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A importéancia da consignacao de receitas
fiscais em saude publica e o papel estruturante
do Inquérito Nacional de Saide com Exame
Fisico

The importance of earmarking tax revenues in public
health and the structural role of the National Health
Examination Survey

A publicagdo em Diario da Republica dos Despachos n.°
2198/2026 e n.° 2230/2026 reflete decisdes de politica publi-
ca com significado estruturante para o sistema de saude em
Portugal (:2). Estes instrumentos determinam a consignagéo
de 2% da receita do imposto sobre o tabaco a execucao de
politicas ativas de prevengao e controlo do tabagismo, da
qual 7,5% para a realizagao pelo Instituto Nacional de Saude
Doutor Ricardo Jorge (INSA) do Inquérito Nacional de Saude
com Exame Fisico (INSEF), bem como para projetos de inves-

tigacao epidemiologica e comportamental,

Espera-se, assim, que a natureza desejavelmente periddica
do INSEF seja agora possibilitada através deste financiamen-
to publico que se espera possa repetir-se em anos subse-
quentes. O Pais ganhard uma infraestrutura publica que sirva
a producgao de conhecimento epidemioldgico e apoie o pla-
neamento e avaliagao das politicas publicas para o desenvol-
vimento, com base numa populacao menos desigual e mais

saudavel.

Os referidos despachos traduzem uma opcao estratégica
orientada para o reforco das fungdes essenciais da saude
publica que se insere na logica internacional de afetacdo de
receitas (earmarking), frequentemente utilizada para assegu-
rar a sustentabilidade da implementacao de politicas com

elevado potencial de impacto na satde da populagéo (3.

No contexto dos modernos sistemas de salde publica, a ca-
pacidade de produzir informacao epidemiolégica robusta, re-
presentativa da populac@o e comparavel ao longo do tempo,

é um fator critico e determinante da qualidade das decisdes
e das intervengdes. Os Institutos Nacionais de Saude Publica
desempenham um papel central neste dominio pois, enquan-
to entidades publicas, articulam, simultaneamente e de forma
independente, funcdes essenciais de observacdo, monitori-
zacao, vigilancia, investigagao cientifica, capacitacéo e disse-
minacéo da cultura cientifica na area da saude com foco na

populacao (4).

E neste quadro que assume particular relevo o financiamento
agora atribuido ao INSA para a repeticéo do INSEF. Este inqué-
rito epidemiolégico, promovido pelo INSA, foi realizado pela
primeira vez em 2015 tendo beneficiado do cofinanciamento
em 85% do mecanismo financeiro do espago econémico euro-
peu (EEA Grants) sendo os restantes 15% assegurados pelo
estado portugués (5). Apoiado, também, pela capacidade ins-
talada no Departamento de Epidemiologia, INSEF2015 iniciou
uma infragstrutura que se mantém relevante para as fungoes
de observacao em saude e de investigacao cientifica, atribui-
das a este Instituto, como demonstrado pelo volume de publi-
cacoes cientificas que gerou ao longo dos anos.

O primeiro INSEF, cujo trabalho de campo decorreu durante
2015, estudou uma amostra de 4911 pessoas residentes em
Portugal continental e as Regides Auténomas dos Acores e da
Madeira, representativa da populagao portuguesa com idade
entre 0s 25 e 0s 74 anos de idade, da qual recolheu dados
autorreportados, medicoes antropométricas e biométricas e
amostras biologicas, de acordo com métodos alinhados com
os melhores padrdes internacionais (5).

Os inquéritos de saude com exame fisico, tal como preconi-
zados no ambito do European Health Examination Survey,
demonstraram que a combinacao de dados obtidos por ques-
tionario, medicdes fisicas padronizadas e analises laborato-
riais permite obter informacado mais completa e fiavel sobre
0 estado de saude das populagdes, incluindo condicdes fre-
quentemente desconhecidas pelos préprios individuos (6:7).
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A componente de dados autorreportados permite caracterizar
escolhas e comportamentos, condigdes de vida e utilizacdo
de cuidados de saude, fundamentais para compreender os de-
terminantes sociais da saude (7). A realizagdo simultanea, na
mesma pessoa, de medicdes antropométricas e biométricas —
COMO 0 peso e a altura, ou a pressao arterial — permite quan-
tificar de forma mais rigorosa a prevaléncia de determinantes
de saude, fatores de risco e protetores, na nossa populacdo
(7). Paralelamente, as andlises laboratoriais realizadas sobre as
amostras bioldgicas colhidas possibilitam quantificar a distri-
buicao de marcadores bioldgicos, fatores de risco e protetores
e validar a informagao obtida (7).

Ao utilizar uma amostra probabilistica representativa da
populacéao residente, o INSEF procura a validade externa dos
resultados e a sua generalizagao ao nivel nacional e regional,
condicao relevante para o planeamento e a avaliagdo dos
planos e programas de saude (6). Esta base metodoldgica
aproxima o INSEF de inquéritos internacionais como o
National Health and Nutrition Examination Survey (NHANES),
realizado nos Estados Unidos da América hé varias décadas
ou 0 Health Survey for England, referéncias internacionais e
pilares da observacdo em saude e vigilancia epidemioldgica

nos respetivos paises.

Espera-se que a natureza periddica do INSEF, tal como da
maior parte dos inquéritos gerais de satde de ambito nacio-
nal, seja agora iniciada com este financiamento publico que
se deseja repetido em anos subsequentes, ja que a prepara-
cao, implementagao e obtencao de resultados tem um hori-

zonte temporal minimo de trés anos (6.7).

A repetic@o ao longo dos anos deste processo de recolha de
dados com instrumentos e métodos estaveis permitira a cons-
trucao de séries temporais de dados, a monitorizacéao de ten-
déncias e a identificac@o precoce de alteragdes nos padroes
de distribuicao de determinantes, doenga e incapacidade na

populacao.

| =

Esta capacidade é crucial para avaliar os efeitos epidemioldgi-
cos e 0 impacto populacional de politicas publicas ou alteracoes
verificadas na sociedade, como crises de saude ou de outra na-
tureza, de que foi exemplo a pandemia da COVID-19, ou outras
que, pela natureza dos fatores e problemas em questao, se
devem medir em ciclos longos, nunca inferiores a quinquénios,

e ndo apenas no curto prazo de um ou dois anos.

Dos poucos exemplos disponiveis em Portugal de fontes de in-
formagao de saude com base populacional, apenas o Inquérito
Nacional de Saude por entrevista (conduzido primeiro pelo Minis-
tério da Salde nas suas primeiras trés edicoes (1987, 1995/1996,
1998/1999) e depois numa parceira formal INSA/INE (2005/2006)
e desde 2014 pelo Instituto Nacional de Estatistica, com a cola-
boragdo cientifica do INSA), atualmente integrado no Inquérito
Europeu de Saude (EHIS) mantém, desde a década de 80 do sé-
culo XX, uma série temporal com alguma comparabilidade (8).

Adicionalmente, o INSEF constitui um instrumento importante
para a analise das desigualdades em salde, como revelado
pelos seus quatro relatorios publicados pelo INSA em 2017, em
linha com a melhor evidéncia internacional que demonstrou
ja que a distribuicao dos fatores de risco e dos resultados obti-
dos em saude seguem gradientes sociais marcados, exigindo
intervencdes especificas orientadas para a equidade (°-11),

A recolha sistematica de amostras biologicas cria, também,
condic6es para o desenvolvimento e consolidacdo do bioban-
co do INSA, e da sua desejavel base populacional. Este ¢ um
importante ativo estratégico para a promocéo da investigacao
biomédica e em saude publica ao integrar dados epidemioldgi-
cos, biométricos e antropométricos com dados resultantes da
analise laboratorial. Permitem-se, assim, abordagens de inves-
tigacdo mais complexas, incluindo o estudo das interacdes
genéticas, ambientais e comportamentais numa 6tica de com-
bate as desigualdades e iniquidades (12),
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O inicio da preparacdo de um segundo INSEF remonta a
2017, imediatamente ap6s a publicacdo dos resultados do
INSEF2015, e prévia a realizacdo conjunta com o Inquérito
Alimentar Nacional e de Atividade Fisica, entretanto contrata-
do enquanto inquérito isolado, e com o Inquérito Seroldgico
Nacional. Essa preparacdo foi interrompida em 2020 pela
pandemia da COVID-19, numa fase crucial de acordo estabe-
lecido entre diversos stakeholders, pelo que a situacéo atual
abre uma janela de oportunidade que importa aproveitar
como relevante para consolidar esta infraestrutura, reforgar
a sua comparabilidade temporal, expandir a capacidade cien-
tifica do INSA e contribuir para o reforgo do reconhecimento
nacional e internacional como Instituto de Sadude Publica de

ambito nacional.

Em sintese, a consignacao de recursos agora estabelecida
representa um investimento estratégico na producéo de co-
nhecimento epidemioldgico de base populacional e no refor-
co da capacidade do sistema de saude publica para apoiar
decisbes informadas. INSEF afirma-se, neste contexto, como
uma infraestrutura capaz de contribuir ao longo dos anos
para o desenvolvimento cientifico e técnico nacional e apoiar

politicas eficazes, equitativas.
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Ana Paula Rodrigues
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_Da tipagem classica a gendmica: reforco da vigilancia de Legionella pneumophila

com uma nova metodologia

From classical typing to genomics: Strengthening the surveillance of Legionella pneumophila with a new methodology
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_Resumo

Neste artigo de revisdo é abordada a evolugdo da tipagem molecular de
Legionella pneumophila, bactéria responsével pela Doenga dos Legionérios.
Sao discutidas as limitagdes dos métodos convencionais, frequentemente
insuficientes para estabelecer de forma robusta ligacdes entre casos humanos
e fontes ambientais de contaminacdo, o que tem dificultado a detegdo e
subsequente investigacao de surtos. Revisita-se a aplicacao da sequenciagédo
do genoma total (WGS) de L. pneumophila em Portugal e as suas vantagens,
destacando-se o recente desenvolvimento de uma nova metodologia de analise
de dados de WGS (através da bioinformatica), que visa reforgar a detegdo de
surtos, a identificagdo de fontes de infecéo e a avaliagao de risco, apoiando o
controlo atempado e efetivo de ameagas para a salde publica a nivel local e
transfronteirigo.

_Abstract

This article reviews the evolution of molecular typing of Legionella pneumo-
phila, the bacterium responsible for Legionnaires” disease. The limitations of
conventional methods are discussed, as they are often insufficient to robustly
link human cases to environmental sources of contamination, which may
hinder outbreak detection and subsequent investigation. The application of
whole-genome sequencing (WGS) of L. pneumophila in Portugal is revisited,
highlighting its advantages, as well as the recent development of a novel
typing approach for bioinformatics analysis of WGS data. This approach aims
to strengthen outbreak detection, source attribution, and risk assessment,
ultimately supporting more timely and effective control of public health
threats at local and cross-border levels.

_Doenca dos Legionadrios: introdugéo a vigilancia
laboratorial

A Doenga dos Legionarios € uma forma grave de pneumonia
causada por bactérias Gram-negativas do género Legionella,
particularmente Legionella pneumophila, as quais estao am-
plamente presentes no ambiente, sobretudo em ambientes
aquaticos naturais e solos humidos (1-5). A infecdo humana

ocorre principalmente por via respiratéria, através da inala-
¢cao de aerossois contendo goticulas de dgua contaminada,
podendo, mais raramente, resultar da aspiracéo pulmonar de
agua contendo a bactéria (1-5). O quadro clinico da doenca
caracteriza-se por febre, tosse e mialgias, podendo também
incluir cefaleias, dispneia, expetoracdo, anorexia, nauseas e
diarreia (1-5). A letalidade varia aproximadamente entre 5%
e 15%, podendo ultrapassar 40% em casos mais graves ou
em individuos com fatores de risco associados (4:6.7). Entre
estes destacam-se a idade avangada, o tabagismo, a imunos-
supressdo e a presenca de doengas cronicas, como diabe-
tes ou patologias pulmonares. A crescente incidéncia desta
doenca tem sido detetada por varios sistemas de vigilancia in-
ternacionais e notificada pelo Centers for Disease Control and
Prevention (CDC) e pelo European Centre for Disease Preven-
tion and Control (ECDC), o que reforca a importéncia da vigi-
lancia epidemioldgica e laboratorial continua (7).

Entre as fontes ambientais associadas a ocorréncia de doenca
humana destacam-se, sobretudo, sistemas aquaticos artificiais,
como instalacdes de aquecimento de agua (por exemplo, cilin-
dros e caldeiras, bem como torneiras e chuveiros), sistemas de
ar condicionado com recirculagdo de agua, torres de arrefeci-
mento, dispositivos de evaporagao e humidificadores (1:3). Para
além da sua ampla distribuicdo ambiental, a L. pneumophila
possui uma elevada capacidade de adaptacao e sobrevivéncia
numa grande amplitude de condicdes de temperatura e humi-
dade. A sua capacidade de formar biofilmes estruturados em
superficies aquaticas artificiais constitui um fator determinan-
te para a sua persisténcia prolongada nestes sistemas, dificul-
tando a sua eliminacdo e aumentando o risco de exposi¢ao
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humana (°-11). Como consequéncia, embora os casos de
Doenca dos Legionarios ocorram maioritariamente de forma
esporadica, podem também ocorrer surtos devido a exposi-
cdo de individuos a uma mesma fonte ambiental (3,5,12-14),
Historicamente, muitos dos grandes surtos desta doenca
tém sido associados a sistemas complexos de agua, tais
como torres de arrefecimento industriais (12-14),

Em Portugal, a Doenca dos Legionarios foi identificada pela
primeira vez em 1979 e passou a integrar a lista de doencas
de declaracéo obrigatéria em 1999 (15). Em 2004, foi imple-
mentado o Programa de Vigilancia Epidemioldgica Integra-
da da Doenca dos Legionérios, que articula investigacdo
epidemioldgica, ambiental e laboratorial (16:17). Neste con-
texto, o Instituto Nacional de Saude Doutor Ricardo Jorge
(INSA) coordena a componente laboratorial da vigilancia,
sendo responsavel pela caracterizacdo e comparacao ge-
nética de estirpes humanas, no ambito do Laboratério Na-
cional de Referéncia (LNR) do Departamento de Doencgas
Infeciosas, e de estirpes ambientais analisadas pelo Labo-
ratério de Microbiologia de Aguas do Departamento de
Saude Ambiental. Adicionalmente, o INSA integra atual-
mente o consoércio do Laboratério de Referéncia da Unido
Europeia para Legionella (EURL-PH-LEGI) (18), contribuindo
para o desenvolvimento e harmonizacdo de metodologias
laboratoriais e de vigilancia a nivel europeu. Esta integracao
permite apoiar a investigacao epidemioldgica e identificar
potenciais fontes ambientais associadas a casos esporadi-
cos ou surtos, contribuindo, assim, para a implementacao
atempada de medidas de controlo e prevencdo. Ao longo
das Ultimas duas décadas, varios surtos de Doenca dos Le-
gionarios foram identificados em Portugal (14:19), com par-
ticular destaque para o ocorrido em 2014 na regiao de Vila
Franca de Xira, um dos maiores surtos registados mundial-
mente (14.20), Este surto originou mais de 400 casos de
doenca e 14 mortes, tendo sido uma torre de arrefecimen-
to industrial apontada como provavel fonte de contamina-
cao (14.20,21) Acresce que este surto constituiu também
um marco cientifico, tendo sido a primeira vez em Portugal
que a sequenciacao do genoma total (Whole-Genome Se-
quencing, WGS) de L. pneumophila foi aplicada na investi-
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gacao e resolugcao de um surto. Esta abordagem laborato-
rial permitiu confirmar a ligag@o genética entre isolados hu-
manos e ambientais, bem como identificar caracteristicas
genéticas potencialmente associadas a persisténcia e evo-
lugdo da estirpe no meio ambiente (20). No contexto deste
surto foi ainda descrito um caso possivel de transmissao
pessoa-a-pessoa da doenca, identificado através da anali-
se comparativa do genoma completo de isolados bacteria-
nos provenientes de dois doentes com contacto proximo e
em que um deles nao foi exposto a fonte de contaminacao
ambiental na regido de Vila Franca de Xira (22). Estudos
posteriores demonstraram que a estirpe responséavel pelo
surto de 2014, identificada como L. pneumophila ST1905,
se manteve no ambiente ao longo dos anos seguintes,
tendo vindo a ser associada a novos casos de doenca em
diferentes localizagdes geograficas, evidenciando a sua ca-
pacidade de disperséo e persisténcia para além do epicen-
tro inicial do surto (23),

_Métodos convencionais de tipagem molecular

A investigacao de surtos de Doenca dos Legionarios depen-
de da integracao de dados epidemiologicos, ambientais e la-
boratoriais, sendo a caracterizacao (tipagem) e comparacao
microbioldgica das estirpes um elemento essencial para es-
tabelecer ligagdes entre casos humanos e potenciais fontes
de infecdo (24). Durante mais de duas décadas, o método de
tipagem mais utilizado para L. pneumophila foi o Sequence-
-Based Typing (SBT) (25.26) uma variante da metodologia de
Multilocus Sequence Typing (MLST) que analisa sete genes
para definir o designado Sequence Type (ST) de um dado iso-
lado bacteriano (27). Desenvolvido no inicio dos anos 2000
pelo European Society of Clinical Microbiology and Infectious
Diseases Study Group for Legionella Infections (ESGLI), o
SBT tornou-se 0 método de referéncia para a caracterizacao
genética de isolados desta bactéria, permitindo identificar
isolados com o mesmo ST e estabelecer semelhangas gené-
ticas entre eles de suporte a investigagao epidemiolégica de
surtos (28), Para amostras clinicas, uma das principais vanta-
gens da técnica SBT é a possibilidade de gerar informacéao
genética relevante mesmo na auséncia de isolamento bacte-
riano por cultura, um processo frequentemente desafiante
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para L. pneumophila, moroso e com taxas de sucesso limita-
das (29). Esta caracteristica do SBT continua a ser particular-
mente Util e vantajosa em contexto de investigacao de surto,
quando a obtengao de respostas rapidas é essencial para
apoiar a implementacao de medidas de saude publica. Con-
tudo, a experiéncia acumulada ao longo dos anos demons-
trou que este método apresenta limitagdes importantes, uma
vez que uma proporcdo significativa de casos esta associa-
da a um numero relativamente reduzido de STs predominan-
tes, 0 que limita a sua capacidade para distinguir estirpes
sem ligacédo epidemioldgica, mas pertencentes ao mesmo ST
(30,31), Acresce que, o SBT é uma metodologia tecnicamente
trabalhosa e apresenta baixo poder discriminatério para dife-
renciar isolados geneticamente muito préximos, o que limita
a sua utilidade em analises epidemiologicas de maior resolu-
¢ao, como estudos mais detalhados de persisténcia ambien-
tal ou na investigacéo de persisténcia de casos associados a
mesma fonte de infegao (23,30,31),

_Sequenciagao do genoma total (WGS)

O desenvolvimento e aumento do acesso a tecnologia de
WGS abriu novas possibilidades para a vigilancia laboratorial
e epidemioldgica de L. pneumophila, oferecendo um poder
discriminatério significativamente superior ao das metodolo-
gias convencionais. Ao dar informacdo ao nivel do genoma
completo, e ndo apenas baseada em sete genes como é o
caso do SBT, esta abordagem permite estabelecer ligagoes
mais precisas entre isolados humanos e ambientais, melho-
rando a capacidade de identificacao de fontes de infecdo e
apoiando a implementacdo de medidas de controlo durante
surtos (20,23,32,33) No entanto, a implementagéo e aplicagéo
da WGS na rotina laboratorial continua a apresentar desafios
operacionais significativos, especialmente no que diz respei-
to a analise bioinformatica do enorme volume de informagao
produzido pelas tecnologias de sequenciagao de nova gera-
cao (Next-Generation Sequencing, NGS). Por exemplo, a ana-
lise comparativa de isolados baseadas em Single Nucleotide
Polymorphisms (SNPs) (i.e., “mutacdes”) é uma abordagem
que oferece uma elevada resolucao. Contudo, além de reque-

rer fluxos de anélise bioinforméatica complexos e dependen-
tes da escolha de genomas de referéncia, esta abordagem é
menos adequada para a comparacao sistematica de grandes
colecdes com uma grande diversidade de isolados, como €
0 caso das colegdes nacionais de L. pneumophila. Assim, a
aplicacao de uma abordagem de SNPs em L. pneumophila (e
outras bactérias) tem estado reservada a investigacdo num
contexto de surto ou identificac@o de fontes ambientais onde
0 numero de isolados é reduzido e a sua diversidade é menor,
néo sendo aplicada a vigilancia continua, que requer uma
visdo mais ampla de todas as estirpes em circulagéo indepen-
dentemente da sua proximidade genética. Neste contexto, a
analise por core-genome MLST (cgMLST), que € uma metodo-
logia conceptualmente semelhante ao SBT, mas baseada num
maior nimero de genes, pois assenta na utilizagdo de dados
de WGS, apareceu como alternativa. Esquemas de cgMLST
previamente desenvolvidos para L. pneumophila, como o es-
quema de 1521 genes (32) ou a alternativa baseada em 50
genes (3%), contribuiram para melhorar a resolugao em alguns
contextos epidemioldgicos. Ainda assim, estes esquemas
apresentam limitagdes relacionadas com a representatividade
gendmica, a dependéncia de plataformas especificas ou a in-
suficiente capacidade discriminatdria (32-34), Estas limitaces
evidenciam a necessidade de desenvolver abordagens geno-
micas mais robustas, escalaveis e harmonizadas que possam
ser aplicadas de forma consistente na vigilancia laboratorial
continuada.

_Nova metodologia na vigilancia genémica

Neste contexto, foi recentemente estabelecido o grupo de
trabalho internacional Legionella International Typing (LIT),
com o objetivo de desenvolver e disponibilizar um novo es-
quema de tipagem gendmica para L. pneumophila basea-
do numa abordagem combinada de core- e whole-genome
MLST (cg/wgMLST). Este trabalho, recentemente disponibili-
zado 4 comunidade cientifica (35), foi co-liderado pelo INSA
em colaboragdo com o LNR de Franca (Hospices Civils de
Lyon) e o CDC dos Estados Unidos da América, e resultou
no desenvolvimento de um esquema cg/wgMLST baseado
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na diversidade genética de mais de 9600 genomas de
L. pneumophila, capaz de analisar rapidamente o perfil ge-
nético de 4707 genes desta bactéria. Esta abordagem per-
mite capturar uma maior diversidade gendémica da espécie
e melhorar significativamente a resolu¢cdo na comparacao
entre isolados bacterianos. Uma caracteristica central deste
sistema é a sua arquitetura em dois niveis: um esquema
cgMLST estatico (2009 genes partilhados por quase toda
a populagao de L. pneumophila), adequado para compara-
cao padronizada em cenarios de vigilancia laboratorial, € um
componente wgMLST dindmico que permite analises de ele-
vada resolucéo em clusters (grupos de isolados identificados
por cgMLST como geneticamente préximos) especificos de
potencial interesse epidemiolégico (35). Nesta analise dinami-
ca, 0 numero de genes usado para comparacao dos isolados
¢ ampliado, pois, além dos 2009 genes, s&o também conside-
rados 0s restantes genes do esquema que, apesar de nao es-
tarem presentes na grande maioria da populacéo da espécie,
estdo presentes em todos os isolados do cluster (35), Esta es-
tratégia de “ampliacao” genémica (“zoom-in”) é automatizada
com o recurso a ferramenta ReporTree (36), na qual a andlise
inicial identifica potenciais clusters de estirpes relacionadas,
que sdo posteriormente investigados pela inclusao automatica
de genes especificos, aumentando o poder discriminatério. A
aplicagdo do esquema LIT demonstrou ganhos substanciais
na capacidade de discriminar isolados epidemiologicamente
relacionados, prevendo-se que venha permitir o refor¢o da ca-
pacidade laboratorial para detecdo de surtos, identificacdo de
fontes ambientais e rastreio de cadeias de transmissao (35),

Para além do aumento de resolugdo, 0 novo esquema cg/wg-
MLST foi concebido para facilitar a sua implementacéo em
redes de vigilancia internacionais. A compatibilidade com fer-
ramentas bioinformaticas amplamente utilizadas, como o sof-
tware chewBBACA (37) e ReporTree (36), e a disponibilizacéo
publica do esquema acompanhado de guidelines de imple-
mentacéo e utilizagao (8) contribuem para promover a har-
monizagao das metodologias de andlise entre laboratérios a
nivel local e global. Esta padronizagao é particularmente rele-
vante num contexto em que a vigilancia baseada em WGS se

nimero.

torna progressivamente central para a resposta a surtos de
Doenca dos Legionarios. A adocéo de abordagens genomi-
cas harmonizadas permitira reduzir disparidades na analise e
interpretacdo de dados entre diferentes instituigoes e paises,
facilitando a comparagdo internacional de isolados e o ras-
treio de clusters transfronteiricos. Por fim, apesar destes im-
portantes avancos na area da analise de dados genémicos
(bioinformatica), a implementacdo de WGS na vigilancia de
L. pneumophila continua a enfrentar desafios, nomeadamen-
te a dependéncia do isolamento bacteriano em cultura. Neste
contexto, o investimento futuro na adogao de abordagens que
permitam a realizagdo de WGS diretamente a partir de amos-
tras bioldgicas, ja implementadas com sucesso no INSA para
outras bactérias patogénicas (39-42) constitui um passo natu-
ral para continuar a reforgar e expandir a vigilancia integrada
da Doenca dos Legionarios, promovendo uma identificacao
mais rapida e fiavel das fontes de infegao e contribuindo para
respostas de salde publica mais efetivas.
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_Resumo

O virus Nipah é um agente zoon6tico emergente, associado a doenga respirato-
ria grave e encefalite, e caracterizado por uma elevada taxa de letalidade. Desde
a sua identificagdo em 1998, tém sido notificados surtos em particular no sul
e sudeste asiatico, nomeadamente em Bangladesh e na india. A transmissao
para 0s seres humanos pode ocorrer através do contacto direto com animais in-
fetados, da ingestao de alimentos contaminados ou por transmissao pessoa-a-
-pessoa, sobretudo em contexto de prestacdo de cuidados de saude. O virus
apresenta diversidade genética, com dois principais clades (NiV-M e NiV-B), as-
sociados a diferencas no quadro clinico e padroes epidemioldgicos.

