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O valor dos Institutos publicos de Saude Publica:
base para o conhecimento e capacidade disponivel

The value of public Institutes of Public Health:
knowledge-base and available capacity

Embora preparado durante a fase pré-pandemia, este vigé-
simo sexto nimero da segunda edicao do Boletim Epidemio-
légico Observacdes (BEO) do Instituto Nacional de Saude
Doutor Ricardo Jorge (INSA) ilustra mais uma vez as varias
funcdes essenciais que o INSA concretiza em resposta a sua
tripla missao de acordo com a atual Lei Organica, todas rele-

vantes nesta fase pandémica.

Os artigos sobre vigilancia epidemioldgica e avaliagdo do
impacto do calor na mortalidade, sobre investigagao epide-
mioldgica de um surto de uma doenca evitavel pela vacina-
cao, numa escola secundéaria do concelho de Vila Real de
Santo Antonio, ou a avaliagdo do impacto da vacina materna
contra a tosse convulsa durante a gravidez na Administragao
Regional de Salude de Lisboa e Vale do Tejo, ilustram as
bases do treino e capacidade que estes temas e métodos
trazem para a preparagdo que o Instituto demonstra desde
ha décadas quando chamado a defesa da salde da popu-
lacdo portuguesa, como € o caso da atual pandemia por
COVID-19.

Temas relacionados com a alimentacdo e a nutricdo, ou
com doencas genéticas, tratados noutros dos artigos, ilus-
tram areas de investigacdo e desenvolvimento ligadas a
problemas e a determinantes de saude fundamentais para
a prevencdo e promocdo da saude dos portugueses no
campo das doencas relacionadas com comportamentos e
estilos de vida, cujo conhecimento importa para o combate
a epidemias mais silenciosas e lentas como as da obesi-
dade e doengas nao transmissiveis.
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Os dois artigos que abordam as bases genéticas das doen-
cas ilustram a capacidade de trabalhar abordagens sofisti-
cadas durante processos de investigagao e de os ligar a
necessidades de diagndstico e intervengdo em caso de

emergéncia como a que atualmente vivemos.

Nao sera, assim, por acaso que todos os paises mantem
e reforgcam Institutos publicos de Saude Publica de ambito
Nacional, com capacidades e trabalho em vigilancia epide-
mioldgica, observacdo em saude e investigacédo cientifica,
trés das seis fun¢des essenciais que o INSA pratica, além
das funcdes de Laboratério de Referéncia no setor da
Saude, disseminacdo da cultura cientifica e prestacao de
servigos diferenciados. Assentes numa forte base de capa-
cidade instalada e em constante atualizacdo e moderniza-
cao na vertente laboratorial e epidemioldgica e elevado grau
de prontidao, 24h por dia, 7 dias por semana, 52 semanas
por ano, estas fungdes contribuem para a seguranca e o

bem-estar dos portugueses.

Carlos Matias Dias

Médico especialista em Saude Publica,
Coordenador do Departamento de Epidemiologia
Instituto Nacional de Saude Doutor Ricardo Jorge, IP
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_Resumo

Com a implementacéo em Portugal Continental, a partir de 2004, dos
planos de contingéncia para ondas de calor (PCOC) espera-se que tenha
havido uma reducéo do impacto do calor na mortalidade. Através da
comparacdo da mortalidade diaria por todas as causas em periodos de
calor adverso (periodos em que a temperatura tem impacto na mortalida-
de) antes (2000-2003) e apds (2005-2008) a implementagao dos PCOC,
pretendemos estimar o seu impacto na mortalidade ocorrida nesses pe-
riodos. Aplicou-se o método da diferenca-das-diferengas (DID) as séries
temporais dos o6bitos diarios por todas as causas, total e por estratos
(sexo, grupo etario, regido de salde e tercis da distribuicdo da verséo
portuguesa do European Deprivation Index) cedidos pelo Instituto Nacio-
nal de Estatistica (INE). Os periodos de calor adverso foram classificados
em excesso de calor e calor extremo com base nas temperaturas diarias,
maximas e minimas, cedidas pelo Instituto Portugués do Mar e da Atmos-
fera (IPMA). Para estimar o impacto dos PCOC na mortalidade, foi ajusta-
do um modelo de regressao ao numero de dbitos diarios. Os resultados
preliminares para Portugal Continental e para a maioria das regides de
saude evidenciaram uma reduc@o na mortalidade diaria por todas as
causas nos dias de calor extremo, ap6s a implementacéo dos PCOC.

_Abstract

With the implementation in Portugal, since 2004, of specific heat contin-
gency plans (HCP) or contingency plans for heat (CPH), a reduction of
heat-related mortality is expected. Through the comparison of mortality
in periods of adverse heat before (2000-20083) and after (2005-2008) the
implementation of HCP, in Portugal (mainland), we aimed to estimate
its impact in heat related mortality. A difference-in-differences (DID)
approach was undertaken using time series analysis of daily deaths from
all causes, total and population subgroups (sex, age group, health region
and the tertil of the European Deprivation Index distribution) obtained
from Statistics Portugal (INE). The adverse heat periods were classified
as heat excess or extreme heat, accordingly the daily maximum and mini-
mum temperatures obtained from Portuguese Meteorological Institute
(IPMA). To estimate the impact of the HCP, we fitted a regression model
to the daily number of deaths. We found evidence that the HCP contribut-
ed to reducing mortality on extreme hot days in Portugal (mainland) and
most of the portuguese health regions.
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_Introdugéo

O efeito do calor extremo na mortalidade encontra-se bem
documentado (1-4). Em Portugal, desde 1980, tém sido des-
critos varios periodos de calor extremo com impacto signi-
ficativo na mortalidade diaria (5-11), quando séo ultrapassa-
dos determinados limiares de temperatura (12-18), Pela sua
localizagé@o geografica, Portugal é considerado um dos pa-
fses europeus mais vulnerdveis ao aumento das temperatu-

ras e a alteragdo do padrao climatico (1:2),
Nas Ultimas décadas, ha evidéncia que aponta para a diminui-

¢éo do risco de mortalidade associada ao calor, 0 que podera
indiciar uma mudanca/redugao do impacto do calor na saude
das populagdes (1-3.18-20) Pode pressupor-se que, para niveis
semelhantes de exposicao, essa diminuicéo seja parcialmente
atribuida & implementagao de programas de intervencao em
satde publica (1),

A implementacao de planos de contingéncia especificos para
periodos de calor extremo, associados a sistemas de vigilan-
cia e alerta, demonstrara estar relacionado a uma diminuicéao
no nimero de mortes associadas ao calor (1-3,15,16,21,22) Em
Portugal, apesar de continuar a ser observado um excesso de
mortalidade associada ao calor (8-11,13) espera-se que tenha
havido uma redugao do seu impacto apds a implementacéo
dos planos de contingéncia para ondas de calor (PCOC), em
2004, integrando o indice-ICARO (17,23-25),

_Objetivo

Através da comparacdo da mortalidade diaria por todas as
causas em periodos de calor adverso (periodos em que a
temperatura tem impacto na mortalidade), antes (2000-2003)
e apos (2005-2008) a implementacdo dos PCOC, em Portugal
Continental, pretendemos estimar o impacto dos PCOC na
mortalidade ocorrida nesses periodos.
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_Material e métodos

Aplicou-se 0 método da diferenca-das-diferengas (DID) (27:28)
as séries temporais dos oObitos diarios por todas as causas
registados nos meses estivais (maio a setembro) entre 2000
e 2008, em Portugal Continental, total e por estratos (sexo,
grupo etéario, regiao de salde e tercis da distribuicdo da
versdo portuguesa do European Deprivation Index) cedidos
pelo Instituto Nacional de Estatistica (INE). Os periodos de
calor adverso foram classificados em excesso de calor e
calor extremo com base nas temperaturas diarias, maximas
e minimas, cedidas pelo Instituto Portugués do Mar e da At-
mosfera (IPMA).

Foi calculada a reducéo bruta do numero médio de 6bitos di-
arios nos periodos de excesso de calor e calor extremo atra-
vés do célculo da DID, para a populagao geral de Portugal
Continental e para cada estrato das variaveis a estudar. A
DIDbruta foi calculada pela diferenca entre duas diferencas:
a) a diferenga entre o nimero médio de 6bitos diarios em pe-
riodos de excesso de calor ou calor extremo antes e apds a
implementacdo dos PCOC e b) a diferenca entre o nimero
médio de Obitos diarios em periodos sem calor antes e apés
a implementagao dos PCOC.

Para estimar o impacto da implementagdo dos PCOC na
reducao da mortalidade diéria nos periodos de calor adver-
s0, na populagao geral de Portugal Continental e para cada
estrato das variaveis a estudar, foi usado um modelo de
regressdo de Poisson com funcao de ligacado identity, sepa-
radamente para os periodos de excesso de calor e de calor
extremo. Os modelos foram ajustados para as variaveis més
(sazonalidade), dia da semana (variacdo intrassemanal), para
a proporcao (%) de agregados privados com acesso a ar con-
dicionado e estimativa anual da populagéo residente como
variavel offset. O grupo referéncia/contrafactual foi definido
pela extrapolacdo da tendéncia de longo curso subjacente a
mortalidade diaria observada nos periodos sem calor, antes
e apos a implementacao dos PCOC.

A DID foi obtida através do parametro de interagao

calor*PCOC. Serao apresentados os resultados preliminares
para o total de Portugal Continental e regides de saude.
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_Resultados

A implementacéo dos PCOC teve um impacto estatistica-
mente significativo na reducdo da mortalidade diaria média
por todas as causas, em periodos de calor extremo, na po-
pulacado geral de Portugal Continental (tabela 1). Estimamos
que tenham sido prevenidos, no total, uma média de 1059
(IC95%=458 a 1661) dbitos por todas as causas, em perio-
dos de calor extremo, entre 2005 e 2008, periodo de vigén-
cia do PCOC. Ou seja, foram prevenidos, em média, cerca
de 35% (IC95%=9 a 54) dos oObitos por todas as causas
que se verificariam em periodos de calor extremo, caso 0s
PCOC né&o tivessem sido implementados (tabela 2). Nos pe-
riodos de excesso de calor verifica-se também uma reducao
na média da mortalidade total de cerca de 3 oObitos diarios
em média (IC95%=-3 a 9). Contudo com os dados analisa-
dos ndo se obteve uma associacao estatisticamente signifi-
cativa com a implementagao dos PCOC.

A nivel das regides de saude, verifica-se uma redugao na
média da mortalidade diaria por todas as causas apo6s a im-
plementagao dos PCOC, em periodos de excesso de calor,
estatisticamente significativa para as regides do Norte, Alen-
tejo e Algarve (tabela 1). Nos periodos de calor extremo a
regido Centro é a Unica onde ndo se observa uma reducéo
estatisticamente significativa. Apesar do numero total de
Obitos diarios prevenidos, em média, nestas regides ser in-
dicativo de um impacto efetivo dos PCOC na mortalidade
diéria em periodos de calor adverso (grafico 1 e grafico 2),
o facto de estarmos a lidar com nimeros pequenos faz com
que estes resultados devam ser interpretados com cautela.
Isto aplica-se principalmente na regido do Algarve, em que
os periodos de calor adverso sé&o definidos tendo em conta a
temperatura medida numa estagdo meteoroldgica Unica para
toda a regiao.
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Tabela 1: [ Impacto da implementagéo dos planos de contingéncia para ondas de calor (PCOC) na redugéo da
mortalidade didria por todas as causas, em periodos de excesso de calor e calor extremo ao nivel
de Portugal Continental e Regido de Salde (organizagéo do Servigo Nacional de Saide anterior a 2007).

Excesso de calor Calor extremo
DIDbruta DiDajustada Valor DIDbruta DiDajustada Valor

(M0) (IC95%) P (M0) (1C95%) &
3 13

Portugal Continental 5] (-3a9) 0,305 16 (5 a 20) <0,001
3 4

Regido Norte 3 (0 a5) 0,023 5] (1a8) 0.007
1 1

Regido Centro 1 (1 a 4) 0,244 1 (-2a4) 0,424
1 4

Regiao Lisboa e Vale do Tejo 1 (-2 a 4) 0,483 4 (1a7) 0.007
2 2

Regido Alentejo 2 (1a3) 0,002 2 (1a3) <0,001
2 6

Regiao Algarve 2 (0a3) 0,026 6 (3a9) <0,001

DIDbruta: estimada pelo modelo MO - Modelo Quasi-Poisson ndo ajustado para fatores de confundimento; inclui a variavel dependen-
te numero de 6bitos diarios por todas as causas e as varidveis independentes implementagao dos PCOC (0, 1), os periodos de exces-
so de calor (0, 1) e calor extremo (0, 2) e a interagao entre os dois [excesso de calor e plano (MO_1); calor extremo e plano (M0_2)].

DiDajustada: ao nivel de Portugal Continental, foi estimada pelo modelo M2 - Modelo Quasi-Poisson M0 ajustado para a sazonalidade
e proporgédo (%) de agregados privados com acesso a ar condicionado, e com a populagdo como offset; IC95% e valores de p obtidos
para o parametro de interagcéo; ao nivel da Regido de Saude, foi estimado pelo modelo M1 - Modelo Quasi-Poisson MO ajustado para a
sazonalidade com a populagcdo como offset.

1C95% e valores de p obtidos para o parametro de interagéo.

Tabela 2: [ Impacto da implementagéo dos planos de contingéncia para ondas de calor (PCOC) na mortalidade didria por todas as causas,
em periodos de excesso de calor e calor extremo ao nivel de Portugal Continental e de Regido de Salde
(organizagédo do Servigo Nacional de Satde anterior a 2007).

Excesso de calor Calor extremo
Numero total de dbitos Fragdo total do numero de 6bitos Numero total de ébitos Fracdo total do nimero de 6bitos
prevenidos (média) prevenidos em % (média) prevenidos (média) prevenidos em % (média)
(1C95%) (1C95%) (1C95%) (1C95%)
Portugal Continental 558 (-510 a 1625) 14 (-14 a 36) 1059 (458 a 1661) 35 (9 a 54)
Regido Norte 390 (53 a 728) 39 (0 a 64) 230 (62 a 398) 39 (-4 a 68)
Regido Centro 291 (-199 a 782) 24 (-19 a 55) 120 (-174 a 414) 14 (-33 a 45)
Regido Lisboa e Vale do Tejo 170 (-305 a 646) 17 (-50 a 52) 415 (113 a 716) 37 (2 a59)
Regido Alentejo 429 (156 a 701) 66 (32 a 95) 302 (139 a 464) 77 (44 a 108)
Regido Algarve 71 (9 a 134) 44 (5 a 74) 47 (25 a 70) 82 (53 a 109)

Utilizando o valor da DIDajustada (M2 ao nivel de Portugal Continental e M1 ao nivel das Regides de Saude) foram determinados: a) O nimero
médio didrio de 6bitos associados ao calor prevenidos pelos PCOC (beta3); b) o nimero total de dbitos associados ao calor prevenidos durante
os periodos de calor adverso ap6s a implementagao do PCOC (beta3*nimero de dias de calor adverso no periodo apés PCOC); e ¢) a fracdo do
numero médio diario de ¢bitos associados ao calor prevenidos pelos PCOC beta3 (redug@o mortes calor com PCOC)/ betal (mortalidade asso-
ciada ao calor sem PCOC), com respetivo IC(95%) obtido pelo método de bootstrapping (1000 amostras).
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Gréfico 1: [} Impacto da implementagao dos planos de contingéncia para ondas de calor (PCOC) na mortalidade

didria por todas as causas, em periodos de calor extremo, ao nivel de Portugal Continental e de
Regido de Salde (organizagéo do Servigo Nacional de Salide anterior a 2007).
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_Discusséo e conclusdes

Os resultados preliminares do nosso estudo sugerem que a
implementagao dos PCOC, como um todo, podem ter con-
tribuido para a reducdo da mortalidade diaria por todas as
causas, principalmente em periodos de calor extremo, sendo
essa redugao aproximadamente 35% dos 6bitos associados
ao calor caso ndo estivessem implementados os PCOC, em
Portugal Continental. Sugere, também, que h& uma percen-
tagem importante de mortes associadas ao calor, cerca de
65%, que poderado ainda ser evitadas.

Sao, pois, necessarios estudos complementares de avalia-
cao do grau da implementagao dos PCOC ao longo de todo
o0 sistema de saude, assim como estudos de efetividade das
medidas neles contempladas, comparando com boas prati-
cas internacionais com comprovada efetividade na protecéo
da saude da populagao em periodos de calor extremo.

Recomendamos vivamente o uso de métodos quase-expe-
rimentais, como o DID, para avaliar o impacto dos planos
de contingéncia e ajustar a sua implementacéo, visando o
desenvolvimento de melhores medidas e politicas de saude
publica que sejam efetivas na reducao do impacto do calor
na salde das populacoes.
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_Resumo

Durante o més de agosto de 2018, entre os dias 01 e 06, ocorreu um
periodo de calor extremo em Portugal, tendo o sistema de vigilancia
[CARO previsto consequéncias graves a nivel da mortalidade. Associado
as temperaturas elevadas, estimou-se um excesso de mortalidade por
todas em causas em Portugal de 6,9 6bitos por 100.000 habitantes.
A regido de Lisboa e Vale do Tejo (LVT), o grupo etario com 85 ou
mais anos, e o género feminino foram os grupos para os quais foram
estimados os valores mais elevados (taxas de excesso de mortalidade:
11,7/100.000, 126,7/100.000 e 8,4/100.000, respetivamente). O dia 05 de
agosto foi aquele em que se observou um maior excesso de mortalidade
em Portugal, destacando-se LVT com um excesso relativo de 175,0% e o
grupo etario com 85 ou mais anos de idade com um excesso relativo de
129,5%.

_Abstract

Between the 15t and 6" of August 2018, Portugal was under a period
of extreme heat, and the ICARO surveillance system anticipated seri-
ous consequences in terms of mortality. An estimated excess of 6.9
deaths per 100,000 inhabitants was attributed to the period of extreme
heat, in Portugal. Lisbon and Tagus Valley (LVT) region, individuals with
more than 85 years old, and females were the groups with the highest
estimated excess mortality rates (11.7 deaths per 100,000 population,
126.7 deaths per 100,000 population and 8.4 deaths per 100,000 popu-
lation, respectively). In the day with highest excess mortality rate in
Portugal (5" of August), relative excess mortality was 175.0% for Lisbon
and Tagus Valley region, and relative excess mortality was 129.5% for
individuals with more than 85 years old.
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_Introdugéo

O efeito negativo das temperaturas extremas na saude
humana tem sido amplamente estudado e descrito na lite-
ratura (1-4). Em particular, no que se refere as temperaturas
elevadas, é vasta a evidéncia proveniente de estudos epi-
demioldgicos sobre o impacto destes fendmenos atmosfé-
ricos na saude, comprovado através do aumento do nimero
de 6bitos durante periodos de calor extremo (5-11). Em Por-
tugal, ha registos de aumento da mortalidade por todas as
causas durante as ondas de calor de 1981, 1991, 2003 e
2013 (12-14),

O risco de um individuo ser afetado devido ao calor varia em
funcdo de vérios fatores, em particular, idade, comorbilida-
des, medicagao cronica, suporte social e familiar e condicoes
de vida (15). No entanto, este risco pode ser minimizado atra-
vés da intervencdo a varios niveis, nomeadamente, o social e
comportamental. Consequentemente, a Organizacao Mundial
de Saude (OMS) recomenda o desenvolvimento e implemen-
taca@o de sistemas de monitorizagcdo dos efeitos do calor na
salde humana, com vista a minorar o seu impacto (16).

Tendo em conta estas recomendacgdes, em Portugal Conti-
nental vigora anualmente entre os meses de maio e setem-
bro, o sistema de vigilancia I[CARO. Este sistema criado em
1999, e coordenado pelo Departamento de Epidemiologia do
Instituto Nacional de Saude Doutor Ricardo Jorge (INSA), em
parceria com o Instituto Portugués do Mar e da Atmosfera
(IPMA), assenta na anélise de dados meteoroldgicos para a
emissao de niveis de alerta diarios, que ndo sao mais do que
a traducdo do impacto do calor na mortalidade, previsto a
trés dias (14,16-18),

Os resultados diarios sao enviados a um grupo restrito de
profissionais e servigos, com vista a tomada de decisdes em
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satde publica, ja que o indice ICARO (e respetivos niveis de
alerta) ¢ um dos indicadores utilizados na implementacao do
Plano de Contingéncia de Temperaturas Extremas Adversas
(PCTEA) (19) pelas Autoridades de Saude.

Em paralelo com o sistema ICARO, funciona o sistema de
Vigilancia Diaria da Mortalidade (VDM), que colige dados
provenientes do Sistema de Informacao dos Certificados
de Obito (SICO), disponibilizados pelo Instituto de Registos
e Notariado (IRN). Esta ferramenta nasceu da necessidade
de estimar o impacto do calor na populacdo portuguesa de
forma rapida e eficiente (29), evoluindo de uma utilizacéo
complementar, para um dos principais instrumentos de ob-
servacgao e vigilancia que funciona ao longo de todo o ano.

Em 2018, foi observado em Portugal um periodo de tempera-
turas extremas, entre 01 e 06 de agosto. A previséo do impac-
to na mortalidade foi detetada precocemente (30/07/2018)
pelo sistema ICARO, tendo sido emitido um ‘Alerta de Perfodo
de Calor Extremo’, 0 mais grave na escala deste sistema.

_Objetivo

Este trabalho tem como objetivo estimar e descrever o exces-
so de mortalidade associado a esta onda de calor meteorol6-
gica observada entre 01 e 06 de agosto de 2018.

Material e métodos

De acordo com a literatura, o impacto das temperaturas
elevadas na salde humana é sentido até trés dias apds
a sua ocorréncia (21-23) Consequentemente, devido ao
conhecimento de possiveis desfasamentos do efeito do
calor na mortalidade, o periodo de analise considerado
para este trabalho englobou o periodo de calor extremo (01
a 06 de agosto) acrescido de 3 dias, pelo que o periodo de
analise considerado neste trabalho foi compreendido entre
01 e 09 de agosto.

O numero de o6bitos por todas as causas, estratificado por
género, grupo etario (0-14; 15-24; 25-44; 45-64; 65-74;
75-84; =85 anos) e regido de saude foi obtido através do
sistema VDM, com dados extraidos no dia 12/09/2019. O
numero de Obitos esperado foi calculado ajustando as séries

temporais de mortalidade por todas as causas em Portugal,
um modelo de regressao linear formado por uma componen-
te polinomial (com vista a explicar tendéncias temporais),
e uma componente sinusoidal (de modo a captar a sazonali-
dade observada), utilizando um histérico desde a semana 40
de 2007 até a semana 20 de 2018, ao qual se retiraram 0s
periodos associados a excessos de mortalidade (epidemias
de gripe, periodos de frio e periodos de calor extremo) (24).

