose -6 -phosphate phosphatise”
19 (↓) “33kDa oxygen evolving protein of photosystem II”
21 (↑) “Chain A, Crystal structure of Class I chitinase”
26,27 (↓) “Rubisco activase”
28 (↓) “Succinyl - CoA ligase [ADP- forming] subunit beta, mitochondrial”
31 (↑) “Phosphoribulokinase precursor”
35 (↓) “Acetylornithine deacetylase - like”
40 (↑) “Serine -glyoxylate aminotransferase-like”
41 (↑) “Peroxisomal (S) - 2 - hydroxy - acid oxidase GLO1”
42,43,44 (↑) “Alanine aminotransferase”
45 (↑) “Rubisco large subunit”
46 (↑) “Malate synthase, glyoxysomal”
48 (↑) “Chaperonin protein”
49 (↑) “NADP dependent malic enzyme”
51 (↑) “Pyrophosphate - dependent phosphofrutokinase beta subunit”
53,54,55,56 (↑) “Sucrose synthase 1”
60 (↑) “Ferredoxin - dependent glutamate synthase, chloroplast precursor”
67 (↑) “Chaperone protein ClpC1, chloroplastic”
68 (↑) “Cell division cycle protein 48”
79,80,81 (↑) “Carbamoyl - phosphate synthetase large chain - like”
32 (↓) “Rubisco activase”

No MS identification

14 (↑) “L-ascorbate peroxidase 1, cytosolic”
22 (↑) “GLN1_Orysa Glutamine synthetase root isozyme”
29 (↑) “Precursor chloroplastic glutamine synthetase”
57 (↓) “5-methyltetrahydropteroyltriglutamate - homocysteine methyltransferase”
66 (↑) “Chaperone protein ClpC2, chloroplastic”
16 (↓) “Deoxyglucose - 6 -phosphate phosphatase”
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52

O stress provocado pela cultura in vitro desencadeou uma respos-
ta nas linhas transgénica (Ta) e segregante negativa (NSb)

Dos 81 spots com abundância relativa alterada, apenas 71 foram 

possíveis de retirar do gel e analisar por MS. Foram consegui-

das identif icações para 55 spots, correspondendo a 36 proteínas 

diferentes (quadro 1). A maioria destas proteínas são proteínas 

já descritas como estando associadas com a resposta a diver-

sos stresses ou associadas a vias metabólicas que podem ser 

ativadas/modificadas como resposta ao mesmo. Estes resulta-

dos não são surpreendentes na medida em que é sabido que as 

plantas sujeitas a técnicas de cultura in vitro são inevitavelmente 

sujeitas a stress (3,   4) (corte, choque osmótico, toxicidade por 

nitrogénio, desregulação hormonal, espaço reduzido, etc.). De 

forma a se adaptarem a tais condições as plantas desenvolveram 

uma série de estratégias que passam por ajustarem uma série de 

processos genéticos e bioquímicos. Neste estudo, parece confir-

mar-se que estas adaptações podem ser memorizadas ao longo 

de várias gerações, na medida em que as linhas em teste foram 

crescidas nas mesmas condições durante duas gerações antes 

do início da experiência. 

É sabido que processos epigenéticos os quais incluem metila-

ção de DNA, modificação de histonas e “small inter fering RNAs” 

(siRNAs) são processos util izados pelas plantas na memória do 

stress ao longo das gerações (5, 6).

Implicações dos resultados obtidos nas estratégias de análise de 
risco das plantas geneticamente modificadas

Embora se saiba que a cultura in vitro provoca stress, o que ne-

cessariamente leva a modificações no transcritoma e proteoma 

das plantas, tais alterações nunca foram consideradas diferentes 

daquelas, por exemplo, provocadas pelo ambiente.

Neste caso particular parece que o stress imposto pelas técnicas 

de cultura in vitro (util izada durante o processo de transforma-

ção para obtenção das linhas Ta e Tb, duas gerações antes deste 

estudo) foi o fator com maior influência sobre as diferenças pro-

teómicas entre as linhas controlo e Ta/NSb.