Apesar de o risco de importagdo para a Europa ser atualmente considerado
baixo, a facilidade de circulagéo de pessoas pelo Mundo aumenta a probabi-
lidade do aparecimento de casos em regides nao endémicas. Em Portugal,
existe capacidade laboratorial para o diagnéstico seroldgico e molecular, bem
como para a sequenciagdo genoémica, integrada numa resposta coordenada
com as autoridades de salde publica e unidades hospitalares de referéncia.
A preparacao para um eventual caso importado assenta na vigilancia epidemio-
l6gica, na suspeita clinica, no diagnéstico laboratorial rapido e na implementa-
cao rigorosa e atempada de medidas de prevencao e controlo de infecao.

_Abstract

Nipah virus is an emerging zoonotic pathogen associated with severe respira-
tory disease and encephalitis, and is characterized by a high case fatality rate.
Since its identification in 1998, outbreaks have been reported mainly in South
and Southeast Asia, particularly in Bangladesh and India. Human infection
may occur through direct contact with infected animals, consumption of
contaminated food, or person-to-person transmission, especially in healthcare
settings. The virus shows genetic diversity, with two main clades (NiV-M and
NiV-B) associated with distinct epidemiological and clinical patterns.
Although the risk of importation into Europe is currently considered low, increa-
sing global mobility raises the likelihood of introduction into non-endemic
regions. In Portugal, laboratory capacity in place for molecular and serological
diagnosis, as well as whole-genome sequencing, is integrated within a coordi-
nated response involving public health authorities and reference hospitals.
Preparedness for a potential imported case relies on robust epidemiological
surveillance, heightened clinical awareness, timely laboratory diagnosis and
the implementation of effective infection prevention and control measures.

_Introdugéo

O virus Nipah (NiV) é um virus zoondtico emergente do género
Henipavirus, da familia Paramyxoviridae (). Foi identificado
pela primeira vez num surto, ocorrido entre 1998 e 1999 na
Malasia e em Singapura, associado a criadores de suinos (2:),
Desde entdo, tém ocorrido surtos em varios paises da Asia,
particularmente em Bangladesh e na india, com reemergéncias
documentadas praticamente todos os anos desde 2001 (4-7),

A infecdo humana por NiV apresenta um amplo espectro cli-
nico, variando desde infecdes assintomaticas até doenca
grave, incluindo encefalite e infecdo respiratéria aguda po-
tencialmente fatal. Frequentemente inespecifica na fase ini-
cial, a apresentagao clinica dificulta o diagnostico precoce
de casos e, consequentemente, a implementacdo atempada
de medidas de controlo, 0 que constitui um desafio para os
sistemas de satde em todo o Mundo (8-10),

Devido ao potencial para provocar surtos, a transmissao pessoa
-a-pessoa e a auséncia de vacinas ou terapéutica especifica
aprovadas, o NiV foi identificado pela Organizagdo Mundial da
Saude (OMS) como um agente patogénico prioritario para inves-
tigacdo e desenvolvimento, manifestando, assim, a necessida-
de urgente de desenvolver medidas profilaticas, de tratamento,
prevencao e controlo efetivas (11).

O tratamento de suporte assenta, essencialmente, em cuida-
dos intensivos especializados. A prestacao precoce destes
cuidados, particularmente em casos com complicacoes res-
piratérias e neuroldgicas, pode contribuir para a melhoria da
sobrevivéncia (8-10). Neste contexto, o reconhecimento pre-
coce da doenca e a referenciagédo rapida para centros com
cuidados intensivos especializados sédo determinantes para
melhorar o progndéstico dos doentes.
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_Situagéo epidemioldgica

Desde a sua identificagdo, a maioria dos surtos de infe¢éo
por NiV tem ocorrido no sul e sudeste asiatico, em conso-
nancia com a distribuicao geografica dos morcegos frugivo-
ros, 0s quais constituem o principal reservatério natural, bem
como dos padrdes de exposi¢cdo ocupacional e alimentar ca-
racteristicos desta regido (27). Em Bangladesh e na india
tém sido registados surtos regulares desde o inicio dos anos
2000, geralmente de pequena dimensdo, frequentemente
associados ao consumo de alimentos contaminados por se-
crecoes (saliva) e excrecdes (urina e fezes) de morcegos fru-
givoros ou a transmissdo pessoa-a-pessoa entre doentes e
profissionais de salde, em contexto de prestacdo de cuida-
dos de saude (3:4),

O NiV apresenta diversidade genética, estando descritos
dois clades principais: o clade associado associado ao Ban-
gladesh (NiV-B) e o clade associado & Malasia (NiV-M) (12,13),
Estes diferem em relacdo ao modo de transmissao e quadro
clinico, sendo o clade NiV-B mais frequentemente associado
a transmissdo pessoa-a-pessoa e a manifestacoes respiratod-
rias, enquanto o clade NiV-M apresenta maior associagao a
envolvimento do foro neurolégico (14.15), Esta diferenciagéo
tem implicacdes relevantes, quer para a interpretacdo de
eventuais casos importados, quer para a avaliagdo do risco
de transmissé&o.

Em 2026 foram notificados novos casos em Bangladesh e na
india. Em Bangladesh confirmou-se um caso associado ao
consumo de alimentos contaminados, tendo sido implemen-
tadas de imediato medidas de salde publica, nomeadamen-
te monitorizagéo de contactos (16). Na India, confirmaram-se
dois casos em profissionais de saude no Estado de Benga-
la Ocidental, sem detecdo de casos secundarios apos ras-
treio de contactos (7). Estes surtos reforcam a persisténcia
do virus nos seus reservatérios naturais, o risco continuo
de transmissdo zoondtica e a possibilidade de transmissao
em prestacao de cuidados de saude, sublinhando a necessi-
dade da vigilancia epidemiol6gica ativa e da implementacao
precoce de medidas de controlo.
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Embora a distribuicao geogréfica do virus se mantenha atual-
mente limitada, a crescente facilidade de circulagao interna-
cional aumenta o risco de introducdo de casos em regides
néo endémicas, incluindo na Europa, reforcando a necessida-
de de avaliagcdo continua da preparacao instituida pelos dife-
rentes servicos de salde destas regides.

_Transmissdo e manifestagdes clinicas

Os morcegos frugivoros do género Pteropus constituem o
principal reservatorio natural do NiV. Nestes animais a infe-
cado é geralmente assintomatica, permitindo a manutencéo
do virus na natureza (2,15,18),

A transmissao para os seres humanos pode ocorrer através
de diferentes vias: 1) contacto direto com animais infetados,
nomeadamente morcegos frugivoros (reservatérios natu-
rais), suinos ou equideos; 2) consumo de fruta ou produtos
derivados contaminados, incluindo seiva crua de palmeira
de tdmara contaminada por secrecdes (saliva) ou excrecoes
(urina, fezes) de morcegos infetados; 3) transmissao pessoa-
-a-pessoa, documentada em contexto de prestacédo de cui-
dados de saude e entre familiares e profissionais de salde,
geralmente associada ao contacto proximo com secrecoes
respiratorias ou outros fluidos bioldgicos (figura 1). O virus
pode igualmente causar doenga grave em animais de produ-
cao, particularmente suinos, que podem atuar como hospe-
deiros intermediarios (8-10,19-22),

A infecéo pode ser assintomatica, mas a maioria dos doen-
tes desenvolve febre associada a manifestacoes neurologi-
cas (cefaleia intensa, confusado ou alteracédo do estado de
consciéncia) e/ou respiratérias (dispneia ou tosse) e até pode
igualmente ocorrer envolvimento multissistémico. Os sinto-
mas adicionais mais frequentes incluem arrepios, fadiga, so-
noléncia, tonturas, vémitos e diarreia (20-24),

O periodo de incubacdo da infecdo por NiV varia habitual-
mente entre 4 e 14 dias, podendo atingir periodos até 45
dias (8:10). A manifestagéo grave da doenca ocorre frequen-
temente nos doentes com envolvimento neurolégico, poden-
do evoluir para encefalite, coma e morte. A monitorizacao
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clinica rigorosa e a prestacao precoce de cuidados de supor-
te diferenciados s&o determinantes para a evolu¢do positiva
do progndstico (20-24),

A maioria dos sobreviventes recupera completamente, mas
20% dos doentes apresenta sequelas neuroldgicas persisten-
Figura 1:

Surto em
equideos

_

india/Bangladesh

nimero

tes, incluindo défice cognitivo, alteracdes comportamentais
ou convulsdes (22-24) A taxa de letalidade, geralmente mais
elevada no clade NiV-B, varia entre 40% e 75%, em fungao do
contexto epidemioldgico, da capacidade dos sistemas de vi-
gilancia, da intervengéo clinica nas regides afetadas (25).

Vias de transmissao do virus Nipah (NiV).
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A infegdo humana pode ocorrer através da exposigao direta a secregdes (saliva) e excrecdes (urina, fezes) de morcegos frugivoros (reservatérios naturais),
frequentemente associada ao consumo de alimentos contaminados. A transmiss@o pode também ocorrer através de hospedeiros intermediarios, como suinos
ou equideos, durante o manuseamento ou consumo de carne mal cozinhada de animais infetados. Adicionalmente, a transmisséo pessoa-a-pessoa pode
ocorrer, sobretudo em contexto de prestagdo de cuidados de salide ou por contacto préximo. (Adaptado de: Tan CT, Goh KJ, Wong KT, et al., 2002 ).

_Diagnéstico laboratorial

O diagnostico laboratorial da infegao por NiV constitui um ele-
mento fundamental para a investigacao epidemioldgica e para
a gestao clinica de casos suspeitos (tabela 1) (26.27),

A confirmacao da infecdo ativa baseia-se na detecao do RNA
viral por reacdo em cadeia da polimerase com transcriptase
reversa em tempo real (RT-PCR), o0 método de referéncia na
fase aguda da doenca. O RNA viral é geralmente detetavel até
cerca de duas semanas apés o inicio dos sintomas (26:27),

Podem ser analisadas diferentes amostras bioldgicas, incluin-
do sangue, secrecdes respiratorias (exsudados nasofaringeo
e orofaringeo), liquido cefalorraquidiano e urina. A colheita,
manipulacéo e transporte destas amostras devem seguir pro-
cedimentos rigorosos de biosseguranca, tendo em conta o
risco biolégico associado ao agente etioldgico (26:27).

Os testes seroldgicos para detecéo de anticorpos IgM e 1gG,
realizados em amostras de soro, podem ser utilizados como
métodos complementares de diagnostico. A presencga de anti-
corpos IgM sugere infecéo recente, atingindo o pico aproxima-
damente duas a trés semanas apos a exposicao e persistindo
durante algumas semanas posteriores. Os anticorpos IgG
podem persistir durante varios meses, sendo particularmente
Uteis em estudos de seroprevaléncia e vigilancia epidemioldgi-
ca. De facto, os testes seroldgicos apresentam utilidade limita-
da no diagnostico precoce, devido a sua baixa sensibilidade
nas fases iniciais da doenca, sendo, por isso, menos adequa-
dos para o diagnéstico inicial de casos suspeitos (26:27),

O isolamento viral e a sequenciacdo genémica sao procedi-
mentos laboratoriais reservados a laboratérios altamente
especializados na caracterizagdo molecular deste virus e
subsequente rastreio e vigilancia gendémica de cadeias de
transmisséo (26,27),
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Tabela 1:
Método Tipo ‘delar_nostra Fase da doencga
biolégica
Sangue, secregdes
RT-PCR respiratorias, LCR, Fase aguda
urina
o Sangue, secregdes
quenciag respiratérias, LCR, Fase aguda
genomica )
urina
Serologia IgM Soro Fase subaguda
Fase tardia /
Serologia IgG Soro

convalescenga

_Preparagéo de Portugal

Embora a infegéo por NiV nao seja considerada endémica na
Europa, a possibilidade de ocorréncia de casos importados
nao pode ser totalmente excluida, face a crescente facilidade
de circulagao de pessoas a nivel mundial.

Em Portugal, existe capacidade instalada no laboratério de
referéncia para o diagnoéstico molecular especifico, em con-
dicdes adequadas de contencao bioldgica (laboratério de se-
guranca biolégica de nivel 3), e para a realizagao de testes
serolégicos associados a infecdo por NiV. O Instituto Nacio-
nal de Saude Doutor Ricardo Jorge (INSA) criou, em 2007,
a Unidade de Resposta a Emergéncias e Biopreparacéo, in-
tegrada no Departamento de Doencas Infeciosas, que é o la-
boratério nacional de referéncia para a detecao de agentes
patogénicos de elevado risco bioldgico, incluindo os virus do
género Henipavirus. Adicionalmente, o INSA disp6e de capa-
cidade para sequenciacdo do genoma completo, permitindo
a caracterizacao molecular das estirpes virais, a identificacdo
de variantes e 0 apoio a vigilancia genémica em contexto de
salde publica.

Apesar da infecdo por NiV ndo constar da lista nacional de
doencas de declarac@o obrigatéria, a detegdo de um caso
suspeito ou confirmado serd sempre comunicada pelo labo-
ratério de referéncia as autoridades de saude publica, permi-
tindo a rapida investigacao epidemiologica e implementacao
de medidas de controlo da transmisséo (),

Tempo de detegao

Até ~14 dias apoés
inicio dos sintomas

Até ~14 dias apos
inicio dos sintomas

~5-7 dias apoés
inicio dos sintomas
(pico ~20 dias)

>10-14 dias ap6s
inicio dos sintomas

nimero

Métodos de diagndstico laboratorial da infego por virus Nipah (NiV) ¢

26,27)

Utilidade/Clinica

Diagnéstico de
referéncia

Caracterizagao
molecular

Infecéo recente

Seroprevaléncia /

Tempo de detegao

Elevada sensibilidade
e especificidade

Vigilancia genémica

Pode persistir varias
semanas

Persisténcia
prolongada

exposicao prévia

A detecdo precoce depende também da suspeita clinica,
sendo fundamental a obtencao de uma histéria epidemio-
l6gica detalhada, incluindo antecedentes de viagem, mais
concretamente exposicdo a areas onde o virus € endémico.

_Vigilancia e preparagéo para a dete¢éo de casos
importados

Para além da capacidade laboratorial, a resposta a um even-
tual caso importado depende de mecanismos céleres e efeti-
vos de vigilancia e resposta (8-10,28,29),

Neste contexto, a vigilancia sindrémica de encefalites e de
infecdes respiratorias graves de etiologia desconhecida
é fundamental para a identificag@o precoce de casos sus-
peitos de infecOes emergentes. A notificagdo atempada
constitui um passo essencial para desencadear a investi-
gacao epidemiologica e implementar medidas de controlo
adequadas (8-10,28,29)

A capacidade laboratorial de resposta rapida é essencial
para a confirmacao do diagnéstico e para o apoio a vigilan-
cia epidemioldgica. Paralelamente, os servicos de saude
devem dispor de procedimentos de isolamento e controlo
de infegdo, de forma a reduzir o risco de transmissdo em
ambiente hospitalar (8-10,28,29),
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A resposta a um eventual caso importado depende também
da capacidade de referenciacdo e gestao clinica em unidades
hospitalares diferenciadas. Em Portugal, existem hospitais
de referéncia para doengas infeciosas e unidades com capa-
cidade para isolamento de doentes com suspeita de infegdes
de elevado risco bioldgico, incluindo unidades de isolamento
com pressdo negativa e equipas treinadas em controlo de in-
fecdo. Estes centros de referenciacao hospitalar asseguram a
avaliagao clinica, a implementacao de medidas de isolamen-
to e o tratamento de suporte, em articulagdo com os labora-
torios de referéncia e as autoridades de saude publica (30).

A existéncia de circuitos definidos para referenciagao de
casos suspeitos, bem como a formacao especifica das equi-
pas clinicas, constitui um elemento essencial para garantir
uma resposta segura e efetiva, minimizando o risco de trans-
missao em ambiente hospitalar (8-10,28,29),

A resposta a um eventual caso importado depende também
de uma comunicacao eficaz entre autoridades nacionais de
saude publica e redes internacionais, incluindo a OMS, o
European Centre for Disease Prevention and Control (ECDC)
e a Global Outbreak Alert and Response Network (GOARN).

A experiéncia adquirida com outras situacoes de emergén-
cias de salde publica reforca a importancia de manter siste-
mas de vigilancia ativos, mesmo perante riscos atualmente
classificados como baixos.

_Consideragdes finais

O virus Nipah (NiV) constitui um agente infecioso emergente
com potencial impacto relevante na saude publica, devido a
sua elevada taxa de letalidade e a possibilidade de transmis-
s80 pessoa-a-pessoa.

Embora o risco de importacdo para Portugal seja atualmen-
te considerado baixo, a detega@o precoce de eventuais casos
depende da articulacao entre a vigilancia epidemioldgica, a
capacidade de diagnostico laboratorial e elevada suspeita
clinica.
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Para além da capacidade técnica instalada, a resposta a um
eventual caso exige a existéncia de protocolos atualizados de
colheita, acondicionamento e transporte de amostras, forma-
céo continua em biosseguranca e a realizagao de exercicios
de simulacro que permitam testar e otimizar os circuitos de
resposta entre os diferentes intervenientes.

A articulagdo entre profissionais de saude, laboratorio de re-
feréncia e autoridades de salde publica é igualmente deter-
minante para garantir uma resposta coordenada, atempada
e efetiva.

Do exposto, podemos assegurar que Portugal encontra-se
preparado para o diagnostico laboratorial de um caso impor-
tado de infecdo por NiV, perante uma suspeita clinica sus-
tentada e o envio atempado de amostras bioldgicas para o
laboratério de referéncia do Instituto Nacional de Saude.
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_Resumo

No presente estudo retrospetivo analisaram-se 1521 casos de infegao/coloni-
zagao por leveduras diagnosticadas pelo Laboratério Nacional de Referéncia
(LNR) de Infecoes Parasitarias e Fungicas do Instituto Nacional de Saude Dou-
tor Ricardo Jorge (INSA) no periodo compreendido entre 2019 e 2025, dos
quais 40 (2,6%) casos corresponderam a infe¢cdes mistas. As infeges/coloni-
zagOes por leveduras afetaram predominantemente individuos de idade igual
ou superior a 60 anos, tendo-se verificado um aumento de casos diagnostica-
dos em 2024 (n=290/1521; 19,1%). Relativamente ao sexo feminino, a maior
parte dos casos teve origem em exsudados vaginais, associando-se a um pa-
drao bimodal de frequéncia por idade, com um pico durante a idade reprodu-
tiva (18-44 anos) e outro na faixa etéaria dos 60+ anos, enquanto que no sexo
masculino, as secre¢des respiratorias foram a principal origem biologica.
Relativamente aos agentes etioldgicos isolados, Candida albicans manteve-
-se a espécie predominante durante todo o periodo (51,6%, n=805/1561),
e Candida parapsilosis, a segunda espécie mais frequente, com 22,7%
(n=355/1561). Considerando as atuais espécies emergentes, destaca-se
um aumento de isolados de Candidozyma auris, atingindo, desde o primei-
ro caso, isolado em 2022, 0,7% (n=11/1561) do total de isolados. Este per-
fil epidemiologico dos agentes etioldgicos estudados esta alinhado com
as tendéncias globais e reforca a necessidade da vigilancia continua, do
preciso e especifico diagndstico laboratorial e subsequente classificacdo
taxonémica, tendo em conta o risco de diferentes perfis de resisténcia aos
antifungicos de espécies emergentes.

_Abstract

This retrospective study analyzed 1521 cases of yeast infections/colonizations
diagnosed by the National Reference Laboratory for Parasitic and Fungal
Infections at National Institute of Health Dr Ricardo Jorge (INSA), between
2019 and 2025, of which 40 (2.6%) cases corresponded to mixed infections.
Yeast infections/colonizations predominantly affected individuals aged 60
or over, with an observed increase in cases diagnosed in 2024 (n=290/1521;
19.1%). Among females, most isolates were obtained from vaginal swabs,
associated with a bimodal age distribution, with one peak during reproductive
age (18-44 years) and another in the 60+ age group, while among males,
respiratory secretions were the primary source.

In terms of etiological agents, Candida albicans remained the predominant
species throughout the period (51.6%, n=805/1561), and Candida parapsilosis
was the second most frequent species, with 22.7% (n=355/1561). Given the
current emerging species, there has been an increase in Candidozyma auris
isolates, reaching 0.7% (n=11/1561) of total isolates since the first case was
identified in 2022.

This epidemiological profile of the studied etiological agents aligns with global
trends and reinforces the need for continuous surveillance, precise and specific
laboratory diagnosis, and subsequent taxonomic classification, considering the
risk for different antifungal resistance profiles in emerging species.

_Introdugéo

As infegOes fungicas afetam mais de mil milhdes de pessoas
por ano a nivel global, sendo as candidiases as mais comuns.
O género Candida é responsavel por 75-88% destas infecoes,
que podem variar desde formas superficiais, afetando unhas,
pele, trato gastrointestinal e mucosas (cavidade oral e geni-
tal), até infegdes profundas ou sistémicas, designadamente as
candidemias. Estas manifestac6es mais graves ocorrem so-
bretudo em recém-nascidos, idosos e individuos imunocom-
prometidos, grupos nos quais a suscetibilidade a colonizacao
e infecao por estes agentes patogénicos oportunistas € maior.
De facto, a candidiase invasiva apresenta taxas de letalida-
de elevadas, que pode atingir cerca de 40%, especialmente
na presenca de fatores de risco como internamento hospita-
lar prolongado, permanéncia em unidades de cuidados inten-
sivos, toma de antibidticos de largo espetro, presenca de
cateteres vasculares centrais, nutricdo parentérica total e rea-
lizagao de cirurgias abdominais complexas (1-4).
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Dada a relevancia clinica e epidemiolégica das infegdes fun-
gicas, a vigilancia destes agentes patogéenicos é fundamen-
tal. Neste contexto, a Organizacdo Mundial de Saude (OMS)
publicou uma lista de fungos prioritarios, na qual determina-
das espécies de Candida sao classificadas como ameacgas
de grau critico ou elevado para a satde publica (5).

A espécie mais frequentemente associada a estas infecoes
¢ Candida albicans, embora a incidéncia de espécies
nao-albicans varie consoante a localizacdo geogréfica. Nos
Ultimos anos, tem-se observado um aumento da incidéncia de
Nakaseomyces glabratus (Candida glabrata), C. parapsilosis, C.
tropicalis, Pichia kudriavzevii (Candida krusei) e Candidozyma
auris (Candida auris) em diferentes continentes. Nakaseomyces
glabratus é mais frequente no norte da Europa e nos Estados
Unidos da América, enquanto C. parapsilosis e/ou C. tropicalis
sdo mais prevalentes na india, no Paquistdo, na América Latina
e nos paises mediterraneos (6:7).

Em Portugal, apesar da existéncia de dados epidemioldgicos
relevantes, a informagéo disponivel sobre a evolugéo da inci-
déncia das infegcdes por Candida permanece incompleta. A
nivel internacional, estudos retrospetivos baseados em dados
laboratoriais de redes de vigilancia tém sido utilizados para
caracterizar a distribuicdo das espécies, e 0os padrdes epi-
demioldgicos, incluindo dados demogréaficos, possibilitando
comparacoes entre diferentes paises e regides (8,9).

Esta abordagem pretende contribuir para uma melhor com-
preensao da epidemiologia das infegdes e colonizagdes por
Candida, bem como para o fortalecimento das estratégias
de vigilancia e controlo em satde publica (10).

_Objetivo

Este estudo teve como objetivo analisar os resultados do
diagnostico laboratorial efetuado no Laboratério Nacional
de Referéncia de Infe¢des Parasitérias e Fungicas do Institu-
to Nacional de Saude (INSA) em individuos com diagnéstico
confirmado de infegdo/colonizagao por leveduras no periodo
entre 2019 e 2025.

nimto \ 5 ’.s!,_; «;./;.'t' ny ‘,.4‘

_Material e métodos

A identificacdo de espécies foi realizada de acordo
com os procedimentos laboratoriais definidos para os
diferentes produtos biolégicos (1), utilizando: (i) meio
cromogénico para distincao entre Candida albicans e
espécies nao-albicans; (i) por Matrix-Assisted Laser
Desorption/lonization Time-of-Flight (MALDI-TOF) quando
0 espectro proteico permitiu chegar a uma classificagao
taxondmica; ou (iii) sequenciacéo da regiao ITS nos casos
em que 0s métodos anteriores nao possibilitaram uma
identificacdo conclusiva. A andlise e o tratamento de
dados foram realizados utilizando o software RStudio,
versdo 2025.05.1+513.

_Resultados e discussdo

Entre 2019 e 2025 foram diagnosticados 1521 casos (1085
do sexo feminino e 436 do sexo masculino) de infecdo/colo-
nizacdo por leveduras no Laboratério Nacional de Referén-
cia (LNR) de Infegdes Parasitarias e Fungicas do Instituto
Nacional de Saude Doutor Ricardo Jorge (INSA) (grafico 1).
O numero de isolados apresentou uma tendéncia crescen-
te, variando entre 80 casos em 2019 e 290 casos em 2024.
Este padrao acompanha o que tem vindo a ser descrito em
estudos epidemioldgicos recentes, que apontam para um
aumento progressivo das infegdes por leveduras, sobretudo
por espécies do género Candida, em diferentes contextos
clinicos e regides geograficas (12). Este aumento podera re-
fletir ndo apenas uma maior prevaléncia destas infecoes,
mas também uma melhoria na capacidade de identificacdo
taxonémica, resultante da utilizagdo de métodos laborato-
riais mais precisos e do reforgo das estratégias de vigilancia
epidemiologica, fatores amplamente reconhecidos como
fatores associados ao aumento do nimero de isolados no-
tificados (12,13), De facto, estudos recentes sublinham que
a melhoria da capacidade de diagnéstico e a padronizacéo
dos procedimentos laboratoriais contribuem significativa-
mente para uma maior detecdo destas infecoes, nomeada-
mente em contextos hospitalares e de vigilancia (13.14), Em
2025, observou-se uma diminuicdo do nimero de isolados,
embora os valores tenham permanecido superiores aos re-
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gistados no perfodo anterior a 2023, sugerindo que o padrao
observado corresponde a uma tendéncia epidemioldgica
crescente, em linha com o descrito noutros pafses (12:15),

nimero.

A distribuicao por sexo ao longo do periodo em estudo,
mostra uma tendéncia crescente em ambos 0s sexos, sendo
mais acentuada no sexo feminino (grafico 1).