O numero de ébitos em excesso foi estimado a partir da dife-
renca entre 0 nimero de 6ébitos observado e o nimero de
Obitos esperado sem efeito do calor extremo, para os dias
identificados como apresentando excesso de mortalidade
segundo as regras de Westgard (25) entre 01 e 09 de agosto.
Este valor foi também expresso na forma de taxa, utilizando
0 nimero de ébitos em excesso e a estimativa da populagao
residente em Portugal, em 2016 (26).

Adicionalmente, para os dias identificados com excesso de
mortalidade absoluto, estimou-se 0 excesso de mortalidade

N2 de 6bitos observado ) ~1x100%

N2 de ébitos esperado sem efeito do calor

relativo: (

Os excessos de mortalidade (absolutos e relativos) foram
estimados para Portugal, por regiao de saude, grupo etario
e género. Para os estratos onde se observaram excessos de
mortalidade, foi feita uma analise por dia, de forma a identifi-
car 0s dias em que houve maior impacto na mortalidade.

_Resultados

A tabela 1 apresenta o excesso de mortalidade associado
ao periodo de calor extremo identificado em Portugal, desa-
gregado por regido de saude, grupo etario e género. No peri-
odo em analise (01 a 09 de agosto de 2018), estimou-se um
excesso de 707 6bitos (IC95%=601-813) em Portugal, corres-
pondente a uma taxa de excesso de 6,9 obitos por 100.000
habitantes. Adicionalmente, a excecdo do Algarve, todas as
regides registaram um excesso de mortalidade, sendo Lisboa
e Vale do Tejo (LVT) a que tera tido o excesso de mortalidade
mais elevado (11,7 6bitos por 100.000 habitantes).

Por outro lado, a distribuicdo da mortalidade por grupo etario
revela que o grupo etario mais afetado foi o de individuos com
idade =85 anos (taxa de excesso de mortalidade: 126,7 ébitos
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Estimativas de excessos de mortalidade associadas ao periodo de calor extremo em

Excesso relativo Taxa de excesso

Tabela 1:
Portugal, por regido de salde, grupo etario e género.
Obitos em excesso
(n)
Regiado
Portugal 707
Norte 119
Centro 101
Lisboa e Vale do Tejo 426
Alentejo 37
Algarve 0
Acores 0
Madeira 7
Grupo etario
0-14 0
15-24 0
25-44 0
45-64 37
65-74 46
75-84 218
285 362
Género
Feminino 454
Masculino 206

1055925 (%) (por 105 habitantes)
(601;813) 30,01 6,9
(76;162) 16,89 3,3
(69;133) 22,91 6,1
(370;482) 53,34 11,7
(22;52) 26,07 7,7

(0;0) 0,00 0,0

(0;0) 0,00 0,0

(1;13) 12,40 2,7

(0;0) 0,00 0,0

(0;0) 0,00 0,0

(0;0) 0,00 0,0
(19;55) 11,45 1,3
(2765) 12,57 4,1
(169;267) 32,97 28,2
(304;420) 38,45 126,7
(389;519) 39,52 8,4
(156;256) 17,07 4,2

A soma dos 6bitos em excesso de cada estrato ndo totaliza o valor de Portugal, pois estes resultam de modelos diferentes.

por 100.000 habitantes), embora também se tenha observado
excesso de mortalidade nos grupos etarios acima dos 45
anos [45-64 anos (1,3 ébitos por 100.000 habitantes), 65-74
anos (4,1 6bitos por 100.000 habitantes), e 75-84 anos (28,2
obitos por 100.000 habitantes)].

A taxa de excesso no género feminino (8,4 dbitos por
100.000 habitantes) foi o dobro da observada no género
masculino (4,2 ébitos por 100.000 habitantes).

Portugal apresentou excesso de mortalidade de 03/08/2018
a 07/08/2018, salientando-se o dia 05 de agosto, com um
excesso relativo de 93,4%. LVT foi a regido que esteve mais

tempo em excesso de mortalidade (entre 04/08/2018 a
09/08/2018) e que apresentou simultaneamente maior exces-
so relativo diario (175,0%, para o dia 05 de agosto). Analoga-
mente, 0 maior excesso relativo de mortalidade diario a nivel
dos grupos etéarios ocorreu no dia 05 de agosto, para o grupo
de individuos >85 anos (129,5%). Por fim, o maior excesso
relativo de mortalidade diério a nivel do género ocorreu no
dia 05 de agosto, para o género feminino (121,8%) (grafico 1).
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Gréfico 1: ] Evolugéo didria do excesso de mortalidade relativo, por regido de salde, grupo etario e género.
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_Discusséo e conclusdes

Durante o0 més de agosto de 2018, entre os dias 01 e 086,
ocorreu um periodo de calor extremo em Portugal, tendo
o sistema ICARO previsto consequéncias graves a nivel da
mortalidade. No periodo em analise, estimou-se em Portu-
gal um excesso de 707 6bitos, correspondendo a uma taxa
de excesso de 6,9 6bitos por 100.000 habitantes. A regido
de Lisboa e Vale do Tejo (LVT), o grupo etario com 85 ou
mais anos, e 0 género feminino foram os grupos que apre-
sentaram as taxas de excesso mais elevadas (11,7/100.000,
126,7/100.000 e 8,4/100.000, respetivamente). Saliente-se
que a taxa de excesso de mortalidade de LVT foi superior
a estimada para Portugal, o que pode traduzir um diferente

nivel de exposigao, ou de vulnerabilidade, das populacdes.

O dia 05 de agosto foi aquele em que se observou um maior
excesso de mortalidade em Portugal, destacando-se LVT

com um excesso relativo de 175,0%, o grupo etério com 85
ou mais anos de idade com um excesso relativo de 129,5%, e
0 género feminino com um excesso relativo de 121,8%. Tendo
em conta o0 envelhecimento da populacdo portuguesa e o
elevado peso das doengas cronicas na populagdo com idade
superior a 65 anos (27), tais resultados podem indicar uma
elevada vulnerabilidade das populacdes atingidas, colocando
também a ténica na necessidade de avaliar as medidas de
prevencao e controlo mais efetivas nas populagdes afetadas.

Estes resultados confirmam o alerta previsto pelo sistema
ICARO, suportando o seu uso pelas Autoridades de Saude
como sistema de alerta e resposta atempada durante o pe-
riodo de verdo no @mbito do Plano de Contingéncia de Tem-
peraturas Extremas Adversas (19). No entanto, tendo em
conta as diferengas regionais observadas, parece-nos ne-
cessario investigar fatores que possam ter contribuido para
0S maiores impactos observados, como as condi¢oes at-
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mosféricas (temperatura, qualidade do ar), o efeito das ci-

dades (qualidade do ar e efeito “ilha de calor”), a susceti-

bilidade das populagdes e as medidas de saude publica

implementadas. A nivel do género, parece-nos também

necessario averiguar fatores que possam explicar as dife-

rencas encontradas entre homens e mulheres, tais como

o nivel de exposicéo, ou a suscetibilidade (fatores metabo-

licos, farmacos, idade).
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January-February 2019
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_Resumo

A parotidite epidémica (“papeira”) € uma doenca contagiosa causada por
um virus de RNA, pertencente a familia Paramixovirus, género Rubulavirus.
O virus da parotidite epidémica tem apenas um serotipo, mas 12 gendti-
pos diferentes (A, B, C, D, F, G, H, I, J, K, L, N). Em Portugal, a vacina
contra a papeira foi introduzida no Plano Nacional de Vacinagao (PNV)
em 1987 combinada com a vacina do sarampo e rubéola (VASPR). Desde
a sua introdugdo, as taxas de cobertura vacinal referentes a esta vacina
tém sido altas, contudo, o niUmero de casos de papeira notificados, sem
a ocorréncia de surtos, foi sempre elevado comparativamente ao ndmero
de casos de sarampo e rubéola. Este trabalho teve como objetivo a con-
firmagao laboratorial de um surto de parotidite epidémica ocorrido numa
escola secundaria do concelho de Vila Real de Santo Antdnio, Portugal,
entre janeiro e fevereiro de 2019. A confirmacéo laboratorial dos casos foi
efetuada através da detecdo do RNA viral e da determinagao de IgG e IgM
utilizando reagentes comerciais. A determinagdo do gendtipo foi efetuada
por sequenciagdo ciclica. Entre janeiro e fevereiro de 2019, foram identi-
ficados 19 casos suspeitos de parotidite epidémica numa escola secun-
déaria do concelho de Vila Real de Santo Antonio. A mediana de idades
dos casos foi de 17,5 anos e apenas um individuo era nao vacinado. O
Laboratorio Nacional de Referéncia de Doencas Evitaveis pela Vacinagéo
recebeu produtos biologicos de 10 destes casos para confirmagao labora-
torial. Dos 10 casos em estudos, 5 foram confirmados laboratorialmente
através da detecdo do acido nucleico viral, dos quais 4 eram individuos
vacinados. Apenas um destes casos apresentava anticorpos IgM corres-
pondendo ao individuo ndo vacinado. Os estudos de genotipagem mostra-
ram que o virus responsavel por este surto pertence ao genoétipo G. Do
presente surto salienta-se que ndo foram detetados anticorpos IgM nos
individuos vacinados, sendo a confirmagao laboratorial destes casos so6
possivel através da detegdo do RNA viral. Os 5 casos néo confirmados
laboratorialmente eram todos individuos vacinados e 2 n&o apresentavam
sintomas compativeis com a definicdo de caso de parotidite epidémica.
No entanto, é de referir que o intervalo de tempo entre o aparecimento
dos sintomas e a colheita dos produtos biolégicos foi superior a 7 dias, o
que pode ter condicionado os resultados laboratoriais. Por dltimo, salien-
ta-se que a ocorréncia, em diversos paises, de surtos de parotidite epidé-
mica em adolescentes vacinados associados ao genotipo G, vem reforgar
a importancia da rapida confirmacao laboratorial dos casos suspeitos, a
qual devera ser efetuada pela detegdo do RNA viral, uma vez que s6 este
parametro pode confirmar um caso de parotidite epidémica neste grupo
populacional.

_Abstract

Mumps is a contagious disease caused by a RNA virus, belonging to the
family Paramixovirus, genus Rubulavirus. Mumps virus has only one se-
rotype but 12 different genotypes (A, B, C, D, F, G, H, I, J, K, L, N). In
Portugal, MMR (measles, mumps and rubella) vaccine was introduced
into the National Vaccination Plan (PNV) in 1987. Since its introduction,
MMR coverage rates have been high. However, the number of report-
ed mumps cases without outbreaks has always been high, compared
to the number of measles and rubella cases. This work aimed at the
laboratory confirmation of a mumps outbreak in a secondary school in
the municipality of Vila Real de Santo Anténio, Portugal, between Jan-
uary and February 2019. Laboratory confirmation of the cases was car-
ried out by mumps RNA detection and IgG and IgM specific antibodies
determination using commercial reagents. Mumps genotyping was per-
formed by cyclic sequencing. Between January and February 2019, 19
suspected mumps cases were identified in a secondary school in the
municipality of Vila Real de Santo Anténio. The median age of the cases
was 17.5 years and only one individual was unvaccinated. Biological
products of ten suspected cases were sent to the National Reference
Laboratory for Vaccine Preventable Diseases for laboratory confirma-
tion. Of these, 5 cases were laboratory confirmed by RNA detection,
of which 4 cases were vaccinated individuals. Only one of these cases
had IgM antibodies corresponding to the unvaccinated individual. Viral
molecular characterization has shown that the mumps virus responsible
for this outbreak belongs to genotype G. In this outbreak investigation,
no IgM antibodies were detected in vaccinated individuals and labora-
tory confirmation of these cases was only possible by detection of viral
RNA. The five not confirmed cases were all vaccinated individuals and
two had no symptoms consistent with mumps case definition. Howev-
er, it should be noted that the time between the onset of the symptoms
and sample collection was longer than 7 days which may conditioned
the laboratory results. Finally, we would like to pointed out that that the
occurrence of mumps outbreaks in vaccinated adolescents associated
with genotype G has been described in several countries, reinforcing
the importance of a rapid laboratory confirmation of suspected cases.
This confirmation can be done only by mumps RNA detection since only
this parameter can confirm a mumps case in a vaccinated population.
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_Introdugéo

A parotidite epidémica (“papeira”) € uma doenga contagiosa
causada por um virus de RNA, pertencente a familia Parami-
xovirus, género Rubulavirus. A transmissao do virus ocorre
por via aérea, através do contacto com secrecdes respirato-
rias de individuos infetados ().

Apesar do virus da parotidite epidémica ter um Unico serotipo,
possui variagdo genotipica tendo sido identificados 12 gendti-
pos diferentes (A, B, C, D, F, G, H, |, J, K, L, N) na estirpe sel-
vagem, com base na variacdo gendmica do gene SH (2:3.4),

A vacina contra o sarampo, parotidite e rubéola (VASPR) foi
introduzida em Portugal em 1987. No entanto, apesar da sua
elevada cobertura vacinal (>95% desde 1992), o nimero de
casos de parotidite, ndo relacionados a surtos, foi sempre
mais elevado comparativamente ao numero de casos de
sarampo e rubéola notificados (5:6). Contudo, a ocorréncia
de surtos é uma realidade, que tem sido descrita em varios
paises (8:9,10,11)

_Objetivo
Confirmacéo laboratorial de um surto de parotidite epidémica

ocorrido numa escola secundéria do concelho de Vila Real de
Santo Antonio, Portugal, entre janeiro e fevereiro de 2019.

_Material e métodos

A confirmagao laboratorial dos casos foi efetuada através
da detecao do acido nucleico viral (RNA) por RT-PCR e da
determinacédo de imunoglobulinas do tipo G (IgG) e tipo M
(IgM) através de métodos imunoenzimaticos. Em ambas as
determinacdes foram utilizados kits comerciais, segundo as
instrugdes do fabricante. A genotipagem foi efetuada por
sequenciagéo ciclica utilizando os primers SH3 e SH4R (3),

S 7 —.;.\\ f&
» ) X
ﬁ ’l’ 1) / =
_Resultados

Entre janeiro e fevereiro de 2019, foram identificados 19
casos suspeitos de parotidite epidémica numa escola secun-
daria do concelho de Vila Real de Santo Anténio. Nove casos
ocorreram em individuos do sexo masculino e 10 do sexo
feminino. Dos 19 individuos pertencentes ao surto, apenas
um era nao vacinado. A idade média foi de 20,2 anos, com
um minimo de 13 e um maximo de 55 anos e uma mediana
de 17,5 anos. Os anos de escolaridade mais afetados foram
0 11° e 12° ano letivos.

Dos 19 casos suspeitos de parotidite epidémica, foram envia-
das produtos biolégicos de 10 doentes ao Laboratério Nacio-
nal de Referéncia de Doencas Evitaveis pela Vacinagéo do
Instituto Nacional de Saude para confirmacéao laboratorial.

Foram confirmados laboratorialmente 5 casos através da
detecéo do acido nucleico viral, dos quais 4 eram individu-
os vacinados. O individuo n&o vacinado foi o Unico caso que
apresentava também anticorpos IgM contra o virus da paro-
tidite epidémica (quadro 1).

A caracterizagcdo molecular do virus responsavel por este
surto mostrou tratar-se de um virus pertencente ao genoé-
tipo G.
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Quadro 1: [ Distribuigdo dos 10 casos suspeitos de parotidite epidémica de acordo com idade, estado vacinal, data de
inicio dos sintomas, data da colheita dos produtos biolégicos e resultados laboratoriais.

Vacinagao Resultados laboratoriais
Caso  Idade  VASPR UIt?r?]fgc?se 23?;&%‘2: Diagnéstico clinico ?)?;Zl?tig‘gg?g;gg: I9G IgM PCR
1 16 Sim 17/07/2008 31/01/2019 Parotidite 08/02/2019 P N P
2 17 Sim 18/01/2007 31/01/2019 Parotidite 08/02/2019 P N P
3 18 Sim 03/08/2005 31/01/2019 Dor de garganta 08/02/2019 P N N
4 17 Sim 15/09/2006 31/01/2019 Dor de garganta 08/02/2019 P N N
5 55 Nao NA 31/01/2019 NR 08/02/2019 P P P
6 19 Sim 22/11/2007 01/02/2019 Parotidite 08/02/2019 P N P
7 17 Sim 06/02/2006 31/01/2019 Parotidite 08/02/2019 P N P
8 18 Sim 04/05/2006 09/02/2019 NR 21/02/2019 P N N
9 35 Sim , 1992 30/01/2019 Parotidite 21/02/2019 N N N
(s6 uma dose)
10 16 Sim 16/07/2007 15/02/2019 Parotidite 21/02/2019 P N N
NR: Nao refere; NA: N&o aplicavel; P: Positivo; N: Negativo
_Discusséo e conclusao O caso do jovem vacinado com uma Unica dose de VASPR

Do presente surto salienta-se que nao foram detetados anti- em 1992 {caso 9, quadro 1) e cujos resultados laboratoriais

Lo . . ~ foram negativos, pode ser explicado por faléncia vacinal pri-
corpos IgM nos individuos vacinados sendo a confirmacao g P P P P

. ) ] ) < méria ou por uma diminuicdo das IgG séricas ao longo do
laboratorial destes casos so possivel através da detecao do P ¢ 9 9

RNA viral. tempo atingido niveis néo detetaveis.

N . . S Por ultimo, salienta-se que a ocorréncia, em diversos paises
Os 5 casos nédo confirmados laboratorialmente eram indivi- 9 P '

. L . de surtos de parotidite epidémica em adolescentes vacina-
duos vacinados, 2 dos quais nao apresentavam sintomas

o L o o (8,9,10,11) ; . )
compativeis com a definigdo de caso de parotidite epidé- dos , todos eles associados a0 gendtipo G, vem re

mica estabelecida para efeitos de investigagéo de surto, forcar a importéncia da rapida confirmagao laboratorial dos

. « ” . . -~ casos com suspeita clinica compativel. Esta confirmacéo la-
referindo “dores de garganta” como Unico sintoma clinico.

Um caso, vacinado apenas com uma dose de VASPR, apre- boratorial passa pela colheita dos produtos biologicos ade-

sentou resultados laboratoriais seroldégicos e moleculares quados (fluidos da orofaringe, urina ¢ soro) logo apds o inicio

. dos sintomas, uma vez que sé a detegao do RNA viral pode
negativos.

confirmar um caso de parotidite epidémica neste grupo po-

No entanto, é de referir que, globalmente, o intervalo de . . L .
pulacional cuja carga viral é normalmente baixa.

tempo entre 0 aparecimento dos sintomas e a colheita dos
produtos bioldgicos foi superior a 7 dias, com uma media-

na de 9 dias, com um minimo de 8 dias e um méaximo de 21

. - Agradecimentos:
dias, o que pode ter condicionado os resultados laborato- g
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riais, uma vez que nos individuos vacinados a carga viral é
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_Resumo

Identificou-se um padrao de reemergéncia de tosse convulsa em Portugal
desde 2000. A maioria dos casos notificados ocorreram em crian¢as com
idade inferior a 6 meses sem primovacinagdo completa. Apés o Ultimo
surto que superou o numero de notificagdes anteriores, a vacinagdo mater-
na durante a gravidez foi integrada no Programa Nacional de Vacinagdo
a partir de 01.01.2017. Com o objetivo de avaliar a introducéo da vacina
na Administragdo Regional de Saude de Lisboa e Vale do Tejo (ARSLVT),
no primeiro ano apés a sua introducéo foi delineado um estudo ecoldgico
que incluiu casos ocorridos em criangcas com menos de 6 meses de idade
sem primovacinag@o completa e teve como populacgéo de referéncia todas
as criancas da mesma idade nascidas antes (2016) e depois (2017) da
introdugdo da vacinagdo materna. Calcularam-se as taxas de incidéncia
anuais e a sua razdo e respetivos intervalos de confianca a 95%. Estima-
ram-se também as taxas de incidéncia mensais para 0s grupos etarios dos
0-2 meses e 2-6 meses. Verificou-se que a taxa de incidéncia de tosse
convulsa diminuiu 82% e 40% entre 2016 e 2017, respetivamente para as
faixas etarias dos 0-2 meses e dos 2-6 meses. Os resultados indicam uma
elevada efetividade, embora ainda ndo seja possivel excluir totalmente um
possivel efeito sazonal.

_Abstract

Whooping cough resurgence has been registered in Portugal since early
2000’s with a majority of cases reported among children aged less than 6
months of age, without priming vaccination completed or even initiated.
After the last outbreak in 2016 maternal vaccine during pregnancy was
included in the National Immunization Programme on January 15t 2017.
An ecological study was designed to study the impact of the pertussis
maternal vaccination in the Region of Lisbon and Tagus Valley in the first
year after its implementation. It included cases occurred in children aged
less than 6 months and the reference population were all the children
with the same age born in the year before (2016) and the year after (2017)
the introduction of maternal vaccination. The annual pertussis incidence
rates, its ratio and 95% confidence intervals were estimated. To study
the disease trends, monthly incidence rates were also calculated in both
years. Pertussis incidence rate declined 82% and 40% from 2016 to 2017,
respectively in the population aged 0-2 months and 2-6 months. The re-
duction was most accentuated in the second half of the year. The results
suggest that the vaccine was highly effective, even though a seasonal ef-
fect cannot be totally excluded.

_Introdugéo

A tosse convulsa é a doenca prevenivel por vacinagdo mais
frequente no mundo (). Causada principalmente pelo coco-
bacilo gram-negativo Bordetella pertussis, ¢ uma doenca
do tracto respiratério potencialmente grave com impacto na
morbilidade e mortalidade infantis, pelo que a vacina esta
incluida no Programa Nacional de Vacinacao (PNV) desde
a sua instituicdo em 1965 (2). Presentemente é administra-
da em 5 doses aos 2, 4, 6 e 18 meses, terminando aos 5
anos (3). A primovacinagao inclui os trés primeiros momen-
tos vacinais, uma vez que s6 apds se considera existir imuni-
dade contra a doenga (2).,

Avacinacéo ou ainfecao prévia ndo conferem imunidade vi-
talicia (4). Adolescentes e adultos sdo, por isso, suscetiveis
e potenciais focos de contagio (5:6.7.8),

Em Portugal, identificou-se um padrdo de reemergéncia da
doenca, devido ao aumento de casos desde 2000, com va-
rios picos ciclicos registados (%). O Ultimo surto, ocorrido em
2016, incidiu maioriamente em crian¢as com idade inferior a 1
ano (10). Tendéncia idéntica foi verificada entre 2012 e 2015,
quando 74% dos casos reportados corresponderam a bebés
com menos de 6 meses, dos quais 42% tinham menos de 2
meses de idade (1),

A evidéncia atual indica que a vacinagao contra a tosse con-
vulsa durante a gravidez estimula a imunidade materna, com
consequente passagem de anticorpos para o feto que confe-
rem imunidade passiva (3.12). Desta forma, a vacina direcio-
nada as gestantes foi incluida no PNV, a 1 de janeiro de 2017,
como medida preventiva da doenca.
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_Objetivo

Avaliacdo do impacto da vacinag@o materna contra a tosse
convulsa durante a gravidez na incidéncia da doenca, na
Administragao Regional de Saude de Lisboa e Vale do Tejo
(ARSLVT), um ano ap6s a introducdo no Programa Nacional
de Vacinacao (PNV).