Considerando uma situação hipotética em que as linhas Ta e C 

(utilizadas neste estudo) estariam a ser comparadas, por proteómi-

ca, numa análise de risco, diversas diferenças seriam encontradas 

que provámos aqui não estarem relacionadas nem com a presen-

ça do transgene nem com as alterações epigenéticas provocadas 

pela sua inserção. Estes resultados reforçam a necessidade de 

interpretação da relevância biológica e significância toxicológica 

das diferenças significativas encontradas entre as plantas trans-

génicas e seus controlos. Para além disso se as alterações pro-

movidas pela inserção do transgene são, de facto, negligenciáveis 

quando comparadas com as promovidas pelas estratégias de cul-

tura in vitro utilizadas no processo de transformação, os segregan-

tes negativos serão, em nossa opinião, controlos mais adequados 

na análise de risco das plantas geneticamente modificadas. Estes 

controlos permitirão a análise das diferenças promovidas pela pre-

sença do transgene, descontando as promovidas pela cultura in 

vitro (não controversa) e pelo processo de inserção do transgene 

(provado aqui ter uma influência negligenciável).

_Conclusão

Demonstrámos, neste estudo, que as técnicas de cultura in vitro, 

universalmente utilizadas no melhoramento de plantas, podem 

originar maiores alterações nas plantas que a engenharia genética. 

Estes resultados reforçam a ideia de que a existência de diferenças 

inesperadas entre uma dada planta geneticamente modificada e 

seu controlo, não implica necessariamente uma preocupação em 

termos de segurança alimentar. Este trabalho não só contribuiu 

para desmistificar o uso da engenharia genética no melhoramento 

de plantas, mas demonstra também a potencial importância da 

utilização dos segregantes negativos como controlos no processo 

de avaliação de risco das plantas geneticamente modificadas.
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4º Congresso Ibérico de Cianotoxinas   
Lisboa, 8-10 julho 2015
O Congresso Ibérico de Cianotoxinas (CIC) tem a sua quarta edição 
em 2015 em Lisboa, no Pavilhão do Conhecimento situado no Par-
que das Nações, tendo como cenário o rio Tejo.

No seu habitual ambiente informal, o CIC tem permitido congregar 
o conhecimento Ibérico numa área emergente da qualidade hídrica, 
apoiando a complementaridade e partilha científica entre os dois pa-
íses e promovendo a divulgação e aproximação deste conhecimen-
to à realidade e à sua aplicação na promoção da qualidade da água, 
dos ecossistemas e da saúde das populações. 

Abordando temas que vão desde a ocorrência, distribuição e dinâ-
mica de episódios tóxicos no ambiente, até à caracterização dos 
seus efeitos na saúde humana e animal, passando pelas estratégias 
de deteção, prevenção, tratamento e remediação de situações de 
risco e pela abordagem a novos compostos bioativos, nesta edição 
pretendemos dar particular enfoque às novas tendências de inves-
tigação e desenvolvimento tecnológico em cianotoxinas. O 4º CIC 
debaterá os últimos desenvolvimentos técnico-científicos em cia-
notoxinas ocorridos nos dois países, pondo em contacto agentes 
de diferentes áreas do conhecimento e de intervenção na qualida-
de da água, em Portugal e em Espanha.

Encontramo-nos em Lisboa!

INSA disponibiliza modelo de relatório 
para uniformização de metodologias 
face à presença de materiais contendo 
amianto em edifícios
 
Na sequência do levantamento de edifícios públicos suspeitos de 
conter materiais com amianto é imperativo dispor de uma ferramen-
ta única que permita uniformizar modos de atuação face aos mate-
riais em presença e seu risco potencial para a saúde humana.

Com este objetivo a Unidade e Ar e Saúde Ocupacional do Depar-
tamento de Saúde Ambiental do INSA criou um modelo de relató-
rio para ser utilizado nas ações de identif icação de risco e orientar 
sobre as medidas a tomar. 

Mais informações e modelo de relatório 
Contacto: uaso.lisboa@insa.min-saude.pt 
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 A Comissão organizadora: Paulo Pereira, Arminda Vilares, Carina Menezes, 
Catarina Churro, Elisabete Valério, Elsa Dias, Sérgio Paulino

Laboratório de Biologia e Ecotoxicologia. Departamento de Saúde Ambiental, INSA.

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

4º CONGRESSO IBÉRICO DE CIANOTOXINAS
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