Gréfico 1: [ Distribuigdo do nimero de casos de infegdo/colonizagdo por leveduras, por ano de diagndstico, 2019-2025.
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O diagndstico laboratorial destas infe¢cdes/colonizacdes ocor-
reu em individuos com idades compreendidas entre 0 e 93
anos, com maior predominancia nos grupos etérios acima
dos 60 anos (grafico 2A). A distribuicao etaria, alinhada com
o descrito na literatura, aponta para um aumento das infecoes
por leveduras em idades mais avangadas, associado a uma
maior frequéncia de comorbilidades, ao processo de envelhe-
cimento e a maior exposic@o a ambientes hospitalares e dis-
positivos médicos invasivos (12:13). Verificou-se, ainda, um
padréo de distribuicdo e de densidade de casos distinto do
sexo feminino em compara¢do com o masculino: um pico du-

Gréfico 2:
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rante a idade reprodutiva (18-44 anos) e outro na faixa etaria
dos 60+ anos (grafico 2B). A maior frequéncia de casos nas
mulheres ja foi amplamente descrita e é, em grande parte,
explicada pela elevada prevaléncia de candidiases vaginais
na idade fértil, associada a fatores hormonais, comportamen-
tais e biologicos, nomeadamente alteracdes do equilibrio da
microbiota vaginal que favorecem o crescimento de Candida,
um microrganismo comensal oportunista, bem como a recor-
réncia destas infegdes ao longo da vida (1216) (grafico 3).

A - Distribuigdo do nimero de casos de infegao/colonizagéo por leveduras, por grupo etario e sexo, 2019 - 2025.
B - Distribui¢do da densidade de casos por idade e sexo, 2019-2025.
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Relativamente a distribuicdo destas infecdes/colonizagdes
pelos diferentes locais anatémicos, constatou-se que, no
sexo feminino, a maioria dos isolados é proveniente de ex-
sudados vaginais (582/1085), seguida de isolados de unhas
(289/1085) e de secrecbes respiratorias (102/1085) (grafi-
co 3). Estes resultados sdo consistentes com a elevada pre-
valéncia de candidiase vulvovaginal, amplamente descrita
como a forma mais frequente de infecdo por Candida em
mulheres, particularmente durante a idade reprodutiva, mas
também recorrente ao longo da vida (12.17.18) Por outro
lado, no sexo masculino, verificou-se que a maioria dos iso-

Gréafico 3:
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lados tinham como origem bioldgica secrecoes respiratorias
(157/436) seguida de amostras de unhas (120/436) e de es-
tirpes fungicas recebidas no INSA (73/436), cujo local ana-
tomico de origem é desconhecido (grafico 3).

Por sua vez, a presenga de Candida spp. em amostras un-
gueais ¢ descrita na literatura como associada a onicomi-
cose, sendo estas leveduras reconhecidas como agentes
etiologicos frequentes em onicomicoses, sobretudo nas
unhas das méaos e em individuos adultos, frequentemente
associadas a fatores de risco, tais como diabetes mellitus,
imunossupressao e microtraumatismos ungueais (19-21),

Distribui¢do do nimero de casos de infegdo/colonizagdo por leveduras, por sexo e amostra biolégica, 2019-2025.
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Entre os 1521 casos de infecdo/colonizagao por leveduras
foram identificados 1561 isolados de diversas espécies, as
mais frequentemente isoladas foram C. albicans (n=805/1561;
51,6%), C. parapsilosis (n=355/1561; 22,7%) e N. glabratus
(n=77/1561; 4,9%) (grafico 4). Podemos, ainda, inferir que a
predominancia de C. albicans manteve-se constante ao longo
dos sete anos em estudo, seguida de C. parapsilosis (grafico
5). Este padrao ja se tinha verificado anteriormente, em 2013,
em determinados paises da Europa (22:23),

Grafico 4:
por leveduras, 2019-2025.

C. auris 1
S. cerevisiae 1
Y. lipolytica 13

Considerando os grupos etarios, as espécies mais frequen-
tes foram C. albicans e C. parapsilosis (grafico 6A). Excluin-
do os isolados identificados a partir de exsudados vaginais
e uretrais, verificou-se maior frequéncia de C. parapsilosis
em individuos até aos 59 anos de idade (grafico 6B). A fre-
quéncia mais elevada de C. albicans foi observada em indivi-
duos com idade superior a 60 anos, estando de acordo com
dados da literatura (24).

Distribuigdo das 14 espécies mais frequentemente isoladas entre os casos de infegdo/colonizagdo

C. haemulonii 13
D. hansenii 14
P. kudriavzevii 25
C. tropicalis 25
C. lusitaniae 25
C. albicans (Complexo de espécies) 31
Candida sp. 38
M. guilliermondii 61
N. glabratus 77
C. parapsilosis 355
C. albicans 805
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Gréfico 5: [ Evolugdo da frequéncia das espécies Candida spp. identificadas, 2019-2025
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Grafico 6: [ Distribuicdo do nimero de casos de infegao/colonizagdo por leveduras, por espécie e grupo etdrio, (A) com isolados
identificados e provenientes de todas as amostras biolégicas, (B) excluindo os isolados identificados a partir de exsudados vaginais

e uretrais.
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Nos isolados provenientes de exsudados vaginais e de secre- As leveduras isoladas a partir de exsudados vaginais represen-

cOes respiratdrias observou-se uma frequéncia mais elevada taram mais de metade dos isolamentos de leveduras no sexo

de C. albicans. Nos isolados de amostras de unhas, a espécie feminino, sendo os grupos etarios entre os 18-29 anos e entre

mais frequente foi C. parapsilosis, consistente com estudos 0s 30-44 anos de idade 0s que apresentaram frequéncias mais

semelhantes (grafico 7) (25-27), elevadas. A espécie mais frequente foi C. albicans, seguida de
C. parapsilosis e N. glabratus (grafico 8).

Gréfico 7: [ Distribuicdo do nimero de casos de infe¢@o/colonizagéo por leveduras, por espécie identificada nas amostras bioldgicas
de exsudados vaginais, secre¢des respiratdrias e unhas, 2019-2025.
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Distribui¢do do nimero de isolados identificados em exsudados vaginais, por grupo etario e por espécie isolada.
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Do total de 1521 casos de infecdo/colonizagao, 40 (2,6%)
foram classificados como mistas, envolvendo pelo menos
duas espécies diferentes de leveduras. As combinagdes de
infecdo/colonizagao mista mais frequentes foram C. albicans
e C. parapsilosis (n=9, provenientes maioritariamente de
amostras de unhas), a C. albicans com N. glabratus (n=6,
provenientes de amostras de exsudados vaginais e secregoes
respiratoérias), a C. albicans e C. lusitaniae (n=3, provenientes
de amostras de unhas e exsudados vaginais) e a C. albicans
com C. tropicalis (n=2); C. albicans com C. norvegensis (n=2)
e C. parapsilosis com Meyerozyma guilliermondii (Candida
guilliermondii) (n=2), (as trés ultimas associagbes referidas
sdo provenientes de amostras de unha, exsudados vaginais e
secregdes respiratérias).

Observou-se ainda a emergéncia de novas espécies, com es-
pecial destaque para C. auris. Este agente patogénico é par-
ticularmente relevante devido a elevada incidéncia global em
contextos hospitalares e a sua resisténcia antifingica, como
documentado em diversos estudos (7). O primeiro isolado de
C. auris em Portugal foi identificado no INSA em 2022. Nos
anos subsequentes, a frequéncia de C. auris foi de 4 casos
em 2023, 1 caso em 2024 e 5 casos em 2025. No total, foram
registados 11 casos de C. auris, 0 que corresponde a 0,7%
do total de leveduras estudadas no INSA.

45-59 60+

Dada a emergéncia e importancia clinica da C. auris, e de forma
a capacitar os profissionais para uma correta identificacéo ta-
xonomica, o Laboratério Nacional de Referéncia de Infecdes
Parasitarias e Fungicas no &mbito do Programa Nacional de
Avaliacéo Externa da Qualidade (PNAEQ), colabora desde 2020
num ensaio de avaliagdo externa da qualidade para a detegéo
de agentes patogénicos emergentes, permitindo, assim, a vali-
dacéo dos procedimentos laboratoriais e reforcando a detecéo
precoce de C. auris, com impacto na prevengao da transmissao
e no controlo de surtos hospitalares.

_Conclusoes

O presente estudo analisou 1521 casos de infegdo/coloniza-
céo por leveduras identificados pelo Laboratorio Nacional de
Referéncia de InfecOes Parasitarias e Fungicas do INSA no
periodo entre 2019 e 2025.

A frequéncia de casos de infecao/colonizagao manteve-se ele-
vada, com um pico em 2024, afetando predominantemente 0s
grupos etarios mais avancados (60+ anos). No sexo feminino
observou-se um padréo bimodal de frequéncia, associado a
elevada prevaléncia de candidiase vaginal, sobretudo na idade
reprodutiva. No sexo masculino, a origem bioldgica mais fre-
quente dos isolados estudados foi as secregoes respiratorias.
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Relativamente aos agentes etiolégicos isolados, C. albicans
manteve-se a espécie predominante (51,6%) e C. parapsilo-
sis, a segunda espécie mais frequente (22,7%). Consideran-
do as espécies emergentes atuais, os isolados de C. auris
tém vindo a aumentar, atingindo 0,7% do total de isolados
estudados em sete anos.

Este panorama epidemiolégico das leveduras esta em con-
cordancia com tendéncias globais, sublinha a importancia
da vigilancia continua e do preciso e especifico diagndstico
laboratorial e subsequente classificacdo taxonémica, dado
o risco de diferentes perfis de resisténcia aos antifingicos
em espécies ndo-albicans emergentes.
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Resumo

Os profissionais de saude (PS) desempenham um papel crucial no sucesso
das campanhas de vacinagao, tanto por meio da sua propria vacinagao quan-
to pela promogao da imunizagao dos seus pacientes. Uma baixa confianga
nas vacinas entre PS pode comprometer 0 sucesso das campanhas de vaci-
nagao, influenciando negativamente as recomendagdes para a vacinacao e
reduzindo a cobertura vacinal. Este estudo teve como objetivo descrever os
determinantes psicossociais que influenciam a confianca nas vacinas entre
PS em Portugal.

Realizou-se um estudo transversal entre outubro e novembro de 2024, envol-
vendo médicos e enfermeiros de uma Unidade de Salude Local da regiao Cen-
tro de Portugal. Para a recolha de dados utilizou-se um questionario online
que integrou uma versao curta da escala Professionals Vaccine Confidence
and Behaviors (Pro-VC-Be) adaptada para Portugal. A unidimensionalidade da
escala foi avaliada por meio de uma analise fatorial exploratéria (AFE). Adicio-
nalmente, procedeu-se a andlises descritivas e bivariadas (vacinados versus
nao vacinados), recorrendo aos testes exato de Fisher e qui-quadrado de Pe-
arson, com o objetivo de identificar os principais determinantes psicossociais
associados a confianga nas vacinas.

Entre os 112 profissionais de saude participantes (82% mulheres; 71% enfermei-
ros), 67% estavam vacinados contra a COVID-19 na época 2024/2025. A AFE
sugeriu uma estrutura unidimensional, com um fator dominante (valor préprio =
1,90) que explicou 56% da variancia. Os profissionais vacinados apresentaram
niveis significativamente mais elevados de confianca nas vacinas (valor médio do
score obtido através da escala de 10 itens = 42,9 versus 40,8; p=0,003). A con-
fianga na seguranca das vacinas (p=0,027), a crenga nos beneficios da vacina-
¢ao (p=0,011) e a menor complacéncia (p=0,048) mostraram-se positivamente
associadas a vacinagao contra a COVID-19.

Este estudo exploratério destacou a percecao de seguranca, da eficacia e da
utilidade das vacinas na prevencao da doenga como determinantes da confianca
nas vacinas entre profissionais de salde portugueses. Dado o reduzido tamanho
da amostra, os resultados devem ser interpretados com cautela. A aplicacao da
escala a uma populagdo maior e mais diversificada de profissionais de salde
¢ essencial para validar estes resultados e apoiar o desenvolvimento de estraté-
gias direcionadas para reforcar a confianca nas vacinas, de modo a aumentar a
adesao a vacinagéo.

_Abstract

Healthcare workers (HCW) play a crucial role in the success of vaccination
campaigns, both through their own vaccination and by promoting immunization
among their patients. Low vaccine confidence among HCW can compromise
the success of vaccination campaigns, negatively influencing vaccination
recommendations and reducing vaccine coverage. This study aimed to describe
the psychosocial determinants influencing vaccine confidence among HCW in
Portugal.

A cross-sectional study was conducted between October and November 2024,
involving physicians and nurses from a Local Health Unit in the central region
of Portugal. Data were collected using an online questionnaire that included a
short version of the Professionals Vaccine Confidence and Behaviors (Pro-V(-Be)
scale adapted for Portugal. The unidimensionality of the scale was assessed using
exploratory factor analysis (EFA). Additionally, descriptive and bivariate analyses
(vaccinated versus non-vaccinated) were performed using Fisher’s exact test and
Pearson’s chi-square test, in order to identify the main psychosocial determinants
associated with vaccine confidence.

Among the 112 participating HCW (82% women; 71% nurses), 67% were vaccinated
against COVID-19 in the 2024/25 season. The EFA suggested a unidimensional
structure, with a dominant factor (eigenvalue=1.90) explaining 56% of the
variance. Vaccinated HCW showed significantly higher levels of vaccine confidence
(mean score obtained from the 10-item scale=42.9 vs. 40.8; p=0.003). Confidence in
vaccine safety (p=0.027), belief in the benefits of vaccination (p=0.011), and lower
complacency (p=0.048) were positively associated with COVID-19 vaccination.

This exploratory study highlighted perceptions of vaccine safety, efficacy, and
utility in disease prevention as determinants of vaccine confidence among
Portuguese HCW. Given the small sample size, the results should be interpreted
with caution. The application of the scale to a larger and more diverse population
of HCW is essential to validate these findings and to support the development
of targeted strategies to strengthen confidence, thereby increasing vaccination
uptake.
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_Introdugéo

Os profissionais de salude (PS) desempenham um papel cru-
cial na promogao e adesao a vacinacao, nao apenas por
meio de sua prépria vacinagao, mas também pela influéncia
que exercem nas decisdes dos seus pacientes. As recomen-
dacoes feitas por profissionais de saude sdo um dos fato-
res mais determinantes para a aceitacdo das vacinas pelos
doentes, contribuindo para aumentar a cobertura vacinal e
a confianca nos programas de imunizagéo (1.2). Neste senti-
do, os PS séo frequentemente considerados agentes-chave
na promogao da confianga nas vacinas e na implementacéo
eficaz das politicas de satde publica (1:2).

Niveis reduzidos de confianga nas vacinas entre PS podem
comprometer estes esforcos. A hesitagdo vacinal entre PS
pode traduzir-se ndo apenas em menores taxas de vacinagao
entre os profissionais de saude, mas também em recomenda-
¢Oes menos consistentes ou menos empenhadas aos doen-
tes, afetando negativamente a adeséo & vacinagéo (%:4),

A confianga nas vacinas é reconhecida como um fenéme-
no multidimensional, influenciado por fatores psicossociais
como a percecdo de seguranca e eficacia das vacinas, a
confianga nas autoridades de saude, as crencas individuais
sobre riscos e beneficios e o nivel de complacéncia face as
doengas preveniveis por vacinagéo (5:6).

Neste contexto, compreender os determinantes psicossociais
da confianca nas vacinas entre PS é fundamental para desen-
volver estratégias eficazes que promovam a vacinagao e refor-
cem a confianga nos programas de imunizacao. Apesar da
relevancia deste tema, ainda existem poucos estudos em Por-
tugal, principalmente num contexto pés-pandemia COVID-19,
que explorem sistematicamente estes fatores entre profissio-
nais de saude.

_Objetivo

Este estudo teve como objetivo descrever os determinantes
psicossociais que influenciam a confianca nas vacinas entre
0s profissionais de saude em Portugal.

_Materiais e métodos
Desenho do estudo e populacédo

O estudo transversal foi conduzido através da aplicacdo de
um inquérito online, entre outubro e novembro de 2024, envol-
vendo médicos e enfermeiros de uma Unidade Local de Saude
da regiao Centro de Portugal. A populacéo-alvo incluiu PS em
contacto direto com doentes, nomeadamente médicos e en-
fermeiros.

Instrumento de recolha de dados

A recolha de dados foi realizada através de um questionario
online composto por 10 itens, correspondendo a uma versao
curta e adaptada da escala Pro VC-Be (Professionals Vaccine
Confidence and Behaviors), validada em contexto nacional
para PS (7.8). A escala de 10 itens avalia determinantes da
confianga vacinal, incluindo a percegcao de seguranca das
vacinas, a crenga nos beneficios das vacinas, a complacéncia
face a doenca, a responsabilidade profissional na promogao
da vacinagdo e a confianga nas autoridades de saude. O
questionario incluiu ainda variaveis sociodemograficas (sexo,
idade, categoria profissional), habitos tabagicos, doencas
cronicas e toma de medicagdo bem como informacgao sobre
historico vacinal pessoal, nomeadamente vacinagdo contra
a COVID-19 e contra a gripe na época 2024/2025, e infegao
prévia por SARS-CoV-2.

Andlise estatistica

A analise estatistica consistiu numa anélise univariada de
forma a fazer a caracterizacdo da amostra estudada, atra-
vés do calculo de frequéncias relativas. Para avaliar as as-
sociacOes entre vacinacao contra a COVID-19 (vacinados
vs. ndo vacinados) e 0s varios determinantes psicossociais
foi feita uma anélise bivariada utilizando-se o teste exato
de Fisher e 0 teste do qui-quadrado de Pearson, conforme
apropriado (9). Além disso, foi realizada uma anélise fato-
rial exploratéria (EFA) para verificar a unidimensionalidade
da escala Pro VC-Be, cuja adequacao foi avaliada com o
indice Kaiser-Meyer-Olkin (KMO) e o teste de esfericidade
de Bartlett. Fatores com eigenvalue >1 foram considerados
dominantes (19) ¢ foi calculado o respetivo score através

26



Observagées_ Boletim Epidemioldgico

<’ nsiivto_Nacional de Satide
Doutor Ricardo Jorge

[ dodorge, P T UUO ==
. "

P BT v
|

nimero.

da soma das pontuacgtes dos 10 itens, cada um avaliado
numa escala de 5 niveis, sendo que valores mais elevados
refletem atitudes mais favoraveis a vacinacéo. A significan-
cia estatistica foi estabelecida em p<0,05. Todas as anali-
ses foram conduzidas utilizando R (versao 4.3).

Consideracgdes éticas

A participagao foi voluntaria e anénima, garantindo a confi-
dencialidade dos dados, em conformidade com os principios
éticos aplicaveis e com a legislacéo portuguesa e europeia de
protecao de dados pessoais, nomeadamente o Regulamento
Geral sobre a Protegao de Dados (RGPD). O questionério foi
anonimo, garantindo que nenhuma informagao pessoal iden-
tificavel fosse recolhida. Todos os participantes forneceram
consentimento informado eletrénico antes da participacao.

_Resultados

Entre 112 profissionais de saude (82% do sexo feminino; 71%
enfermeiros), a maioria situava-se no grupo etario dos 26-49
anos (63%). Cerca de 40% apresentavam doenga cronica e
55% referiram toma regular de medicagao. Relativamente aos
habitos tabagicos, 68% eram nao fumadores. A maioria re-
portou infecéo prévia por SARS-CoV-2 (82%), sendo que 67%
estavam vacinados contra a COVID-19 e 72% contra a gripe,
na época 2024/2025 (tabela 1).

Tabela 1: [ Distribuigdo das frequéncias absolutas e relativas
de acordo com as caracteristicas estudadas.

Caracteristicas n (%)

Grupo etario (n=112)

26-49 anos 71 (63)
> 50 anos 41 (37)
Sexo feminino (n=112) 92 (82)
Doentes cronicos (n=108) 43 (40)

Tabagismo (n=110)

Ex-fumador (=1 ano) 17 (15)
Fumador (habitual ou ocasional) 18 (16)
Né&o fumador 75 (68)
Toma de medicagéo (n=112) 62 (55)

Profissdo (n=112)

Enfermeiro 80 (71)
Médico 32 (29)
Vacina contra a COVID-19 na época 75 (67)
2024/2025 (n=112)
Infegdo prévia por SARS-CoV-2 (n=112) 92 (82)
Vacina contra a gripe na época 2024/2025
81 (72)

(n=112)

A analise fatorial exploratoria (EFA) sugeriu uma estrutura
unidimensional, com um fator dominante (Eigenvalue=1,90)
explicando 56% da variancia. Os PS vacinados apresenta-
ram um valor de score de confianca significativamente mais
elevado comparativamente aos PS nao vacinados (média do
score=42,9 vs 40,8; p=0,003) (figura 1).

Figura 1: [ Distribuicdo dos valores do score obtidos no grupo de vacinados versus néo vacinados contra a COVID-19.
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* O score corresponde a soma das pontuagdes dos 10 itens da escala Pro-VC-Be (forma curta), adaptada para Portugal.
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As respostas aos 10 itens da escala Pro-VC-Be, adaptada
para Portugal, encontram-se apresentadas na tabela 2. Ob-
Servou-se que a percecao de seguranga da vacina (p=0,027),
a crenga nos beneficios da vacinagao (p=0,011) e a menor

complacéncia (p=0,048) se associaram positivamente a vaci-
nagdo contra a COVID-19. Para os restantes itens da escala,
nao se identificaram associagdes estatisticamente significa-
tivas com o estado vacinal (tabela 2).

Tabela 2: [} Distribuigdo das frequéncias absolutas e relativas das respostas aos 10 itens da escala ProVC-Be, por estado vacinal dos

participantes (vacinados contra a COVID-19 versus ndo vacinados).

Total n(%) Vacinados N&o vacinados .
COVID-19 n(%)  COVID-19 n(%)
Percecédo de risco da vacina: As vacinas s§o seguras. 0.027
Concordo* | 103 (92,0) 72 (96,0) 31 (83,8)
Discordo*™* 2(1,8) (0,0) 2(5,4)
N&o tenho a certeza 7 (6,3) (4,0) 4(10,8)
Complacéncia: Hoje em dia, algumas vacinas recomendadas pela DGS/ Ministério da Saude ngo tém 0.048
utilidade, uma vez que as doencas que previnem ndo Sdo graves.
Concordo* 6 (5,4) 4(5,3) 2(54)
Discordo™ | 103 (92,0) 71 (94,7) 32 (86,5)
Nao tenho a certeza 3(2,7) 0(0,0) 3(8,1)
?ercegéo do equilibrio beneficio/risco: Os beneficios das vacinas superam o0s seus potenciais 0.011
riscos.
Concordo* 108 (96,4) 75 (100,0) 33 (89,2)
Nao tenho a certeza 4 (3,6) 0 (0,0) 4(10,8)
Importancia percebida da responsabilidade coletiva: Recomendo as vacinas do Programa Nacional
de Vacinagdo (PNV) aos meus utentes, pois é essencial para contribuir para a protecdo da populagdo 0.110
(imunidade de grupo).
Concordo* | 110 (98,2) 75 (100,0) 35 (94,6)
Discordo™* 1(0,9) 0 (0,0) 2,7)
Nao tenho a certeza 1(0,9) 0 (0,0) 7)
Cf)nfianga nas autoridades: Confio na Direcdo-Geral da Saude (DGS) para garantir que as vacinas 0.056
sdo seguras.
Concordo* 107 (95,5) 74 (98,7) 33 (89,2)
Discordo** 2 (1,8) 0 (0,0 2 (5,4)
N&o tenho a certeza 3(2,7) A, 2 (5,4)
Compromisso com a vacinagao: Estou empenhado em garantir que 0s meus utentes sejam 0.600
vacinados.
Concordo* 110 (98,2) 74 (98,7) 36 (97,3)
Discordo™* 1(0,9) (1,3) 0(0,0)
Nao tenho a certeza 1(0,9) 0(0,0) 1(2,7)
Auto-eficacia: Sinto-me suficientemente treinado sobre como abordar a questdo das vacinas com 0.900
utentes hesitantes.
Concordo* 91 (81,3) 61 (81,3) 30 (81,1)
Discordo™* 5 (4,5) 3 (4,0) 2 (5,4)
Nao tenho a certeza 16 (14,3) 11 (14,7) 5 (13,5)
Abertura aos doentes: Informo 0s meus utentes sobre os beneficios e riscos das vacinas, tentando 0.700
ndo os influenciar.
Concordo* 95 (84,8) 64 (85,3) 31 (83,8)
Discordo** 5 (4,5) 4 (5,3) 1(2,7)
Néao tenho a certeza 12 (10,7) 7(9,3) 5 (13,5)
Restricdes percebidas: O custo de algumas vacinas é um problema para alguns utentes, e pode 0.140
impedir-me de as receitar.
Concordo* 72 (64,3) 52 (69,3) 20 (54,1)
Discordo*™* 25 (22,3) 16 (21,3) 9 (24,3)
Nao tenho a certeza 15 (13,4) 7(9,3) 8 (21,6)
Confianca relutante: Por vezes posso recomendar vacinas do calenddrio/programa oficial mesmo que 0.300
sinta que a politica de vacinagdo ndo é suficientemente clara.
Concordo* | 52 (46,4) 37 (49,3) 15 (40,5)
Discordo™* | 31 (27,7) 2 (29,3) 9 (24,3)
Nao tenho a certeza 29 (25,9) 16 (21,3) 13 (85,1)

* A categoria “Concordo” inclui as duas categorias “Concordo em parte” e “Concordo totalmente”. ** A categoria “Discordo” incluir as duas categorias “Discordo totalmente” e “Discordo em parte”.
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_Discusséo

Os resultados deste estudo exploratoério indicam que a con-
fianca nas vacinas entre profissionais de salude portugueses
esta fortemente associada a determinantes psicossociais es-
pecificos. A analise fatorial exploratéria sugere que, nesta
amostra, a escala Pro-VC-Be apresentou uma estrutura uni-
dimensional, indicando que os itens da escala avaliaram de
forma consistente um constructo central de confianca vacinal.
Os profissionais vacinados apresentaram uma média signifi-
cativamente mais elevada de confianga vacinal em compara-
¢ao com os PS nao vacinados, reforgando a associacao entre
atitudes positivas face as vacinas e a adesao vacinal obser-
vada neste estudo. Entre os determinantes psicossociais, a
percecao de seguranca das vacinas, a crenga nos seus be-
neficios e a menor complacéncia mostraram-se significativa-
mente associados a vacinagao contra a COVID-19. A literatura
identifica percecOes de seguranca e eficacia como preditores
centrais da aceitagdo vacinal entre PS e estudos anteriores
tém demonstrado que influenciam positivamente a probabili-
dade de os PS receberem e recomendarem vacinas, incluindo
confianca na eficacia e seguranca das vacinas (11:12),

Apesar de fornecerem evidéncia relevante, os resultados
deste estudo devem ser interpretados com cautela devido
ao tamanho da amostra e a predominancia de enfermeiros
do sexo feminino, o que pode restringir a generalizacao
para a populacdo mais ampla de PS. Contudo, este subgru-
po é também o mais representativo no universo de profissio-
nais da unidade estudada. A replicacdo do estudo com uma
amostra maior e mais diversificada, incluindo multiplas uni-
dades de saude, sera fundamental para validar estes resul-
tados e aprofundar a compreensao dos determinantes da
confianga vacinal num contexto mais amplo e representati-
vo. Os dados do presente estudo sugerem a necessidade de
estratégias direcionadas aos PS que promovam a confianca
nas vacinas, reforcando a importancia de abordagens edu-
cativas e comunicacionais para aumentar a adeséo vacinal
neste grupo profissional, com impacto potencial na popula-
¢cdo em geral.