_Metodologia

Delineou-se um estudo observacional, analitico do tipo eco-
l6gico. Teve como objetivo comparar a incidéncia de casos
de tosse convulsa em criangas com idade inferior a 6 meses
antes (2016) e ap6s (2017) a introducéo da vacinagéo mater-
na contra a tosse convulsa, durante a gravidez, no PNV.

A populacéo de referéncia correspondeu as criangas nasci-
das em 2016 e 2017, utentes do Servigco Nacional de Saude
(SNS) na ARSLVT, tendo sido contadas para efeito de tempo
de exposicao durante o periodo decorrido até aos 6 meses
de idade. Os casos foram criangas com as mesmas caracte-
risticas e com notificacao de tosse convulsa no SINAVE va-
lidada e confirmada laboratorialmente, entre 01.01.2016 e
31.12.2017.

Para efeitos do estudo, as criancas foram divididas em dois
grupos etarios. O primeiro incluiu criancas com 0-2 menos
de dois meses (sem primovacinagao iniciada) e o segundo
englobou as criangas entre 0s 2-6 meses (sem primovacina-
cao completa).

Construiu-se uma base de dados em Microsoft Excel ® com
a distribuicdo mensal de casos e nascimentos ocorridos na
ARSLVT, tendo-se calculado as taxas de incidéncia de tosse

Tabela 1:
de idade, na ARSLVT.
2016 2017
G . Taxa de _
{PPOS Casos TOPUICA0 i cidancia  Casos oPulagao
etarios em risco  (50r'100.000) em risco
<2 meses 71 39491 179,8 12 37171
2-6 meses 37 45780 80,8 20 44789

-
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convulsa anuais, a razao das taxas de incidéncia e respetivos
intervalos de confianga (IC) a 95% (estes ultimos em Open
Epi) para apreciagao do impacto da vacina. Estimaram-se
também as taxas de incidéncia mensais.

_Resultados

Identificaram-se um total de 138 casos, dos quais 108 ocor-
reram em 2016 e 30 em 2017.

Em 2016, 65,7% dos casos eram relativos a criangas com
idade inferior a dois meses, por oposicdo a 2017, ano em
que a maioria dos casos ocorreu em criancas entre 0s 2-6
meses de idade (60,0%).

Em 2017, observou-se uma reducao acentuada do ndmero
de casos de tosse convulsa em ambos 0s grupos etéarios.
Na faixa com menos de dois meses observou-se uma redu-
cdo de cerca de 82% (IC95%=67,75% a 90,66%) na taxa
de incidéncia de tosse convulsa. No grupo dos 2-6 meses
determinou-se uma queda de aproximadamente 40,3%
(IC95%=17,03% a 73,45%) (tabela 1).

Na analise da taxa de incidéncia mensal observou-se que,
durante o primeiro semestre de 2017, existiu uma redugao
gradual do nimero de novos casos na populagdo em risco,
que se acentuou na segunda parte do ano, culminando numa
taxa de incidéncia residual no dltimo trimestre (grafico 1).

O estudo mensal, por grupo etério, revela que, no inicio de
2016, todos os casos notificados aconteceram em criangas
com menos de 2 meses de idade, sendo que (neste grupo
etario) a taxa da incidéncia foi quase nula, nos ultimos
meses de 2017. Na faixa dos 2 aos 6 meses, a descida da

Evolugéo da incidéncia de tosse convulsa, por 100.000 criangas, em 2016 e 2017, entre 0s 0 e 0s 6 meses

Taxa de Razao de taxa Reducéo
incidéncia de incidéncia 1C95% na taxa de 1C956%
(por 100.000) (2017/2016) incidéncia (%)
32,3 0,180 (0,093; 0,323) 82,0% (67,7%; 90,7%)
44,7 0,597 (0,265; 0,830) 40,3% (17,0%; 73,5%)

Populagéo em risco: criangas existentes na populagdo com as idades indicadas durante o periodo de seguimento.



¢

Gréfico 1:

Taxa de incidéncia de tosse convulsa, por 10.000 nados-vivos, por més, em criangas dos

0-2 meses e dos 2-6 meses, em 2016 e 2017, na ARSLVT.
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taxa de incidéncia em 2017 foi notéria sobretudo no segun-
do semestre, ndo se verificando casos nos Ultimos dois
meses (grafico 1).

_Discusséo

A realizacdo de um estudo de impacto permitiu obter uma
“fotografia” entre o antes (2016) e depois da introdugao da
vacinagao materna no PNV (2017), obtendo informacao que
suporta o seu impacto.

De qualquer forma, a analise das taxas de incidéncia re-
vela um decréscimo bastante significativo da taxa de
incidéncia de tosse convulsa entre 2016 e 2017 nos gru-
pos etarios analisados, o que sugere uma efetividade
vacinal (efeito direto) elevada. A reducdo da taxa de in-
cidéncia de doenca tornou-se inequivoca sobretudo
no segundo semestre de 2017, provavelmente em con-
sequéncia da plena implementacdo da vacina materna.
A menor reducéo verificada na faixa etaria dos 2-6 meses
pode estar relacionada com o facto de serem criangas mais
velhas, algumas nascidas em 2016 (quando a vacina nao
fazia parte do PNV) ou no inicio do ano de 2017 (quando
se iniciou a vacinacao materna). Dado que as criangas com
idades compreendidas entre 0s 2-6 meses no segundo se-
mestre de 2017 nasceram todas durante esse mesmo ano,
a vacinagao materna ja tera sido generalizada.
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E de notar, também, que as criancas com idades entre os
2-6 meses tém pelo menos uma dose de vacina DTPa (difte-
ria, tétano e tosse convulsa). Ainda que néo confira protecao
eficaz contra a doenca, esse factor, conjuntamente com um
sistema imunitario com maior maturidade, pode ter efeito na
incidéncia da doenca, como se pode verificar pela menor
taxa de incidéncia de tosse convulsa neste grupo em compa-
racdo com as criangas com menos de dois meses em 2016.

_Concluséo

Dado o curto espaco temporal ocorrido desde o Ultimo surto,
ainda nao é possivel descartar, por completo, um efeito
sazonal, como explicac@o para parte da redugao da taxa de
incidéncia de tosse convulsa nas criangas com menos de 6
meses entre 2016 e 2017. Porém, estes resultados indicam
que a diminuicdo ocorrida sera muito provavelmente devida
a implementacao da vacinagéo materna.
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_Resumo

A anemia falciforme é caracterizada por hemdlise cronica, crises vaso-
-oclusivas (CVO) e infegdes recorrentes frequentemente graves. Uma coorte
de 95 doentes pediatricos com anemia falciforme foi estudada quanto a
associagao gendtipo-fenotipo para o subfendtipo “infec@o bacteriana grave
pelo menos uma vez durante o periodo de acompanhamento do doente” e
trés regides polimérficas nao codificantes do gene TLR2, a saber, a indel
-196 a -174, o SNP rs4696480 e uma repeticdo em tandem (GT) n. A ausén-
cia do haplétipo [Del] -T- [n=17] (Hap7) em homozigotia parece proteger
contra a infecdo bacteriana grave, numa associagao estatisticamente signifi-
cativa, resistindo a corregdo para testes multiplos. Além disso, uma redugao
na taxa de incidéncia da infegdo bacteriana grave foi associada a um aumen-
to do componente hemolitico, aos niveis de hemoglobina fetal (antes do
tratamento pela hidroxiureia) e a prevaléncia da alfa-talassemia de 3,7 kb.
Estes resultados poderao vir a ter implicagdes praticas nas estratégias de
cuidados de saude para reduzir a morbilidade e mortalidade dos doentes
com anemia falciforme.

_Abstract

Sickle cell anemia (SCA) is characterized by chronic hemolysis, severe
vasoocclusive crises (VOC) and recurrent often-severe infections. A
cohort of 95 SCA pediatric patients was the background for genotype-
-to-phenotype association of the patient’s infectious disease phenotype
“severe bacterial infection at least once during the patient’s follow-up”
and three noncoding polymorphic regions of the TLR2 gene, the -196
to -174 indel, SNP rs4696480 and a (GT)n short tandem repeat. The ab-
sence of the haplotype [Del]-T-[n>17] (Hap7) in homozygocity protected
against severe bacterial infection, in a statistically significant associa-
tion, resisting correction for multiple testing. Moreover, a reduction in
the incidence rate of severe bacterial infection was associated to a rise
in the hemolytic score, fetal hemoglobin levels (prior to hydroxyureia
treatment) and 3.7-kb alpha-thalassemia. These results could have prac-
tical implications in health care strategies to lower the morbidity and
mortality of SCA patients.
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_Introdugéo

Como primeira linha de defesa do hospedeiro, o sistema
imune inato discrimina entre um grande numero de patége-
nos através dos recetores de reconhecimento de padrdes
(pattern-recognition receptors, PRRs). Os recetores do tipo
Toll (Toll-like receptors, TLRs) séo uma familia pluripotente
de PRRs que reconhecem um amplo espectro de agentes in-
feciosos. Entre estes, o TLR2 tem sido associado a resposta
imune inata contra bactérias, fungos, parasitas e virus.

A anemia falciforme (AF) é uma anemia crénica monogénica
autossémica recessiva, potencialmente fatal, clinicamente
heterogénea (). A doenca é caracterizada por episédios
recorrentes de vaso-oclusao, hemolise crénica e infegdes
recorrentes frequentemente graves. O desenvolvimento e a
validacéo de preditores precoces da gravidade da doenca é
uma estratégia orientada para reduzir a morbilidade e mor-
talidade nos doentes afetados.

_Objetivo

Neste contexto, 0 nosso objetivo foi investigar a associagao
genética da predisposigao a infec@o bacteriana grave e trés
loci nas regides nao-codificantes do gene TLR2, ou seja, a
indel -196-174 de 22 pb no primeiro ex&do nao traduzido, o
SNP rs4696480, c-16934A> T (9.153685974T> A), no promo-
tor, e o polimorfismo (GT)n STR no segundo intrdo numa co-
orte de 95 doentes pediatricos com AF.
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_Métodos

Populagéo de estudo

Noventa e cinco doentes com AF, sem relagao familiar conhe-
cida, foram recrutados com base no critério de terem mais
de trés e menos de 20 anos de idade, inscritos num estudo
longitudinal anterior (2). Os procedimentos do estudo foram
aprovados pela Comissdo de Etica para a Saude do Instituto
Nacional de Saude Doutor Ricardo Jorge.

Genotipagem

O detalhe das metodologias de genotipagem encontram-se
no artigo original. Muito sumariamente, a genotipagem do
marcador: TLR2 indel -196 a -174 foi realizada por PCR e 0s
produtos visualizados em gel de agarose: uma Unica banda
destinta entre 0s casos da Insertion/Insertion (Ins/Ins) e de-
legao/delecéo (del/del) e duas bandas (Ins/del) nos heterozi-
gotos; SNP rs4696480 foi realizada por anélise de restricao
(restriction fragment length polymorphism, RFLP); STR,
foi realizada por PCR utilizando o primer direto marcado
com um fluorocromo e o nimero de repeticoes (GT)n identi-
ficado pelo dimensionamento dos produtos de PCR com o
sequenciador ABI 310 e o software Genescan Analysis 2.1
(Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA). O equilibrio de
Hardy Weinberg foi verificado utilizando o teste qui-quadra-
do genotipico (1 grau de liberdade). A reconstrucdo dos
haplotipos a partir dos dados de genotipagem foi realizada
com o programa PHASE, versao 2.1 (3).

Derivagdo de um componente hemolitico

Um componente hemolitico foi derivado por analise de com-
ponentes principais (ACP) com 3 graus de liberdade: conta-
gem de reticulécitos (%), concentracOes séricas de lactato
desidrogenase (U/L) e bilirrubina total (mg/dL). Para a ACP
apenas foram utilizados valores de estado estacionario (e
ndo de crise vaso-oclusiva).

Estudos de associagédo gendtipo-fenétipo

Um modelo de regressdo quasi-Poisson (4) multivariado
foi aplicado nos estudos de associacao entre os diferentes
loci polimoérficos do TLR2 e o subfendétipo “infecao bacteria-
na grave pelo menos uma vez durante o periodo de acom-

23

panhamento do doente”: fendtipo ~ genotipo + nivel de
hemoglobina no estado estacionario + contagem de leuco-
citos no estado estacionario + hemoglobina fetal (antes do
tratamento com hidroxiureia) + componente hemolitico +
alfa-talassemia. As estimativas de risco foram obtidas utili-
zando o racio da taxa de incidéncia (incidence rate ratio).
As associagdes genotipo-fendtipo foram consideradas es-
tatisticamente significativas quando p<0,05. A correcao de
Bonferroni foi realizada para comparag¢des multiplas.

_Resultados

Populagéo de estudo

Estudos de associagao genética foram realizados para 95 do-
entes com AF (na sua maioria de origem subsaariana) e episo-
dios infeciosos. O periodo total de observagao para a coorte
(estudo longitudinal) foi de 433,4 pessoas * ano. A média de
idades foi de 7,7 + 3,7 anos.

Componente hemolitico

O componente hemolitico teve uma média de 0 (DP=1,23),
predizendo 51% da variagdo entre as trés variaveis (valor
préprio=1,51) e um valor médio significativamente menor com
0 gendtipo da alfa-talassemia (p=0,023), resultados que séo
compardveis com de outros autores (5). N&o observamos
uma correlagao positiva com a percentagem de hemoglobina
fetal, antes do tratamento com hidroxiureia (grafico 1a). No
entanto, uma correlagéo negativa estatisticamente significati-
va com 0 aumento da percentagem de hemoglobina no esta-
do estacionario foi observada (p=0,001) (grafico 1b).

Estudos de associagdo genotipo-fenétipo

As estimativas de risco obtidas na andlise de haploétipos
foram estatisticamente significativas para o subfenétipo
“infec@o bacteriana grave pelo menos uma vez durante o
periodo de acompanhamento do doente”, e resistiram a cor-
recdo de Bonferroni para comparacdes multiplas (tabela 1).
Os resultados mostraram que, em relacdo ao grupo de
referéncia [Outro que ndo Hap7], a presenca de Hap7 no
modelo alélico causou um aumento na taxa de incidéncia do
fenotipo infecioso (p=0,00145). Pelo contrario, em relacao
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Grafico 1(A-B): £ Correlagdo entre o componente hemolitico e a (A) hemoglobina fetal,

(B) hemoglobina no estado estacionario.
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a Hap7/[Outro que nao Hap7], a auséncia de Hap7 no geno-
tipo homozigdtico [Outro que ndo Hap7]/[Outro que nao
Hap7] causou uma reducdo na razdo da taxa de incidéncia
(p=0,00145). Uma associagao estatisticamente significante
independente do gendtipo também foi obtida em relacéo
ao componente hemolitico (tabela 2). Um aumento de uma
unidade do componente hemolitico causou uma diminuigéo
de 82% na taxa de incidéncia do subfenétipo (p=0,000366).
Esse resultado foi influenciado positivamente pelas covari-
aveis hemoglobina fetal (antes do tratamento com hidroxiu-
reia) e alfa-talassemia de 3,7 kb.
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Tabela 1: ] Modelo de regresséo quasi-Poisson' para o fenétipo “infe¢do bacteriana grave pelo menos uma vez durante
o periodo de acompanhamento do doente” em doentes pediatricos com anemia falciforme (n=95) em relagéo

ao haplétipo 7 do TLR2.
. Razéo da
Estimativa EP z p2 F;izﬁ]oci%aér:ac?; il l@f , Ui Ic . taxa de incidéncia
imite inferior imite superior reducao/aumento (%)

Modelo alélico

Hap7 2,52 0,75 3,37 0,00145 ** 12.36699701 2.866318564 53.3585544 1137

Modelo genotipico

[Outro que ndo Hap7]/[Outro -2,52 0,75 -3,37  0,00145 ** 0.08086037 0.01874114 0.3488796 -92

que nao Hap7]

T Modslo estatistico: modelo linear generalizado, fendtipo ~ gendétipo + nivel de hemoglobina no estado estaciondrio + contagem de leucd-
citos no estado estaciondrio + hemoglobina fetal (antes de tratamento por hidroxiureia) + componente hemolitico + alfa-talassemia. O
Fendtipo="infecdo bacteriana grave pelo menos uma vez durante o periodo de acompanhamento do doente”. O grupo de referéncia para
o modelo alélico foi a auséncia do Hap7 ([Outro que ndo Hap7]). O grupo de referéncia para o modelo genotipico foi Hap7/Hap7.

20 alfa ajustado de Bonferroni a=0,001471, onde o nimero de testes realizados por modelo de hereditariedade por locus n=34.

As interacdes entre fatores foram testadas, mas por ndo serem estatisticamente significativas, ndo foram incluidas no modelo final.

A andlise estatistica foi realizada em R (Team, R.C., 2013). Codigos de significancia: 0 “*** 0.001 ** 0.01 "’ 0.05 " 0.1 "’

EP: Erro Padrao; IC: intervalo de confianca

Tabela 2: [} Modelo de regresséo quasi-Poisson' para o fendtipo infecioso “infegéo bacteriana grave pelo menos uma vez
durante o periodo de acompanhamento do doente” em doentes pediatricos com anemia falciforme (n=95) em
relagdo ao componente hemolitico.

Estimativa  EP z p2 F;aezf;%iizr:if; Limite'iomerior Limite 'Scuperior taxa?jaezimociiaéncia
redug@o/aumento (%)
Componente hemolitico? -1,7206 0,4285 -4,015 0,000366 *** 0.17896141 0.077266233 4.145043e-01 -82
Hemoglobina fetal® -0,7612 0,2457 -3,098 0,004205 ** 0.46708616 0.288567509 7.560431e-01 -53
Alelos alfa-talassemia 3,7 kb -2,6593 1,1501 | -2,312 0,027811 * 0.07000001 0.007347522 6.668916e-01 -93

T Modelo estatistico: Regressao quasi-Poisson num modelo linear generalizado, fenctipo ~ gendtipo + nivel de hemoglobina no estado
estaciondrio + contagem de leucdcitos no estado estaciondrio + hemoglobina fetal (antes de tratamento por hidroxiureia) + componente
hemolitico + alfa-talassemia. O fendtipo="infe¢ao bacteriana grave pelo menos uma vez durante o periodo de acompanhamento do doente”.
Para o componente hemolitico, ndo houve grupo de referéncia. Para a hemoglobina fetal ndo houve grupo de referéncia. O grupo de referén-
cia para a alfa-talassemia de 3,7 kb foi a auséncia de alfa-talassemia de 3,7 kb.

2 Componente hemolitico por unidade de pontuacao.

8 Hemoglobina fetal (%).

As interacdes entre fatores foram testadas, mas por ndo serem estatisticamente significativas, ndo foram incluidas no modelo final.
A analise estatistica foi realizada em R (Team, R.C., 2013). Cddigos de significancia: 0 “**** 0.001 **** 0.01 ** 0.05 " 0.1 *~’

EP: Erro Padréo; IC: intervalo de confianca
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_Conclusao

O curso clinico da AF é uma alternancia de periodos entre
crises quase assintomaticos (estado estacionario) (IC) com
crises vaso-oclusivas (CVOs) dolorosas. As GVOs resultam
da solubilidade reduzida da HbS desoxigenada, a sua sub-
sequente polimerizacdo e a formacao de glébulos verme-
lhos deformados (falciformes), que conduzem a alteracdes
fisiopatoldgicas potencialmente fatais (6). Estas modifica-
¢Oes contribuem para uma predisposicao as infegdes, que
constituem a principal causa de morbilidade e mortalidade
nesses doentes. Os doentes pediatricos na nossa coorte
estavam sob supervisdo médica rigorosa e sujeitos a me-
didas preventivas ou curativas abrangentes. No entanto,
foram relatados episddios infeciosos graves e recorrentes.

Este estudo de associacao gendétipo-fenotipo revelou aspe-
tos importantes em relacéo a fisiopatologia da infecdo na AF
pediatrica. O efeito deletério do haplétipo Hap7 ([Del] -T- [M
ou L]) na taxa de incidéncia de infecdes bacterianas graves
em doentes com AF pediétrica, foi evidenciado. Este haplé-
tipo apresenta a delecdo -196 a -174 de 22 bp, localizada no
primeiro exdo nao traduzido e o alelo T do SNP rs4696480, no
promotor do TLR2, que foram previamente associados a sus-
cetibilidade a infegdes de diversas etiologias. Outro aspeto
interessante foi a andlise de um componente hemolitico. A
hemolise é uma das principais caracteristicas fisiopatoldgicas
da AF. Os nossos resultados mostram a sua relevancia em
relagao a predisposicao as infegdes bacterianas.

A exploracéao destes resultados devera continuar, com estu-
dos de replicacdo noutras coortes de modo a obter conclu-
sbes mais consistentes; estudos prospetivos para comprovar
a utilidade clinica da informacao sobre o TLR2 e anélises de-
talhadas de loci do TLR2 para identificar os marcadores mais
propicios a serem utilizados na pratica clinica futura.