_Conclusoes

Em conclusao, este estudo exploratério identificou fatores
psicossociais-chave que influenciam a confianca nas vaci-
nas entre os profissionais de saude (PS), nomeadamente a
confianca na seguranca das vacinas, a crenca nos seus be-
neficios e a complacéncia.

Os resultados devem ser interpretados com cautela devido
ao tamanho reduzido da amostra.

A replicacao do estudo numa populagdo mais ampla e diver-
sificada de PS é essencial para validar estes resultados que
suportam a importancia de desenvolver estratégias direcio-
nadas que promovam a confianca nas vacinas.
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_Resumo

As doengas orais s@o um desafio global de saude publica e contam-se entre as
doencas nao transmissiveis com maior prevaléncia e para as quais existem es-
tratégias preventivas eficazes. Por esta razao, a Organizacao Mundial da Saude
(OMS) reconheceu a importancia da carga de doengas orais e reafirmou a impor-
tancia da saude oral, incluindo-a na Declaracéo Politica sobre a Cobertura Uni-
versal de Saude (2011).

Com o objetivo de caracterizar a autoapreciagao do estado da salde oral, foram
analisados dados provenientes do inquérito realizado pelo Instituto Nacional de
Saude Doutor Ricardo Jorge (INSA), entre setembro e novembro de 2019, com
recurso ao painel ECOS. As estatisticas descritivas, bem como as estimativas
de prevaléncia, foram obtidas com ponderacéo para a idade, sexo, regiéo e de-
senho amostral. A recolha de dados foi realizada por entrevista telefonica.

A maioria da populagao (53,0%) avaliou o seu estado de salde oral como bom
ou muito bom. Esta avaliagcéo positiva foi mais prevalente entre os individuos
mais jovens (66,2%), com nivel secundario de escolaridade (66,8%) e profis-
sionalmente ativos, especialmente, entre os trabalhadores por conta prépria
(72,4%), sendo inferior a 50% nas mulheres, nas pessoas com 265 anos de
idade, com nenhum ou o nivel basico de escolaridade e em reformados.
Estes resultados evidenciam desigualdades socioeconémicas e sublinham a
necessidade de reforgar politicas de prevencgao dirigidas aos grupos mais vul-
neraveis.

_Abstract

Oral diseases are a global public health challenge and are among the most
prevalent noncommunicable diseases. However, there are effective preventive
strategies for these diseases, which means they are preventable. For this
reason, the World Health Organization (WHO) has recognized the importance
of the burden of oral diseases and reaffirmed the importance of oral health by
including it in the Political Declaration on Universal Health Coverage (2011).
To characterize self-assessment of oral health status, the degree of edentulism,
and oral rehabilitation, data from the survey conducted by the National
Institute of Health Doutor Ricardo jorge (INSA) between September and
November 2019, in the ECOS panel survey, were analyzed. Descriptive statistics
and prevalence estimates were obtained, weighted for age, sex, region, and
sample design. Data collection was carried out by telephone interview.

The majority of the population (53.0%) rated their oral health status as good
or very good. This positive assessment was more prevalent among younger
individuals (66.2%), those with secondary level education (66.8%), and those
who were professionally active and, in particular, among self-employed
workers (72.4%), being below 50% among women, individuals aged x65
years, those with no formal education or only basic education, and retirees.
These results highlight socioeconomic inequalities and underline the need to
strengthen prevention policies aimed at the most vulnerable groups.

_Introdugéo

As doengas orais representam um desafio global para a saude
publica e, apesar de serem evitaveis, figuram entre as doen-
cas nao transmissiveis mais prevalentes. Por esta razao, a
Organizagao Mundial da Satde (OMS) reconheceu a importan-
cia da carga de doencas orais e reafirmou a importéncia da
saude oral, incluindo-a na Declaragao Politica de Liverpool
sobre a Cobertura Universal de Satde (2011) (1), constituindo
um marco relevante neste dominio. Este documento apelava a
uma abordagem integrada da saude oral no contexto da satde
geral. Entre 0s seus principios orientadores, destacava-se o
compromisso de que 0s paises deveriam garantir 0 acesso
aos cuidados de saude oral primarios, com especial énfase na
prevencdo e na promocao da satde (2).

Apesar disso, a investigacdo nesta area indica que a carga
das doencas orais se manteve praticamente inalterada, em
niveis elevados ao longo dos Ultimos 30 anos, essencialmente
devido a mudancas demogréaficas associadas ao crescimento
e envelhecimento da populagdo. O nimero de pessoas com
problemas de saude oral, ndo tratadas, aumentou globalmente
de 2,5 mil milhdes em 1990 para 3,5 mil milhdes em 2015 (3).

30



de Satde

c, nstivto_Nacion
Doutor Ric ge

Observag6es_ Boletim Epidemiolégico

No entanto, num estudo realizado entre 1990 e 2017, a nivel
mundial, verificou-se que, apesar do aumento do numero
absoluto de casos de doencas orais, as taxas padronizadas
por idade diminuiram, sugerindo melhorias na prevencao
e no tratamento (4). Noutro estudo, realizado entre 1990 e
2021, a prevaléncia global combinada, padronizada para a
idade, das principais condi¢cdes orais (cérie ndo tratada, pe-
riodontite grave, edentulismo e outras perturbagdes orais)
era de 45 900 por 100 000 habitantes em 2021, com 3,69
mil milhdes de pessoas afetadas a nivel mundial (5.

Em 2024, a estratégia e o plano de agao 2023-2030 defini-
ram a agenda global de saude oral da OMS, com o objetivo
de reverter o padrao de negligéncia da saude oral e melho-
rar a cobertura e 0 acesso na populagdo mundial (6). Em
2024, na primeira reunido global de saude oral da OMS, foi
adotada a Declaragao de Bangkok, tendo sido estabeleci-
do um compromisso histérico, de integracdo da saude oral
nas politicas de satde publica (7).

Em Portugal, a promogao da salde oral, a prevencao das
doencas orais e 0 acesso aos cuidados de saude oral sdo
objeto de programa nacional especifico, desde 1986, a data,
o Programa de Satde Oral em Saude Escolar (8). Atualmente,
0 programa € designado por Programa Nacional de Promo-
cao da Saude Oral (PNPSO) e foi regulamentado, pela primei-
ra vez, em 2005, pelo Despacho Ministerial n.° 153/2005 (2.2
série) de 5 de janeiro, e implementado através de uma Circu-
lar-Normativa da Dire¢do-Geral da Saude (DGS) (8), tendo
sido sucessivamente atualizado para abranger gradualmen-
te mais grupos da populacao e alguns grupos-alvo de maior
risco e/ou com maior necessidade de apoio para tratamento.
Este programa envolve o aproveitamento sinérgico da capa-
cidade instalada para prestacdo de cuidados de Saude Oral
(SO), quer no setor publico, quer no privado, utilizando-a em
beneficio dos utentes do Servico Nacional de Saude (SNS),
através de programas e projetos publicos. Deste modo, o0s
utentes do SNS passaram a ter acesso a cuidados de pre-
vencdo primdria e secundaria, prestados em consultérios
ou clinicas privadas, através de cheque-dentista, e nos Cui-
dados de Saude Primarios, através de consultas de higiene
oral e/ou de medicina dentéaria (911). Perante este enquadra-
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mento, marcado pela persisténcia da carga global das doen-
cas orais e pelos esforcos nacionais de melhoria do acesso
aos cuidados de saude oral, afigura-se pertinente conhecer,
numa primeira abordagem, a forma como a populagao portu-
guesa perceciona o seu proprio estado de saude oral.

_Objetivo

O presente estudo teve como objetivo caracterizar a au-
toapreciagdo do estado da salde oral na populacdo portu-
guesa com pelo menos 18 anos de idade.

_Materiais e métodos

Os dados para o presente estudo foram recolhidos por
entrevista telefdnica assistida por computador (Computer
Assisted Telephone Interview - CATI), no periodo de 25/09/2019
a 15/11/2019, ou seja, na 3.2 vaga de inquérito ao 6.° painel
ECOS (Em Casa Observamos Saude).

O 6.° painel ECOS foi recrutado em 2018, com amostragem
de delineamento probabilistico e multi-etépico, e teve como
base as Unidades de Alojamento (UA) de Portugal Continen-
tal e Regides Autonomas, com telefone fixo ou movel, tendo
a amostra sido selecionada de modo a ser representativa da
populacao das Regides de Saude (correspondentes as NUTS
Il de 1989) de Portugal. O nimero de Unidades de Alojamen-
to (UA), recrutadas em 2018, foi de 1549 UA. Em cada agre-
gado, foi inquirido apenas um elemento, com 18 ou mais anos
de idade.

Foi realizada uma analise descritiva dos dados, com 0 apu-
ramento das frequéncias absolutas e relativas. As estatisti-
cas descritivas, bem como as estimativas de prevaléncia,
foram ponderadas de acordo com o nimero de “alojamen-
tos classicos” distribuidos por Regides de Saude, e para a
cobertura da rede telefonica fixa e mével nos alojamentos e
na populagao de Portugal continental e Regides Autbnomas.
Os ponderadores foram posteriormente calibrados para a
populagéao, estratificada por sexo e grupo etéario, referente
a 2018 (dados do Instituto Nacional de Estatistica - INE).
O célculo dos pesos amostrais foi realizado no programa
informéatico STATA version 15.1 for Windows® (Stata Corp,
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College Station, TX, USA). As andlises estatisticas foram rea-
lizadas no programa informatico SPSS Statistics 25 (12). Para
todas as prevaléncias estimadas foram calculados os respeti-
vos intervalos de confianca a 95%, com o nivel de significan-
cia de 5%.

A precisdo das estimativas foi estabelecida pelos valores do

coeficiente de variagéo, de acordo com a seguinte regra (13):

e Coeficiente de variagao (CV) < 16,5% - sem restricao na
apresentacédo dos dados;

e Coeficiente de variacdo 16,5% < CV < 33,3% - valores
assinalados com asterisco;

e Coeficiente de variag@o > 33,3% - os valores das estima-
tivas néo séo apresentados;

Foi realizada analise bivariada, tendo-se utilizado a estatistica
F-modificada, variante do ajustamento de 2.2 ordem do Qui-qua-
drado de Rao Scott, para testar possiveis associacdes (14).

_Resultados

Na amostra final considerada para esta analise, foram inclui-
dos 870 individuos respondentes, 0 que corresponde a uma
taxa de participaga@o de 56%.

A precisao de todas as estimativas obtidas neste estudo foi

classificada como elevada (coeficiente de variacéo < 16,5%).

Autoapreciacdo do estado de saude oral

Para 53,0% (1IC95%: 47,0% - 58,9%) da populagao, o estado
de saude oral foi avaliado como bom ou muito bom e para
36,5% (IC95%: 31,0% - 42,3%) como razoavel. Em 10,5%
(IC95%: 7,9% - 14,0%) dos casos, o estado de saude oral
foi avaliado como mau ou muito mau (grafico 1).

Estimou-se uma prevaléncia significativamente superior (p-value
<0,05), de autoapreciacdo do estado de salde oral como bom
ou muito bom, entre 0os homens e 0s participantes mais jovens
(18-44 anos), bem como nos individuos com o ensino secunda-
rio completo e os trabalhadores por conta propria. Estas pre-
valéncias foram inferiores a 50% nas mulheres, nas pessoas

com 65 ou mais anos de idade, entre 0s que tém nenhum ou
0 nivel basico de escolaridade e em reformados. Os residentes
na Regiao Auténoma (RA) da Madeira e na Regido de Lisboa
e Vale do Tejo (LVT) tiveram maior prevaléncia de autoaprecia-
¢ao do estado de saude oral como bom ou muito bom, quando
comparados com o resto do Pals, mas estas diferencas néao
foram significativas (p-value=0,699) (tabela 1).

Gréfico 1: [ Autoapreciag@o do estado de salde oral na populagéo
portuguesa. Dados da 3.2 vaga do 6.° Painel ECOS (2019).
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Tabela 1:
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Prevaléncia de individuos que autoapreciaram o estado da saude oral como bom ou muito bom, por sexo,

grupo etdrio, regido, nivel de escolaridade e situagao face ao trabalho, em Portugal. Dados da 3.% vaga do 6.° painel ECOS (2019).

Variavel Categoria n (amostra)
Masculino 176
Sexo
Feminino 248
18-44 anos 132
Grupo etario 45-64 anos 155
>65 anos 137
Norte 61
Centro 50
LVT 59
Regido Alentejo 57
Algarve 54
RA Madeira 65
RA Acores 78
Nenhum ou basico 202
7] 'ole Secundario 91
escolaridade
Superior 131
Trabalhador/a por conta 43
propria
) - Trabalhador/a por conta
Situacao q ¢ 189
face a0 e outrem
trabalho Reformado/a 134
Outros (Estudantes,
doméstico/a, 48
desempregado/a, etc.)
Total 424

%

Bondaraan % (1C95%) CV (%) p-value
60,8 52,2-68,9 7,1
<0,05
46,3 38,6-54,1 8,6
66,2 54,4-76,3 8,5
42,9 35,2-51,1 9,5 <0,05
44 1 36,2-52,4 9,4
51,5 39,3-63,5 12,2
47,4 36,5-58,5 12,0
60,3 47,7-71,7 10,3
54,7 43,9-65,1 10,0 0,699
46,5 34,5-58,9 13,6
65,4 54,0-75,2 8,4
53,3 42,5-63,9 10,4
44,7 36,9-52,7 9,1
66,8 53,6-77,8 9,4 <0,05
57,5 45,6-68,7 10,4
72,4 56,0-84,4 10,2
55,4 45,8-64,6 8,7
<0,05
41,5 33,7-49,8 10,0
58,3 41,6-73,3 14,3
53,0 47,0-58,9 il <0,05

LVT - Lisboa e Vale do Tejo; RA - Regido Auténoma; IC95% - Intervalo de Confianga a 95%; CV - Coeficiente de Variag&o.

_Discussao e conclusdes

Os resultados obtidos neste estudo mostram que a autoapre-
ciagao da saude oral em Portugal varia entre grupos socio-
demograficos. Os homens, as pessoas com 18 a 44 anos
e aqueles com nivel de escolaridade mais elevado tendem
a avaliar a sua saude oral como boa ou muito boa, revelan-
do claros gradientes etéarios e educacionais. A situagao face
ao trabalho também evidencia desigualdades: trabalhadores

por conta prépria apresentam a melhor autoapreciacdo da
sua saude oral, enquanto os reformados apresentam a pior.
Apesar de existirem diferengas percentuais entre regioes,
estas nao sao estatisticamente significativas, indicando uma
distribuicao relativamente homogénea no territério. No con-
junto, pouco mais de metade da populacdo adulta portugue-
sa (53%) considerou ter uma saude oral boa ou muito boa.
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O Inquérito Nacional de Saude (INS) de 2019 revelou que
47,8% dos portugueses percecionavam o seu estado de
saude oral como bom ou muito bom, 35,9% como razoavel
e 15,9% como mau ou muito mau (%), valores dentro da
mesma ordem de grandeza dos aqui apresentados. Estes
dados contrastam com os dados do Inquérito Europeu de
Saude, de 2019 (16), onde se estimou que 75,8% da popu-
lagao europeia avaliava o seu estado de saude oral como
bom ou muito bom.

Os resultados da 3.2 vaga do 6.° painel ECOS (2019) eviden-
ciam a persisténcia de diferengas significativas na saude oral
da populacéo adulta portuguesa. A autoapreciagdo positiva
da saude oral é mais elevada entre adultos mais jovens, com
maior escolaridade e inseridos no mercado de trabalho, refle-
tindo determinantes sociodemograficos importantes.

O reforco da aplicagao e a continuagao do alargamento do
Programa Nacional de Promogédo da Saude Oral, tendo em
conta 0s grupos mais vulneraveis identificados neste estudo
(como é o caso das mulheres, pessoas com =65 anos de
idade, com nenhum ou o nivel basico de escolaridade e re-
formados), deve constituir um aspeto prioritario no desen-
volvimento de politicas publicas do Pais, integrando a satde
oral nas estratégias de promocao da saude em geral.
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_Resumo

As doengas mitocondriais (DM) constituem um grupo heterogéneo de doengas
hereditarias do metabolismo resultantes de uma deficiente producao de ener-
gia causada por mutacdes no DNA mitocondrial ou nuclear. A sua complexida-
de genética, aliada a marcada variabilidade clinica, representa um desafio ao
diagndstico definitivo, sobretudo face a identificagdo frequente de variantes
de significado incerto. O peixe-zebra (Danio rerio) surgiu como um modelo ver-
tebrado de elevada relevancia para o estudo da biologia mitocondrial, devido
a sua conservagao genética com o ser humano, desenvolvimento embrionario
externo, transparéncia larvar e facilidade de manipulagao genética. A aplicagao
de ferramentas de edigao genética, como ZFNs, TALENs, CRISPR-Cas9 e sis-
temas de edi¢do de base mitocondrial como o DACBE, permite a modelagao
precisa de variantes patogénicas. Paralelamente, estratégias de silenciamen-
to genético, incluindo morfolinos e quimeras direcionadas ao genoma mitocon-
drial, possibilitam a modulag@o temporaria e especifica da expressao genética.
A integracao destas abordagens com metodologias de avaliacdo bioenergética
e com linhas transgénicas reporter direcionadas a mitocondria permite a moni-
torizagdo funcional in vivo de parametros como estado redox, niveis de ATP,
célcio mitocondrial e mitofagia. Em conjunto, estas estratégias posicionam o
peixe-zebra como uma plataforma translacional estratégica para a validagao
funcional de variantes e para o avango da medicina de precisdo nas DM.

_Abstract

Mitochondrial diseases (MD) comprise a heterogeneous group of inherited
metabolic disorders resulting from impaired cellular energy production,
caused by alterations in either mitochondrial DNA or nuclear. Their genetic
complexity, combined with marked clinical variability, represents significant
diagnostic challenges, particularly due to the frequent identification of
variants of unknown significance. Zebrafish (Danio rerio) has emerged as a
highly important vertebrate model for the study of mitochondrial biology,
owing to its strong genetic conservation with humans, external embryonic
development, larval transparency, and amenability to genetic manipulation.
The application of genome editing tools, including ZFNs, TALENS, CRISPR-Cas9,
and mitochondrial base editing systems such as DJCBE, enables precise
modelling of pathogenic variants. In parallel, gene-silencing strategies,

including morpholinos and chimeras directed to the mitochondrial genome,
allow transient and specific modulation of gene expression. The integration
of these approaches with bioenergetic assessment methodologies and mito-
chondria-targeted transgenic reporter lines enables real-time in vivo functio-
nal monitoring of parameters such as redox state, ATP levels, mitochondrial
calcium, and mitophagy. Collectively, these strategies position zebrafish as
a strategic translational platform for functional variant validation and for
advancing precision medicine in MD.

_Doencgas mitocondriais

As mitocondrias sdo organelos celulares dindmicos, presen-
tes no citoplasma das células eucaridticas, onde desempe-
nham um papel fundamental na producéo de energia, sendo
a fosforilagao oxidativa (OXPHQOS) responsavel pela produgao
de aproximadamente 90% do ATP celular. No entanto, coorde-
nam também multiplas vias metabdlicas essenciais, como 0
ciclo dos acidos tricarboxilicos, a oxidagao dos acidos gordos,
a cetogénese, o ciclo da ureia e a gluconeogénese (1),

As Doengas mitocondriais (DM) integram um grupo hetero-
géneo de doencas hereditarias do metabolismo (DHM), ca-
racterizadas pela deficiéncia na producao de ATP através
da OXPHOS. Estas doencas raras podem surgir em qual-
quer idade, sendo mais frequentes em criangas, e podem
ser causadas por defeitos genéticos quer no DNA mitocon-
drial (mtDNA) quer no DNA nuclear (nDNA), afetando predo-
minantemente tecidos com elevada exigéncia energética,
como o cérebro, o coragdo e o musculo esquelético (2),
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Estima-se que estas doencas afetem aproximadamente 1 em
cada 5000 individuos, tornando-as numa das formas mais
comuns de DHM (3). Doentes com mutagées no nDNA apre-
sentam tipicamente maior morbidade e mortalidade do que
aqueles com mutagdes no mtDNA, e frequentemente apre-
sentam manifestacdes clinicas mais precoces (nos primeiros
anos de vida), uma progressao mais rapida da doenca e uma
maior manifestacdo multissistémica (4). Por outro lado, as
mutagcdes no mtDNA manifestam-se frequentemente sob a
forma de heteroplasmia, ou seja, com coexisténcia de geno-
mas mitocondriais normais e mutados nas células do doente,
e cuja proporcao ditara a expresséo fenotipica e a gravidade
de doenga (5,

_DNA mitocondrial

O genoma mitocondrial humano é composto por uma mo-
lécula de DNA circular de cadeia dupla que totaliza 16569
pares de bases. Este genoma codifica 37 genes: 13 codifi-
cam proteinas fundamentais para a OXPHOS e integram os
complexos da cadeia respiratéria (I, Ill, IV e V), e 24 codifi-
cam proteinas dedicadas a maquinaria de sintese proteica:
22 RNAs de transferéncia (tRNAs) e 2 RNAs ribossémicos
(rRNAs) (figura 1) (6). Contudo, o funcionamento deste orga-
nelo depende fortemente do ndcleo, uma vez que cerca de
1500 proteinas mitocondriais s@o codificadas pelo genoma
nuclear e importadas para a mitocdndria apés a sua sintese
citoplasmatica (7).

Figura 1:
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_DNA nuclear

O nDNA desempenha um papel fundamental na biologia da
mitocdndria, uma vez que a grande maioria das proteinas ne-
cessarias ao funcionamento da mitocdndria séo codificadas
pelo genoma nuclear. Estas proteinas sao sintetizadas no ci-
tosol e posteriormente importadas para a mitocdndria através
de complexos translocadores especializados localizados nas
membranas mitocondriais externa e interna. Consequente-
mente, mutagdes nos genes nucleares podem comprometer
multiplos processos essenciais para a fungcdo mitocondrial,
sendo que, atualmente, mais de 400 genes nucleares foram
associados a DM (2), A maioria destas mutagbes segue um
padrdo de hereditariedade de Mendel, frequentemente autos-
sdémico recessivo, e tende a manifestar-se precocemente na
infancia (4).

_Potencial do peixe-zebra na investigagéo das doengas
mitocondriais

O zebrafish (Danio rerio) ¢ um modelo amplamente utilizado
no estudo da biologia mitocondrial, devido a elevada con-
servacao de proteinas mitocondriais em relagdo aos mamife-
ros (8). Andlises comparativas com o genoma de referéncia
humano indicam que cerca de 70% dos genes humanos en-
contram, pelo menos, um ortélogo correspondente no peixe-
-zebra. Para além desta relevancia genética, o peixe-zebra
oferece vantagens experimentais importantes, incluindo ele-

Estrutura da mitocéndria e organizagdo do genoma mitocondrial humano.
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vada fecundidade, rapido desenvolvimento e embrides trans-
parentes com desenvolvimento externo, caracteristicas que
facilitam estudos de imagem in vivo e a analise funcional da
mitocondria apés manipulagdo genética (9).

No entanto, ao contrario dos humanos e da maioria dos ver-
tebrados, cerca de 20% do genoma do peixe-zebra passou
por um evento de duplicagao, originando um ou mais parélo-
gos. Essa duplicacdo pode dar origem a mecanismos com-
pensatdrios apés modificagdes genéticas, o que por vezes
mascara fendtipos observaveis (10).

_Estratégias de manipulagéo genética em peixe-zebra

Atualmente, existem diversas abordagens de manipulacao
genética para estudos em peixe-zebra, que se dividem funda-
mentalmente entre a edicdo e o silenciamento (knockdown)
genético. A edigao genética visa a introducao de alteracoes
permanentes e hereditarias na sequéncia de DNA, sendo
ideal para a criagao de linhagens mutantes estaveis. Dentro
desta categoria, as nucleases de “dedos de zinco” (ZFNs)
e as nucleases efetoras do tipo ativador de transcricao (TA-
LENSs) utilizam a nuclease Fokl para cortar o DNA em locais
especificos, forcando a célula a ativar mecanismos de re-
paracdo que podem silenciar genes ou introduzir novas se-
quéncias (). Atualmente, a técnica de eleicdo para edicéo
genética é o CRISPR-Cas9 (Repeticdes Palindrémicas Curtas
Agrupadas e Regularmente Interespacadas), onde ¢ utilizada
uma endonuclease (Cas9) em conjunto com uma molécula de
RNA guia (single-guide RNA: sgRNA) para introduzir quebras
no DNA. Esta simplicidade de design permite a edicdo efi-
ciente e simultanea de multiplos genes, com custos e tempo
de execucéo reduzidos (12),

Uma técnica emergente recorre a geragéo de mutantes FO
por CRISPR-Cas9, geralmente designados crispants. Esta
abordagem baseia-se na injecdo de trés ou mais sgRNAs,
promovendo a formacao de alelos de perda de fungéo em
mosaico na geracdo FO. As consequéncias fenotipicas
dessas alteracbes podem ser analisadas diretamente nos
primeiros dias dos embrides injetados, constituindo uma al-
ternativa eficaz a utilizacao de morfolinos (MOs), enquanto
n&o sao estabelecidas linhas estaveis (13.14),

Por outro lado, o silenciamento genético atua ao nivel do RNA
e reduz apenas temporariamente a expressdo proteica, sem
alterar a sequencia genética original. Uma das técnicas é a in-
terferéncia de RNA (RNAI), que utiliza short interfering RNAs
(siRNAs) ou short hairpin RNAs (shRNAs) para degradar o
mRNA alvo ou reprimir a sua traducao. Contudo, a aplicacao
de RNAi em embrides de zebrafish tem demonstrado efica-
cia limitada e alta variabilidade fenotipica quando comparada
com outros modelos animais, devido a dificuldades de toxi-
cidade inespecifica (15). Em contrapartida os MOs permane-
cem como uma ferramenta de referéncia para o silenciamento
temporario. S&o analogos sintéticos de acidos nucleicos que
se ligam ao RNA mensageiro alvo, bloqueando a expressao
dessa mesma sequéncia (18). Apesar de serem necessarios
controlos rigorosos para verificar a toxicidade nao especifica,
a sua utilizacéo é particularmente vantajosa para estudos do
desenvolvimento embriondrio inicial ou a criagdo de modelos
cujas técnicas de edigao genética resultam em letalidade em-
brionaria (7).

_Manipulagéo e andlise funcional do genoma mitocondrial

Para direcionar mutagdes ao mtDNA s&o necessarias estra-
tégias especiais, uma vez que as mitocondrias sdo constitui-
das por uma membrana dupla, que é impermeéavel a maioria
dos acidos nucleicos exégenos, inviabilizando técnicas como
0 CRISPR-Cas9 ou silenciamento genético convencional.
Assim, para garantir a entrada na matriz mitocondrial, tanto
as técnicas mt-ZFNs como as mito-TALENs utilizam sequén-
cias com péptidos de direcionamento mitocondrial. No caso
especifico das mtZFNs, é ainda necessaria a adi¢cdo de um
sinal de exportacdo nuclear para impedir que estas atuem no
ntcleo da célula (18). Estudos demonstram que ambas as téc-
nicas sao eficazes na alteracao da heteroplasmia do mtDNA,
resultando na recuperacao fisiolégica das células (19).

Atendendo as limitacbes do CRISPR-Cas9 na edicao do
genoma mitocondrial e ao caracter destrutivo das abordagens
baseadas em ZFNs e TALENS, foi desenvolvida uma estratégia
de edigao genética sem inducao de quebras de dupla cadeia.
Este sistema, designado DdCBE (DddA-derived cytosine
base editor), baseia-se numa citidina desaminase bacteriana
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(DddA) dividida em duas subunidades inativas, fundidas a
proteinas TALE, que recuperam atividade apenas apos liga-
¢ao a sequéncia alvo, permitindo a conversdo especifica de
citosinas em timinas (29). Desenvolvimentos recentes aumen-
taram a eficiéncia e alargaram o espectro de sequéncias
editaveis, possibilitando a modulagéo precisa e o estudo fun-
cional de um conjunto mais amplo de variantes patogénicas
mitocondriais (21),

Tabela 1:
A Aplicacédo em
T Al P
écnica VO ermanente e
ZFNs DNA Sim mtZFNs
TALENs DNA Sim Mito-TALENs
CRISPR- . -
Cas9 DNA Sim Né&o
CR!SPR FO DNA Sim NZo
(crispants) (mosaico)
RNAI RNA Nao Né&o
Morfolinos RNA Nao pCox4-MO
DdCBE DNA Sim Sim

nimero \ 4 : *":__ 2.y "' 28
e g 1y
| SRR

Mais recentemente, foram desenvolvidas as quimeras de pep-
tideo-MO direcionadas as mitocondrias (pCox4-MO), sendo
concebidas para permitir o silenciamento especifico e rever-
sivel da expressao de genes codificados pelo mtDNA. Estas
quimeras combinam um MO com uma sequéncia peptidica de
direcdo mitocondrial, possibilitando a sua importacdo para a
mitocondria e 0 bloqueio seletivo da traducdo de mRNAs mi-
tocondriais (22),

Todas as técnicas de manipulagdo genética anteriormente

descritas estdo resumidas na tabela 1.

Vantagens

Tamanho compacto;

Comparagéo entre técnicas de manipulagéo genética no peixe-zebra.

Limitagoes

Alto risco de off-targets;

Referéncias

Facil entrega via Complexidade no design (18)
vetores virais das proteinas
Alta especificidade Alto custo; Construcao
de edicéo e dificil e complexa; (18)
flexibilidade de alvos = 'amanho molecular
grande.
Necessidade da
sequéncia PAM
Simples, baixo custo | (protospacer adjacent (12)
e eficiente motif); Tempo prolongado
para obtengéo de linhas
estaveis homozigoticas
Avaliacdo fenotioi Mosaicismo; Variabilidade
/val(;a?agl enotipica ' fenotipica; Possiveis 1
lr,ai' 8 |sp<:psav mecanismos (14)
inhagens estaveis compensatorios
. , Alta variabilidade
Silenciamento . ey
) o fenotipica; Toxicidade (15)
pos-transcricional . e
inespecifica
Reversivel; Rapido
estabelecimento de . s
) : Efeito transitorio;
modelos; Blogueio . (22,23)
~ Toxicidade off-target
de tradugao ou
splicing
Edicdo precisa, sem Limitado a conversdes
quebras de dupla CeG — TeA; Dependéncia (21)

cadeia;
Alta eficiéncia

de contexto de sequéncia
(motivo 5’-TC-3’)
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_Validagéo funcional de variantes de significado incerto

A utilizag@o crescente de tecnologias de sequenciagdo de nova
geracao (NGS) conduziu a identificacédo de um numero signifi-
cativo de variantes de significado incerto (VUS), cuja patoge-
nicidade nao pode ser determinada apenas com estudos em
bases de dados bioinformaticas ou populacionais. Neste con-
texto, modelos experimentais tornam-se fundamentais para
estabelecer uma ligagao causal entre a variante genética e o
fendtipo observado (2). Através de ensaios de resgate genéti-
o in vivo, com o peixe-zebra, torna-se possivel introduzir va-
riantes humanas em embrides geneticamente modificados,
permitindo determinar, de forma precisa, a patogenicidade
ou benignidade de variantes especificas suportando posterior-
mente a deciséo clinica (24). Nestes ensaios, apds induzirmos a
perda de fungcao de um gene com MO, injetamos nos embrides
o mRNA normal desse gene humano. E crucial que estas mi-
croinjecdes ocorram nos estagios iniciais (1 a 2 células) e que a
avaliacao fenotipica seja feita até as 48 horas pos-fertilizacéo,
devido a degradacao natural do mRNA e a diminuicao da pro-
teina ao longo do desenvolvimento. Se o fendtipo normal for
restaurado, confirmamos que a alteracdo observada foi devida
especificamente a deficiéncia do gene em estudo. De seguida,
testamos a variante identificada no doente, e se ndo se verificar

Figura 2:

nimero.

a recuperacao do fendtipo normal, ou se, pelo contrario, se ve-
rificar um ganho de fungéo tdxica, confirma-se o impacto fun-
cional dessa variante. Esta evidéncia de disfungao fenotipica é
crucial para fundamentar a classificagao da VUS como patogé-
nica. Complementarmente, podem-se também realizar ensaios
ao nivel da proteina para aumentar a fiabilidade dos resultados
e validar o impacto funcional da VUS (figura 2) (25),

_Avaliagéo da fungdo mitocondrial in vivo

Para validar o impacto funcional das manipulagdes descritas
¢ crucial quantificar o metabolismo mitocondrial in vivo. Em
peixe-zebra, esta avaliagdo recorre frequentemente a duas
tecnologias complementares. A andlise de fluxo extracelular
(Seahorse XF) permite medir, em tempo real, 0 consumo de
oxigénio e a produgao de ATP, assim como parametros deri-
vados como a capacidade respiratoria maxima, a taxa de fuga
de protdes e a capacidade respiratéria de reserva (26). Por
outro lado, a respirometria de alta resolucao (Oroboros O2k)
possibilita uma caracterizagao bioquimica detalhada, isolando
a atividade dos diferentes complexos da cadeia respiratoria e
identificando quais sao responsaveis pelas alteracdes patold-
gicas observadas. A combinagao destas abordagens fornece
uma visao funcional abrangente, conectando alteragcdes bioe-
nergéticas a fendtipos especificos (27).

Estratégia experimental para a validagao funcional de VUS em peixe-zebra.
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Esquema representativo das etapas de clonagem molecular, sintese de mRNA in vitro e microinjecdo em embrides de peixe-zebra,
seguido da avaliagdo fenotipica. A andlise do resgate funcional permite distinguir variantes benignas, variantes patogénicas por perda
de funcéo e variantes patogénicas associadas a ganho de funcao téxica, podendo ser complementada por andlises proteicas.
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_Linhas transgénicas reporter para monitorizagdo mitocon-
drial in vivo

Para além das abordagens bioquimicas, o peixe-zebra permite
a utilizacao de linhas transgénicas reporter direcionadas a mi-
tocondria, possibilitando a monotorizacao dindmica dos para-
metros funcionais em tempo real. Estes sistemas baseiam-se
na expressao de proteinas fluorescentes em fusao com outras
proteinas mitocondriais, permitindo avaliar diretamente o
estado redox, a producao de ATP, a dinamica mitocondrial ou
0 calcio intramitocondrial. Entre os exemplos mais utilizados
destaca-se a linha mito-roGFP2, sensivel ao estado redox mi-
tocondrial e que permite monitorizar alteragdes na relagéo glu-
tationa reduzida/oxidada (28). A linha Mit-ATeam possibilita a
quantificag@o da concentracdo de ATP na matriz mitocondrial
(29) enquanto que linhas Mito-GFP permitem a visualizagéo
da morfologia e dinamica da rede mitocondrial (fusao/fisséo)
(30). Adicionalmente, a linha MTS-Kaede & Util para estudar ao
longo do tempo a dindmica mitocondrial do transporte axonal
de subpopulacdes mitocondriais especificas, uma abordagem
importante na investigacéo de neuropatias periféricas (1), Por
sua vez, linhas como as mito-GA possibilitam ainda a monito-
rizacdo do calcio mitocondrial, parametro critico na sinaliza-
cao celular e na fisiopatologia neuronal (32). Por dltimo, a linha
mito-Keima constitui uma ferramenta robusta para o estudo
da mitofagia, uma vez que altera o seu espetro de excitagdo
consoante o pH, e permite distinguir mitocondrias funcionais
de mitocondrias em processo de degradagéo lisossomal (33).

_Do modelo experimental a medicina de precisdo

A versatilidade do modelo de peixe-zebra impulsionou avan-
cos significativos na recapitulagao de fendtipos clinicos
complexos associados as DM. A transparéncia embrionéria,
aliada a uma elevada conservacgao genética, facilita o estudo
de patologias como a Atrofia Otica Dominante, especifica-
mente através da modelacdo da disfuncdo mitocondrial no
gene opal (34) ¢ de neuropatias periféricas, como a doenga
de Charcot-Marie-Tooth (35). Adicionalmente, o modelo tem
sido crucial na investigac@o de cardiomiopatias e defeitos na
eritropoiese, correlacionando falhas na sintese do heme com

nimero

perturbagdes na fosforilagdo oxidativa (8). Esta capacidade
de mimetizar mecanismos patoldgicos complexos posiciona
0 peixe-zebra como um aliado indispensavel numa era domi-
nada pela NGS.

_Conclusédo

As mitocondrias sao pilares vitais da homeostase celular, cuja
disfuncao resulta em patologias graves e por vezes fatais, nao
existindo ainda terapias eficazes para a maioria dos casos.

A utilizacdo do peixe-zebra como modelo bioldgico, aliada ao
desenvolvimento de tecnologias de edicao genética, facilita o
acesso a medicina de precisao.

Esta sinergia entre 0 modelo animal e a edicdo genética avan-
cada é fundamental para transformar diagnésticos incertos
em terapias personalizadas, abrindo um caminho promissor
para o tratamento das DM.
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_Resumo

Os produtos panados ultraprocessados congelados, nomeadamente as barri-
nhas de peixe e 0s nuggets de frango, tém vindo a ganhar popularidade em
Portugal, particularmente entre as familias com criancas, devido a sua conve-
niéncia, praticidade, aceitagao organolética e, também, apelo visual. No entan-
to, 0 seu ultraprocessamento, que envolve métodos de produgao industriais e
a utilizacao regular de ingredientes como farinhas refinadas, intensificadores
de sabor, corantes e conservantes artificiais, levanta algumas preocupagoes
do ponto de vista nutricional e de satde. Adicionalmente, as suas caracteristi-
cas nutricionais, sobretudo no que se refere ao valor energético e aos teores
de lipidos, &cidos gordos saturados e de sal, que tendem a afasta-los de um
padréo alimentar saudavel, tém suscitado uma crescente apreensao, principal-
mente quando consumidos com regularidade pelos mais jovens, devido aos
potenciais riscos para a saude a longo prazo.

Neste contexto, procedeu-se a avaliagdo do perfil nutricional dos alimentos pa-
nados ultraprocessados congelados disponiveis no mercado portugués. Para
o efeito, foi recolhida a informagao da respetiva composigao nutricional de 72
alimentos, a qual foi comparada com os correspondentes valores de referéncia
da Estratégia Integrada para Promogéao da Alimentagéo Saudavel (EIPAS) e do
Descodificador de Rétulos da Diregdo-Geral da Saude (DGS), bem como, com
os valores-limite da legislacao nacional relativa as restricdes aplicaveis a publi-
cidade alimentar dirigida a menores de 16 anos.

A totalidade (n=72) dos produtos avaliados néao estava de acordo com o0s va-
lores de referéncia da Estratégia Integrada para a Promocéao da Alimentagao
Saudavel, devido ao excessivo teor de sal.

Globalmente, além de apresentarem um elevado valor energético médio (219
kcal/100 g), de acordo com o descodificador de rétulos da DGS, mais de 98%
dos alimentos apresentavam teores médios ou altos de lipidos € de sal e 36,1%
exibiam teores médios de acidos gordos saturados, com um particular contribu-
to dos produtos panados a base de carne.

Relativamente aos valores-limite referentes as restricoes aplicaveis a publici-
dade alimentar dirigida a menores de 16 anos, verificou-se que 100% dos pro-
dutos panados ultraprocessados congelados a base de carne (n=30) estavam
acima, enquanto que nos produtos panados a base de peixe (n=42) essa ndo
concordancia com os valores definidos foi substancialmente inferior (16,7%;
n=7).

Com esta avaliaga@o pretende-se contribuir para o refor¢o do conhecimento
e promogao de escolhas alimentares mais saudaveis, bem como fornecer evi-
déncia que possa apoiar a tomada de decisao e a implementacao de politicas
publicas de saude relacionadas com a alimentagéo.

_Abstract

Frozen ultra-processed breaded products, namely fish sticks and chicken nuggets,
have been gaining popularity in Portugal, particularly among families with
children, due to their convenience, practicality, organoleptic acceptance and visual
appeal. However, their ultra-processing, which involves industrial processing
methods and the reqular use of ingredients such as refined flours, flavour
enhancers, artificial colourings and preservatives, raises some concerns from a
nutritional and health perspective. In addition, their nutritional characteristics,
particularly with regard to energy value and fat and salt contents, which tend to
deviate them from a healthy dietary pattern, have generated increasing concern,
especially when these products are consumed reqularly by younger populations,
due to their potential long-term health risks.

In this context, the nutritional profile of frozen ultra-processed breaded foods
available on the Portuguese market was assessed. To this end, information
on the nutritional composition of 72 products was collected and compared
with the corresponding reference values of the Integrated Strategy for the
Promotion of Healthy Eating (EIPAS) and the Front-of-Pack Label Decoder of the
Directorate-General of Health (DGS), as well as with the limit values established
in national legislation regarding restrictions on food advertising directed at
children under 16 years.

All food products evaluated (n=72) were not in accordance with the reference
values of the Integrated Strateqgy for the Promotion of Healthy Eating, due to
excessive salt content.

Overall, in addition to presenting a high mean energy value (219 kcal/100 g),
according to the Directorate-General of Health (DGS) Front-of-Pack Label Decoder,
more than 98% of the foods exhibited medium or high levels of fat, saturates
and salt, and 36.1% showed medium levels of saturates, with a particularly
contribution from meat-based breaded products.

With regard to the limit values relating to the restrictions on food advertising
directed at children under 16 years of age, it was observed that 100% of the
frozen ultra-processed meat-based breaded products (n=30) were above the
established limits, whereas among fish-based breaded products (n=42) the
proportion of non-accordance was substantially lower (16.7%; n=7).

With this assessment, we aim to contribute to the strengthening of food
knowledge and the promotion of healthier food choices, as well as to provide
scientific evidence that may support decision-making and the implementation
of public health policies related to food.
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_Introdugéo

O crescente aumento dos alimentos ultraprocessados nas
dietas das popula¢des, em todo o mundo, tem prejudicado a
saude publica, agravando varias doengas nao transmissiveis
cronicas, nomeadamente doencas cardiovasculares, cancro,
diabetes e excesso de peso, incluindo a obesidade, e tem con-
tribuido para aprofundar as desigualdades em sadde ().

No retalho alimentar em Portugal encontram-se atualmente
disponiveis multiplas op¢oes de alimentos de conveniéncia,
frequentemente hiperpalataveis e que sdo comercializados de
forma muito dindmica e, em alguns casos, agressiva, incenti-
vando o seu consumo repetido e substituindo, muitas vezes,
0s alimentos tradicionais. Entre estes produtos, 0s panados
ultraprocessados congelados, como as barrinhas de peixe e
0s nuggets e panados de frango, destacam-se pela sua ampla
disponibilidade, facilidade de preparacéo e elevada aceitagao,
sendo comummente direcionados ao consumo por familias
com criangas.

Apesar da sua grande popularidade e consumo frequente, estes
produtos caracterizam-se, em geral, por elevados niveis de pro-
cessamento industrial, que podem incluir, por exemplo, a pré-
-fritura, bem como a utilizagdo de multiplos ingredientes para
além da sua matéria-prima principal (carne ou pescado) em pro-
por¢des muito variaveis, nomeadamente: farinhas refinadas e
amidos, incluindo amidos modificados, 6leos vegetais, sal, agu-
cares adicionados e diversos aditivos alimentares, incluindo
corantes, antioxidantes, aromatizantes, espessantes e estabili-
zantes, que reduzem o seu valor nutricional. Consequentemen-
te, os perfis nutricionais destes alimentos tendem a nao estar
alinhados com um padrdo alimentar mais saudavel, sobretudo
no que se refere ao valor energético e aos teores de sal, lipidos
e acidos gordos saturados, levantando varias preocupacoes,
principalmente quando o consumo é feito de forma regular e,
em particular, pelas criangas e adolescentes.

No ambito das politicas publicas de alimentacao e saude em
Portugal, tém sido definidos diversos objetivos e implementa-
das véarias medidas que visam promover escolhas alimentares
mais saudaveis, incentivar um consumo alimentar adequado
e proteger grupos populacionais mais vulneraveis, como as
criangas, com consequente melhoria do estado nutricional da

populagao e impacto direto na prevencao e controlo de doen-
cas cronicas (2),

Neste contexto, foram estabelecidos varios referenciais, dos
quais se destaca a Estratégia Integrada para a Promocao da
Alimentacdo Saudavel (EIPAS) (2), que estabeleceu valores
de referéncia para determinadas categorias de alimentos, vi-
sando promover a adequacdo dos seus perfis nutricionais,
nomeadamente no que se refere a quantidade de acucares,
sal e acidos gordos trans. Destaca-se, igualmente, o Desco-
dificador de Rétulos da Direcao-Geral da Saude (DGS) (3),
cujos valores de referéncia permitem classificar os teores de
lipidos, acidos gordos saturados, aclcares e sal presentes
nos alimentos como baixos, médios ou altos, bem como o
Despacho n.° 7450-A/2019 (4), que estabeleceu o modelo de
perfil nutricional para a identificacdo dos géneros alimenticios
com elevado valor energético, teor de sal, agucares, acidos
gordos saturados e acidos gordos trans, para efeitos de apli-
cacao da Lei n.° 30/2019 (5 relativa as restricdes aplicaveis
a publicidade alimentar dirigida a menores de 16 anos. Este
perfil nutricional contempla valores-limite diferenciados para
alguns parametros nutricionais, consoante a tipologia de ali-
mentos, nomeadamente para produtos a base de carne e de
pescado (5).

A monitorizacdo do perfil nutricional dos produtos panados ul-
traprocessados congelados disponiveis no mercado portugués
reveste-se, assim, de particular relevancia, tendo em conta a
grande variedade e disponibilidade destes produtos no merca-
do nacional, inclusivamente em cadeias de restauracéo rapida
(ndo contempladas no presente estudo), 0 espago que estes ali-
mentos tém vindo a ocupar nos hébitos alimentares dos portu-
gueses, em particular entre 0os mais novos, bem como as suas
caracteristicas nutricionais. Esta avaliacdo permite analisar a
sua adequacdo face aos referenciais/legislacdo nacional em
vigor, bem como a um padréo alimentar saudavel. O conheci-
mento do perfil nutricional destes produtos possibilita, adicio-
nalmente, identificar oportunidades de reformulacdo por parte
da industria alimentar e apoiar a definicao e/ou ajustamento de
politicas publicas nas areas da alimentagao, rotulagem e publi-
cidade alimentar, bem como a implementacéo de iniciativas de
literacia alimentar dirigidas & populagao.
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_Objetivos

Avaliar o perfil nutricional de produtos panados ultraproces-
sados congelados disponiveis no mercado portugués, pro-
curando contribuir para o reforco da literacia alimentar da
populagdo, para a promocao de escolhas alimentares mais
informadas, assim como para a tomada de deciséao e desen-
volvimento de politicas alimentares mais adequadas.

_Métodos

Realizou-se a recolha da informagao nutricional e do teor (%)
de carne e de pescado de diversos produtos panados ultra-
processados congelados disponiveis no mercado portugués.
Os dados foram obtidos em 2025, a partir dos rétulos/infor-
macéao nutricional disponivel nos websites de empresas de
comércio e distribuicdo alimentar nacionais.

Apos o registo, processamento e analise da informacao dis-
ponivel, procedeu-se a comparagao de determinados para-
metros nutricionais com o0s correspondentes valores de
referéncia definidos na (EIPAS) (2) e no Descodificador de
Rétulos da DGS (4) (figura 1).

Realizou-se, adicionalmente, a comparagao dos dados reco-
lhidos com os valores-limite definidos no modelo de perfil nu-
tricional publicado no Despacho n.° 7450-A/2019, da DGS ()
(tabela 1), que visa estabelecer os produtos alimentares alvo
de restricdes a publicidade dirigida a menores de 16 anos,
conforme estipulado na Lei n.° 30/2019 (%), Esta comparagéo
possibilitou, por um lado, avaliar a adequagao dos produtos a
um padrao alimentar saudéavel e, por outro, determinar a sua
elegibilidade ou inelegibilidade para serem publicitados a me-
nores de 16 anos.

Neste estudo ndo se consideraram os valores referentes aos
acidos gordos trans e a fibra, dado que a declaragao destes
componentes nutricionais n&o é obrigatéria, o que impossibi-
litou a recolha dessa informagao.

Figura 1: [ A - Valores de referéncia da EIPAS para produtos alimentares em geral e para sopas e pratos de refeigéo em particular

(adaptado de: Despacho n.°

11418/2017, de 29 de dezembro de 2017 @

). B - Descodificador de Rétulos da DGS - alimentos por 100 g e

por 100 ml ©®
Valores de referéncia da EIPAS ?
A (g/100g ou 100ml)
Categoria de alimentos Objetivos da EIPAS AclUcares Sal
Atingir os valores de referéncia definidos pelo Regulamento
Produtos alimentares (CE) n.° 1924/2006 “, relativo as alegagdes nutricionais e < & (solidos) <03
em geral de salde sobre os alimentos, para alimentos com baixos < 2,5 (liquidos)
teores de agUcares e de sal.
B ALIMENTOS BEBIDAS
por IOOg por IOOml
G(‘Eﬁ?i’ﬁf‘ SATURADA  AGUCARES e’ SATURADA  ACUCARES
17, 5g 5g %0, 5g 15g 8759 9.5q 11259 o7sg
entre entre entre entre entre entre entre entre
3.75g 15¢5g 5:225g O3l5g 15.875g 075:25g 25125 03.075g
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Tabela 1: [} Excertos da tabela de perfil nutricional para identificagdo dos géneros alimenticios com elevado valor energético, teor de sal,
aglcar, dcidos gordos saturados e acidos gordos trans, correspondentes aos alimentos em estudo (adaptado de: Despacho n.® 7450-A/2019,
de 21 de agosto de 2019, da DGS “).

O elevado valor energético, teor de sal, aglcar, acidos gordos saturados e
acidos gordos trans deve ser considerado quando exceder, por 100 g#

Categoria de alimentos Incluidos na categoria (exemplos) Acidos gordos  Agucar Agucar Sal Acidos gordos Valor energético
saturados (g)  Total (g) adicionado (g) al(g) trans (g) (kcal)
Preparados de Salsichas, fiambre, presunto, bacon;
carne e produtos nuggets de frango; pré-preparados de carne 1,5 5 — 0,3 2 40
a base de carne
Transformados/ Peixes fumados; peixes em conserva de
conservas de salmoura ou 6leos; pré-preparados de 15 5 13 5
esoado pescado; barrinhas de pescado; filetes de ' - ' -
P peixe pré-fritos panados
_Resultados
Avaliou-se um conjunto de 72 produtos panados ultraproces-
sados congelados, sendo 30 (41,7%) a base de carne e 42
(58,3%) & base de pescado. Verificou-se que, quando avalia- Grafico 1: /] Concordancia dos produtos panados
ultraprocessados congelados com os valores de referéncia

dos conjuntamente os teores de agucares e de sal, conforme da EIPAS.
definido na EIPAS, 100% dos produtos excediam os corres-
pondentes valores de referéncia, exclusivamente devido ao
teor de sal uma vez que nao se observaram excedéncias re-

lativamente aos agucares (grafico 1).

Em paralelo, procedeu-se a determinacao da média, do desvio
-padrao e do intervalo (minimo-méximo) dos paré@metros nu-
tricionais recolhidos, globalmente para todos os produtos pa-

. 0
nados ultraprocessados e, ainda, separadamente para 0S ?n%‘;
panados a base de carne e a base de pescado, procurando
avaliar de forma mais completa o seu perfil nutricional. Verifi-
cou-se que os produtos a base de pescado apresentavam um fm Produtos cujos teores de agucares e de sal

avaliados conjuntamente excediam os valores

perfil nutricional médio mais adequado do que seus homolo- de referéncia da EIPAS.
gos a base de carne, nomeadamente devido aos teores mais Produtos que cumpriam com os valores de

. L - ) referéncia da EIPAS.
baixos de lipidos, acidos gordos saturados, sal e energia

(grafico 2). Observou-se, ainda, uma consideravel variabili-
dade entre os produtos analisados (tabela 2) em vérios para-
metros nutricionais.
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Gréfico 2: [} Valores nutricionais médios dos produtos panados ultraprocessados congelados a base de carne e a base de pescado.