A medida que aprofundamos e compreendemos melhor a
base genética e os mecanismos fisiopatoldgicos envolvi-
dos, intervencdes direcionadas e personalizadas podem vir
a reduzir a morbilidade e mortalidade atribuiveis a infecao
em doentes com AF, particularmente vulneraveis.
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_Resumo _Introdugéo

Nos dias de hoje, os consumidores questionam cada vez mais a relagao A atualidade é pautada por um consideravel crescimento do
entre salde, alimentacdo e bem-estar. A procura de alimentos com efei-

tos benéficos para a salde é um dos grandes impulsos para o desen-
volvimento de alimentos funcionais, que contém ingredientes com esse tar e a sua relagcdo com a alimentacao. Hoje em dia, os con-
efeito. Este trabalho apresenta os resultados de um inquérito que avaliou sumidores jé ndo estdo sé interessados em alimentos com
a percecédo do consumidor e os seus habitos de consumo relativamente a
alimentos funcionais. Foram inquiridos 233 individuos, com idades com-
preendidas entre os 18 e 0s 77 anos. Dos inquiridos, 87% afirmam saber benéficos para a saude um aspeto de extrema importancia.
que existem alimentos com efeitos mais significativos na satude e bem- Estes factos promovem a necessidade do desenvolvimento
-estar, apesar de s6 58% dizerem saber o que sdo alimentos funcionais.
A maioria da populagao inquirida (97%) considera necessario melhorar o
nivel de informacéo relativa a este tipo de alimentos, apontando as cam- alguma forma melhorar a satde de quem os consome (1),
panhas de informacéo, criacdo de simbolos para a répida identificagéo
do produto/beneficio, educagao nas escolas e melhoria da informagao
dos rotulos das embalagens, como algumas das medidas necessarias. entanto, a mais consensual € a proposta pela European Com-

interesse em questdes relacionadas com a salde e bem-es-

excelentes propriedades sensoriais, tornando-se 0s efeitos

de alimentos funcionais, com ingredientes que possam de

A definicdo de alimento funcional ainda nao é universal. No

mission Concerted Action on Functional Food Science in Eu-

A rope (FUFOSE) que estabelece que se trata de “um alimento

Currently, consumers are increasingly interested in the relationship be- que afeta, de forma benéfica, uma ou mais fungées especifi-
tween health, food and well-being. The demand for food with beneficial
effects on health is one of the great impulses for the development of func-
tional foods that contain ingredients with this effect. This work presents dos, de maneira a ser relevante para a melhoria do estado de

the results of a survey that aimed to assess the consumer's perception salide e bem-estar e/ou redugéo do risco de doenga E con-
and consumption habits regarding functional foods. A total of 233 individ-

cas no organismo, para além dos efeitos nutricionais adequa-

uals, aged between 18 and 77 years, were surveyed. Of the respondents, sumido como parte de um padrao alimentar adequado & nao

87% know that there are foods with more significant effects on health and & um comprimido, cépsula ou qualquer forma de suplemento
well-being, although only 58% know what functional foods are. The major- alimentar.” (2).

ity of the surveyed population (97%) agrees that it is necessary to improve

the level of information on this type of food, pointing out information cam- Estes alimentos contém ingredientes funcionais que podem
paigns, creation of symbols for fast identification of the product/benefit, contribuir para melhorar a salide e bem-estar dos individuos,

education in schools and improvement of information on packaging la- ) ) . .
e reduzir o risco ou retardar a progressdo de certo tipo de

bels, as some of the necessary measures.
doencas, como por exemplo, doencas cardiovasculares,
cancro, osteoporose e obesidade. Esses ingredientes apre-
sentam atividades biolégicas e podem ser probioticos, pre-
bidticos, vitaminas, minerais, acidos gordos, fitoquimicos,

fibra, entre outros (3.
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_Objetivo

O principal objetivo deste trabalho foi avaliar a percecao do
consumidor e 0s seus habitos de consumo relativamente aos
alimentos funcionais.

_Material e métodos

Foi desenvolvido e aplicado um questionério online, ao longo
de 2019, e disponibilizado através de email e redes sociais.
Foram critérios de exclusédo ter menos de 18 anos, nao residir
em Portugal e ndo entender a Lingua Portuguesa. O questio-
nario era composto por 2 partes: i) dados gerais e sociode-
mograficos e ii) alimentos funcionais. Depois de submetida a
resposta ao questionario, os inquiridos tiveram acesso a uma
breve explicacédo sobre o tema. O questionério foi respondido
por 233 individuos com idades compreendidas entre os 18 e
0s 77 anos.

_Resultados e discussédo

Dos 233 inquiridos, 73% pertenciam ao género feminino
e 27% ao género masculino (grafico 1a). Sessenta e oito
por cento (68%) dos inquiridos tinham formagao superior, e
desses, 21% tinham formacé&o na area da saude.

Oitenta e sete por cento (87%) da populacéo inquirida referiu
saber que existem alimentos com atributos adicionais e efei-
tos positivos na saude e bem-estar (grafico 1b), no entanto,
s6 58% diz saber o que sao alimentos funcionais (grafico 1c).
Dos 87%, 80% refere ja ter consumido este tipo de alimentos
(grafico 1d), e 31% refere uma frequéncia de consumo de 1-3
vezes por semana (grafico 1e).

A maioria dos inquiridos (85%) consome estes alimentos
devido aos seus beneficios para a saude (grafico 2a) e 67%
confessam que preferem estes alimentos em detrimento
dos outros (grafico 1f). No que diz respeito a eficacia destes
alimentos, 46% acreditam que sd@o razoavelmente eficazes,
44% acham que séo eficazes e apenas 1% acredita néao
serem nada eficazes (grafico 1g).
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Relativamente aos fatores que influenciam a escolha dos in-
quiridos aquando da sua compra, 87% dizem ser o beneficio
para a saude, 27% o preco, 10% por sugestao de amigos/fa-
miliares, 7% a marca, 3% a embalagem e 2% a publicidade
(gréafico 2b).

Em relagéo as categorias de alimentos onde podem ser in-
cluidos os alimentos funcionais, foram os iogurtes (69%), os
cereais (62%) e os leites (38%) as mais reconhecidas pelos
inquiridos (gréafico 2d).

Dos inquiridos que ndo consomem este tipo de alimentos
(n=40), 35% dizem ser por ndo ter interesse, 28% por nao
0s encontrarem a venda, 23% devido ao seu prego e apenas
8% por ndo acreditarem na sua eficacia (grafico 2c).

Cinquenta e cinco por cento (55%) do total de inquiridos
afirma saber 0 que sdo ingredientes funcionais (grafico 1h).
No entanto, 8% e 2% consideram, respetivamente, a gordu-
ra e 0 agucar ingredientes funcionais (grafico 2e).

A maioria dos inquiridos (97%) considera essencial melhorar
o nivel de informagéo relativamente a este tipo de alimentos
(grafico 1i), identificando campanhas de informacéo (71%),
criacdo de simbolos para a rapida identificacdo do produ-
to/beneficio (70%), educacédo nas escolas (68%), melhoria da
informacao dos rotulos das embalagens (63%) e maior publi-
cidade (34%) como possiveis métodos de atuagao (grafico 2f).
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Grafico 1 (A-1): 1 Percentagem de respostas dos inquiridos a algumas das questées abrangidas no questiondrio.

u Classificagdo dos inquiridos @ Tem conhecimento que existem alimentos que @ Sabe 0 que séo alimentos funcionais?
quanto ao género (n=233) apresentam atributos adicionais com efeitos (n=233)
positivos na saude e bem-estar? (n=233)

[ Feminino (= Masculino L Sim L Nao L Sim L Nao
@ Ja alguma vez consumiu este tipo G Qual a frequéncia com que consome? (n=162) & Quando adquire os seus produtos
de alimentos? (n=202) alimentares, prefere este tipo de alimentos
em detrimento dos outros? (n=162)
2%
[ Varias vezes ao dia
(0 1 vez por dia
L 1-3 vezes por semana
(= > de 3 vezes por semana
@ 1 vez por més
[~ Raramente
@ Apenas consumi 1 vez
L Sim L Néo L Sim L Néo
@ Na sua opinido, qual o seu nivel de eficacia? (n=202) @ Sabe o0 que séo ingredientes u Considera necessario melhorar o
funcionais? (n=233) nivel de informacgao relativamente a
este tipo de alimentos? (n=233)
1%
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Grafico 2 (A-F): FINGmero de respostas dos inquiridos a algumas das questdes abrangidas no questionario.
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‘B De entre as seguintes categorias de alimentos, em quais é que identifica este tipo de alimentos? (n=202)
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_Conclusdes

Os resultados obtidos neste trabalho permitem verificar que
a maioria da populacdo inquirida tem conhecimento da exis-
téncia de alimentos com atributos adicionais positivos para
a salde, mas apenas uma parte esta familiarizada com o con-
ceito “alimento funcional”. Torna-se, entdo, importante desen-
volver medidas que permitam melhorar o nivel de informacéo
da populagé@o no que diz respeito aos alimentos funcionais e
sobre 0s seus potenciais beneficios para a saude.
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_Resumo

De uma forma geral, o consumo de alimentos pode apresentar potenciais
riscos e beneficios para os consumidores. Os alimentos a base de
cereais, incluindo os cereais de pequeno-almoc¢o e 0s cereais infantis,
representam componentes importantes da dieta humana e estéo entre os
primeiros alimentos sélidos que sdo introduzidos na dieta. Estes alimen-
tos constituem uma fonte importante de varios nutrientes, incluindo o
sodio, fibras e agucares livres, que podem estar associados a efeitos be-
néficos e adversos para a salde. Simultaneamente, os alimentos a base
de cereais podem também ser veiculo de contaminantes quimicos (por
exemplo, micotoxinas) e microbiolégicos (por exemplo, Bacillus cereus).
As aflatoxinas, um grupo de micotoxinas que apresenta maior potencial
téxico, sdo frequentemente detetadas em cereais. No ambito do projeto
RiskBenefit4EU, o presente estudo teve como objetivo avaliar 0s riscos
e 0s beneficios associados ao consumo de alimentos a base de cereais
pelas criangas portuguesas. Os riscos (teores de aflatoxinas e B. cereus,
sodio e agucares livres) e os beneficios (teor de fibra) associados ao
consumo de cereais de pequeno-almogo (CPA) foram comparados com
aqueles associados ao consumo de cereais infantis (Cl). Os resultados
obtidos revelaram que a mudanga do consumo atual para os cenarios
alternativos considerados (em especial para o consumo de cereais de
pequeno-almoco com caracteristicas semelhantes ao “Melhor CPA”)
poderia resultar num ganho de anos de vida saudavel.

_Abstract

Foodstuffs, as cereal-based products, may present both potential risks
and benefits to consumers. Cereal-based foods including breakfast and
infant cereals represent important components of human diets and are
among the first solid foods that young children usually eat. Cereal-based
products constitute a source of several nutrients, including sodium, fibre
and free sugars, which could be associated to beneficial and hazardous
effects. Simultaneously, cereal-based foods could also present chemical
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(e.g. mycotoxins) and microbiological (e.g. Bacillus cereus) contaminan-
ts. Aflatoxins, a frequent mycotoxin found in cereals, are undoubtedly the
most toxic. Developed under RiskBenefit4dEU project, the present study
aimed to assess risks and benefits associated with the consumption
of cereal-based products by the Portuguese young children. The risks
posed by the consumption of breakfast cereals (BC) versus infant cereals
(IC), due to aflatoxins, B. cereus, sodium and free sugars, were evaluated
against the benefits of the intake of fibre. Obtained results showed that
moving from the current consumption to the considered alternative sce-
narios (especially if considered the consumption of breakfast cereals si-
milar to “Best BC”) could result in a gain of healthy-life years.

_Introdugéo

A alimentagdo pode apresentar simultaneamente riscos e be-
neficios para os consumidores, sendo o balanco entre estes
dois componentes de grande interesse para a promogao e de-
senvolvimento de politicas relacionadas com a alimentagéo ().

Os alimentos a base de cereais, incluindo os cereais de pe-
qgueno-almogo (CPA) e os cereais infantis (Cl, que correspon-
dem a farinhas lacteas ou cereais destinados a lactentes),
constituem um dos primeiros tipos de alimentos soélidos in-
troduzidos na dieta infantil (2), integrando um grupo de ali-
mentos bastante importante da sua dieta (3:4). Os alimentos
a base de cereais sdo uma fonte de macro e micronutrientes
onde se incluem a fibra, o sédio e os acgucares livres, apre-
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sentando potencialmente efeitos benéficos (fibra) ou adver-
sos (sédio e agucares livres) para a saude (57). Além dos
componentes nutricionais, 0s cereais e 0s seus produtos
podem também apresentar riscos de natureza quimica e.g.
micotoxinas e microbioldgica e.g. Bacillus cereus.

Em Portugal, estudos anteriores reportaram a ocorréncia de
micotoxinas, incluindo aflatoxinas, em alimentos consumi-
dos pela populagao portuguesa, nomeadamente em produ-
tos usualmente consumidos pelas criangas, como GPA e Cl
(8-11) No ambito do projeto MYCOMIX, foi avaliado o risco
associado a exposicao de criangas a micotoxinas através do
consumo de alimentos a base de cereais. Os resultados ob-
tidos sugerem um potencial risco de efeitos adversos para
niveis de ingestéo iguais ou superiores ao percentil 50 (cor-
respondentes a 0,097 ng/kg peso/dia) (11:12).

B. cereus é o perigo microbioldgico mais investigado em ali-
mentos a base de cereais tendo sido identificado como a
causa de 44/72 surtos em diferentes regides dos Estados
Unidos da América, Australia, Nova Zelandia e Europa. Rela-
tivamente a prevaléncia de B. cereus, a Food and Agricultu-
re Organization/World Health Organization reportou numa
meta-anéalise uma mediana de 41,7% em produtos desidrata-
dos e em produtos a base de cereais.

_Objetivo

O presente estudo teve como objetivo responder a seguinte
questdo: qual o impacto na salde resultante da substituicao
do consumo de cereais de pequeno-almogo por cereais in-
fantis habitualmente consumidos pelas criangas portuguesas
com idades compreendidas entre 0s 6 e 0s 35 meses, no que
respeita aos potenciais efeitos decorrentes da ingestdo de
aflatoxinas, Bacillus cereus, fibra, sddio e agucares livres?
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_Material e métodos

Por forma a responder a questao identificada, foram estabe-
lecidos cinco cenarios relativos ao consumo de cereais de
pequeno-almoco (CPA) e de cereais infantis (Cl), conforme
descrito na tabela 1.

Com o objetivo de identificar os componentes alimentares
mais relevantes para a avaliacdo de risco-beneficio, os efei-
tos para a salde associados e a sua priorizacao, foi realiza-
da uma revisao da bibliografia em duas etapas: 1) pesquisa
relacionada com o “componente alimentar”, para identificar
0s componentes de interesse nos alimentos considerados;
2) pesquisa relacionada com os “efeitos para a saude”, para
identificar os efeitos na saude associados a um componen-
te alimentar especifico. A tabela 2 resume os componentes
alimentares e 0s efeitos para a salude considerados na pre-
sente avaliagdo de risco-beneficio.

Tabela 1: Cenarios considerados na avaliagao de risco-benefi-
cio associados ao consumo de alimentos a base de
cereais (cereais de pequeno-almogo, CPA e cereais

infantis, Cl) consumidos pelas criangas portuguesas.

# Cenério Descrigao !

Referéncia Consumo atual de CPA e ClI

1 100% consumo CPA
(substituicao de Cl por CPA) 2

2 100% consumo de Cl
(substituicao de CPA por Cl) 2

3 Melhor CPA: consumo de CPA e Cl substituido por um cereal de
pequeno-almogo especifico, considerando a classificagao obtida 3

4 Pior Cl: consumo de CPA e Cl substituido por uma farinha lactea
especifica, considerando a classificagao obtida 3

T Quantidade consumida: a substituigéo preservou o nimero de calorias (isoca-
|6rica); 2 Selecionados de forma aleatéria em conformidade com a distribuigao
de consumo destes produtos na populacéo; 3 Produtos definidos através da sua
classificagdo relativa a trés componentes nutricionais [fibra (+), sédio (-) e agu-
cares livres (-)]. Melhor CPA > classificagdo mais elevada; Pior Cl = classifica-
¢ao mais baixa.
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Tabela 2: [ Componentes alimentares e respetivos efeitos para a salide considerados na
avaliagdo de risco-beneficio.
Componentes Tipo de anélise Tipo de efeito ) ,
. : Efeitos para a saude
alimentares efetuada para a salde
Fibra Quantitativa . Diabetes melvlwtus tipo 2
Doenca cardiovascular
Nutrigao o
SOQ\O ‘ Semi-quantitativa B a)
Agucares livres
Toxicologia Aflatoxinas (AFB) Quantitativa - Carcinoma hepatocelular
Mi ioloai Bacill o Doenca de origem alimentar com
sl G (A Quantitativa B sintomatologia gastrointestinal
+: Efeito benéfico para a salde; — : Efeito adverso para a salde; a) Para o sodio e aglcares livres por

nao se dispor de dados epidemioldgicos robustos procedeu-se a uma avaliagao semi-quantitativa, ndo
se identificando, portanto, quais os efeitos para a saude.

Os dados utilizados no presente estudo foram obtidos de
diferentes formas:

a) os dados de ocorréncia de micotoxinas em CPA e Cl foram
obtidos no ambito do projeto MYCOMIX (11);

b) os dados relativos a quantificagcdo de Bacillus cereus
resultaram do Plano Nacional de Colheita de Amostras
executado pela Autoridade de Seguranca Alimentar e
Econdmica (ASAE);

¢) os dados de consumo foram retirados do Inquérito Alimen-
tar Nacional e de Atividade Fisica (IAN-AF) (13).

d) os conteldos de fibra, so6dio e agUcares livres foram extra-
idos do Inquérito Alimentar Nacional e de Atividade Fisica
(IAN-AF) (13) que utilizou uma verséo alargada da Tabela
de Composicdo de Alimentos (14),

Foram ainda utilizadas outras fontes como a ferramenta Glo-
bal Burden of Disease Results Tool (15) e dados ja publica-
dos e obtidos por pesquisa bibliografica.

Para cada um dos cenarios definidos (tabela 1) foi utilizado o
software SPADE (16) por forma a estimar a ingestéo de fibra
total, sodio e acgucares livres. Para a caracterizagao do risco
e do beneficio, foram calculadas diferentes variaveis (i.e.
risk ratio, RR, e potential impact fraction, PIF), que foram
posteriormente utilizadas para a integracdo dos riscos e dos
beneficios, através da estimativa dos anos de vida saudavel
perdidos (DALY). Os DALYs potencialmente ganhos ou perdi-
dos como consequéncia da alteracdo do consumo de CPA e
Cl foram expressos em ADALYs.
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A prevaléncia de inadequacado da ingestdo de sodio e de
acgucares livres foi avaliada em cada um dos cenérios esta-
belecidos através de uma abordagem semi-quantitativa.
Foram utilizadas para o efeito as estimativas de ingestao
destes componentes obtidas pela aplicacdo do software
SPADE (16). Estes valores de ingestéo foram comparados
com os valores de referéncia para o sédio (1500 mg/dia)
(17) e de acUcares livres (ingestao recomendada de 5% a
10% da energia total ingerida) (6).

_Resultados

Em todos os cenarios considerados, verificou-se que 0s niveis
de exposicao a B. cereus foram inferiores a dose considerada
como necessaria para conduzir ao desenvolvimento de doen-
¢a, ndo apresentando assim risco significativo, considerando
as habituais condigées de consumo dos CPA e das Cl.

Os resultados obtidos evidenciaram ainda que a alteracao
do consumo atual pelo consumo considerado nos cenarios
“100% consumo CPA” e “Melhor CPA” estariam potencial-
mente associados a uma redu¢do no numero de casos de
diabetes mellitus tipo 2, doenga cardiovascular e carcinoma
hepatocelular e, consequentemente, prevenindo DALYs, em
especial no cenario “Melhor CPA” (tabela 3). Estes cenarios
apresentaram valores de ADALY negativos, sugerindo uma
reducdo do nimero anos de vida saudavel perdidos (-0,486
e -4,473 de ADALY por 100.000 individuos para 0s cenarios
“100% consumo CPA” e “Melhor CPA”, respetivamente). Este
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Tabela 3: [ Alteragbes nos valores de DALYs estimados pela
integracéo de riscos e beneficios considerados na
avaliagéo de risco-beneficio.

100% consumo 100% consumo )
CPA cl Melhor CPA Pior CI
ADALY -0,486 0,143 -4,473 0,877

CPA: Cereais de pequeno-almoco; Cl: Cereais infantis;
DALY: Anos de vida saudavel perdidos

facto é justificado pelo aumento da ingestao de fibras e pela
diminuicdo da exposicao a aflatoxinas.

Através da andlise semi-quantitativa, verificou-se que cerca
de 25% das criancas portuguesas com idades compreendidas
entre 0s 6 e 0s 35 meses apresentam uma ingestao inadequa-
da de sodio. Dos cenarios analisados, a menor ingestao de
sédio seria alcancada no cenério “Melhor CPA”, apresentando
cerca de 23% de prevaléncia de inadequacéo da ingestao de
sédio. Relativamente aos acucares livres, 29% das criancas
portuguesas da faixa etaria considerada apresenta inadequa-
cao de ingestao destes compostos. O cenario “Melhor CPA”
revelou ser a melhor alternativa, apresentando uma prevalén-
cia de inadequacao de ingestéo de 16%.

_Discusséo e conclusao

Na presente avaliacao de risco-beneficio foram considerados
quatro cenarios alternativos de consumo de alimentos a base
de cereais (CPA e Cl), em comparagdo com o atual consumo
de CPA e Cl por criangas portuguesas com idades compreen-
didas entre 0s 6 e 0s 35 meses. Estimou-se que 0s cenérios
alternativos considerados permitiriam um ganho de anos de
vida saudavel, em especial o cenario “Melhor CPA”. No entan-
to, o elevado teor de fibras e baixo teor de sédio e agucares
livres poderé estar associado a uma reduzida palatabilidade
e, consequentemente, uma baixa adesdo por parte dos con-
sumidores, principalmente para a faixa etaria considerada.

Apesar de serem consumidos por esta faixa etaria em Portu-
gal, os CPA que sdo habitualmente comercializados para
as criangas nao sdo reconhecidos como alimentos infantis
para fins legislativos (18). Se esses produtos integrassem
a categoria “alimentos infantis”, seriam aplicaveis limites
maximos mais rigidos e, consequentemente, teriam que ser

36

Pl

/

TN

N
|

a3

f\ .
» q S

2
L7

desenvolvidos esfor¢os para produzir alimentos com teores
de micotoxinas ainda mais baixos.