24

20

16

g/100g

12 10,9
9,6

2,2 1,2

Lipidos Acidos gordos Hidratos de
saturados

19,4 195

carbono

1,0 1.3

Aglcares

1,2 1,2

Fibra

| Panados a base de carne

13,1

10,8

Proteina

1,10 0,86
Sal

250

200

150

kcal/100g

100

50

Panados a base de pescado

231

210

Energia

Tabela 2: [] Estatisticas dos parametros nutricionais avaliados para produtos em estudo, globalmente e, igualmente, considerando em separado
os produtos panados ultraprocessados congelados & base de carne e os produtos panados ultraprocessados congelados a base de pescado.

Média
Produtos
panados Desvio-padrao
no global
(Min-Max)
Média
Panados . ~
- Desvio-padréo
carne
(Min-Méax)
Média
Panados . ~
A base de Desvio-padréo
pescado

Intervalo

Lipidos

10,1

2,7

1,3 -17,1

10,9

2,8

1,3-16,0

9,6

2,4

6,6 - 17,1

1,6

0,8

0,3-4,4

2,2

0,9

0,4 -4,4

1,2

0,5

0,3-2,5

Acidos gordos Hidratos de
saturados

carbono

19,6

8,4

6,4-793

19,4

4,8

6,4 -26,0

19,5

10,3

8,4-793

Acucares
g/100g

1,2

0,9

0,0-4,4

1,0

0,9

0,8

0,6-4,4

Fibra*

1,2

0,7

0,0-41

1,2

0,8

1,2

0,5

0,56-27

Proteina

2,5

5,9-18,0

13,1

2,6

8,4 -18,0

10,8

1,9

59-14,0

Sal

0,96

0,32

0,38 -1,93

1,10

0,32

0,60 -1,93

0,86

0,28

0,38 - 1,70

Energia
kcal/100g

219

42

138 - 442

231

33

141 - 280

210

46

138 - 442

* As estatisticas apresentadas para este parametro nutricional séo referentes a um nimero de produtos inferior a amostra total de produtos panados
ultraprocessados congelados analisados.
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Considerando os valores nutricionais de referéncia estabeleci-
dos no Descodificador de Rétulos da DGS (2), verificou-se que
globalmente mais de 98% dos alimentos apresentavam teores
médios ou altos de lipidos e de sal e 36,1% exibiam teores
médios de acidos gordos saturados, com um particular contri-
buto dos produtos panados a base de carne (70%) (figura 2).

Analisando os produtos em separado, observou-se que
13,3% (n=4) dos panados a base de carne e 4,8% (n=2) dos
panados a base de pescado apresentavam teores altos de
sal. Em ambas as tipologias verificou-se, ainda, que as per-
centagens de alimentos com baixo teor de agucares foi de
100% (figura 2).

Relativamente ao modelo de perfil nutricional definido pela
DGS no Despacho n.° 7450-A/2019 (4), verificou-se que 100%
(n=30) dos produtos panados a base de carne ndo estavam
de acordo com os valores-limite definidos, nao estando, por
isso, alinhados com um padrao alimentar saudavel e sendo
classificados como ndo aptos para serem publicitados a
criangas. Em contraste, nos produtos panados a base de
pescado observou-se uma elevada concordancia com 0s

valores-limite estabelecidos, correspondente a 83,3% (n=35)
dos produtos, o que os enquadra num padrao alimentar
saudavel e aptos para publicidade dirigida a criancas
(grafico 3). Este resultado esta diretamente associado a
um enguadramento menos restritivo no que se refere aos
valores-limite definidos na legislacao para esta tipologia de
produtos, em linha com as orientacdes de saude publica
que visam promover um maior consumo de pescado pela
populagao.

A analise dos par@metros nutricionais definidos no perfil le-
gislado evidenciou a grande variabilidade existente entre os
produtos estudados, que é mais pronunciada nos produtos
panados ultraprocessados congelados a base de carne. Ve-
rificou-se, igualmente, que estes produtos a base de carne
excederam de forma consistente os valores-limite para os
acidos gordos saturados, sal e energia. Por outro lado, nos
produtos a base de pescado, a maioria cumpriu com os limi-
tes estabelecidos, sendo os 4cidos gordos saturados o prin-
cipal fator de ndo conformidade, seguido do teor de sal.

Figura 2: [} Percentagens de produtos alimentares com teores “Alto”, “Médio” e “Baixo’, correspondentes aos diferentes pardmetros
nutricionais avaliados, tendo em considerago os valores de referéncia do Descodificador de Rétulos da DGS ), para
os produtos panos ultraprocessados congelados no global e separadamente - panados a base de carne e panados a

base de pescado.

Produtos panados no global

Acidos gordos

Lipidos saturados Acucares Sal
Médio 98,6% 36,1% 0,0% 91,7%

Balxo 4%

Panados a base de carne

Acidos gordos

Lipidos saturados

Acgucares

Médio 96,7% 70,0% 0,0% 86,7%

Balxo 3, 3% 30, O%

63, 9% 100,0%

KON TR

Panados a base de pescado

AC|dos gordos .
Lipidos saturados Acucares Sal
Médio

100,0% 11,9% 0,0% 95,2%
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Grafico 3:
a base de pescado, com os valores-limite da Lei n.° 30/2019

Panados a base de carne

100%
(n=30)

0,0%
(n=0)

Finalmente, no que se refere a andlise ao teor de carne e
de pescado nos produtos panados ultraprocessados con-
gelados, com base nainformacéao disponibilizada nos rétu-
los, observou-se que o teor médio nos panados a base de
carne foi de 50% (minimo: 30%; méaximo: 87%), enquanto
que nos panados a base de pescado foi de 56% (minimo:
40%; méaximo: 70%). A propor¢éo de carne ou pescado de-
clarada sugere que uma parte significativa da composi¢ao
destes produtos panados corresponde a outros ingredien-
tes, reforcando a importancia de uma leitura atenta dos
rétulos pelos consumidores no momento de compra, no-
meadamente no que se refere a sua composigao para além
das fragdes de carne ou pescado.

_Conclusao

Nenhum dos produtos analisados estava de acordo com 0s
critérios da EIPAS (2), devido ao teor excessivo de sal. Verifi-
cou-se, igualmente, que percentagens muito consideraveis
destes alimentos apresentavam alto valor energético e teores
médios ou altos de lipidos, acidos gordos saturados e sal,
com maior expressao nos produtos panados a base de carne
em comparacao com os panados a base de pescado, sobre-
tudo no que se refere aos 4cidos gordos saturados.

A concordancia com os valores-limite definidos no perfil nu-
tricional estabelecido pela Direcédo-Geral da Saude (DGS)
(Despacho n.° 7450-A/2019) (4) foi nula para os produtos pa-
nados a base de carne, 0 que evidencia a sua inadequacao

83,3%
(n=35)

Concordancia dos produtos panados ultraprocessados congelados, por tipologia - panados a base de carne e panos
5 [ Despacho n.° 7450-A/2019 )

Panados a base de pescado

16,7% [0 Produtos que excediam os
valores de referéncia da Lei

(n=7) n° 30/2019 & Despacho n°
7450-A/2019

[ Produtos que cumpriam com
os valores de referéncia da
Lei n®30/2019 & Despacho n°
7450-A/2019

para serem publicitados a menores de 16 anos, devido a ca-
racteristicas nutricionais nao alinhadas com um padré&o ali-
mentar saudavel. Os valores-limite mais frequentemente nao
atendidos dizem respeito aos teores de acidos gordos satu-
rados e de sal e ao valor energético. Por outro lado, 83,3%
dos produtos panados a base de pescado cumpriram com
os valores-limite definidos, sendo, assim, aptos a serem pu-
blicitados a criangas e alinhados com um padréo alimentar
adequado, facto que resulta de um enquadramento legislati-
VO mais permissivo para esta tipologia de produtos no que
se refere a alguns dos par@metros nutricionais avaliados.

Os resultados obtidos evidenciaram, ainda, uma elevada va-
riabilidade dos valores nutricionais, mais relevante nos pro-
dutos panados a base de carne. Além disso, verificou-se
que, para esta tipologia de produtos, o teor médio de carne
foi de 50%, enquanto que nos panados a base de pescado
o0 teor médio foi de 56%.

A realidade observada expde uma grande margem de opor-
tunidade para a reformulacdo destes produtos por parte da
industria alimentar, de modo a apresentarem perfis nutricio-
nais mais equilibrados e saudaveis, bem como a eventual
necessidade de revisdo dos valores-limite definidos na legis-
lagao relativa a publicidade dirigida a criancas menores de
16 anos, no que se refere aos produtos panados a base de
pescado, além da importancia do refor¢o de iniciativas de li-
teracia e educacao alimentar.
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Nutritional characteristics and overall healthiness of plant-based processed foods: an analysis of the Portuguese
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_Resumo

A crescente procura por produtos alimentares mais saudaveis e sustentaveis,
registada a nivel global, tem contribuido para o aumento da oferta de alimen-
tos processados de base vegetal, que servem de alternativas aos produtos
de origem animal.

Apesar dos beneficios para a salde de uma dieta a base de produtos vege-
tais, estes alimentos apresentam, por vezes, limitagdes nutricionais e a sua
disponibilizagdo na forma processada e ultraprocessada pode apresentar
formulacdes e caracteristicas nutricionais inadequadas a um padrao alimen-
tar saudavel.

Neste ambito, procurando avaliar as caracteristicas nutricionais e a saudabili-
dade geral de alimentos processados de base vegetal disponiveis no merca-
do portugués, procedeu-se a recolha e a comparagao de dados da respetiva
composigéo nutricional com os valores de referéncia da Estratégia Integrada
para Promogéao da Alimentagdo Saudavel (EIPAS) e do descodificador de ro-
tulos da Diregao-Geral da Saude (DGS). Paralelamente, fez-se a comparagao
com os valores nutricionais de produtos analogos de origem animal do mer-
cado nacional.

Foram avaliados 452 produtos de base vegetal e 958 anélogos de origem
animal, distribuidos por 9 categorias alimentares. Observou-se que 92,9%
dos produtos de base vegetal nao estavam de acordo com os valores de re-
feréncia da EIPAS, quando avaliados conjuntamente os teores de agucares
e de sal, comparativamente a 87,2% dos produtos de origem animal. Os ali-
mentos processados de base vegetal apresentaram frequentemente teores
médios de energia, hidratos de carbono, fibra e sal superiores aos observa-
dos nos analogos de origem animal, mas niveis mais baixos de &cidos gor-
dos saturados, aglcares e proteinas.

De acordo com o descodificador de rétulos da DGS, 17,7%, 18,1% e 29,0%
das alternativas de base vegetal no mercado portugués apresentaram teores
altos de lipidos, acidos gordos saturados e sal, respetivamente.

Os resultados deste estudo destacam uma grande variabilidade em varios
parémetros nutricionais, tanto entre como dentro das categorias de alimen-
tos, e evidenciam que nem todos os alimentos de base vegetal apresentam
um perfil nutricional equilibrado, apesar de serem frequentemente percecio-
nados como mais saudaveis. Neste contexto, reforca-se a necessidade de
implementar a¢des concretas de saude publica e iniciativas de sensibiliza-
¢ao dos consumidores em relacao a este tipo de alimentos, incluindo medi-
das de reformulagdo de produtos, de rotulagem, de tributagéo de produtos
nao saudaveis, de potenciais restrigdes ao marketing, bem como de promo-
¢ao da literacia alimentar dos consumidores.

_Abstract

The growing global demand for healthier and more sustainable food products
has contributed to an increased availability of plant-based processed foods,
often presented as alternatives to animal-origin products.

Despite the health benefits of a plant-based diet, these foods may present
nutritional limitations, and their availability in processed or ultra-processed
forms can result in formulations and nutritional characteristics that are
inadequate for a healthy eating pattern.

In this context, seeking to assess the nutritional characteristics and overall
healthiness of processed plant-based processed foods available in the
Portuguese market, data on their nutritional composition were collected and
compared with the reference values of the Portuguese Integrated Strategy
for the Promotion of Healthy Eating (EIPAS) and of the Directorate-General
for Health (DGS) Label Decoder. In parallel, comparisons with the nutritional
values of analogous animal-origin food products available on the national
market were made.

A total of 452 plant-based products and 958 animal-origin counterparts
were evaluated across 9 food categories. It was observed that 92.9% of
the plant-based products did not meet the EIPAS reference values when
sugar and salt contents were evaluated jointly, compared with 87.2% of the
animal-origin products. Plant-based processed foods frequently presented
higher average levels of energy, carbohydrates, fibre and salt than their
animal-origin counterparts, but lower levels of saturates, sugars and protein.
According to the DGS Label Decoder, 17.7%, 18.1% and 29.0% of the
plant-based food alternatives on the Portuguese market had high levels of
fat, saturates and salt, respectively.

The results of this study highlight a substantial variability in multiple
nutritional parameters, both between and within food categories, and show
that not all plant-based foods have a balanced nutritional profile, despite
being often perceived as healthier. In this context, the need to implement
concrete public health actions and consumer awareness initiatives regarding
these foods is reinforced, including measures on product reformulation,
labelling, taxation of unhealthy products, potential marketing restrictions,
and promotion of consumer’s food literacy.
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_Introdugéo

A procura de produtos alimentares mais saudaveis, sustenta-
veis e ambientalmente responsaveis tem vindo a aumentar
por todo o mundo, impulsionada por razdes relacionadas
com a saude, mudangas climéticas, impacto ambiental, bem-
-estar animal e sustentabilidade (1:2). Estas preocupacdes
tém contribuido decisivamente para o desenvolvimento e co-
mercializagdo acelerada de uma multiplicidade de novos ali-
mentos processados de base vegetal (1), produzidos com
uma grande diversidade de ingredientes, incluindo legumes,
leguminosas, proteinas de cereais, frutos secos, sementes,
condimentos, especiarias, temperos e aromatizantes, poden-
do ainda ser enriquecidos com diversas vitaminas e compos-
tos bioativos ().

Estes alimentos de base vegetal caracterizam-se pela total
auséncia de ingredientes de origem animal na sua composi-
cao, bem como, na maioria dos casos, pela adocao de for-
matos, designacdoes e caracteristicas organoléticas o mais
aproximadas possivel das dos produtos de origem animal
que pretendem substituir (4). Com esta abordagem procu-
ram apresentar-se como uma alternativa real, valida e eficaz
a estes Ultimos, podendo contribuir para um consumo ali-
mentar mais saudavel e sustentavel e, consequentemente,
para a prote¢ao das pessoas e do ambiente.

No geral, uma dieta predominantemente de base vegetal,
com baixo teor de sal, gorduras saturadas e agucares adi-
cionados, é recomendada como parte de um estilo de vida
saudavel (5). Contudo, apesar dos beneficios para a saude,
sustentabilidade e ambiente associados a substituicao de
produtos de origem animal por alimentos de base vegetal,
existem preocupacdes com as possiveis deficiéncias nutri-
cionais em dietas estritamente vegetais e, simultaneamen-
te, com o aumento da disponibilidade destes produtos na
forma processada e ultraprocessada, desenvolvidos para
responder & crescente procura dos consumidores (6),

Segundo a Organizagao Mundial de Saude (OMS), os produ-
tos processados e ultraprocessados de base vegetal estéo
a crescer em popularidade e a tornar-se amplamente dispo-
niveis na regido europeia da OMS, no entanto, faltam dados

sobre a qualidade nutricional e os impactos na saude decor-
rentes do consumo desses alimentos (7). Esta Organizagao
reforga, inclusivamente, que algumas destas alternativas
vegetais da carne, pescado e laticinios, frequentemente
apresentadas como mais saudaveis do que os anélogos
de origem animal, podem nao o ser, uma vez que muitas
se classificam como ultraprocessadas, contendo elevada
densidade energética e altos teores de sal, gorduras satura-
das e acucares livres, juntamente com caréncias em fibra,
vitaminas e minerais, componentes normalmente encontra-
dos em alimentos nao processados (incluindo os de origem
animal) e em alimentos a base de plantas minimamente pro-
cessados (&),

Alguns estudos recentes demonstraram que muitos alimentos
de base vegetal presentes no mercado s&o ultraprocessados
(1,9,10) g que 0 consumo destes produtos esta associado a um
maior risco de doencas cardiovasculares, diabetes e mortali-
dade, em contraste com os alimentos de base vegetal minima-
mente processados (11:12). Os potenciais impactos negativos
incluem também malnutricdo, excesso de peso, obesidade,
disturbios gastrointestinais, hipertensao e cancro (1:9).

As vendas de produtos de base vegetal em Portugal cresce-
ram 20% entre 2020 e 2022, atingindo 64,7 milhdes de euros
(13). Embora Portugal permanega entre os mercados euro-
peus com menor volume (12.° lugar) (13), este crescimento,
associado ao reconhecimento de que muitos destes alimen-
tos apresentam uma qualidade nutricional inadequada, po-
dendo agravar o consumo de lipidos, acUcares e sal pela
populagao portuguesa, reforca a importancia de avaliar o
seu perfil nutricional e a sua saudabilidade geral.

O Programa Nacional para a Promoc¢ao da Alimentagao Sau-
davel (PNPAS), alinhado com as recomendagdes da OMS e da
Comissao Europeia (CE), estabelece que a industria alimentar
deve disponibilizar alimentos de elevado valor nutricional e de
baixa densidade energética, com teores reduzidos de aguca-
res e de sal e com um teor reduzido ou nulo de acidos gordos
trans (14). Apesar destas metas nao serem dirigidas especifi-
camente a produtos de base vegetal, aplicam-se transversal-
mente a todos o0s alimentos disponiveis no mercado.
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Neste contexto, torna-se relevante caracterizar a realidade
do mercado portugués no que se refere a estes alimentos
processados de base vegetal, procurando aprofundar o co-
nhecimento sobre a sua qualidade nutricional e fornecer evi-
déncia que apoie a definicao de politicas de salde publica
e a promocao de escolhas alimentares mais saudaveis.

_Objetivos

Avaliar as caracteristicas nutricionais e a saudabilidade geral
de alimentos processados de base vegetal disponiveis no mer-
cado portugués, através da comparagao dos teores de varios
componentes nutricionais com o0s correspondentes valores de
referéncia definidos na Estratégia Integrada para a Promogao
da Alimentacao Saudavel (15) (actcares <5 g/100 g para sélidos
e <2,5 g/100 ml para liquidos; e sal <0,3 g/100 g) e no desco-
dificador de rétulos da Direcdo-Geral da Saude (16) (figura 1),
bem como, paralelamente, com os valores nutricionais de pro-
dutos analogos de origem animal existentes no nosso merca-
do, procurando caracterizar a realidade nacional atual.

Figura 1:[ Descodificador de rétulos da DGS-alimentos por 100 .

ALIMENTOS
por IOOg

G(?fﬂ?ﬂff‘ sigr%%e%ﬁ AGUCARES
29 g9 , g )
3W5g  15.5g 5.095q O3.l5g

ou menos ou menos ou menos ou menos

_Métodos

Realizou-se a recolha da informagéo nutricional - energia
(kcal), lipidos (g), acidos gordos saturados (g), hidratos de
carbono (g), agucares (g), fibra (g), proteinas (g) e sal (g), por
100 g/100 ml; de 452 alimentos processados de base vege-
tal (ABVeg global) e de 958 produtos anélogos de origem
animal (AOA global), tendo-se agrupado estes alimentos em
nove categorias alimentares (tabela 1). A categorizacao dos
produtos de base vegetal foi feita independentemente de os

produtos procurarem imitar alimentos provenientes de vaca,
porco, aves, borrego, cabra ou pescado.

Os dados dos produtos alternativos a carne, pescado e la-
ticinios, bem como 0s seus equivalentes de origem animal
foram recolhidos, de forma aleatéria, entre janeiro entre 2022
e 2028, em websites nacionais de empresas do comércio e
distribuicdo alimentar e de lojas especializadas em produtos
bioldgicos, vegetarianos, veganos e de comida saudavel. Na
auséncia de algum dos componentes obrigatérios da decla-
ragdo nutricional, a informacdo em falta foi obtida, sempre
que possivel, a partir dos websites dos fabricantes.

Procedeu-se, posteriormente, a andlise e avaliacdo das ca-
racteristicas nutricionais e da saudabilidade geral dos alimen-
tos processados de base vegetal, através da comparacao dos
teores de acucares e de sal recolhidos com os corresponden-
tes valores de referéncia definidos na EIPAS (15) - agtcares
<5 g/100 g para sélidos e <2,5 g/100 ml para liquidos; e sal
<0,3 g/100 g (limiares alinhados com os valores definidos
n.° 1924/2006 (17), relativo s alega-

cOes nutricionais e de saude sobre os alimentos, para ali-

pelo Regulamento (CE)

mentos com baixo teor de aglcar e de sal). Foram também
analisados os teores de varios componentes nutricionais
(energia, lipidos, acidos gordos saturados, hidratos de carbo-
no, agucares, fibra, proteina e sal) e, quando aplicavel, com-
parados os valores obtidos com os valores de referéncia do
descodificador de rétulos da DGS (16) (figura 1). Em paralelo,
compararam-se 0S mesmos parametros nutricionais com o0s
produtos equivalentes de origem animal. Considerando as di-
ferengas relevantes do perfil nutricional existentes entre as al-
ternativas de base vegetal ndo lacteas e as lacteas, 0 mesmo
sucedendo para os correspondentes produtos analogos de
origem animal, estas avaliagdes foram também feitas separa-
damente para cada subtipo de alimentos definido: alternati-
vas de base vegetal ndo lacteas (ABVeg); alternativas de base
vegetal lacteas (ABVeg lact); produtos analogos de origem
animal ndo lacteos (AOA); e produtos analogos lacteos de
origem animal (AOA lact).
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De salientar que as refeicoes prontas de base vegetal e 0s
produtos que nao pretendem replicar alimentos de origem
animal, nomeadamente o tofu, o tempeh e os falafel nao
foram considerados. A categoria dos produtos de base ve-
getal alternativos aos iogurtes (logVeg) e a categoria dos io-
gurtes (log) incluem produtos sélidos e liquidos, no entanto,
para efeitos deste estudo, consideramos todos como sendo
solidos e, igualmente, que 100 ml é equivalente a 100 g,
pelo que, desse modo, o valor de referéncia da EIPAS tido
em consideragao para os agucares foi 5 g/100 g.

Tabela 1:

Dado que a indicagéo da fibra na declaragao nutricional pre-
sente nos rétulos dos alimentos ndo é obrigatéria (Regula-
mento n.° 1169/2011 (18)), nio foi possivel a recolha dessa
informagéao para um grande numero de produtos estudados.
Deste modo, para assegurar uma avaliacao completa dos ali-
mentos, foi determinado o teor médio de fibra por categoria
alimentar, considerando os valores nutricionais disponiveis.

A andlise estatistica detalhada dos resultados, incluindo
uma comparacao entre mercado portugués e o mercado do
Reino Unido, encontra-se desenvolvida num artigo interna-
cional previamente publicado (19).

Categorias alimentares definidas para os produtos alternativos de base vegetal e produtos andlogos de origem animal.

Abreviaturas correspondentes e descri¢do dos alimentos de base vegetal incluidos em cada categoria.

Categorias* Abreviaturas

Vegetal « Animal

Vegetal Animal
Hamburgueres HambVeg Hamb
Salsichas SalsVeg Sals
thungo & produtos EnchVeg Ench
similares
Nuggets & douradinhos
& panados NugVeg Nug
Almbéndegas AlmdgVeg Almdg
Qarne & carne picada & CarnPVeg CarnP
tiras de carne
Fiambre & produtos de CharcVeg Charc
charcutaria
Queijos QueijVeg Queij
logurtes logVeg log

I**

Descricdo das categorias de origem vegeta

Produtos alternativos a carne ou pescado que imitam
hamburgueres.

Produtos alternativos a carne que imitam salsichas.

Produtos alternativos a carne que mimetizam chourico,
pepperoni, linguica, morcela e produtos afins.

Alternativas a carne ou pescado que imitam nuggets,
panados, escalopes, douradinhos.

Alternativas a carne ou pescado que imitam almdéndegas.

Alternativas a carne ou pescado que imitam carne picada,
bifes, filetes, tiras, rolo, kebab.

Alternativas a carne que mimetizam fiambre, bacon,
salame, pastrami e outros produtos similares.

Alternativas ao queijo que mimetizam a sua textura,
sabor e formato, nomeadamente creme, barra, fatias,
granulado, ralado.

Alternativas aos iogurtes sélidos ou liquidos e aos
produtos a base de iogurte.

* Nomenclatura utilizada para as categorias de produtos de origem animal que foi replicada para as alternativas de base vegetal.
** A descrigdo das categorias de origem animal consiste na definigdo direta dos produtos que as alternativas de base vegetal descritas na tabela

procuram imitar.
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_Resultados

Foram avaliados 452 produtos processados de base vege-
tal: 134 HambVeg; 40 SalsVeg; 40 EnchVeg; 33 NugVeg; 23
AlmdgVeg; 13 CarnPVeg; 18 CharcVeg; 51 QueijVeg; 100
logVeg; tendo-se verificado que 98,7% (n=297) dos produtos
alternativos de base vegetal ndo lacteos e 81,5% (n=123) dos
produtos alternativos de base vegetal lacteos nao estavam
de acordo com os valores de referéncia da EIPAS, definidos
para 0s teores de acucares e de sal avaliados conjuntamen-
te (grafico 1). Analisando a totalidade dos produtos de base
vegetal recolhidos, verificou-se que 92,9% (n=420) ndo esta-
vam de acordo com esses valores de referéncia (grafico 1),
comparativamente a 87,2% (n=853) dos produtos anélogos
de origem animal.

Somente quatro das nove categorias alimentares estudadas
apresentaram produtos processados de base vegetal dentro
dos valores de referéncia da EIPAS para os teores de aclca-
res e de sal avaliados conjuntamente: HambVeg (0,7%, n=1);
EnchVeg (7,5%, n=3); QueijVeg (3,9%, n=2); e logVeg (26,0%,
n=26) (grafico 2). Entre os alimentos analogos de origem
animal, observou-se esta concordancia em cinco categorias:
Hamb (14,4%, n=13); AImdg.(9,5%, n=2); CarnP (17,6%, n=3);
Queij (1,0%, n=1); e log (25,2%, n=104) (grafico 3).

Procurando avaliar os produtos processados de base vegetal
de forma mais completa, no que se refere ao perfil nutricio-
nal e a sua saudabilidade geral, e aprofundar a comparacao
com 0s produtos analogos de origem animal, foram calcula-
das a média, o desvio-padrao e o intervalo (minimo - maximo)
dos vérios parametros nutricionais recolhidos. Esta analise
foi realizada para ambas as tipologias de produtos, de forma
global e por subtipo - nao lacteos e lacteos - (tabela 2).

Na comparacao por tipologia de produtos, os alimentos pro-
cessados de base vegetal (ABVeg global) apresentaram
teores médios de energia (197 kcal/100 g), lipidos (11,0 g/100
g), hidratos de carbono (13,0 g/100 g), fibra (3,6 g/100 g) e sal
(1,16 g/100 g) superiores aos observados para 0s produtos
de origem animal (AOA global). Apesar da sua maior densida-
de energética (197 kcal/100 g vs. 160 kcal/100 g), verificou-se
que os valores médios de &cidos gordos saturados (3,6 g/100

g) e de acucares (2,9 g/100 g) eram inferiores aos dos seus
analogos de origem animal (4,6 g/100 g e 4,5 g/100 g, respe-
tivamente) (tabela 2). Verificou-se, ainda, que os produtos de
base vegetal (ABVeg global) apresentaram um teor médio de
proteinas inferior aos analogos de origem animal (AOA global)
(10,1 g/100 g vs. 10,9 g/100 g), no entanto, e apesar de ex-
pectavel, essa diferenca ndo era muito expressiva. De salien-
tar que, para ambas as tipologias de alimentos, as médias
dos teores de acucares (2,9 g/100 g e 4,5 g/100 g) eram infe-
riores ao valor de referéncia da EIPAS (< 5 g/100 g), enquanto
as médias dos teores de sal (1,16 e 1,04 g/100 g) eram consi-
deravelmente superiores ao respetivo valor de referéncia (<
0,3 g/100 g) (tabela 2). De acordo com a definicao de “baixo
valor energético” (< 40 kcal/100 g), constante do Regulamen-
to (CE) n.° 1924/2006 (17), nenhuma das tipologias pode as-
sumir essa classificagao.

No que se refere a comparacado pelos respetivos subtipos -
nao lacteos (ABVeg e AOA) e lacteos (ABVeg lact e AOA lact)
- 0s alimentos de base vegetal ndo lacteos (ABVeg) apresen-
taram teores médios mais elevados de energia, hidratos de
carbono, aglcares e fibra do que 0s seus equivalentes de
origem animal (AOA), enquanto mostraram teores médios
mais baixos de acidos gordos saturados e sal (tabela 2),
podendo indicar uma vantagem nutricional. Por outro lado,
em comparacdo com 0s seus anélogos lacteos de origem
animal (AOA lact), as alternativas vegetais lacteas (ABVeg
lact) apresentaram, em média, um perfil nutricional menos
favoravel, com teores médios mais elevados de energia, gor-
dura, acidos gordos saturados, hidratos de carbono e sal,
apesar de um teor médio de agUcares mais baixo (tabela 2).

Nos produtos processados de base vegetal, incluindo os sub-
tipos nao lacteos e lacteos, observou-se um teor médio de
proteina inferior e um teor médio de fibra superior em compa-
ragao com 0s seus equivalentes de origem animal (tabela 2).

Para ambas as tipologias de produtos e respetivos subtipos
lacteos e nao lacteos, verificou-se que os intervalos de valo-
res energéticos e de teores dos varios nutrientes avaliados
s&o notavelmente amplos, refletindo uma elevada variabilida-
de nutricional e de saudabilidade.
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Gréfico 1: [ Concordéncia dos alimentos processados de base vegetal (ABVeg global) e dos alimentos analogos de origem animal
(AOA global) com os valores de referéncia da EIPAS, incluindo os subtipos de alimentos néo lacteos (ABVeg e AOA) e lacteos
(ABVeg act e AOA lact).

100 98,7 92.9 96,0 .
81,5 !
80 79,5
% 60
40
20,5
20 18,5 12,8
7.1 4,0
0 1,3 ,
ABVeg ABVeg lact ABVeg global AOA AOA lact AOA global
(n=301) (n=151) (n=452) (n=445) (n=513) (n=958)

[ Produtos que estdo de acordo com os valores de referéncia da EIPAS para os teores de aglcares e de sal avaliados conjuntamente

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

Gréfico 2: [ Concordancia dos produtos processados de base vegetal (ABVeg global) com os valores de referéncia da EIPAS,
por categorias alimentares.
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| Produtos que estédo de acordo com os valores de referéncia da EIPAS para os teores de acuUcares e de sal avaliados conjuntamente

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

Grafico 3: [1 Concordéncia dos produtos analogos de origem animal (AOA global) com os valores de referéncia da EIPAS,
por categorias alimentares.
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[ Produtos cujos teores de aglcares e de sal avaliados conjuntamente excedem os valores de referéncia da EIPAS
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Tabela 2: [] Estatisticas dos pardmetros nutricionais recolhidos e avaliados para as diferentes tipologias de produtos em estudo -
produtos processados de base vegetal (ABVeg global) e produtos andlogos de origem animal (AOA global) - e para os respetivos
subtipos — ndo lacteos (ABVeg e AOA) e lacteos (ABVeg lact e AOA lct).

Parametros . . Acidos gordos Hidratos de ; _— ;
Tipo/subtipo nutricionais Energia Lipidos saturgdos carbono | Acucares Fibra Proteinas Sal
de alimento
Estatisticas kcal g/100g
Média 197 11,0 3,6 13,0 2,9 3,6 10,1 1,16
Desvio-padrao 85 7,7 5,4 , 3,0 3,0 8 0,80
ABVeg global P 90
Intervalo 35-648 0-56,0 0-26,0 0-471 0-14,0 0-23,0 0-350 | 0,01-3,60
n 452 452 452 452 452 332 452 452
Média 216 1.1 2 13,2 2 4.5 13,7 1,42
ABVeg Desvio-padréao 48 5,1 2,4 9 1,4 3 7 0,62
Intervalo 104 - 358 0- 31 0-19 0,5-471 0-5,8 0-23 0,7-35 0,03-23,60
n 301 301 301 301 301 246 301 301
Média 160 10,7 6,6 12,7 4,8 1,2 3 0,64
Desvio-padrao 96 4.6 3,5 12 4.5 1 2 0,15
ABVeg lact
Intervalo 35-648 1,3-56 0,2 -26 0-45 0-14 0-8,6 0-20 0,01 - 3,50
n 151 151 151 151 151 86 151 151
Média 160 9,7 4,6 71 4,5 0,5 10,9 1,04
Desvio-padréao 110 10,6 5,6 6,2 5 0,8 7,6 1,10
AOQA global
Intervalo 8 - 629 0-65,0 0-28,0 0-34,5 0-20,8 0-78 1,8 - 38,0 0-6,50
n 958 958 958 958 958 411 958 958
Média 208 13,4 4,9 5,9 0,9 0,9 15,6 1,80
Desvio-padrao 99 10,4 4,2 7,2 0,8 1 4,8 1,08
AOA
Intervalo 8 - 469 0-41 0-28 0-21,7 0-20,8 0-3,6 1,8-33 0,04 - 3,70
n 445 445 445 445 445 177 445 445
Média 118 6,4 4,3 8,1 7,6 0,3 6,9 0,38
Desvio-padréao 101 9,6 6,5 5 5 0,5 7,3 0,57
AOA lact
Intervalo 8 - 469 0-41 0-28 0-21,7 0-20,8 0-3,6 1,8-33 0,04 - 3,70
n 513 513 513 513 513 234 513 513

* O numero total de produtos para o teor em fibra difere do nimero de produtos para os outros componentes nutricionais avaliados, devido ao facto de
nao ser obrigatorio a sua indicagéo na declarac&o nutricional (Regulamento n.° 1169/2011 !'%)),
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A utilizagao dos valores de referéncia do descodificador de ro-
tulos da DGS (figura 1) permitiu determinar as percentagens
de produtos de base vegetal (ABVeg global) e dos correspon-
dentes analogos de origem animal (AOA global), incluindo
0s subtipos nédo lacteos e lacteos, classificados como altos,
médios e baixos em gordura (lipidos), gordura saturada (4cidos
gordos saturados), aclcares e sal (tabela 3).

Considerando os valores nutricionais de referéncia estabele-
cidos no descodificador de rétulos da DGS (16) (figura 1), ve-
rificou-se que a percentagem de produtos de base vegetal
classificados como tendo um ‘Alto’ teor de gordura (lipidos) e
gordura saturada (acidos gordos saturados) foi inferior a dos
seus analogos de origem animal. Esta tendéncia verificou-se
tanto na comparacao da globalidade de produtos (ABVeg
global vs. AOA global) - respetivamente: 17,7% vs. 20,7% para
a gordura e 18,1% vs. 31,0% para a gordura saturada - como
na comparacao restrita aos subtipos ndo lacteos (ABVeg vs.
AQA) - respetivamente: 12,6% vs. 25,6% para gordura e 6,6%
e vs. 40,7% para a gordura saturada (tabela 3). No caso dos
subtipos lacteos, esta tendéncia nao se verificou, observan-
do-se uma maior percentagem de produtos de base vegetal
lacteos (ABVeg lact) com ‘Alto’ teor para ambos os parame-
tros face aos seus analogos lacteos de origem animal (AOA
lact) - respetivamente: 27,8% vs. 16,4% para gordura e 41,1%
vs. 22,6% para a gordura saturada (tabela 3). De salientar que
0s produtos analogos de origem animal apresentaram uma
proporcao consideravelmente maior de alimentos com ‘Baixo’
teor de gordura (lipidos) em comparacdo com os alimentos de
base vegetal, quer globalmente quer pelos subtipos analisa-
dos — ABVeg global vs. AOA global (15,0% vs. 41,0%); ABVeg
vs. AOA (2,0% vs. 16,2%); e ABVeg lact vs. AOA lact (41,1% vs.
62,6%) (tabela 3).

No que se refere aos agucares, verificou-se que nenhum pro-
duto (0,0 %), quer de base vegetal quer de origem animal, foi
classificado como tendo ‘Alto’ teor (tabela 3). No geral, a per-
centagem de produtos classificados como tendo um ‘Baixo’
teor em agucares foi superior nos alimentos de base vegetal
comparativamente aos seus equivalentes de origem animal,
com excecao feita (de forma muito ligeira) para os subtipos
néo lacteos (ABVeg = 97,0% vs. AOA = 99,8%) (tabela 3).

Relativamente ao sal, e no que se refere a globalidade dos
produtos de base vegetal (ABVeg global), verificou-se que a
percentagem de alimentos classificados como tendo “Alto”
teor foi a mais expressiva entre 0s quatro parametros nu-
tricionais avaliados, atingindo (29,0%) e sendo praticamen-
te idéntica a percentagem observada para os anéalogos de
origem animal (AOA global = 28,4%). Na comparagao dos
subtipos de alimentos, verificou-se que a percentagem de
produtos nao lacteos de base vegetal (ABVeg) com teor
‘Alto’ de sal é consideravelmente inferior a dos seus anélo-
gos nao lacteos de origem animal (AOA) (33,2% vs. 54,6%,
respetivamente), enquanto que nos subtipos lacteos, as al-
ternativas de base vegetal (ABVeg lact) apresentaram uma
percentagem consideravelmente superior relativamente
aos equivalentes lacteos de origem animal (20,5 vs. 5,7%,
respetivamente). Tal como observado para a gordura (lipi-
dos), os produtos analogos de origem animal apresentaram
uma proporgdo superior de alimentos classificados como
de 'Baixo' teor em sal comparativamente as alterativas de
base vegetal, sendo essa diferenca bastante substancial
tanto para os produtos no global (ABVeg global = 22,1% vs.
AOA global = 45,0%) como para os subtipos lacteos (ABVeg
lact = 63,3% vs. AOA lact = 80,5%).

Estes resultados refletem igualmente a grande discrepancia
de valores existente para os varios parametros nutricionais
avaliados, tanto nos produtos processados de base vegetal
como nos produtos analogos de origem animal.
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Tabela 3: [} Estatisticas dos pardmetros nutricionais recolhidos e avaliados para as diferentes tipologias de produtos em estudo -
produtos processados de base vegetal (ABVeg global) e produtos anélogos de origem animal (AOA global) - e para os respetivos
subtipos - ndo lacteos (ABVeg e AOA) e lacteos (ABVeg lact e AOA lact).

legczllsi#]t;tr;?g Alimentos processados de base vegetal Produtos analogos de origem animal

ABVeg

Parametros Classificagao do g,obal ABVeg ABVeg lact | AOA global AOA AOA lact
nutricionais teor nutricional (n=452) (n=301) (n=151) (n=958) (n=445) (n=513)
sordura Médio 67,3% 85,4% 31,1% 38,3% 58,2% 21,1%
(Lipidos) (>3 - <17,5 g) 70 e 1% ,3% 2% 1%
Gordura -------
i éawrada edo 28,3% 34,6% 15,9% 24,5% 29,2% 20,5%
(Acidos gordos (>1,56-<59)
o -------
Actcares o5 Y'zg';s o 17,9% 3,0% 47,7% 32,7% 0,2% 60,8%
Médi
sal (>03_es'$59 48,9% 65,4% 15,9% 26,6% 41,3% 13,8%
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_Conclusoes

Os resultados deste estudo demonstraram que os produ-
tos processados de base vegetal apresentam certas vanta-
gens nutricionais em compara¢do com 0s seus analogos de
origem animal, nomeadamente menores teores de gordura
e de 4cidos gordos saturados, bem como niveis mais eleva-
dos de fibra. No entanto, também apresentam desafios nu-
tricionais muito significativos no que se refere aos teores de
agucares, de proteina e, muito em especial, de sal.

A grande maioria dos produtos a base de plantas, tanto na
globalidade (ABVeg global = 92,9%) como por subtipos (néo
lacteos ABVeg = 98,7% e lacteos ABVeg lact = 81,5%) néo
estava de acordo com os valores de referéncia definidos na

EIPAS quando avaliados conjuntamente os agucares e o sal.

Considerando o descodificador de rétulos da DGS, verificou-
-se uma menor percentagem de produtos de base vegetal
classificados como tendo um teor ‘Alto’ de gordura (lipidos)
e de gordura saturada (acidos gordos saturados), comparati-
vamente aos produtos analogos de origem animal, excetuan-
do-se os subtipos de base vegetal lacteos.

Salienta-se o facto da grande maioria dos produtos de base
vegetal apresentar baixos teores de agucares (ABVeg global
= 82,1%; ABVeg = 97,0% e ABVeg lact = 52,3%), ja expecta-
vel em fungéo das categorias alimentares estudadas. Contu-
do, é importante realcar que as percentagens de alimentos
de base vegetal com teores “Médio” ou ‘Alto’ de sal eram
consideravelmente elevadas, nomeadamente de 77,9% para
a globalidade dos referidos alimentos (ABVeg global), sendo
inclusivamente muito superiores as verificadas para os pro-
dutos analogos de origem animal (AOA global = 55,0%).

Os resultados obtidos demonstraram uma elevada variabili-
dade de valores para 0s varios parametros nutricionais ava-
liados, em ambas as tipologias de produtos. Esta realidade
evidencia a grande margem de oportunidade existente para
a producao e industria alimentar poderem ajustar/reformular
estes alimentos, de forma a apresentarem perfis nutricionais
mais equilibrados e saudaveis. Esta necessidade de refor-
mulacao é ainda mais significativa para os alimentos de base

vegetal, face a percegao generalizada da qualidade nutricio-
nal e de beneficios para a saude que lhes sao frequentemen-
te atribuidos.

Neste contexto, a compra de alimentos processados de base
vegetal, bem como a substituicdo, parcial ou total, dos anéa-
logos de origem animal por estes produtos, devem ser pon-
deradas com cuidado, sendo a literacia alimentar e a leitura
completa e atenta do rotulo indispensaveis a realizacao de
escolhas alimentares mais adequadas. Sao, igualmente, ne-
cessarias acoes de saude publica eficazes, nomeadamen-
te medidas legislativas relacionadas com a re(formulacéo)
destes alimentos, a rotulagem e a publicidade.

Este artigo corresponde a uma versao reduzida do artigo original:

Brazao R, Batista R, Fernandes P, Lopes A, Graga Dias M. Comparati-
ve analysis of the nutritional quality of plant-based processed foods
and animal-origin counterparts in the Portuguese and UK markets.

Food Compos Anal. 2025;144:107631. doi:10.1016/j.jfca.2025.107631
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_Resumo

A urgente transi¢do para sistemas agroalimentares mais sustentaveis exige, a
diferentes niveis, solugdes inovadoras para enfrentar desafios como o desper-
dicio alimentar. As larvas de mosca soldado negro (BSFL) tém emergido como
uma estratégia para a valorizagdo de residuos alimentares, convertendo-os em
proteina para a alimentagcdo humana e animal. No entanto, a utilizagéo destes
substratos pode identificar preocupagdes de seguranga microbiolégica, nome-
adamente associadas a bactérias toxigénicas.

Neste estudo foi utilizada a técnica de PCR para avaliar a presenca de genes
codificadores de toxinas de Escherichia coli (stx1 e stx2) e Bacillus cereus
(cytK, nheA, hbiD) isoladas de matrizes associadas ao processo de bioconver-
sdo por BSFL, em contexto industrial. As larvas foram criadas em dois substra-
tos: residuos alimentares (teste) e dieta Gainesville (controlo). E. coli foi isolada
em substrato e larvas, mas nao na farinha de BSFL; stx1 foi detetado apenas
num isolado de larvas teste e stx2 nado foi detetado. B. cereus foi isolado em
substrato e farinha de BSFL, apresentando todos os isolados pelo menos um
gene de enterotoxina, sendo cytK o mais prevalente.

Apesar da detecao destes genes, 0s resultados evidenciam o potencial das
BSFL como abordagem segura e sustentavel para valorizagéo de residuos ali-
mentares, numa perspetiva One Health.

_Abstract

The transition towards more sustainable agrifood systems requires innovative
solutions to address challenges such as food waste. Black soldier fly larvae
(BSFL) have emerged as a promising strategy for the valorisation of food waste,
converting them into protein for human and animal food. However, the use of
such substrates raises microbiological safety concerns, particularly related to
toxigenic bacteria.

This study used PCR to evaluated the presence of toxin-encoding genes of
Escherichia coli (stx1 and stx2) and Bacillus cereus (cytK, nheA, hbID), isolated
from matrices associated with the BSFL bioconversion process under industrial
conditions. Larvae were reared on two substrates: food waste (test group) and
Gainesville diet (control group). E. coli was isolated from substrate and larvae
but not from the meal; stx1 was detected in only one isolate from test larvae,
while stx2 was not detected. B. cereus was isolated from substrate and meal,

with all isolates harbouring at least one enterotoxin gene, with cytk being the
most prevalent.

Despite the detection of these genes, the results support the potential of BSFL for
the safe and sustainable valorisation of food waste, in a One Health perspective.

_Introdugéo

Os sistemas agroalimentares atuais enfrentam muiltiplos desa-
fios globais, incluindo a persisténcia da inseguranca alimentar,
a malnutricao, as elevadas emisstes de gases com efeito de
estufa, a pressao sobre 0s recursos naturais e 0s elevados niveis
de perda e desperdicio alimentar ao longo da cadeia alimentar
(1), Estes desafios evidenciam a necessidade de promover a
transicao para sistemas alimentares mais sustentaveis, resilien-
tes e eficientes na utilizagao de recursos. A reducdo da perda e
do desperdicio alimentar e a valorizagao de residuos orgénicos
assumem um papel central, dado que uma parte significativa
dos alimentos produzidos globalmente é perdida ou desperdica-
da ao longo da cadeia alimentar (2). Adicionalmente, os residuos
alimentares s&o um problema global de saude publica, com im-
plicacdes para a saude humana e animal, devido a emissao de
gases com efeito de estufa, a promogao da disseminacdo de
agentes patogénicos e ao seu contributo para a inseguranca ali-
mentar (3:4). Assim, a valorizacdo destes residuos surge como
uma estratégia promissora para sistemas agroalimentares mais
sustentaveis e para a mitigagao dos riscos associados a saude
publica.
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As larvas da mosca soldado negro (Hermetia illucens; BSFL)
tém emergido como uma solug@o promissora para a valori-
zacgdo de residuos orgéanicos, convertendo substratos ricos
em matéria organica em biomassa larval rica em proteina e
lipidos, com potencial aplicacdo na alimentacao humana e
animal, contribuindo para o desenvolvimento de novos siste-
mas agroalimentares mais sustentaveis (°:6). No entanto, a
utilizacdo de residuos alimentares como substrato de inse-
tos levanta também desafios relacionados com a seguranga
microbiolégica (7).

Entre os microrganismos potencialmente relevantes neste
contexto destacam-se Bacillus cereus e Escherichia coli,
bactérias frequentemente associadas a doengas de origem
alimentar, capazes de produzir toxinas (:9). Estas bactérias
podem estar presentes nos residuos alimentares utilizados
como substrato e, consequentemente, ser transferidas para
as larvas durante o processo de bioconversao (7). Varios
estudos tém investigado a sua presenca em sistemas de
criacéo de BSFL, sendo das espécies mais frequentemente
estudadas em diferentes matrizes (10-12),

Algumas estirpes de B. cereus produzem enterotoxinas im-
plicadas na sindrome diarreica decorrente de intoxicacoes
alimentares, nomeadamente os complexos nao hemolitico
(non-hemolytic enterotoxin, NHE) e hemolitico (hemolysin
BL, HBL), bem como a citotoxina K (CytK), codificados pelos
genes nhe, hbl e cytK, respetivamente (8.13), Estas enteroto-
xinas sdo produzidas no intestino apds ingestao de alimentos
contaminados e podem causar danos nas células epiteliais
intestinais, resultando em sintomas gastrointestinais como
diarreia, dor abdominal e nuseas (8). A presenca de estirpes
de B. cereus portadoras destes genes, codificadores de en-
terotoxinas, em cadeias de produgao alimentar pode repre-
sentar um potencial risco para a seguranga dos alimentos. De
acordo com a combinacdo de genes de toxinas detetados,
os isolados de B. cereus podem ser agrupados em diferentes
perfis toxigénicos. De forma geral, sete perfis principais tém
sido descritos na literatura: A (nhe+, hbl+, cytK+), B (nhe+,

cytK+, ces+), C (nhe+, hbl+), D (nhe+, cytK+), E (nhe+, ces+),

F (nhe+), e G (cytK+). A caracterizacao destes perfis toxigé-
nicos constitui uma abordagem relevante para avaliar o po-
tencial de viruléncia das estirpes de B. cereus presentes em
diferentes matrizes alimentares (14).

Escherichia coli ¢ uma bactéria amplamente distribuida no trato
gastrointestinal de humanos e animais, sendo frequentemente
utilizada como indicador de contaminacéo fecal em alimentos
e ambientes de producdo alimentar (15). Algumas estirpes
patogénicas de E. coli, designadas como Shiga toxin-producing
Escherichia coli (STEC), séo capazes de produzir toxinas Shiga,
codificadas pelos genes stx1 e stx2 (9). Estas toxinas podem
originar sintomas como diarreia, dor abdominal e, em casos
mais graves, a sindrome hemolitica-urémica (%:16).

Neste contexto, a presenga de estirpes portadoras destes
genes pode representar um potencial risco para a saude
publica, tornando relevante a sua monitorizagdo em novos
sistemas agroalimentares baseados na valorizagao de residuos,
particularmente devido as elevadas cargas microbianas destes
substratos, o que reforga a necessidade de avaliar a ocorréncia
de bactérias toxigénicas e dos respetivos genes de viruléncia
a0 longo do processo de producéo (1718). Apesar de estudos
prévios abordarem a reducdo da carga microbiana pelas BSFL
e a ocorréncia destes microrganismos ao longo do processo
de bioconversao, a informacgao sobre o potencial toxigénico
das estirpes permanece limitada.

Assim, torna-se essencial aprofundar o conhecimento sobre
a ocorréncia de microrganismos potencialmente toxigénicos
e dos respetivos genes codificadores de toxinas em insetos
criados a partir de residuos alimentares, de forma a garantir
a seguranca microbioldgica dos produtos obtidos e apoiar
o desenvolvimento sustentavel destes novos sistemas
agroalimentares. Até a data, o conhecimento sobre estes
genes em BSFL permanece limitada, sendo este estudo, tanto
quanto é do nosso conhecimento, o primeiro a investiga-los
em diferentes matrizes do processo de bioconversao.
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_Objetivos

O principal objetivo deste estudo foi aprofundar o conheci-
mento sobre a segurancga da utilizagao de residuos alimen-
tares como substrato para a producédo de larvas da mosca
soldado negro (BSFL), em contexto industrial, através da de-
tec@o da presenca de Bacillus cereus e Escherichia coli nos
produtos derivados do processo de bioconversao, e da pes-
quisa de genes produtores de toxinas nas estirpes isoladas
(cytK, nheA, hbID em B. cereus e stx1, stx2 em E. coli).

Foi também objetivo deste trabalho propor potenciais estraté-
gias de mitigacéo para reduzir os riscos associados a estas
toxinas nestes novos sistemas alimentares.

_Materiais e métodos
Desenho experimental e amostragem

As larvas de mosca soldado negro foram criadas com dois
substratos num ensaio de bioconversao realizado nas instala-
coes de I&D da EntoGreen (Ingredient Odyssey SA, Santarém,
Portugal): uma dieta estandardizada para insetos (Gainesville;
67% agua, 17% farelo de trigo, 6,6% farinha de milho e 9,9%
alfafa), utilizada como controlo, e uma mistura heterogénea
de residuos alimentares (vegetais e frutas, cereais, carne e
peixe crus e cozinhados, ovos, cascas de ovo e produtos de
padaria). Foram recolhidos 1847,5kg de residuos alimentares
de restaurantes de Santarém, com apoio da Camara Munici-
pal, posteriormente triturados e processados para obtencao
do substrato de teste. Foram estabelecidas 114 unidades ex-
perimentais e 144 unidades de controlo, em caixas de PVC
(60 x 40 x 11cm) desenvolvidas pela EntoGreen. Para a ané-

lise microbiolégica, foram colhidas aleatoriamente amostras
independentes de substrato (dia 1, antes da inoculacao) e de
larvas (dia 14, apds separacédo do frass), sendo cada amos-
tra obtida a partir de uma mistura homogeneizada de diferen-
tes caixas por grupo (n=3 para teste e n=3 para controlo).
As amostras de farinha de BSFL foram igualmente recolhidas
aleatoriamente, a partir de diferentes lotes, imediatamente
apos o processamento das larvas (~90°C), correspondendo a
n=3 para o grupo teste e n=3 para o grupo controlo.

Isolamento de Bacillus cereus e Escherichia coli

As bactérias foram isoladas a partir de trés tipos de amostras
dos grupos teste e controlo: (a) substrato das larvas; (b) larvas;
e (c) farinha produzida a partir das BSFL destinada a utilizacéo
como fonte proteica para alimentacao humana e animal. O isola-
mento foi realizado utilizando técnicas de microbiologia alimen-
tar de acordo com as normas ISO 7932:2004/Amd 1:2020 e ISO
16649-2:2001/Amd 2:2023, para Bacillus cereus e Escherichia
coli, respetivamente.