Conclui-se ainda que estudos de avaliacé@o de risco-beneficio
permitem inferir, de forma holistica e integrada, acerca do im-
pacto na saude do consumo de certos alimentos ou dietas,
providenciando assim evidéncia cientifica para a tomada de
decisdo com vista a protecdo da salude publica.
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_Resumo

Neste trabalho avaliou-se a exposi¢éo da populagao portuguesa a cadmio
(Cd), chumbo (Pb), arsénio (As), mercurio (Hg) e nitrato (NO3~) com base
na ocorréncia destas substancias nos alimentos e no consumo destes,
utilizando a metodologia dos Estudos de Dieta Total. A definicao da
amostragem representativa do consumo alimentar da populagao foi reali-
zada com base no estudo “Alimentacédo e estilos de vida da populacdo
portuguesa” e os alimentos foram recolhidos, tratados e cozinhados para
serem analisados na forma "como consumido". Para estimar a exposi¢cdo
da populagdo aos contaminantes foi utilizado o programa MCRA (Monte
Carlo Risk Assessment). A percentagem da populagédo portuguesa dos
18 aos 74 anos, de ambos 0s sexos, exposta a doses diarias superiores
as tolerdveis/admissiveis, definidas pela Autoridade Europeia para a
Seguranca dos Alimentos (EFSA, na sigla em inglés), foi inferior a 5 para o
cadmio e nitratos e inferior a 10 para o mercurio. Para o arsénio e chumbo
a populagao portuguesa nao ultrapassa os valores-guia.

_Abstract

The exposure of the Portuguese population to cadmium (Cd), lead (Pb),
arsenic (As), mercury (Hg) and nitrates (NO3~ ) was evaluated based on
the occurrence of these substances in foods and their consumption,
using the methodology of Total Diet Studies. The sample definition rep-
resentative of the population's food consumption was based on the
study “Food and lifestyles of the Portuguese population” and the foods
were collected, treated and cooked to be analysed as “consumed”.
To estimate population exposure to contaminants, the MCRA (Monte
Carlo Risk Assessment) software was used. The percentage of the Por-
tuguese population from 18 to 74 years of age, of both sexes, exposed
to daily intakes above the tolerable / acceptable levels, defined by the
European Food Safety Authority (EFSA), is less than 5 for cadmium and
nitrates and less than 10 for mercury. For arsenic and lead, the Portu-
guese population does not exceed the guidance values.

_Introdugéo

Os Estudos de Dieta Total (TDS) sao considerados um bom
complemento aos programas de monitorizagao ou vigilancia
alimentar existentes para estimar a exposicao da populacéo,
através dos alimentos tal como s&o consumidos, a substan-
cias quimicas prejudiciais e benéficas.

A comparagao da ingestao real de substancias quimicas pre-
sentes nos alimentos, utilizando um TDS, com os valores de
orientac@o baseados na saude (DDA - Dose Diaria Admissi-
vel, IST - Ingestao Semanal Toleravel, DDT - Dose Diéaria Tole-
ravel), fornece uma estimativa realista da exposicao para fins
de avaliacao de risco da populacdo em geral. Estes resulta-
dos podem ser utilizados como uma ferramenta de definicdo
de prioridades para que 0s gestores de risco concentrem o0s
seus recursos, habitualmente limitados, nas substéancias e ali-
mentos que se revelem de maior risco para a saude publica.

O cadmio é um metal pesado naturalmente presente no am-
biente. E principalmente téxico para o rim, podendo, no en-
tanto, também causar desmineralizacao 6ssea. Este metal
tem sido associado ao aumento do risco de cancro no pul-
mao, endométrio, bexiga e mama. O consumo alimentar é
a principal fonte de exposi¢éo ao cadmio para a populacdo
em geral, ndo fumadora. A European Food Safety Authority
(EFSA) confirmou uma IST para o cadmio de 2,5 pg/kg peso
corporal (1:2),

O chumbo é um contaminante ambiental natural, mas o seu
uso, no passado, em canalizacdes de agua, tintas e gasolina
aumentou a sua presenca nos humanos, sendo os alimen-
tos a principal fonte de exposi¢ao. O chumbo acumula-se no
corpo humano e pode afetar o sistema nervoso central es-
pecialmente em criancas em desenvolvimento. Atualmente
nao existe Ingestdo Semanal Toleravel Proviséria (ISTP) por
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nao haver um consenso sobre um valor considerado prote-
tor da saude, especialmente porque necessitam de ser con-
sideradas outras fontes de exposi¢céo ao chumbo, para além
dos alimentos. No entanto, para a avaliagéo da exposicéo é
utilizado o valor de 25 ug/kg peso corporal, fixada pelo Joint
FAO/WHO Expert Committee on Food Additives (JECFA))
em 1993 para a ingestao semanal toleravel (3:4,5),

O arsénio € um metal que ocorre naturalmente no ambiente
e esta presente no solo, nas aguas subterraneas e nas plan-
tas e ocorre em diferentes formas (inorgéanicas e organicas)
sendo as inorganicas as mais toxicas. Os principais efeitos
adversos associados a ingestdo a longo prazo de arsénio
inorganico em humanos sao as lesdes cutaneas, cancro do
pulméo e bexiga, neurotoxicidade, doencas cardiovascula-
res, metabolismo anormal da glicose e diabetes. Das formas
organicas de arsénio, a arsenobetaina, a principal forma en-
contrada nos peixes e n0s mariscos, N&o apresenta preocu-
pacdo toxicolégica. Atualmente também nado esta definido
um valor para a IST, mas para a avaliagao da exposicao € uti-
lizado o valor de 15 pg/kg peso corporal, fixado pelo JECFA
em 1993 (6.7),

O mercurio € um metal que é libertado no ambiente a par-
tir de fontes naturais e antropogénicas. Uma vez libertado,
passa por uma série de transformacgdes e ciclos complexos
entre a atmosfera, 0 oceano e a terra. Existem trés formas
quimicas de mercurio sendo o metilmercurio a forma mais
comum de mercUrio organico na cadeia alimentar e a mais
toxica. Os principais efeitos da exposi¢céo a mercurio séo a
neurotoxicidade, nefrotoxicidade, imunotoxicidade e tera-
togenecidade. O peixe e 0s produtos a base de peixe sao
0s maiores contribuintes para a exposicao a metilmercurio.
A IST para o mercurio inorgénico é de 4 ug/kg peso corpo-
ral, expressa como mercurio (8),

Os nitratos estdo presentes no ambiente e ocorrem natu-
ralmente em alimentos vegetais como parte do ciclo do azoto.
Os seus sais de sbédio ou potassio, também séo utilizados
como aditivos alimentares em alimentos processados com a
funcao de conservantes. A exposicdo humana aos nitratos
ocorre principalmente pela ingestao de frutas e legumes, no
entanto, o consumo destes alimentos é amplamente reco-
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mendado devido a forte evidéncia de efeitos benéficos para
a salde. Os efeitos adversos, incluem a meta-hemoglo-
binemia em criangas (dificuldade no transporte do oxigénio
no sangue) e possivel aumento do risco de cancro. A dose
diaria admissivel para o nitrato é de 3,7 mg/kg peso corpo-
ral/dia (9:10),

_Objetivo

Avaliagao da exposicdo da populacdo portuguesa a cadmio
(Cd), chumbo (Pb), arsénio (As), mercurio (Hg) e nitrato (NO3™)
com base num Estudo de Dieta Total.

_Material e métodos

Para estimar a exposi¢ao alimentar da populagdo portugue-
sa a cadmio (Cd), chumbo (Pb), arsénio (As), mercurio (Hg) e
nitrato (NO3™), com base na abordagem do Estudo de Dieta
Total (1), foram analisadas 164 amostras compostas prepara-
das “como consumidas’, a partir de 1968 sub-amostras (12).
As amostras eram representativas dos habitos de consumo
da populacdo portuguesa e basearam-se no Inquérito Nacio-
nal de Consumo Alimentar "Alimentacao e estilos de vida da
populagdo portuguesa” (18).

Os trés primeiros elementos (cadmio, chumbo, arsénio) foram
determinados por espectrometria de massa aplicada a plas-
ma indutivo, o mercurio por espetrofotometria de absorcdo
atémica, e o nitrato por HPLC-UV.

A avaliacé@o da exposicao foi efetuada através do software
Monte Carlo Risk Assessment (MCRA) usando uma aborda-
gem semiprobabilistica, atribuindo aos valores analiticos in-
feriores ao limite de detegao, o valor do limite de detecéo e
aos resultados analiticos entre o limite de detecéo e o limite
de quantificagdo, o valor do limite de quantificagdo, permi-
tindo obter a ingestdo média, mediana e outros percentis,
assim como, o contributo de cada alimento para a ingestéao
de cada contaminante. Para a avaliagdo foram utilizadas as
doses diarias toleraveis (DDT), em pg/kg de peso corporal/-
dia, 0,357; 3,6; 2,1 e 0,571, respetivamente para o Cd, Pb,
As e Hg; para o nitrato utilizou-se a dose diaria admissivel
(DDA) de 3,7 mg/kg peso corporal/dia.
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Tendo em consideragéo a toxicidade do arsénio e que a deter- _Resultados e discussédo
minagdo analitica foi de arsénio total, os alimentos do grupo
dos peixes e dos pratos compostos com peixe (que contém a

Os resultados obtidos para a exposicao da populacao portu-

guesa, encontram-se no grafico 1 para o cadmio, o chumbo,

forma orgénica de arsénio ndo toxica) nao foram considerados - - . .
0 arsénio e 0 mercurio e no grafico 2 para o nitrato.

na avaliagdo da exposicao a este contaminante.

Gréfico 1: [ Média e percentis de ingestdo dos contaminantes mercirio, cddmio, chumbo e arsénio, para o grupo etario
dos 18 a 74 anos e por sexo.
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DDT: Dose Diaria Tolerével; PC: Peso Corporal; M: Masculino; F: Feminino

Figura 2: [ Média e percentis da ingestdo do contaminante nitrato, para o grupo
etario dos 18 a 74 anos e por sexo.

DDA-3,7 mg/kg PC/dia

mg/kg PC/dia

média P50 P95 P97,5 média P50 P97,56 P99 média P50 P95 P97,5
M+F M F
Nitrato

DDA: Dose Diaria Admissivel; PC: Peso Corporal; M: Masculino; F: Feminino
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Para o cadmio e chumbo, os resultados da exposicao média
s&o menores gque os valores reportados pela EFSA para a
populacao europeia (1.4) no caso do arsénio o valor médio
de exposicédo obtido neste estudo encontra-se dentro do in-
tervalo reportado (7).

A contribuicdo dos diferentes alimentos para a exposi¢ao
a cada um dos contaminantes com destaque para 0s cinco
maiores contribuintes apresenta-se no grafico 3. Nenhum
dos restantes 159 alimentos contribuem mais que 4,9% para
a exposicao a estes contaminantes.

_Conclusdes

Com base no Estudo de Dieta Total conduzido em Portugal,
entre 2014 e 2019, utilizando uma abordagem semiprobabilis-
tica, e considerando o pior cenario, conclui-se que a percen-
tagem da populacdo portuguesa dos 18 aos 74 anos, de
ambos 0s sexos, que apresenta exposicdo a doses diarias
superiores as toleraveis/admissiveis é inferior a 5 para o
cadmio e nitrato e inferior a 10 para o mercurio. Para o arsé-
nio e chumbo a populagdo portuguesa ndo ultrapassa 0s
valores-guia. Tendo em consideracdo que a elevada ingestao
de peixe pela populacdo portuguesa tem efeitos benéficos
para a saude consideraveis, os maiores consumidores deve-
rao diversificar as espécies consumidas e incluir nas suas
escolhas peixes de menores dimensdes, nomeadamente da
costa portuguesa, por forma a nao ultrapassarem a dose
diaria toleravel de mercurio.

Gréfico 3: L2 Distribuicdo da contribui¢do dos alimentos para a exposi¢do a cddmio, chumbo, arsénio, mercurio e nitrato.
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_Resumo

Devido ao crescente nimero de adeptos de alimentacdes vegetarianas,
bem como a importancia da sustentabilidade ambiental, as leguminosas
tém um papel relevante como fonte de proteina de origem vegetal. Assim
favas, ervilhas, gréo-de-bico e feijao, leguminosas tradicionalmente con-
sumidas em Portugal, foram avaliadas, com base em dados de Tabelas de
Composicao dos Alimentos, como fontes de quatro vitaminas do grupo
B: tiamina (B1), riboflavina (B2), niacina (B3) e piridoxina (B6). Foi também
estimado o contributo de cada leguminosa, para o aporte destas vitami-
nas do complexo B, considerando as doses de referéncia para adultos,
recomendadas pela European Food Safety Authority (EFSA). Os dados
indicam que estas leguminosas poderao ter um contributo importante
para a ingestao destas vitaminas, com especial relevo para a tiamina.

_Abstract

Due to the growing number of vegetarian consumers, as well as the impor-
tance of environmental sustainability, lequmes play a relevant role as a
source of protein of plant origin. Thus broad beans, peas, chickpeas and
beans, which are legumes traditionally consumed in Portugal, were eval-
uated as sources of four group B vitamins: thiamine (B1), riboflavin (B2),
niacin (B3) and pyridoxine (B6). This evaluation was based on data collect-
ed from Food Composition Tables. Legumes contribution to the intake of
these B-complex vitamins has also been estimated, taking into account
the European Food Safety Authority (EFSA) recommended daily intake
for adults. The reported data indicate that these legumes may be a good
source of those vitamins, with particular emphasis on thiamine.

_Introducéo

Os diferentes tipos de alimentacao vegetariana, mais ou
menos estritos, tém cada vez mais adeptos nos paises do
ocidente (1-4), devendo a crescente adeséo a estes regimes
alimentares a motivacoes de ordem religiosa, ética, ambien-
tal ou a procura de uma alimentacéo, que podera ser, nutri-
cionalmente mais equilibrada com consequentes beneficios
para a saude. Os varios estudos indicam que a adocao des-
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tes regimes alimentares é relevante para diminuir o risco de
doengas crénicas como a diabetes tipo 2, a doenca cardio-
vascular e a obesidade (2:4.5),

A adocao das dietas com base na proteina de origem vege-
tal também se verifica em Portugal. Um estudo realizado
pelo Centro Vegetariano em 2017 concluiu que o numero de
vegetarianos que em 2007 era de 30.000 quadruplicou nos
10 anos seguintes (6).

Este aumento levou a uma procura crescente de ingredientes
que possam substituir a carne nas receitas tradicionais que
fazem parte da cultura gastronémica nacional.

Apesar de estes substitutos serem principalmente selecio-
nados pelo seu teor proteico, a semelhanca da sua textura
com a da carne, depois de processados, & por vezes, um
fator determinante para a sua escolha, proporcionando a
guem opta por uma dieta vegetariana, a possibilidade de
continuar a saborear aquelas receitas. As leguminosas sao
um dos ingredientes mais utilizados como substituto da
carne pois, para além de estarem entre as melhores fontes
proteicas de origem vegetal, permitem obter as texturas
procuradas e 0 sabor agradavel e aceite por este tipo de
consumidores. Importa assim saber o seu perfil vitaminico.

Todas as vitaminas do grupo B sao hidrossoluveis e atuam
como cofatores enzimaticos condicionando, assim, o funcio-
namento normal de diversas vias metabdlicas.

Com excecéao da niacina (B3) que pode ser sintetizada a par-
tir do aminoacido triptofano, as vitaminas deste grupo so
podem ser obtidas a partir dos alimentos e, uma vez que nao
sdo armazenadas pelo organismo em quantidades significa-
tivas, devem ser ingeridas regularmente e em quantidades
que garantam o funcionamento adequado das diversas vias
metabdlicas onde intervém.
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Os valores de referéncia para a populacdo adulta, de acordo
com a European Food Safety Authority (EFSA)(7) séo referi-
dos na tabela 1.

Tabela 1: £ Valores de referéncia das vitaminas do grupo B para a
populagdo adulta (mg/dia).
Mulheres Homens
(mg/dia) (mg/dia)
Tiamina* 0,84 1,04
Riboflavina 1,6 1,6
Niacina* 13,4 16,6
Piridoxina 1,6 1,7

* Considerando valores médios de necessidades
energéticas para adultos com atividade fisica
moderada; (MJ/dia) M=8,4 H=10,4 (")

Estas necessidades (tabela 1) podem, no entanto, estar au-
mentadas em situacdes que exigem a intensificacao da ati-
vidade metabolica como na gravidez e aleitamento ou com
a préatica de atividade fisica intensa (7-9).

A caréncia de cada uma destas vitaminas pode levar ao de-
senvolvimento de sindromes de deficiéncia especificos,
como por exemplo o beribéri, tipico de deficiéncias severas
em tiamina (B1). A deficiéncia de niacina (B3) concomitan-
te com a ingestao proteica deficiente ou com alterag6es do
metabolismo do triptofano podera também originar a pela-
gra. O aparecimento de lesGes da pele e mucosas pode
surgir em situacdes de ingestao deficiente de niacina (B3),
piridoxina (B6) ou riboflavina (B2), sendo que a caréncia
desta ultima também se pode manifestar pelo desenvolvi-
mento de fotofobia (8-10). Estas situacées sdo, geralmente,
reversiveis com a administragdo de suplementos da vitami-
na em défice.

As vitaminas B1, B2, B6 e B3 podem ser obtidas a partir de
todos os grupos alimentares, estando as trés primeiras pre-
sentes em todos os alimentos naturais nao processados (8:9).
Apesar deste tipo de ocorréncia, nem sempre 0s nutrientes
presentes nos alimentos estdo biodisponiveis, ndao podendo
ser utilizados metabolicamente. Para além disso, as diferen-
tes formas de uma mesma vitamina nao tém, necessariamen-
te, a mesma atividade como no caso da vitamina B6 onde a
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das formas glicosiladas parece ser reduzida (9). A piridoxina
(B6) existente nos alimentos de origem vegetal estd, numa
percentagem consideravel, sob a forma glicosilada que, para
além de ser menos eficiente, diminui a absorcao da sua forma
livre através da competicao para os mesmos locais de trans-
porte. Mais de 70% da niacina (B3) existente nos grédos dos
cereais é acido nicotinico ligado a macromoléculas, como
polissacaridos ou glicopeptideos, que nao pode, por isso, ser
utilizado (8.9),

Para além disso, algumas formas de processamento e/ou
armazenamento podem causar perdas que podem repre-
sentar mais de 80% dos seus teores iniciais ou, pelo con-
trario, aumentar a disponibilidade de vitaminas que existem
incorporadas em macromoléculas. Um exemplo é a forma
tradicional de preparagao das tortillas na América central,
onde a base da alimentacao é o milho. Neste caso, a farinha
¢ demolhada numa solucao alcalina antes de ser utilizada,
resultando na libertacao do &cido nicotinico, explicando a
auséncia de pelagra nesta regigo (8:9),

No caso especifico da riboflavina (B2), ela pode ser quase
totalmente degradada no leite armazenado em recipientes
transparentes e exposto a luz solar (8). Relativamente a tia-
mina (B1), a sua degradacao pode atingir os 50% em meios
alcalinos como quando se utilizam fermentos quimicos em
pastelaria ou bicarbonato de sédio na cozedura de vegetais
verdes para manter a cor. Os sulfitos, utilizados na industria
alimentar como conservantes, podem também afetar o con-
teudo dos alimentos relativamente a algumas das vitaminas
em estudo, ndo sendo, no entanto, permitida a sua utilizacdo
na carne fresca, uma fonte importante de tiamina (B1) (11).

De acordo com M. Prodanov et al. (12) as perdas em vitami-
nas hidrossolUveis decorrentes do processo de demolhar as
leguminosas, antes de cozinhar, podem ser significativas.

De acordo com a literatura, as leguminosas podem ser fon-
tes consideraveis de vitaminas do grupo B (4:5),
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_Objetivo

Este trabalho procurou avaliar algumas variedades de legu-
minosas consumidas em Portugal, nomeadamente, favas,
ervilhas, grao-de-bico e feijao, como fontes de quatro vita-
minas do grupo B: tiamina (B1), riboflavina (B2), niacina (B3)
e piridoxina (B6).

_Metodologia

Foram recolhidos dados relativos ao teor vitaminico daque-
las leguminosas (figura 1) em algumas das Tabelas de Com-
posicdo dos Alimentos (13-21) incluidas na lista de tabelas
do EuroFIR - European Food Information Resource Network
(a maior plataforma online de tabelas de composig¢éo de ali-
mentos) e calculado o valor médio para cada uma das varie-
dades avaliadas.

O valor obtido, para cada uma das vitaminas, foi compara-
do, em termos de percentagem, com os valores de referén-
cia para adultos.

Figura 1:
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_Resultados e discusséo

Os teores médios calculados, por 100g, estdo apresentados
natabela 2 assim como o contributo percentual consideran-
do os valores de referéncia para a populacao adulta.

Para a tiamina (B1), os valores encontrados s@o, em todas as
variedades, superiores a 30% do valor de referéncia, sendo de
realcar o feijao-preto onde cada 100g podera contribuir para a
ingestdo de 87% do valor de referéncia no caso dos homens e
de 107% nas mulheres.

O feijao-branco é a variedade que menos contribui para a
ingestao de niacina (B3) com valores inferiores a 5%, sendo o
feijao-preto o que apresenta o teor mais elevado desta vitami-
na, podendo contribuir com 31% do valor de referéncia indica-
do para as mulheres.

No caso da riboflavina (B2) e da piridoxina (B6), as ervilhas séao
a Unica leguminosa avaliada com valores inferiores a 10% do
valor de referéncia por 100g. Nas outras leguminosas, 0s con-
tributos médios estdo entre 10% e 16%; e entre 14% e 31%,
para a riboflavina (B2) e piridoxina (B6), respetivamente.

Leguminosas avaliadas neste estudo.

1 - Favas secas
2 - Favas frescas

3 - Ervilhas secas

4 - Ervilhas frescas
5 - Feijdo-branco

6 - Feijao-catarino

7 - Feijao-encarnado

8 - Feijao-frade

9 - Feijao-manteiga
10 - Feijao-preto

11 - Gréo-de-bico
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Tabela 2: Teor de vitaminas do grupo B nas leguminosas avaliadas.
Tiamina Riboflavina Niacina Piridoxina
(mg/100g) % PRI* / 100g (mg/100g) % PRI/ 100g (mg/100g) % PRI* / 100g (mg/100g) % PRI/ 100g
Leguminosa N Gama Média M H Gama Média M H Gama Média M H Gama Média M H
Ervilhas secas 3 0,58 - 0,82 0,67 80 64 0,070-0,18 0,13 8 2,2-3,0 2,6 19 15 0,08 -0,16 0,12 8 7
Ervilhas frescas 12 0,21 - 0,74 0,36 43 35 0,020-0,30 0,11 7 1,0 - 3,0 1,9 14 11 0,08 - 0,16 0,12 7 7
Favas secas 6 0,04 - 0,56 0,43 51 41 1 0,040-035 0,26 16 1,2 -2,83 2,4 18 15 0,06 - 0,56 0,36 23 21
Favas frescas 7 0,11 -0,56 0,32 38 31 0,040-0,33 0,18 11 1,2-2,8 2,1 16 13 0,040-0,56 0,24 15 14
Feijdo-branco 6 0,35 - 0,65 0,46 55 44  0,15-0,22 0,16 10 0,48-2,4 093 7 6 0,32 - 0,56 0,40 25 24
Feijdo-catarino 2 0,50-0,75 0,62 74 60 0,12-0,21 0,17 11 1,4-15 1,4 10 8 0,31-0,31 0,31 20 18
Feijao- 6 0,51 -0,65 0,60 7 58  0,19-0,22 0,20 13 21-2,3 2,1 16 13 0,40 - 0,56 043 27 25
-encarnado
Feijdo-frade 4 0,54 -1 0,82 98 79 0,18-0,23 0,21 13 2,1-2.2 2,1 16 13 0,36 -0,56 0,41 26 24
Feijao-manteiga 6 0,35-0,77 0,56 67 54 0,14-0,20 0,19 12 1,4-22 2,0 15 12 0,060-0,52 0,32 20 19
Feijdo-preto 2 0,90 - 0,90 0,90 107 87 0,19-0,19 0,19 12 2,0-6,2 41 31 25 0,29 - 0,29 0,29 18 17
Grao-de-bico 8 0,31-0,52 0,43 5il 41 0,13-0,24 0,17 11 1,5-4,3 2,1 16 13 0,33 - 0,55 0,50 31 29
%PRI: Contributo(%) para a ingestao de vitaminas, considerando os valores de referéncia para a populagao adulta X 10 < % PRI/ 100g < 15

N: Nimero de dados considerados; M: Mulheres; H: Homens

* Considerando valores médios de necessidades energéticas para adultos com atividade fisica moderada

_Conclusdes

De acordo com os resultados obtidos, verifica-se que as
leguminosas (favas, ervilhas, grao-de-bico e feijao) podem
ser consideradas uma boa fonte das vitaminas do complexo
B avaliadas (tiamina(B1), riboflavina (B2), niacina (B3) e
piridoxina (B6), com especial relevancia para a tiamina.
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_Resumo

E amplamente reconhecido que a publicidade alimentar dirigida a criancas
pode comprometer negativamente os seus comportamentos e preferéncias
relativamente a adocdo de uma dieta mais equilibrada, variada e saudavel.
Deste modo, o Governo portugués implementou restricoes nesta matéria,
em consonancia com recomendacdes internacionais, visando reduzir
sobretudo a expressiva prevaléncia de excesso de peso (pré-obesidade
e obesidade) na populacgéo infantil e juvenil. Neste ambito, procedeu-se a
avaliagc@o do valor energético e dos teores de sal, aglcar e acidos gordos
saturados em diversas categorias de alimentos disponiveis no mercado
nacional e a comparagdo com os valores-limite definidos pelo Despacho
n.° 7450-A/2019, publicado para efeitos de aplicagéo da Lei n.° 30/2019 de
23 de abril destinada a introduzir restricdes a publicidade dirigida a meno-
res de 16 anos. Os produtos alimentares, das seis categorias estudadas:
bolachas e biscoitos, snacks e batatas fritas, leites aromatizados, refrige-
rantes, cereais de pequeno-almogo, e iogurtes sélidos e liquidos, apresen-
taram em geral (86,2%) valores energéticos e/ou teores de sal, aglcar total
e acidos gordos saturados muito elevados para poderem ser publicitados
a criangas menores de 16 anos. A aplicacdo da Lei n.° 30/2019, para além
de diminuir a exposicdo das criangas a estes produtos, traduzir-se-a,
muito provavelmente, a curto prazo, na disponibilizagdo progressiva no
mercado portugués de produtos mais saudaveis destas categorias, que
sdo ampla e regularmente consumidas por criangas, mesmo sem serem
publicitados.

_Abstract

It is widely recognized that food advertising aimed at children can
negatively compromise their behaviour and preferences regarding the
adoption of a more balanced, varied and healthy diet. In this way, the
Portuguese Government has implemented restrictions in this matter,
in line with international recommendations, aiming mainly to reduce
the significant prevalence of overweight (pre-obesity and obesity) in
the child and youth population. In this context, it was carried out the
evaluation of the energy, salt, sugar and saturated fatty acids contents
in several categories of foods, available in the national market, and the
comparison with the limit values defined by Order n.° 7450-A/2019, pub-
lished with the purpose of the Law n.° 30/2019 application, that intro-
duces restrictions on the food advertising aimed at children under 16
years. Food products, of the six studied categories: cookies and biscui-
ts, snacks and chips, flavoured milk, soft drinks, breakfast cereals, and
solid and liquid yogurts; presented in general (86.2%) very high levels
of energy and/or of salt, total sugar and saturated fat to be advertised
to children under 16 years old. The application of the Law n° 30/2019,

48

in addition to reducing the exposure of children to this kind of products,
will probably lead to the progressive availability on the Portuguese market
of healthier products of these categories, which are widely and regularly
consumed by children, even without being advertised.

Introdugéo

De acordo com os resultados do Inquérito Alimentar Nacio-
nal e de Atividade Fisica, 2015-2016 (IAN-AF), cerca de 5,9
milhdes de portugueses (quase 6 em cada 10) tém excesso
de peso (pré-obesidade e obesidade), sendo que nas crian-
cas (<10 anos) e nos adolescentes (10-17 anos) ja se verifica
uma percentagem bastante consideravel de pré-obesidade
(17% e 24%, respetivamente) e de obesidade (7,7% e 8,7%,
respetivamente) (1),

Uma alimentacado inadequada, caracterizada por um consu-
mo excessivo de calorias, provenientes sobretudo de agucar
e gordura, combinada com um baixo consumo de frutas e
horticolas e insuficientes niveis de atividade fisica (em Portu-
gal somente cerca de 25% da populagéo atinge as recomen-
dacdes internacionais para a satde (2)) tém contribuido para
a crescente e preocupante prevaléncia de excesso de peso,
particularmente nas faixas etarias mais jovens.

De acordo com o World Cancer Research Fund (WCRF), ha
muitas evidéncias sobre o efeito que a publicidade alimentar
exerce nas criancas, influenciando significativamente o que
estas querem, compram e comem, e afetando diretamente a
sua saude, nomeadamente contribuindo para niveis crescen-
tes de excesso de peso. Deste modo, a implementacédo de
restricOes a publicidade alimentar dirigida a criangas reduz a
sua exposicao aos produtos, podendo conduzir a uma dimi-
nuicéo do seu consumo, ajudando a reduzir a prevaléncia de
excesso de peso infantil (3).



Em Portugal, as restricoes de publicidade alimentar estao
previstas pelo Programa Nacional para a Promocado da
Alimentagao Saudavel (PNPAS) e concretamente definidas
na Estratégia Integrada para a Promocédo da Alimentagéo
Saudavel (EIPAS). Com esse proposito, foram publicados
a Lein.°30/2019, de 23 de abril que visa introduzir restri-
coes a publicidade dirigida a menores de 16 anos de géne-
ros alimenticios e bebidas que contenham elevado valor
energético, teor de sal, aglcar, acidos gordos saturados e
acidos gordos trans, procedendo a uma nova altera¢do ao
Cédigo da Publicidade (4), em paralelo com o Despacho n.°
7450-A/2019 que determina os valores a ter em conta na
identificag@o de elevado valor energético, teor de sal, agu-
car, acidos gordos saturados e acidos gordos trans, por
forma a ser possivel estabelecer os produtos alimentares a
restringir (5.6),

Neste contexto, procedeu-se a comparacao dos valores dos
diferentes componentes nutricionais em produtos de seis
categorias alimentares com os valores-limite do modelo de
perfil nutricional definidos pela nova legislagdo em vigor,
para caracterizacao da realidade portuguesa no momento
de implementacao desta medida, através da avaliacdo dos
critérios nutricionais nao atingidos e das taxas de elegibili-
dade/inelegibilidade dos produtos para serem publicitados.

_Objetivo

Caracterizagado da realidade alimentar portuguesa no mo-
mento da entrada em vigor da Lei n.° 30/2019, que visa res-
tringir a publicidade alimentar direcionada aos menores de
16 anos, através da comparagao dos valores de energia e te-
ores de sal, acucar e acidos gordos saturados em produtos
de seis categorias alimentares comercializadas no mercado
portugués com os correspondentes valores-limite definidos
pelo Despacho n.° 7450-A/2019, da Direcdo-Geral da Saude
(DGS), publicado para efeitos de aplicacdo da referida Lei.
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_Material e métodos

Realizou-se uma recolha do valor energético e dos teores
de sal, agucar e acidos gordos saturados de: bolachas e
biscoitos (Bolachas&B); snacks e batatas fritas (Snacks&B);
leites aromatizados (LeitesAromat); refrigerantes (Refrig);
cereais de pequeno-almogo (CereaisPA) e iogurtes solidos
e liquidos (logrt.S&L). Estes valores foram comparados com
0s correspondentes valores-limite definidos no modelo de
perfil nutricional estabelecido pela legislacdo, através do
Despacho n.° 7450-A/2019, da DGS (quadro 1).

Os dados utilizados neste estudo foram recolhidos, em 2019,
a partir dos rotulos/informacgao nutricional de produtos das
seis categorias referidas acima, disponibilizados nos websi-
tes de diferentes distribuidores alimentares nacionais, nao
se considerando exclusivamente produtos dirigidos a meno-
res de 16 anos. Nao se consideraram os valores referentes
aos acidos gordos trans, dado a sua declaracdo ndo ser
obrigatdria e, por esse facto, ndo ter sido possivel a recolha
de informacéo.
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Bebidas

Quadro 1: [ Excertos da tabela de perfil nutricional para identificagédo dos géneros alimenticios com elevado valor energético, teor de
sal, aglcar, 4cidos gordos saturados e 4cidos gordos trans, correspondentes as seis categorias de alimentos em estudo

(adaptado de: Despacho n.° 7450-A/2019, de 21 de agosto de 2019, da DGS (5)).

Categoria de alimentos

Bolos e outros produtos de
pastelaria, biscoitos doces,
preparados em po para a
producdo de doces

Aperitivos/Snacks

Leite 2

Bebidas refrigerantes

Cereais de pequeno-almoco

logurtes, leites
fermentados, natas lacteas
e outros produtos similares

Incluidos na categoria
(exemplos)

Produtos de pastelaria;
croissants; tortas e bolos; tartes
de fruta; biscoitos/bolachas;
biscoitos e bolachas recheados
ou com cobertura; wafers; paes
doces; preparados para
confecdo de bolos

Pipocas doces e salgadas;
biscoitos e bolachas salgados;
snacks a base de arroz, milho ou
batata e outros cereais

Leite simples; leites
processados (batidos de leite,
leite achocolatado e
aromatizado); leites em po

Refrigerantes com e sem gas,
colas, limonadas, laranjadas;
bebidas isoténicas; aguas
aromatizadas (incluindo
gaseificadas) com adigdo de
agucar e/ou edulcorantes;
bebidas energéticas; outras
bebidas refrigerantes

Flocos de cereais; cereais
infantis, farinhas lacteas e ndo

lacteas; cornflakes; cereais com

chocolate; papas de aveia;
aveia, muesli e granola

logurtes; leites fermentados;

kefir; queijo fresco agucarado;

outros substitutos do iogurte;
jogurtes com ingredientes

adicionais (fruta, muesli); natas
pasteurizadas e UHT, chantili e
natas de culinaria aromatizadas

N&o incluidos na
categoria (exemplos)

P&o e produtos a
base de pao

Snacks de frutos
Secos ou sementes

Natas

Leites e leites
aromatizados;
bebidas vegetais
de améndoa, arroz
ou aveia

O elevado valor energético, teor de sal, aglcar, acidos gordos saturados
e 4cidos gordos trans deve ser considerado quando exceder, por 100g 1

Acidos gordos
saturados

(9)

1,5

2,5

Acglcar Acucar
Total adicionado
() (9)
5
5 0
5,6 0
2,5 0
15
10

Sal Acidos Valor
(@ gordos trans ~ ©€nergético
(9) (kcal)
0,3 2 40
0,3 2
0,3 *
* * 20
1 *
0,3 *

* . . P - s . .
Para os nutrientes cujos valores limite ndo se encontram definidos na tabela devem considerar-se os seguintes valores: 1) sal - <0,3g de sal por 100g de produto;
2) aglcar - 5g de agUcar por 100g para solidos / 2,59 de agucar por 100ml para os liquidos; 3) acidos gordos saturados — 1,59 de &cidos gordos saturados por
100g para os sélidos / 0,75g de acidos gordos saturados por 100ml para os liquidos e 4) acidos gordos trans - 2 g por 100g de gordura.

1 0s géneros alimenticios devem, sempre que possivel, ser avaliados como vendidos ou reconstituidos (se necessario) de acordo com as instrucdes do fabricante.

2 Este modelo de perfil nutricional aplica-se aos géneros alimenticios para criangas acima de 36 meses. As férmulas dos leites infantis ndo estdo contempladas

neste modelo. (...)
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_Resultados

Considerando um total de 1630 produtos, das seis catego-
rias alimentares em analise, verificou-se que somente 13,8%
(n=225) cumpriam com os valores-limite estabelecidos pela
nova legislacdo. Este resultado demonstra que a larga maioria
dos produtos avaliados (86,2%; n=1405) apresenta valores
energéticos e/ou de sal, aglcar e/ou &cidos gordos saturados
muito elevados, nao podendo, desse modo, ser publicitados
a criancas menores de 16 anos (grafico 1).

Os resultados relativos a cada uma das seis categorias estu-
dadas apresentam-se na grafico 2.

i

i

i

» % B2

Nenhuma das Bolachas&B e dos Snacks&B avaliados apre-
senta perfis nutricionais compativeis com os definidos no
Despacho n.° 7450-A/2019. O mesmo se verifica para a
quase totalidade de LeitesAromat, onde somente 1 (3,2%)
dos produtos cumpre com os critérios nutricionais definidos.
Essa percentagem de elegibilidade para serem publicitados a
criangas menores de 16 anos é, também, consideravelmente
baixa para os Refrig (19,9%) e CereaisPA (14,7%).

Os logrt.S&L sdo a categoria alimentar que apresenta a
percentagem mais elevada de produtos (32,7%) com carac-
teristicas nutricionais dentro dos valores-limite estabeleci-
dos na legislacdo, para serem publicitados a criangas,

Gréfico 1: [7] Classificagdo dos produtos alimentares, de acordo ainda assim representando menos de 1/3 do total de iogur-
com o Despacho n.° 7450-A/2019. tes avaliados.
(n=1630) Relativamente as taxas de elegibilidade/inelegibilidade dos
produtos para serem publicitados as criangas, em fungéo
13,8% [ Produtos que cumprem com os
(n=225) valores-limite definidos na legislagao, ~ do(s) critério(s) nutricionais serem conjuntamente atendi-
podendo ser publicitados a criangas - ) e .
menores do 16 anos. do(s) ou ndo atendido(s), verificou-se que os valores-limite
mais frequentemente ndo atendidos por categoria foram
{1 Produtos com elevado valor energético  0S COrrespondentes: ao valor energético em Bolachas&B
86,2% e/ou de sal, agu aci
, acucar e/ou 4cidos 0 o 0
(n=1405) gordos saturados, ndo podendo ser (100%), aos acidos gordos saturados em Snacks&B (92,4%),
publicitados a criangas menores de e ao acuUcar total em LeitesAromat (96,8%), Refrig (73,1%),
16 anos. ,
CereaisPA (72,4%), e logrt.S&L (60,3%) (tabela 1).
Grafico 2: L] Classificagéo dos produtos alimentares, por categoria, de acordo com o Despacho n.® 7450-A/2019.
=1630 9 9
(n ) 100% 100% 96.8%
100% (n=636) (n=118) (n=30)
. 85,3%
80,1% (n=145) [ Produtos que cumprem com
80% (n=137) 0 os valores-limite definidos
° 67,3% na legislagao, podendo
o (n=339) ser publicitados a criangas
g 60% menores de 16 anos.
©
g_ [ Produtos com elevado valor
o 40% 32,7% energético e/ou de sal, agucar
© ) (n=165) e/ou 4cidos gordos saturados,
ES 19,9% 14.7% nao podendo ser publicitados a
20% (n=34) (n:’25) criangas menores de 16 anos.
o 0 3,2%
0% 0% (1)
(n=0) (n=0) -
o | | | | |
Bolachas e Snacks e Leites Refrigerantes Cereais de logurtes solidos
Biscoitos batatas fritas aromatizados (Refrig) pequeno-almogo e liquidos
(Bolachas&B) (Snacks&B) (LeitesAromat) (CereaisPA) (logrt.S&L)
(n=636) (n=118) (n=31) (n=171) (n=170) (n=504)

Categoria alimen

tar
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Tabela 1:

i
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Nimero, percentagem e estatisticas referentes aos produtos alimentares que ndo cumprem com

os valores-limite definidos no Despacho n.° 7450-A/2019, em fung&o do critério nutricional mais
frequentemente néo atingido em cada categoria.

Bolachas&B
(n=636)

Snacks&B

Categoria de alimentos (n=118)

Valor energético Acidos gordos

Critérios nutricionais

(keal) saturados (g)
"Valores-limite definidos <40 <15
na legislagao
(por 100g/100ml)
Nao cumprem com o 636 109
valor-limite (n)
Nao cumprem com o 100% 92,4%
valor-limite (%)
Minimo 350 1,0
Média 466 5,8
Méaximo 848 18

Todas as Bolachas&B avaliadas apresentaram valores ener-
géticos muito elevados, variando entre 350 kcal e 848 kcal
por 100 g, ou seja mais de 8 a 21 vezes acima do valor-limite
legislado (<40 kcal). Dos 118 Snacks&B recolhidos, 109 néo
cumpriam com o limite estabelecido para os acidos gordos
saturados (1,5 g), sendo que apresentaram um teor médio
de 5,8 g/100 g.

Em relacdo aos LeitesAromat, 30 dos 31 produtos avaliados
apresentaram valores de agUcar total acima do valor-limite
definido (< 5,5 g). No que se refere aos Refrig, os teores de
agucar total variaram entre 0 g e 23 g/100 g, sendo o valor
médio observado de 5,6 g/100 g. Do total de Refrig, 125
tinham valores superiores ao limite legal definido (<2,5 g)
para poderem ser publicitados a criancgas.

Relativamente aos CereaisPA, verificou-se uma enorme
variabilidade de valores de acucar total (entre 0,7 g/100 g
e 48 g/100 g), sendo que 123 apresentaram valores que se
situam fora do limite definido (<15 g).

Finalmente, no que se refere aos logrt.S&L, foi recolhida
informacado nutricional de 504 produtos, que apresenta-
ram um valor médio de acgucar total de 10,3 g/ 100 g, valor
que justifica o facto desta categoria alimentar ser, de entre
as avaliadas, aquela que apresentou proporcionalmente o
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LeitesAromat Refrig CereaisPA logrt.S&L
(n=31) (n=171) (n=170) (n=504)
Agucar total Agucar total Agucar total Acucar total
(©) (@ (©) ()]
< B8 <25 <15 <10
30 125 123 304
96,8% 73,1% 72,4% 60,3%
41 0 0,7 0,2
9,5 5,6 20 10,3
13,4 23 48 21,9

menor nimero de produtos (304 num total de 504 logrt.S&L)
que nao cumprem com o valor-limite definido para o critério
nutricional em questao (<10 g).

_Conclusdes

Em termos gerais, para as seis categorias alimentares em
estudo, verificou-se que 86,2% dos 1630 produtos avalia-
dos tém elevados valores energéticos e/ou excesso de sal,
agucar total e/ou acidos gordos saturados, ndo podendo
ser publicitados a criancas menores de 16 anos, de acordo
com a Lein.° 30/2019.

Os logrt.S&L sdo a categoria alimentar que apresenta a
percentagem mais elevada de produtos (32,7%) com carac-
teristicas nutricionais dentro dos valores-limite definidos.
Por outro lado, nenhum produto das categorias Bolachas&B
(0%) e Snacks&B (0%) e apenas 1 produto dos LeitesAromat
(3,2%) cumprem conjuntamente com os limites dos diver-
sos critérios nutricionais, configurando-se como categorias
praticamente inelegiveis para publicidade a criangas. No
conjunto das seis categorias avaliadas, o acucar total é o
critério nutricional mais frequentemente ndo cumprido (em
LeitesAromat, Refrig, CereaisPA e logrt.S&L).
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Devido a consideravel presenca no mercado de diversos pro-
dutos das categorias estudadas, muitos ser@o amplamente
e, em alguns casos, regularmente consumidos por criancas,
mesmo sem serem publicitados, pelo que é essencial que a
industria e distribuicao continuem a colaborar para se atingi-
rem perfis nutricionais mais adequados a alimentagao das
criangas.

A monitorizacdo dos produtos alimentares e a comparacao
das suas caracteristicas nutricionais, realizada com base no
modelo de perfil nutricional definido pela nova legislacao,
permitem acompanhar a evolucdo de alguns produtos, com
0 objetivo de promover a melhoria da saude e dos habitos
alimentares das criangas.
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_Resumo

A utilizacdo de rotulagem nutricional simplificada é considerada uma das
melhores opgdes para a promocéo de escolhas de alimentos saudaveis
e consequentemente para a prevengao e controlo de doengas crénicas
ndo transmissiveis na populacéo. Em Portugal, a adocdo de um modelo
especifico de rotulagem nutricional simplificada ainda néo se encon-
tra regulamentada, no entanto, tém sido utilizados diferentes sistemas
por véarios operadores econdémicos no mercado nacional. O Seméforo
Nutricional consiste numa anélise individualizada da concentragéo de
quatro nutrientes (lipidos, acidos gordos saturados, agucares e sal),
pela comparagcdo com os critérios nutricionais estabelecidos por este
sistema, com a atribuigdo de uma das cores do semaforo (verde, amarela
e vermelha) a cada um dos nutrientes. O Nutri-Score permite avaliar de
forma integrada a qualidade nutricional dos alimentos, associando-os a
uma cor, permitindo aos consumidores identificarem os alimentos mais
saudaveis. Este estudo teve como objetivo classificar a qualidade nutri-
cional de cereais de pequeno-almogo disponiveis no mercado portu-
gués, pela aplicacédo de dois sistemas de rotulagem FoP (front-of-pack):
o Semaforo nutricional e o Nutri-Score. Dos 50 cereais analisados neste
estudo, o Semaforo nutricional identifica o teor de aglcares como o
componente mais critico. Dos cereais de pequeno-almogo considera-
dos, 56% apresentou teores de agucar superiores a 22,5 g/100 g (cor
vermelha). Aplicando o sistema Nutri-Score, 82% (n=41) dos cereais de
pequeno-almogo foram classificados como menos saudaveis (amarelo e
laranja-claro). Num contexto em que se privilegia a escolha informada de
alimentos saudéaveis, os sistemas de rotulagem nutricional simplificada
permitem, de forma eficaz, uma maior facilidade de comunicagao com o
consumidor, emergindo como uma ferramenta importante quer de litera-
cia em salde quer de escolha informada.