Extracdo de ADN e Primers

As colonias isoladas das amostras foram inoculadas, indivi-
dualmente, num tubo de ensaio contendo 5 mL de caldo LB
(VWR BDH® Chemicals, Leuven, Bélgica) e incubadas a 37°C
durante 18 h, sob agitaga@o a 225 rpm. As células bacterianas
foram recolhidas por centrifugacao, seguindo-se a extragao
de ADN com o kit DNeasy Blood and Tissue (QIAGEN, Valen-
cia, CA, USA), de acordo com o protocolo do fabricante para
bactérias Gram-negativas e Gram-positivas. Os primers utili-
zados neste estudo para amplificacdo de cytK, nheA, hbiD,
stx 1 e stx 2 encontram-se na tabela 1.

Tabela 1: [ Lista de primers utilizados neste estudo.
Toxina Sequéncia Tamanho do amplicdo Referéncia
K F: ATCGGTCAAAATGCAAAAACAC 800 b
cy R: ACCCAGTTACCAGTTCCGAATG P
F: AGGTAAATGCGATGAGTAG
nheA R: TTGTTGAATGCGAAGAG 617 bp (19)
F: GTTAGATACAGCGAAGCCAC
hbID R: CCGCCAGTTACAACAATA 465 bp
o F: TGT CGC ATAGTGGAACCTCA 655 b 2
stx R: TGCGCACTGAGAAGAAGAGA P (20)
o F: CCATGACAACGGACAGCAGTT i
Stx R: TGTCGCCAGTTATCTGACATTC P (21)
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_Resultados e discussédo

A tabela 2 compila os resultados obtidos no presente estudo.

O isolamento de Escherichia coli em amostras de substrato e
de larvas em ambos 0s grupos (teste e controlo), mas nao nas
amostras de farinha de BSFL pode ser explicada pela sua ina-
tivacao a temperaturas na ordem dos 70 °C, valores que séo
atingidos durante o processamento das larvas para obtencéo
de farinha (22,23),

Relativamente a pesquisa de B. cereus, a sua detecéo na fa-
rinha, apesar da auséncia nas amostras de larvas analisadas
(tabela 2), podera estar associada a capacidade de B. cereus
formar esporos altamente resistentes a condigdes ambientais
adversas e a etapas de processamento necessarios para a
obtencéo de farinha (8:23). Assim, embora as células vegeta-
tivas possam ser reduzidas durante as diferentes etapas do
processo, incluindo pela atividade das larvas (hidrélise enzi-

Tabela 2:
respetivos genes/ perfis de viruléncia detetados.

Grupo controlo (n=3)

Substrato Larvas Farinha
E. coli 6 2 0
5 4
B. cereus  (perfil D (n=1); 0 (perfil F (n=1);
perfil G (n=4)) perfil G (n=3))

matica e producao de péptidos antimicrobianos) e pelas tem-
peraturas aplicadas, 0s esporos podem persistir e germinar
posteriormente, permitindo a sua detegéo (8:24).

A detecao do gene stx7 numa estirpe de E. coli isolada a
partir de larvas do grupo teste (tabela 2) sugere a existén-
cia de estirpes potencialmente patogénicas, devendo, no
entanto, ser interpretada com cautela por corresponder a
um Unico isolado. A sequenciacao desta estirpe podera per-
mitir a caracterizacdo detalhada do seu perfil genético, a
confirmacao da presenca e integridade do gene de virulén-
cia, enquanto que a sequenciagdo do microbioma das BSFL
podera esclarecer a sua origem (microbiota ou introducéo
via substrato). A figura 1 ilustra o resultado da eletroforese
em gel de agarose, na qual se observa a amplificacdo do
gene stx71. As amostras de substrato do grupo teste e algu-
mas do grupo controlo ndo estédo incluidas na imagem por
nao apresentarem qualquer amplificagdo. O gene stx2 néo
foi detetado em nenhum dos isolados analisados.

Ndmero de estirpes de Escherichia coli e Bacillus cereus isoladas em cada uma das amostras testadas e

Grupo teste (n=3)

Total
Substrato Larvas Farinha
6 4 (stx1 (n=1)) 0 18

6 16 (perfil A(n=1);

i erfil D (n=1);

1 (perfil A) 0 (perfil G (n=1); p : .'

orfil F (=) | PerfilF (n=6);

P = perfil G (n=8))

Perfis de viruléncia de B. cereus: A (nhe+, hbl+, cytK+), B (nhe+, cytK+, ces+), C (nhe+, hbl+), D (nhe+, cytK+), E (nhe+, ces+), F (nhe+), G (cytK+)

Figura 1:

SCTSs SCTS SCTé SCTé SCT7 SCT7 [Ag] LT1 Lr2

700 bp m— -—

500 P m—

Resultado da eletroforese em gel de agarose para detegéo do gene stx1 por PCR.

LT3 LT3 LTa LT4 LCT1 LeT1 LCT2 LCcT2 neg

Observa-se a amplificacdo de um fragmento de tamanho compativel ao gene stx7 (655 bp) num isolado de larvas do grupo teste.
SCT - substrato de controlo; LT - larvas do grupo teste; LCT - larvas do grupo de controlo; neg - controlo negativo
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Relativamente aos genes codificadores de enterotoxinas
de B. cereus, todos os isolados apresentaram amplifica-
cao de pelo menos um dos genes analisados (tabela 2). O
Unico isolado de substrato teste apresentou os trés genes
em estudo (cytK, nheA e hbID). Os genes de enterotoxinas
mais prevalentes foram cytK e nheA. O cytK foi detetado
em 56,25% (9/16) dos isolados totais, incluindo 100% (5/5)
dos isolados do substrato de controlo, em 16,7% (1/6) dos

Figura 2:

ST1 ST1  sCT1 SCT1 SCT2 SCT2 SCT3 SCT3 SCT4 SCT4 scTs SCT5 MT1 MT1

isolados de farinha de teste e em 75% (3/4) dos isolados de
farinha de controlo. O nheA, foi identificado em 50% (8/16)
dos isolados, correspondendo a 83,3% (5/6) dos isolados
da farinha de teste e 25% (1/4) dos isolados da farinha de
controlo. O gene hbID foi detetado apenas em 6,25% (1/16)
dos isolados, correspondendo ao isolado de substrato do
grupo teste. As figuras 2 e 3 apresentam os resultados da
eletroforese em gel de agarose.

Resultado da eletroforese em gel de agarose para dete¢do dos genes cytK, nheA e hbID por PCR.

MT2 MT2 MT3 MT3 neg

L —] ==----= — Y s T s -

500 bp s

[—

Observa-se a amplificagdo de diferentes fragmentos de tamanho compativel com o gene cytK (800 bp), nheA (617 bp) e hbID (465 bp).
ST - substrato de teste; SCT - substrato de controlo; MT - farinha do grupo teste; MCT - farinha do grupo de controlo;

neg - controlo negativo

Figura 3:

MT4 MT4 MT5 MTS MT6 MT6é MCT1

Resultado da eletroforese em gel de agarose para detegéo dos genes cytK, nheA e hbID por PCR.

MCT1 MCT2 MCT2 MCT3 MCT3 MCT4 MCT4 neg

i S —————

Observa-se a amplificagdo de diferentes fragmentos de tamanho compativel com o gene cytK (800 bp) e nheA (617 bp).
A banda de menor tamanho observada na amostra MCT 2 corresponde a dimeros de primers. MT - farinha do grupo teste;

MCT - farinha do grupo de controlo; neg - controlo negativo
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Os resultados obtidos estdo parcialmente em concordancia
com a literatura, que descreve os genes do complexo nhe
como os determinantes de enterotoxinas mais prevalentes em
isolados de B. cereus (25), embora a sua prevaléncia possa
variar consoante o tipo de alimento ou substrato de origem
(26). Com base na combinacdo de genes detetados, 0s iso-
lados de B. cereus foram classificados consoante os diferen-
tes perfis toxigénicos, ja estabelecidos e mencionados em
cima. No presente estudo, foi identificado um isolado compa-
tivel com o perfil A, oito isolados com o perfil G, um isolado
com o perfil D e seis isolados com o perfil F (tabela 2). A pre-
dominancia do perfil G (cytK+) reflete a elevada prevaléncia
deste gene entre os isolados analisados, enquanto a baixa
ocorréncia do perfil A deve ser interpretada com cautela, po-
dendo estar relacionada com a reduzida representatividade
das amostras de substrato do grupo teste analisadas. O perfil
toxigénico dos isolados provenientes da farinha de BSFL do
grupo controlo foi consistente com o do respetivo substrato,
sendo cytK o gene mais frequentemente detetado em ambas
as matrizes. Estudos futuros poderao incluir a sequenciagao
das estirpes isoladas e dos genes de toxinas amplificados,
permitindo caracterizar com maior detalhe o perfil toxigénico
destes isolados e a diversidade genética das estirpes de B.
cereus associadas as diferentes matrizes analisadas.

Importa ainda salientar que a detecéo de genes de toxinas,
incluindo enterotoxinas de B. cereus e 0 gene Stx1 de E. coli,
ndo implica necessariamente, nas condigdes analisadas,
a sua expressdo, producédo de toxinas ou capacidade de
causar toxinfecdo alimentar (26:27). A producao efetiva de-
pende de varios processos celulares, incluindo a transcricao
dos genes de enterotoxinas, modificagdes pos-transcricio-
nais e pos-traducionais, bem como a secrecao das protei-
nas (26). Neste contexto, estudos futuros poderdo recorrer a
técnicas de analise de expressao génica, como a PCR quan-
titativa (QPCR) ou a PCR quantitativa com transcrigéo rever-
sa (RT-gPCR), de modo a avaliar a expressao destes genes
nas diferentes matrizes, para clarificar o risco microbioldgi-
co real, contribuindo para uma avaliagdo mais robusta da
seguranca destes sistemas de producao (27,28),

Apesar da detecdo de B. cereus e E. coli, as contagens ob-
servadas nos substratos, nas larvas e na farinha encontra-
vam-se dentro dos limites microbiolégicos considerados
satisfatérios para alimentos e ragdes (29-31) reforcando o
potencial das BSFL na valorizaga@o de residuos alimentares
para a producdo de ingredientes seguros.

No entanto, devido a capacidade de B. cereus formar espo-
ros altamente resistentes, a implementacao de estratégias
de mitigacao durante o processamento da farinha de BSFL
podera contribuir para reduzir ainda mais o risco microbiol6-
gico associado a estes produtos. Entre as abordagens possi-
veis incluem-se a otimizacao das condicdes térmicas durante
0 processamento, nomeadamente através da aplicacéo de
temperaturas mais elevadas do que 100 °C, capazes de pro-
mover uma diminuicdo ou mesmo a inativagdo de esporos
(32,33) A gestdo adequada do substrato utilizado na alimen-
taca@o das larvas poderd igualmente desempenhar um papel
importante na redugao da introdugao de esporos, incluindo a
aplicacao de pré-tratamentos aos residuos alimentares (por
exemplo, tratamento térmico a altas temperaturas).

_Conclusao

Em conjunto, os resultados obtidos sugerem que 0 processo
de bioconversé@o por larvas de mosca soldado negro apre-
senta um elevado potencial para a valorizagao segura de re-
siduos alimentares, mantendo niveis microbiolégicos dentro
dos limites considerados aceitaveis e evidenciando um po-
tencial toxigénico controlado entre os isolados analisados.

Estes resultados reforgam a viabilidade da utilizagdo deste
sistema na producéo sustentavel de ingredientes destinados
a alimentacdo humana e animal, contribuindo simultaneamen-
te para estratégias de economia circular e para a redugao do
desperdicio alimentar.
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_Resumo

Os laboratorios clinicos devem garantir a qualidade dos resultados, porém, ha
pouca informagéo sobre boas préticas laboratoriais (BPL) adotadas por paises
de lingua oficial portuguesa (PLP). Este estudo procurou identificar a adeséo as
boas praticas laboratoriais pelos laboratérios clinicos nos paises de lingua portu-
guesa através do envio de um questionéario, entre julho e setembro de 2024, aos
participantes do Programa Nacional de Avaliacao Externa da Qualidade, Portu-
gal e membros do Projeto de Melhoria da Qualidade Laboratorial para PLP. Dos
54 laboratérios participantes, 63% pertencem ao setor publico, 85% possuem
um profissional responsavel pela gestao da qualidade, 57% tem sistema de ges-
tao implementado, e metade destes refere ser laboratério certificado. A maioria
dos laboratérios participantes realiza plano anual de formagéo (85%), elabora
matriz de competéncias (65%), utiliza indicadores da qualidade para as fases
pré-analitica (87%) e pos-analitica (83%), realiza controlo interno (70%) e externo
da qualidade (89%), regista as causas de rejeicao de resultados de amostra con-
trolo (59%), constroi graficos de controlo (66%) e utiliza especificagdes da quali-
dade para avaliar o desempenho analitico (72%). O pais com mais participantes
neste estudo (72%) é Portugal. Os resultados obtidos apoiam a concluséo de
que as boas praticas laboratoriais estao implementadas numa fragéo importante
dos paises participantes, havendo, no entanto, oportunidade para melhorias. A
realizagdo de formagoes e o envolvimento de mais laboratérios clinicos dos pai-
ses de lingua portuguesa contribuird para a implementacéo e harmonizagéo de
BPL, podendo contribuir para a garantia da qualidade dos resultados e a segu-
ranca do doente. E importante garantir a participagdo de todos os Paises de Lin-
gua Oficial Portuguesa em futuros estudos acerca deste assunto.

_Abstract

Clinical laboratories (CL) must ensure the quality of results, however, there
is little information on good laboratory practices (GLP) required by Portuguese-
-speaking countries (PSC). This study identified adherence to GLP by CL in PSC
by sending a questionnaire, between July and September 2024, to participants
of the National External Quality Assessment Program, Portugal and members
of the Laboratory Quality Improvement Project for PSC. Of the 54 participating
laboratories, the majority are from Portugal (72%), 63% belong to the public
service, 85% have a professional responsible for management, 57% have a
management system implemented, and half of these refer to being certified.

1) Departamento de Andlises Clinicas. Universidade Federal Santa Catarina, Floriandpolis, SC, Brasil

2) Curso de Graduagdo em Ciéncias Farmacéuticas. Universidade Federal de Santa Catarina, Floriandpolis, SC, Brasil

4) Unidade de Avaliagdo Externa da Qualidade. Departamento de Epidemiologia, Instituto Nacional de Saude Doutor Ricardo Jorge, Lisboa, Portugal

Departamento de Promogédo da Salde e Prevencdo de Doengas Ndo Transmissiveis, Instituto Nacional de Satde Doutor Ricardo Jorge, Lisboa, Portugal

The majority carry out a training plan (85%), develop a competency matrix
(65%), use quality indicators for the pre-analytical (87%) and post-analytical
(83%) phases, perform internal (70%) and external quality control (89%),
record the causes of analysis of control sampling results (59%), build control
charts (66%) and use quality specifications to assess performance (72%).
GLP are breaking through, with opportunities for improvement. Carrying out
training and involving more CL from the PSC will contribute to the improvement
and harmonization of GLP, and may contribute to ensuring the quality of results
and patient safety.

_Introdugéo

O Projeto de Melhoria da Qualidade Laboratorial (ProMeQua-
Lab; https://promequalab.org.cv/) foi iniciado em 2015 para
difundir conhecimento, capacitar profissionais, implementar
boas praticas laboratoriais (BPL) e harmonizar e monitorizar o
controlo da qualidade em paises de lingua oficial portuguesa
(PLP). Os paises participantes incluem Angola, Brasil, Cabo
Verde, Guiné-Bissau, Mocambique, Portugal, Sao Tomé e
Principe e Timor.

Os laboratorios clinicos devem ter um sistema de gestao da
qualidade eficaz que possibilite identificar e minimizar os
erros analiticos, visando a garantia de resultados confiaveis
e seguros para os doentes (1),

Oferecer seguranca aos doentes significa melhorar conti-
nuamente 0s processos que os impactam. Isso exige conhe-
cimento da complexidade dos processos e dos fatores de
riscos envolvidos e o controlo de todas as etapas criticas de
uma organizagéo de saude (2).
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A acreditacao e a certificacao de um laboratério promovem
seguranca, responsabilidade, ética profissional, eficiéncia
e orientam o fornecimento de servicos de alta qualidade e
o0 alinhamento com as melhores praticas.

Devido a escassa informacao sobre as praticas adotadas por
laboratérios de PLP, este estudo procurou caracterizar labo-
ratérios de PLP e as respetivas BPL adotadas, fornecendo
dados para estabelecer politicas e estratégias educacionais
para melhoria dos procedimentos laboratoriais.

_Objetivo

Avaliar a implementacao das boas praticas laboratoriais em
paises de lingua oficial portuguesa, entre os participantes
do Programa Nacional de Avaliagdo Externa da Qualidade
de Portugal e os membros do Projeto de Melhoria da Quali-
dade Laboratorial.

_Material e métodos

Este estudo descritivo, com abordagem qualitativa e quan-
titativa, analisou as boas praticas em laboratérios clinicos
de PLP. Arecolha de dados ocorreu entre 7 de julho e 30 de
setembro de 2024, pelo envio de um formulério digital aos
participantes do Programa Nacional de Avaliacdo Externa
da Qualidade de Portugal e do ProMeQual.ab. A participa-
cao foi voluntaria e anénima, exceto a informagédo do pais
de origem.

O questionario continha questdes para resposta aberta e
para resposta por multipla escolha, abrangendo todas as
etapas do processo laboratorial, incluindo as fases pré-ana-
litica, analitica e pds-analitica, com o intuito de assegurar
maior confiabilidade nos resultados.

Os dados foram recolhidos e tabulados eletronicamente
usando o forms da Microsoft. As respostas foram anénimas,
exceto o pais de origem e os resultados expressos como
numero absoluto, razées ou percentuais.

nimto \ 5 ’.s!,_; «;./;.'t' ny ‘,.4‘

_Resultados e discussdo

Participaram no estudo cinquenta e nove (59) laboratérios,
dos quais a maioria é de Portugal (39), seguida de Cabo
Verde (7), Guiné-Bissau (4) e Sao Tomé e Principe (1), enquan-
to um laboratério ndo informou o pais de origem. Angola,
Brasil, Mogambique e Timor nao tiveram representantes.
Porém, cinco (5) laboratérios nao permitiram a divulgagao dos
seus dados. A tabela 1 apresenta as respostas consideradas
relevantes no ambito deste estudo.

A maioria dos laboratdrios que responderam possui um sistema
de informacao e gestao implementado (89%), mas esse resulta-
do reflete principalmente a realidade de Portugal. Nos demais
PLP, a implementagado ainda € limitada, embora seja uma meta
futura (18%). Um Sistema de Gestao da Qualidade é essencial
para garantir padrdes laboratoriais e prevenir erros (3).

Os laboratérios portugueses participantes, 82% (32/39) pos-
suem sistema de gestao, dos quais 72% (23/32) sao certifica-
dos e 28% (9/32) acreditados. Em comparagao, no Brasil, de
todos os laboratorios, apenas 3,43% possui pelo menos acre-
ditacdo/certificacao, de acordo com o levantamento realizado
por Pires, et al. (2023) (4). Um estudo realizado por Kop¢ino-
vi¢, et al. (2022) (5) na Crodcia indicou que apenas uma pe-
quena parcela dos laboratérios (9%) possuia acreditacao.

De forma semelhante ao Brasil (90%) () e aos paises euro-
peus (7), a maioria dos laboratérios que participaram neste
estudo utiliza indicadores da qualidade para as fases pré-
analitica (87%) e po6s analitica (83%).

Como indicador da qualidade da fase péds-analitica, nas pesqui-
sas feitas por Sciacovelli et al. (2016) (8) e Zorbozan et al. (2022)
(9), a segunda maior causa de erros na fase pés-analitica foi a
entrega de relatorios de resultados fora do prazo, o que se as-
semelha ao reportado pelos laboratérios deste estudo.

Entre os laboratérios que realizam Controlo Interno da Qua-
lidade (ClQ), as areas contempladas estao apresentadas no
grafico 1A. Os tipos e 0s niveis de concentragao das amos-
tras controlo e a frequéncia de realizagao do CIQ pelas dife-
rentes areas dos laboratorios estao apresentados no grafico
1B, CeD.
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Tabela 1: /] Respostas as questdes colocadas neste estudo, pelo conjunto dos laboratérios, apenas pelos laboratdrios
de Portugal e pelos laboratérios dos demais paises de lingua portuguesa, agrupadas consoante o tema em caracterizagéo dos
laboratérios e sistema de Gestdo da Qualidade.

Laboratérios dos
demais PLP N (%)

Todos os Laboratérios Laboratérios de

LS N (%) Portugal N (%)

Caracterizagao dos Laboratérios n/N (%)

Natureza do laboratério
Laboratério publico
Laboratério privado
Tipo de Laboratério
Hospitalar

Ambulatério
Ambulatério e Hospitalar

S/R

Sistema de Gestdo da Qualidade

O laboratorio realiza plano anual de formagédo?
Sim

N&o

S/R

Tem implementada matriz de competéncias?
Sim

N&o

S/R

O laboratdrio regista as causas de rejeicdo de
resultados de amostra controlo?

Sim
Nao
S/R

Participa em programas de avaliagdo externa da
qualidade (AEQ)?

Sim
Nao
S/R

Tem procedimentos escritos para a realizagdo dos
exames?

Sim
Nao
S/R

Utiliza especificagbes da qualidade para avaliar o
desempenho analitico?

Sim
Nao
S/R

S/R: sem resposta; N: total de respostas; n: nimero de respostas

34/54 (63,0)
20/54 (37,0)

23/54 (42,7)
24/54 (44,4)
4/54 (7,4)
3/54 (5,5)

46/54 (85,2)
6/54 (11,1)
2/54 (3,7)

35/54 (64,9)
16/54 (29,6)
3/54 (5,5)

32/54 (59,2)
11/54 (20,4)
11/54 (20,4)

48/54 (88,9)
5/54 (9,2)
1/54 (1,9)

50/54 (92,6)
1/54 (1,9)
3/54 (5,5)

39/54 (72,2)
11/54 (20,4)
4/54 (7,4)

21/39 (53,8)
18/39 (46,2)

13/39 (33,3)
22/39 (56,4)
1/39 (2,6)
3/39 (7.7)

34/39 (87,1)
3/39 (7,7)
2/39 (5,2)

30/39 (76,8)
7/39 (18,0)
2/39 (5,2)

25/39 (64,2)
10/39 (25,6)
4/39 (10,2)

39/39 (100)
0/39 (0)
0/39 (0)

36/39 (92,3)
0/39 (0)
3/39 (7,7)

32/39 (82,1)
4/39 (10,2)
3/39 (7,7)

21/39 (53,8)
18/39 (46,2)

13/39 (33,3)
22/39 (56,4)
1/39 (2,6)
3/39 (7,7)

11/14 (78,6)
3/14 (21,4)
0/14 (0)

5/14 (35,8)
8/14 (57,1)
1/14 (7,1)

7/14 (50)
1/14 (7,2)
6/14 (42,8)

8/14 (57,2)
5/14 (35,7)
1/14 (7,1)

13/14 (92,9)
1/14 (7,1)
0/14 (0)

6/14 (42,9)
7/14 (50,0)
1/14 (7,1)
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Graéfico 1: [ Controlo Interno da Qualidade (CIQ) nas éreas laboratoriais (A), frequéncia de realizagdo do CIQ (B),
tipos de amostra controlo (C), e niveis de amostras controlo (D).
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A proporc¢ao de laboratérios que realiza CIQ no nosso estudo
(85%) foi inferior a observada noutro estudo realizado no
Brasil (95%) (6). Tal como no estudo realizado no Nepal em
2024 por Pant, et al. (1), a maioria dos laboratérios no pre-
sente estudo realiza CIQ diariamente. No entanto, enquanto
que a maioria dos laboratérios neste estudo utiliza amostras
comerciais fornecidas pelo fabricante, no Nepal, 88,4% utili-
za amostras comerciais de terceiros. Por outro lado, neste
estudo, a percentagem de laboratérios que utiliza dois niveis
de amostra controlo (48%) é semelhante aos resultados obti-
dos por outros autores (68%) (10,11),

Mais especificamente na area da hematologia, em compara-
¢ao aos 63% (33/52) dos laboratérios que relataram realizar
CIQ neste estudo, uma pesquisa apontou que nos laborato-
rios croatas a realizacdo é de 100% (12). Entre os que rea-
lizam CIQ em hematologia, tanto neste estudo quanto na
Cro4cia (12), a maioria utiliza amostras comerciais dos fabri-
cantes, 84% e 98%, respetivamente.

Neste estudo, uma taxa significativamente maior de laborato-
rios (90%) relatou realizar o Controlo Externo da Qualidade
(CEQ) em relagdo aos laboratérios brasileiros (55%). No Brasil,
entre as dificuldades para implementar o CIQ e o CEQ foram
relatados os custos e a dificuldade de encontrar um unico for-
necedor de amostras controlo para todos os exames (6.

Dos outros laboratérios (ndo portugueses) que participaram
no estudo observou-se uma baixa percentagem de imple-
mentacao das BPL que pode estar associada a varios fatores,
nomeadamente, a limitagdes financeiras, acesso a formagao
e a material controlo, a garantia da calibracdo/manutencao
dos equipamentos laboratoriais e informatizagao de sistemas.
Torna-se necessario o refor¢o da implementagdo das BPL de
modo a melhorar a qualidade laboratorial com beneficios para
a saude publica.

Por perspetivas deste estudo, e com as formagdes decor-
rentes das atividades do ProMeQual.ab, esperamos em mo-
nitorizacoes futuras, que apresentem um nuimero maior de
participantes, e de todos os paises de lingua portuguesa
com melhores indices.

nimero.

_Conclusoes

As boas praticas laboratoriais sdo essenciais para garantir
a qualidade nas analises clinicas, mas a sua implementacao
ainda enfrenta desafios. Apesar da existéncia de normas
internacionais, o estudo mostrou que os laboratérios dos
paises de lingua oficial portuguesa (PLP) evidenciam ne-
cessidade de melhorias nos sistemas de qualidade, prova-
velmente devido a falta de profissionais capacitados e ao
avanco rapido do conhecimento.

Estes resultados permitirdo direcionar o plano de formagao
do ProMeQualab e ampliar o envolvimento de mais laborato-
rios dos PLP, promovendo a harmonizagao de boas préaticas
laboratoriais e garantindo maior qualidade nos resultados e
seguranga para os doente
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