_Abstract

The introduction of simplified nutrition labelling systems is considered one
of the best ways to promote healthy food choices and, consequently, to
prevent and control non-communicable chronic diseases in the popula-
tion. In Portugal, Government-endorsed policy on interpretative nutrition
labelling is still lacking, however different simplified labelling systems have
been used by several economic operators in the national market. Multiple
traffic lights label consists of an individual analysis of four nutrients (lipids,
saturated fatty acids, sugars and salt) with the assignment of one of the
traffic lights colours (green, yellow and red) for each nutrient. The Nutri-
-Score system indicates the overall nutritional quality of a given food item,
associating them with a colour, allowing consumers to choose healthier
foods. The objective of this study was to classify the nutritional quality of
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breakfast cereals, available at the Portuguese market, using two FoP (front-
-of-pack) labelling systems: Multiple traffic lights and Nutri-Score. From the
50 analysed breakfast cereals, Multiple traffic lights identifies sugar content
as the most critical nutrient. Fifty six percent (56%) of the analysed break-
fast cereals contained high levels of sugar (over 22.5 g/100 g) (red colour).
With Nutri-Score 82% (n=41) of breakfast cereals have been classified as
less healthier (yellow and light orange). In a context in which the informed
choice of healthy food is privileged, the simplified nutrition labelling sys-
tems are more effective at communicating with the consumer, emerging as
an important tool in both health literacy and informed decision making.

_Introdugéo

A existéncia de um sistema de informacgé&o nutricional front-
-of-pack (FoP) foi uma das iniciativas propostas pela Orga-
nizagao Mundial da Saude (OMS), com o intuito de melhorar
as escolhas alimentares e, consequentemente, a salde da
populacdo (). A rotulagem nutricional surge como uma im-
portante ferramenta que da a conhecer aos consumidores
o0 conteldo nutricional dos alimentos, permitindo-lhes reali-
zar escolhas mais conscientes, informadas e saudaveis (1).

Em Portugal, a adocdo de um modelo especifico de rotula-
gem nutricional simplificada ainda ndo se encontra regula-
mentada, no entanto, tém sido utilizados diferentes sistemas
de rotulagem simplificada por varios operadores econémicos
no mercado nacional (2).

O sistema do Semaforo Nutricional, inicialmente desenvol-
vido pela Food Standards Agency (FSA), consiste numa
anélise individualizada de quatro nutrientes (lipidos, acidos
gordos saturados, agucares e sal), pela comparagdo com
0S critérios nutricionais estabelecidos por este sistema,
com a atribuicdo de uma das cores do semaforo (verde,
amarela e vermelha) a cada um dos nutrientes (). Este



sistema permite ao consumidor perceber, de uma forma
simples e imediata, os niveis destes nutrientes num dado
alimento, e optar por alimentos com nutrientes maioritaria-
mente na categoria verde, moderar aqueles com um ou
mais nutrientes na categoria amarela e evitar aqueles com
um ou mais nutrientes na categoria vermelha (4),

O sistema de rotulagem Nutri-Score, utilizado de forma vo-
luntaria em Franca, Bélgica, Espanha, Alemanha e Paises-
-Baixos, tem por base o modelo de perfil nutricional da FSA,
desenvolvido para regular a publicidade televisiva dirigida
a criangas no Reino Unido. Este sistema avalia a qualidade
nutricional dos alimentos (a excepcdo de bebidas alcodli-
cas), recorrendo, para isso, a escala de pontuacéo definida
pela FSA e classifica os alimentos numa das cinco catego-
rias (dependendo da sua qualidade nutricional), cada uma
delas associada a uma cor e a uma letra (5.6), Este sistema
permite aos consumidores identificar e selecionar alimentos
mais saudaveis, mesmo para individuos sem conhecimentos
técnicos em nutricao (2.

O presente estudo incidiu sobre a aplicagdo dos dois siste-

mas FoP descritos: o Semaforo nutricional e o Nutri-Score.

_Objetivo

Este estudo teve como objetivo classificar a qualidade nutri-
cional de cereais de pequeno-almoco, disponiveis no merca-
do portugués, pela aplicacao de dois sistemas de rotulagem
FoP: o Seméforo nutricional e o Nutri-Score.

_Material e métodos

Recolha de informacao nutricional

Foram recolhidos dados nutricionais numa amostra de con-
veniéncia de cereais de pequeno-almoco (n=50), de acordo
com os dados do Inquérito Alimentar Nacional e de Ativida-
de Fisica, IAN-AF 2015-2016 (7). A informagéo nutricional
constante dos rétulos das embalagens foi recolhida através
de registo fotogréafico, em duas superficies comerciais da
regiao de Lisboa e, também, por consulta da informacao
disponivel nos websites das principais cadeias de distribui-
cao. Este processo decorreu entre janeiro e maio de 2018.

55

Foi criada uma base de dados com as seguintes varidveis:
designacao do cereal, marca, local de venda, ingredientes
(incluindo a percentagem de fruta, legumes e frutos secos) e
informacao nutricional per 100 g e porcao (incluindo energia
(kJ/kcal), agUcares (g), acidos gordos saturados (g), sal (g),
fibra (g) e proteina (g)). Os cereais de pequeno-almogo
selecionados foram divididos em duas categorias: cereais
infantis (n=28) e cereais nao infantis (n=22). Na categoria
dos cereais infantis, foram incluidos, além dos que referiam
ser cereais infantis, todos os que tinham nas embalagens
imagens alusivas a desenhos animados, jogos, brindes e
passatempos.

Classificagao pelos sistemas de rotulagem nutricional
simplificada

Semaforo Nutricional

Neste sistema as cores sao atribuidas consoante as quanti-
dades em que o nutriente esta presente em cada um dos pro-
dutos. As cores verde, amarela e vermelha representam uma
escala quantitativa (baixo, médio e alto) adequada a cada nu-
triente (1). O teor de energia também est4 representado neste
sistema, estando associado a uma cor neutra (em Portugal, a
marca que tem este sistema implementado atribuiu a cor cin-
zenta a energia). As cores utilizadas neste sistema nao repre-
sentam alegacdes (3). Este sistema FoP contém (3):

= Teores de energia (kJ e kcal) por 100 g/mL e por porcao

do alimento

= Teores de lipidos, acidos gordos saturados, aglcares
totais e sal por porgé@o do alimento

= [nformacao sobre a porgédo do alimento

= % Dose de Referéncia (% DR) relativa aos 4 nutrientes e
a energia por porgao de alimento

= Atribuicdo de uma cor a cada um dos nutrientes

Adicionalmente, podera ser incluida a informacéao “Alto”,
“Médio” ou “Baixo”, juntamente com as cores vermelha,
amarela ou verde (%),

Nutri-Score

O calculo do Nutri-Score seguiu a metodologia definida pela
FSA (8), que considera a aplicagdo da pontuacdo de acordo
com duas dimensdes: pontos A (pontos “positivos”), atribui-
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dos aos componentes “menos saudaveis” (energia, agucares,
acidos gordos saturados e sodio), e pontos C (pontos “nega-
tivos”), atribuidos aos componentes “saudaveis” (conteldo
em fruta, legumes e frutos secos, fibra e proteina) (5:6),

A referida metodologia considera, numa segunda etapa, que
0s pontos C sejam subtraidos aos pontos A, salvo quando o
total de pontos A seja superior ou igual a 11 e o total de pon-
tos Cinferior a 5. Neste caso, aos pontos A apenas se sub-
trai o total de pontos referentes aos teores de fibra e fruta,
legumes e frutos secos (5:6).,

A pontuacao final pode variar entre -15 (mais saudavel) e +40
(menos saudavel). Esta escala de pontuacdo esta ordenada
em cinco classes, e a cada uma delas é atribuida uma cor. A
cada cor corresponde uma letra, de modo a permitir uma me-
Ihor legibilidade do rétulo (5:6).

Neste estudo as categorias consideradas “saudaveis” cor-
respondem as cores Verde-escuro e Verde-claro, sendo as
restantes categorias consideradas “menos saudaveis”.

Tabela 1:
Seméforo nutricional.
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_Resultados e discussao

Com a aplicagao do semaforo nutricional aos 50 cereais de
pequeno-almogo em estudo, observou-se que apenas um
dos cereais foi classificado com quatro verdes em simulta-
neo (melhor classificagdo obtida) e que apenas dois cereais
foram classificados com dois vermelhos em simultaneo (pior
classificagédo obtida). No entanto, foi atribuida a cor verme-
lha ao teor de acucares a 56% dos cereais (> 22,5 g/100 g)
(tabela 1), bem como a 86% (n=24) dos cereais infantis.

Os cereais avaliados apresentaram, na sua maioria, um baixo
teor de &cidos gordos saturados (< 1,5 g/100 g; 64%) e um
baixo teor de lipidos (< 3,0 g/100 g; 54%), tendo-lhes sido atri-
buida a cor verde (tabela 1). A cor amarela foi atribuida maiori-
tariamente ao sal em 74% dos cereais (> 0,3 a < 1,5 g/100 g)
(tabela 1).

Relativamente a aplicacdo do sistema Nutri-Score, a cor ama-
rela foi atribuida a maioria dos cereais de pequeno-almoco
avaliados (60%; n=30), bem como a 57% dos cereais infantis
(n=16) e a 64% dos cereais ndo infantis (n=14). A nenhum dos
produtos avaliados foi atribuida a cor Laranja-escuro, catego-
ria de menor qualidade nutricional (tabela 2). Dos 50 cereais

Classificagdo dos componentes, de acordo com o sistema do

Categorias do Semaforo nutricional

Componentes Verde % Amarela Vermelha
P (n) % (n) % (n)

3 Lipidos 54 (27) 40 (20) 6(3)

o 9 ;

© E s Acidos gordos 64 (32) 30 (15) 6 (3)

% z © saturados

8 c I

3 o £ Aglcares totais 4 (2) 40 (20) 56 (28)
o
g s 20 (10) 74 (37) 6(9)

Tabela 2:

Cereais de | Verde-escuro (A) l

pequeno-almogo % (n) % (n)
Cereais infantis - 18 (5)
Cereais ndo 14 (3) 5(1)
infantis

Total 6 (3) 12 (6)

Verde-claro (B)

Classificagdo dos cereais de pequeno-almogo (n=50), de acordo com o sistema Nutri-Score.

Categorias do Nutri-Score

Amarela (C) Laranja-claro (D) Laranja-escuro (E)
% (n) % (n) % (n)
57 (16) 25 (7) -
64 (14) 18 (4) -
60 (30) 22 (11) -
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de pequeno-almogo analisados neste estudo, apenas 18%
(n=9) foram considerados saudaveis.

Os dois sistemas de classificagao permitem avaliar a quali-
dade nutricional dos alimentos, de forma rapida e acessivel,
usando duas abordagens diferentes (figura 1). O Semaforo
nutricional salienta a qualidade nutricional dos produtos,
permitindo ao consumidor avaliar individualmente de forma
positiva ou negativa quatro componentes importantes em
termos de saude publica e para os quais a OMS tem vindo
a recomendar a sua reducdo. No Nutri-Score, é feita uma
avaliacao global da qualidade nutricional do alimento, orien-
tando o consumidor, com informacao direta e intuitiva, para
escolhas alimentares informadas e saudaveis.

Figura 1: £2 Exemplo da aplicagéo dos sistemas FoP em estudo a
dois cereais de pequeno-almogo similares.
SEMAFORO NUTRICIONAL
Por porcao de 309
8,19
AGUCARES
6% 3% 8% 9% 5%
DR* DR* DR* DR* DR*
Energia por 100g: 1599kJ/ 380kcal
NUTRI-SCORE
_Conclusdes

Embora os cereais de pequeno-almoco possam ser geral-
mente considerados uma escolha alimentar saudavel, o
elevado teor de acUcares presente em alguns produtos dis-
poniveis no mercado portugués pode comprometer a sua
adequacao a uma alimentagao saudavel.

Este trabalho estudou a aplicagao de dois sistemas de rotula-
gem nutricional simplificada, em uso em Portugal, a cereais
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de pequeno-almoco: o Semaforo nutricional e o Nutri-Score.
Dos 50 cereais analisados, o Semaforo nutricional identifi-
cou o teor de aglcares como 0 componente mais critico. O
Nutri-Score classificou como saudaveis apenas 18% (n=9)
dos cereais de pequeno-almoco avaliados, tendo sido o teor
de aclcares 0 componente que mais contribuiu para que a
maior percentagem dos cereais tenha sido classificada como
menos saudavel.

Os sistemas de rotulagem nutricional simplificada nao subs-
tituem a declaragao nutricional obrigatdria, introduzida pelo
Regulamento (EU) n° 1169/2011 de 25 de outubro do Parla-
mento Europeu e do Conselho, “relativo a prestacdo de infor-
magao aos consumidores sobre 0s géneros alimenticios” ().
Esta declaracao nutricional obrigatéria deve incluir os seguin-
tes elementos: valor energético e quantidade de lipidos, &ci-
-dos gordos saturados, hidratos de carbono, acucares,
proteinas e sal (9). Para uma informacao mais abrangente
e especializada, os consumidores e os utilizadores tém a
disposicado, para consulta, a Tabela da Composi¢cdo dos
Alimentos do Instituto Nacional de Saude Doutor Ricardo
Jorge, onde estdo publicados em detalhe os valores nutri-
cionais de 42 nutrientes (10),

Este estudo reforga a importancia dos sistemas de rotulagem
nutricional simplificada como facilitadores da comunicagao
com o consumidor, apresentando-se como uma ferramenta
importante quer de literacia em sadde quer de escolha infor-
mada, contribuindo para a redugdo do nimero crescente de
doencas cronicas associadas a alimentacao.
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_Resumo sed before the appearance of the first symptoms making them important

for an early diagnosis. The available treatments for these pathologies
As Doengas Lisossomais de Sobrecarga (DLSs) sdo um conjunto de

) ) o ) can lead to the decrease of these sphingoid bases, raising the possibili-
patologias raras, crénicas, multissistémicas com modo de apresentagao

) ; o : i ty of using them for treatment follow-up. For the first time in Portugal, it
e gravidade muito variaveis. No seu conjunto afetam aproximadamente

1:5000 nados vivos e séo causadas pela acumulagdo de metabolitos nao
degradados no interior do lisossoma. As esfingolipidoses séo o grupo de
DLS com maior prevaléncia e incluem a doenga de Gaucher, a doenga de
Fabry e a doenca de Niemann-Pick. Por vezes, parte do produto primario
de acumulagao, através de uma reacdo de desacilagé@o, é convertido na

is available the study of several biomarkers for LSDs, through the tech-
nology of liquid chromatography coupled with tandem mass spectrome-
try (LC/MS/MS). The authors present the results of the measurement of
these sphingoid bases in several LSD patients, showing a clear specifi-
city of these biomarkers, allowing an early diagnosis, a better knowled-
ge of the natural history of the disease and a evaluation of the efficacy
respetiva base esfingoide, que se encontra bastante elevada em casos of the treatment.
de patologia. Em alguns doentes, estes compostos ja se encontram

aumentados, mesmo antes do aparecimento dos primeiros sintomas. Os

tratamentos disponiveis para estas patologias (terapia de substituicdo

enzimatica, terapia de reducédo de substrato de chaperones farmacolégi-

cos) conduzem a um decréscimo da concentracédo destas bases esfingoi- _Introdugéo
des, tornando o doseamento destes compostos Gtil também para aferir
a eficacia da terapéutica utilizada. Pela primeira vez em Portugal, é
disponibilizado o estudo destes biomarcadores para as DLSs, através de patologias de origem genética, em que ocorrem altera-
da tecnologia de espectrometria de massa em tandem (MS/MS). Os auto- Qées na correta degradagéo ou sintese de certos metabo-
res apresentam os resultados obtidos do doseamento destes lisolipidos
em diferentes doentes de DLSs, com a clara demonstracao da especifici-
dade destes biomarcadores, permitindo um diagnéstico atempado, um s&o um grupo bastante grande e heterogéneo, responsa-

melhor conhecimento da evolugao da doenga e monitorizagédo da eficacia vel por uma morbilidade e mortalidade significativas (1). As
do respetivo tratamento.

As doencas hereditarias do metabolismo, sdo um conjunto

litos celulares. Embora individualmente raras, globalmente

doencas Lisossomais de Sobrecarga (DLSs), um importante

_Abstract grupo das doengas hereditarias do metabolismo, séo patolo-

gias cronicas, multissistémicas, com modo de apresentacéo
More than 50 inherited lysosomal storage disorders (LSDs) are presently

known. They are a group of rare, multisystemic diseases with a variable
presentation. Most are the result of an impairment of a catabolic enzy- madamente 1:5000 nados-vivos e sdo causadas pela acumu-
me, leading to the accumulation of the corresponding specific substra- Iagéo de produtos nao degradados no interior do lisossoma,
te(s) and subsequent pathology. LSDs are individually rare diseases, but
as group they affect about 1 in 5,000 live births. The sphingolipidoses
are due to deficiencies in the enzymes needed for lysosomal degrada- esfingolipidoses sdo o grupo de DLS com maior prevalén-
tion of sphingolipid substrates and constitute the most prevalent group, cia e incluem a doenga de Gaucher, a doenga de Fabry ea
where Gaucher, Fabry and Niemann-Pick diseases are included. In these
disorders, the primary product of storage is deacylated into the respec-
tive sphingoid bases. In some cases, these products are already increa- re a acumulagdo de glucosilceramida devido & deficiéncia

e gravidade muito variaveis. No seu conjunto afetam aproxi-

consequéncia de distintas deficiéncias enzimaticas (2). As

doenca de Niemann-Pick (2:3). Na doenca de Gaucher, ocor-
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enzimatica em B-glucocerebrosidase e no caso da doenga de
Fabry, devido a um défice enziméatico em a-galactosidase A,
ocorre a acumulacao em globotriosilceramida. Na doenca de
Nieman-Pick tipo AB, ocorre a acumulagao de esfingomieli-
na &cida, devido a uma deficiéncia da enzima esfingomielina-
se, enquanto na doenca de Niemann-Pick tipo C, verifica-se
a acumulagao de colesterol dentro dos lisossomas, em resul-
tado da deficiéncia das proteinas a NPC1 e/ou NPC2 codifi-
cadas por dois genes diferentes, NPCT e NPC2 e envolvidas
no trafego de colesterol (4). No que diz respeito aos sintomas,
a doenca de Gaucher é caracterizada por hepatoesplenome-
galia, anemia e trombocitopenia, a doenca de Fabry por into-
lerdncia ao exercicio, angioqueratomas, acroparestesias e
pode apresentar ainda envolvimento cardiaco e\ou renal (5:6).
A doenca de Niemann-Pick, tem o tipo A, caracterizado por
ser a forma mais severa com grande comprometimento neu-
rolégico, sendo fatal entre os 2-3 anos de vida. No tipo B,
forma ndo neuroldgica ou visceral, apresenta envolvimento
respiratorio, hepatico e cardiaco. O tipo C, é a forma mais
frequente da doenca de Niemann-PicK e apresenta um com-
prometimento neuroldgico, com atraso do desenvolvimento
motor e mental (4). O tratamento destas patologias é atual-
mente efetuado através da utilizacao de terapia de substitui-
cdo enzimatica para as doengas de Gaucher e de Fabry, de
terapia de reducéo de substrato para as doencas de Gaucher
e de Niemman-Pick tipo C ou utilizando chaperones farma-
colégicos para alguns casos da doenga de Fabry (7). O diag-
nostico destas patologias realiza-se através da determinacéo
da respetiva atividade enzimatica ou da quantificagdo dos
substratos acumulados, especificos para cada uma das pato-
logias (8-19). No entanto, a falta de biomarcadores mais sen-
siveis e universalmente aceites, torna dificil, por um lado o
diagndstico assim como o seu follow-up. Exemplo disso, é o
doseamento dos niveis da enzima quitotriosidase, usada na
monitorizacdo da doenca de Gaucher, que se encontra igual-
mente elevada em outras patologias, a sua correlagdo com
o nivel de severidade é discutivel e cerca de 5-10% da popu-
lacdo é homozigitica para uma duplicacdao de 24bp no gene
que codifica a quitotriosidase, conduzindo a uma inatividade
da enzima, 0 que torna invigvel a sua utilizagdo como biomar-
cador da doenca nestes individuos (11:12). No entanto, parte
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dos produtos priméarios de acumulacdo s@o convertidos em
novos compostos, através de uma reagao de desacetilagao,
que se encontram cerca de 10-1000x aumentados no san-
gue destes doentes. Sao exemplo disso a glucosilesfingosina
(LysoGH) para a doenga de Gaucher, a globotriosilesfingo-
sina (LysoGb3) para a doenca de Fabry, a lisoesfingomieli-
na ( LisoSM) para a doenca de Niemann Pick, tipo AB e a
lisoesfingomielina-509 (LisoSM-509), analogo carboxilado
da LisoSM, para a doenga de Niemann-Pick tipo C (13-16)
(quadro 1).

Em alguns casos, estes compostos ja se encontram aumenta-
dos, mesmo antes do aparecimento dos primeiros sintomas.
Pela primeira vez em Portugal, é disponibilizado o estudo des-
tes biomarcadores para as DLSs, através da tecnologia de es-
pectrometria de massa em tandem (MS/MS). Uma reduzida
guantidade de amostra é suficiente para quantificacao destes
metabolitos e diagndstico destas patologias. A disponibiliza-
¢do desta metodologia permite um diagnéstico atempado, um
melhor conhecimento da evolucdo da doenca e monitorizagéo
da eficacia do respetivo tratamento.

Quadro 1: 4 Doencas Lisossomais de Sobrecarga e respetivos

biomarcadores.

Doenca Lisossomal de Sobrecarga Biomarcador

Doenca de Fabry LisoGb3 (Globotriosilesfingosina)
Doenga de Gaucher LisoGI1 ( Glucosilesfingosina)
Doenca de Niemann-Pick, tipo AB LisoSM ( Lisoesfingomielina)

Doenga de Niemann-Pick, tipo C LisoSM-509 ( Lisoesfingomielina - 509)

_Objetivo

Apresentar os resultados obtidos num estudo de biomarca-
dores para as Doencas Lisossomais de Sobrecarga (DLSs)
em Portugal, nomeadamente do doseamento destes lisoli-
pidos em diferentes doentes DLSs, demonstrando a espe-
cificidade destes biomarcadores para o diagnéstico, o
conhecimento da evolugcao da doenca e a monitorizagdo da
eficacia do respetivo tratamento.
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_Doentes e métodos

Doentes

A anadlise foi efetuada em amostras de plasma de doentes
com suspeita das DLSs acima referidas ou em doentes ja
identificados com o objetivo de realizar a monitorizacdo da
eficacia terapéutica. As amostras rececionadas eram prove-
nientes de varios centros hospitalares de Portugal.

Métodos

A quantificac&o dos biomarcadores faz-se através da tecnolo-
gia de espectrometria de massa em tandem (MS/MS), como
previamente descrito (17.18). Resumidamente, o padrao inter-
no (IS), lisolactosilceramida é adicionado a todas as amostras
para posterior quantificacdo dos lisolipidos. Apo6s precipita-
cao da proteina com cloroférmio:methanol, os lisolipidos séao
extraidos numa mistura de cloroférmio:metanol:agua. O pellet
previamente seco sob corrente de azoto, é reconstituido
em metanol e analisado por LC-MS/MS, num 4000QTRAP
(SCIEX). A quantificacédo dos diferentes lisolipidos é feita com
recurso ao IS adicionado no inicio.

_Resultados

Os denominados lisolipidos sé&o compostos fisioldgicos,
residuais na populag@o em geral. O seu aparecimento ocor-
re quando se verifica uma interrupcdo na cadeia cata-
bélica de um determinado lipido. No caso da doenca de
Fabry, verifica-se a acumulacado de liso-globotriosilceramida

Gréfico 1:
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(LisoGb3), proveniente da desacetilacdo da globotriosil-
ceramida (grafico 1A). Como se trata de uma doenca de
transmissao ligada ao cromossoma X, as mulheres podem
apresentar desde valores elevados a valores perfeitamente
normais, tal como acontece com a atividade enzimética da
enzima responsavel pela patologia, a a-galactosidase A. No
entanto, os homens afetados, apresentam valores aumen-
tados de LisoGb3. No grafico 1A, encontram-se repre-
sentados o0s controlos, os doentes do género feminino
e masculino em tratamento. A grande maioria dos doen-
tes apresentados, ja se encontram em terapia, tendo ape-
nas valores ligeiramente aumentados, sendo um bom indi-
cador da eficacia da terapia, uma vez que quando foram
diagnosticados, apresentavam valores bastante elevados.
No grafico 2A, encontra-se representados formas tardias,
da doenca de Fabry, onde se verifica a reducao do bio-
marcador LisoGb3 com o tratamento. No caso da doenga
de Gaucher, a acumulagédo da glucosilceramida, conduz a
um aumento do LisoGI1 (grafico 1B), patognomonico desta
patologia. Verifica-se uma correlacao entre o biomarcador e
o fenétipo apresentado, sendo o valor mais elevado quanto
mais grave for o seu fenotipo e por outro lado, quanto mais
eficaz for o seu tratamento, menor seré o valor de LisoGl1,
No grafico 2B verifica-se a redugdo do LisoGl1, entre monito-
rizagbes anuais, em trés doentes de Gaucher em tratamento.
No que diz respeito aos doentes de Niemann-Pick, tipo AB, e
aos valores de LisoSM, verifica-se a mesma tendéncia como
0s demais biomarcadores. O LisoSM-509, usado para a dete-

Valores dos diferentes biomarcadores LisoGb3 (A), LisoGI1 (B) e LisoSM-509 (C) em controlos e doentes de

Gaucher, Fabry e Niemann-Pick tipo C, respetivamente.

LisoGb3
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Controlos Hetero Hemi

Tratados

<
o

T T
N tratados

Controlos Doentes

Hetero: Mulheres; Hemi: Homens; N tratados: antes de iniciar o tratamento; Doentes: Doentes de NPC; MoM: Média da mediana
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Grafico 2:
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Valores de LisoGb3 (A) e LisoGI1 (B) em trés doentes de Fabry (A, B e C) e Gaucher (C, D e E), respetivamente.
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¢ao e follow-up dos doentes de NPC, encontra-se aumentado
nestes pacientes (grafico 2C). Em todos o0s casos, a presenca
dos biomarcadores aqui referenciados na circulagdo sangui-
nea tem um papel preponderante no curso e evolugao da
patologia.

_Concluséo

A quantificacdo dos biomarcadores referidos, através da tec-
nologia de espectrometria de massa em tandem (MS/MS),
permite um estudo mais aprofundado das patologias em
questédo. A disponibilizagdo desta metodologia permite um
diagnostico atempado, uma melhor compreensado da evolu-
cao da doenca e monitorizagao da eficacia do respetivo tra-
tamento. A descoberta de novos biomarcadores para outras
patologias lisossomais torna-se assim igualmente importan-
te, para o seu estudo e investigacao.
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_Resumo

A drepanocitose ¢ uma doenca genética causada pela mutagao c.20A>T,
em homozigotia, no gene da beta-globina, que leva a sintese de uma
hemoglobina anémala - hemoglobina S. Para além da anemia hemolitica
cronica, as manifestagdes clinicas sdo diversas e, em crian¢as, a mais
grave é a vasculopatia cerebral que inclui os acidentes vasculares cere-
brais (AVC) e os enfartes cerebrais silenciosos. Apesar de monogénica,
variantes noutros genes poderdo atuar como modificadores do seu curso
e gravidade clinica. Neste trabalho, estudamos 70 doentes pediatricos,
de origem subsaariana, com drepanocitose e bem caracterizados em
termos de vasculopatia cerebral. Procedemos a genotipagem de varian-
tes nos genes VCAM7 e NOS3 envolvidos na ativagdo do endotélio dos
vasos sanguineos e no ténus vascular. A analise estatistica revelou uma
associacdo positiva entre a presenca da variante rs1409419_T, bem como
do haplotipo 7 de VCAM1, e a ocorréncia de AVC. Por outro lado, para o
gene NOS3, observamos uma associagdo negativa entre o VNTR_alelo
4b e o haplotipo V, e a ocorréncia de enfarte cerebral silencioso, bem
como entre o haplotipo VIl e a ocorréncia de vasculopatia cerebral. Os
resultados obtidos sublinham a importancia de VCAM1 e NOS3 como
moduladores genéticos, bem como o seu potencial como biomarcadores
para a prevengdo e progndéstico da vasculopatia cerebral em criangas
com drepanocitose.

_Abstract

Sickle cell anemia is a genetic disease caused by homozygosity for the
mutation ¢.20A>T in the beta-globin gene which leads to the synthesis
of an abnormal hemoglobin — hemoglobin S. In addition to chronic he-
molytic anemia, the disease includes various clinical manifestations of
which cerebral vasculopathy (that comprises overt stroke and silent ce-
rebral infarction) is the most severe in children. Despite being a mono-
genic disease, its progression and severity may be modified due to the
effect of variants in other genes. In this work, we studied 70 sickle cell
anemia pediatric patients of sub-Saharan ancestry well characterized
in terms of cerebral vasculopathy. We genotyped variants in the VCAM1
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and NOS3 genes, due to the involvement of these genes in blood vessel
endothelium activation and vascular tone balance. Statistical analyses
showed a positive associative between the presence of the rs1409419_T
variant, as well as of the haplotype 7 of VCAM1, and stroke. On the other
hand, for the NOS3 gene, we observed a negative association between
the presence of the VNTR_4b allele and haplotype V and silent cerebral
infarcts. A similar association was observed between haplotype VIl and
cerebral vasculopathy as a whole. Our results underline the importance
of VCAM1 and NOS3 genes as genetic modulators, as well as their role
as potential biomarkers for cerebral vasculopathy prevention and prog-
nosis in children with sickle cell anemia.

_Introdugéo

A drepanocitose, ou anemia das células falciformes, é a forma
mais comum e mais grave das sindromes drepanociticas e
resulta da presenca, em homozigotia, da mutacao ¢.20A>T,
no gene da [3-globina (HBB). A hemoglobina anémala que daf
resulta - hemoglobina S - polimeriza no interior dos gldbu-
los vermelhos, em situacdes de desoxigenacéo, levando-os
a adotar uma forma de foice (os drepandcitos), 0 que da o
nome a doenca.

A drepanocitose é considerada, pela Organizacdo Mundial de
Salde, a mais importante hemoglobinopatia, a nivel mundial,
em termos de frequéncia e de impacto social (1), sendo que
cerca de 50-90% das criancas afetadas nascidas na Africa
subsaariana morrem antes dos 5 anos de idade (2). O facto
de os portadores heterozigéticos para a mutacdo drepanoci-
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tica possuirem protecao contra a malaria, explica as elevadas
frequéncias desse alelo na Africa subsaariana, Mediterraneo,
Médio Oriente e subcontinente Indiano. No entanto, os movi-
mentos populacionais, histéricos e recentes, tém levado a
uma maior distribuicdo da mutacéo, tornando a drepanocito-
se um problema de satde publica a nivel global (1),

As manifestagdes clinicas da drepanocitose sdo complexas
e envolvem véarios mecanismos, tais como: hemolise cronica,
inflamacéao sistémica, vaso-oclusao, diminuicao da biodispo-
nibilidade do éxido nitrico (NO) e ativagéo endotelial. A intera-
¢ao dindmica entre estes eventos resulta num fendtipo clinico
heterogéneo que, em criancas, abrange, entre outros: vascu-
lopatia cerebral, sindrome toracica aguda, hiposplenismo,
doenca renal e crises dolorosas. A vasculopatia cerebral -
causada por uma conjugagao de dano endotelial nas artérias
cerebrais, vaso-oclusdo e isquémia do tecido cerebral - é
uma das complicagdes mais graves e inclui acidentes vascu-
lares cerebrais (AVC; com sinais clinicos aparentes) e enfar-
tes cerebrais silenciosos (apenas diagnosticaveis através de
exames imagioldgicos), sendo que as crian¢as com drepano-
citose apresentam um risco de AVC muito superior ao da po-
pulagdo peditrica geral (3).

A ecografia com Doppler transcraniano é, atualmente, a prin-
cipal ferramenta imagioldgica usada no rastreio de risco de
AVC, sendo a ressonancia magnética aplicada ao diagnos-
tico de AVC e ao aumento da eficacia na detecéo de enfar-
tes cerebrais silenciosos. Em termos terapéuticos, a aborda-
gem atualmente preconizada consiste num regime regular de
transfusdes sanguineas para criancas com risco alto/mode-
rado de AVC (determinado pela ecografia com Doppler trans-
craniano) e, concomitantemente, podera ser administrado o
farmaco hidroxiureia (HU). No entanto, nem as estratégias de
rastreio ou de diagnéstico, atualmente disponiveis, permitem
identificar todas as criangas em risco de AVC e/ou enfarte
cerebral silencioso, nem as abordagens terapéuticas sao efi-
cazes em todos 0s doentes e nos casos em que 0 sdo, ndo
estao isentas de efeitos secundarios adversos e limitacoes
na sua aplicacdo. Assim, torna-se necessério identificar e
desenvolver um painel de biomarcadores, de elevada sensi-
bilidade e especificidade, com valor prognéstico e preditivo
para AVC em criangas com drepanocitose.
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Apesar da drepanocitose ser uma doenga monogénica, cau-
sada sempre pela mesma mutagdo no gene da beta-globina,
a progressao e gravidade clinica da doenca podem ser afeta-
das pela presenca de variantes noutros genes. Estes modifi-
cadores genéticos podem desempenhar um papel importante
na ocorréncia e gravidade das diversas manifestagdes clini-
cas, nomeadamente do AVC em criangas (4).

_Objetivo

O presente trabalho pretendeu avaliar o valor progndstico,
para o risco de vasculopatia cerebral, de variantes nos genes
VCAMT1 (que codifica a molécula de adeséo celular vascular
1, VCAM-1, envolvida na adesao e proliferacédo endoteliais)
e NOS3 (que codifica a sintase endotelial do 6xido nitrico,
eNOS, principal produtora de NO no sistema cardiovascular)
envolvidos na resposta endotelial e tonus vascular.

_Materiais e métodos

O presente trabalho consistiu num estudo de caso-controlo,
realizado no Instituto Nacional de Saude Doutor Ricardo
Jorge, em colaboracdo com quatro hospitais da Grande
Lisboa - Hospital D. Estefania, Hospital de Sta. Maria, Hos-
pital Fernando Fonseca e Hospital Garcia de Orta. Foram
selecionados 70 doentes pediatricos (=3 anos de idade) com
drepanocitose, caracterizados em termos de vasculopatia
cerebral, cujos progenitores eram originarios da Africa sub-
saariana. Os critérios de exclusdo compreenderam: idade
<3 anos; origem geogréafica parental fora da regiao da Africa
subsaariana; anterior terapéutica com HU; participacdo em
regime hipertransfusional nos 120 dias anteriores a incluséo
no estudo. Todos os representantes legais dos participantes
deram o seu consentimento informado e esclarecido para
participar neste estudo. Todas as amostras foram anonimi-
zadas antes de serem enviadas ao laboratério.

Os participantes foram agrupados em 4 grupos consoante
o tipo de vasculopatia cerebral apresentado: i) grupo “AVC”
(n=15), ocorréncia de, pelo menos, um episdédio de aciden-
te vascular cerebral isquémico, confirmado clinica e imagio-
logicamente; i) grupo “enfarte cerebral silencioso” (n=9),
ocorréncia de, pelo menos, um enfarte cerebral silencioso,
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confirmado imagiologicamente; iii) grupo “vasculopatia cere-
bral” (n=24), ocorréncia de, pelo menos, um episédio de AVC
e/ou enfarte cerebral silencioso; iv) grupo “controlo” (n=29)
auséncia de vasculopatia cerebral, confirmada clinica e ima-
giologicamente. Adicionalmente, os doentes foram avaliados
em termos de risco de ocorréncia de AVC, tendo a estratifi-
cacéo sido determinada pelos valores de velocidade maxima
média de fluxo na artéria cerebral média (TAMMYV), obtidos
durante a ecografia com Doppler transcraniano, conforme
segue: risco elevado/moderado - TAMMV > 170 cm/s (n=31);
e risco reduzido - TAMMV < 170 cm/s (n=29).

O DNA genomico foiisolado a partir de amostras de sangue
periférico de cada participante. A homozigotia para a muta-
cao ¢.20A>T no gene HBB foi confirmada por PCR-RFLP.
A escolha dos potenciais genes modificadores foi efetuada
com base em trabalhos efetuados anteriormente no nosso
laboratério (5). A genotipagem das variantes em VCAM1 e
NOSS foi realizada por PCR, PCR-RFLP ou por sequencia-
cao de Sanger. A partir das variantes detetadas, foi possi-
vel identificar varios haplotipos em ambos os loci usando o
software PHASE (https://els.comotion.uw.edu/express_lice
nse_technologies/phase).

Adicionalmente, procedemos a analise in silico de locais de
ligacao de fatores de transcricéo, associados a presenca das
variantes localizadas na regiao do promotor de VCAM1.

A andlise estatistica foi efetuada com recurso ao software
SPSS (v.25.0, IBM Inc., Chicago, USA). As variaveis categori-
cas foram representadas por numero, frequéncias e percen-
tagens. O teste exato de Fisher foi usado para a comparagéo
entre varidveis categoricas. O valor de p>0,05 foi utilizado
para definir significancia estatistica. O alelo minor de cada
variante foi avaliado, usando o modelo dominante, para po-
tencial associac&o com AVC, enfarte cerebral silencioso, vas-
culopatia cerebral geral (AVC e/ou enfarte cerebral silencioso)
ou risco de AVC (de acordo com as TAMMV medidas pelo
Doppler transcraniano), através de tabelas de contingéncia
2x2, fenotipo x genotipo. Apenas foram consideradas para
anélise de associagao variantes cujos alelos minor apresen-
tavam uma frequéncia >0,05.
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_Resultados e discussao

O principal objetivo do presente estudo, que constitui parte
de uma investigagdo mais alargada sobre moduladores ge-
néticos de vasculopatia cerebral pediatrica em drepanocito-
se, consistiu na avaliacdo de dados demograficos, clinicos,
imagiologicos e genéticos, de forma a desenhar futuramen-
te um painel de biomarcadores com valor preditivo e preven-
tivo para aquela manifestacao clinica.

A genotipagem de 6 locais polimdérficos no promotor do gene
VCAMT1 e de 3 no gene NOS3 permitiu a caracterizagdo de
7 haplotipos principais em VCAM1 (identificados de 1 a 7) e
também de 7 haplotipos no gene NOSS3 (identificados de | a
VII), (tabela 1). A nossa abordagem permitiu identificar asso-
ciacOes, estatisticamente significativas, entre a presenca de
variantes e/ou haplotipos especificos de VCAM7 e NOS3 e a
presenga/auséncia de vasculopatia cerebral nos doentes es-
tudados (figura 1).

Tabela 1: £ Variantes estudadas nos genes VCAM1 e NOS3 e

haplotipos identificados.

Gene / Variante Haplotipo
VCAM1 1 2 8 4 5 6 7
rs1409419 (T>C) C C C C C C T
rs3917024 (C>T) © C 6] C c T c
rs3917025 (CT>--) CT CT CT CT CT
rs3783598 (T>G) T T T T T G T
rs1041163 (T>C) T T (0] (0 T T T
rs3783599 (C>T) C T (] T (0] © ¢
NOS3 | I 1l IV v VI Vil
rs2070744 (C>T) © © C T T T T
VNTR* no intrdo 4 4a 4b 4b 4a 4b 4b 4c
rs1799983 (T>G) G G T G G T G

*

Alelos VNTR: 4a = 4 repeticoes de uma sequéncia de 27 pb; 4b = 5 repe-
ticoes de uma sequéncia de 27 pb; 4c = 6 repetigbes de uma sequéncia
de 27 pb
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Figura 1: '] Associagdo observada entre as variantes genéticas e os haplotipos identificados, nos genes VCAM1 e NOS3,
e o efeito modulador putativo na vasculopatia cerebral em criangas com drepanocitose.

Vaso-oclusao é

Isquémia

AVC isquémico

Variante / . .
Gene Haplotipo Efeito Vascular Cerebral Previsto o] OR 1C95%
Area temporariamente
sem fluxo sanguineo
9 AVC 0,041 417 1,04 - 16,73 -
rs1409419_T
Risco de AVC 0,009 4,71 1,67 - 14,13
VCAM1 ) AvC 0,041 417  1,04-16,73
Coagulo na Haplotipo 7 TAMMV
artéria Risco de AVC 0,009 4,71 1,57 - 1413 {
cerebral
média Artéria cerebral
Haplotipo 3 Risco reduzido de AVC 0,045 0,27 0,08 - 0,91
I Bloqueio na artéria
Enfarte cerebral silencioso VNTR alelo_4b Protecao - Enfarte Cereb. Silencioso 0,030 0,10 0,01 -0,69 )
Risco de AVC
Protecéo - Enfarte Cereb. Silencioso 0,031 0,18 0,04 -0,81
NOS3 Haplotipo V
% Risco reduzido de AVC 0,050 0,29 0,09 - 0,96
Haplotipo VI Protecdo - Vasculopatia Cerebral 0,006 0,08 0,01 -0,69 W

Fonte (imagens adaptadas): National Institute of Neurological Disorders and Stroke, Wikimedia Commons, www.uihere.com

Relativamente a VCAMT, observamos uma associacao posi-
tiva entre a presenca da variante rs1409419_T, bem como
do haplotipo 7, e a ocorréncia de AVC (p=0,041; OR=4,17,
IC95%=1,04-16,73. Em contrapartida, detetdmos associacao
negativa entre a presenca do haplotipo 3 de VCAM1T e risco
de AVC (p=0,045; OR=0,27; 1C95%=0,08-0,91) (figura 1).
O facto de as referidas variantes se encontrarem na regiao
do promotor do gene, pressupde que o efeito putativo da
sua presenca surja por alteracoes dos niveis de expressao
de VCAM1, possivelmente por alteragado/criacao de locais
de ligacao de fatores de transcricdo. Esta possibilidade foi
confirmada por analise in silico. De salientar que o potencial
modulador destas variantes no fenotipo em estudo devera
resultar, ndo do efeito individual, mas sim de um efeito cumu-
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lativo no contexto dos haplotipos que as incluem. A exce-
cao parece ser a rs1409419_T e o haplotipo 7 que a contém,
ja que a sobreposicdo de valores de ambos, em termos de
associacdo com vasculopatia cerebral, sugere que a variante
tenha um papel preponderante no efeito modulador do respe-
tivo haplotipo.

A eNOS também envolvida na resposta endotelial, desempe-
nha um papel crucial no equilibrio vasodilatagdo/vasocons-
tricdo, na remodelacdo e na proliferacdo vasculares. As
variantes do gene NOSS3, clinicamente mais relevantes, espe-
cialmente a nivel cardiovascular, sdo a rs2070744 (localizada
na regiao do promotor), a rs1799983 (localizada no exao 7)
e o0 polimorfismo de repeticdo (VNTR) de uma sequéncia de
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27 pb (localizado no intrao 4) (6). No nosso estudo, nenhuma
das variantes ou haplotipos de NOS3 identificados (tabela 1)
revelou associacdo com a ocorréncia de AVC. No entanto,
o VNTR_alelo 4b, anteriormente referido, revelou uma as-
sociacao negativa com a ocorréncia de enfarte cerebral si-
lencioso (p=0,030; OR=0,10; 0,01-0,69), tal como também
verificado para o haplotipo V (p=0,031; OR=0,18; 0,04-0,81).
Observamos ainda uma associagdo negativa entre a presen-
ca deste haplotipo V e o risco de AVC (p=0,050; OR=0,29;
0,09-0,96). Por fim, observamos, também uma associagao
negativa entre a presenca do haplotipo VIl e a ocorréncia de
vasculopatia cerebral (AVC e/ou enfarte silencioso) (p=0,006;
OR=0,08; 0,01-0,69) (figura 1). Em resumo, as variantes de
NOS3, nomeadamente os haplotipos identificados, parecem
estar associados a um efeito protetor, em termos de enfarte
cerebral silencioso, de vasculopatia cerebral (AVC e/ou en-
farte cerebral silencioso) e de risco de AVC em criangas com
drepanocitose.

_Concluséo

O conjunto dos nossos resultados sublinha a relevancia da
modulagao genética na fisiopatologia da vasculopatia cere-
bral pediatrica em drepanocitose. Os moduladores genéticos
aqui identificados, apds confirmacéo por estudos funcionais,
poderdo assumir grande relevancia na prevencao da vascu-
lopatia cerebral em criangas com drepanocitose. A sua apli-
cacdo na qualidade de biomarcadores com papel preditivo
permitira estabelecer bases para o desenvolvimento de es-
tratégias terapéuticas personalizadas.
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