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Tratamento de dados pessoais no ambito da
investigacdo cientifica: prazos de conservacao

Processing personal data for scientific research
purposes: period of storage

O tratamento de dados pessoais no ambito da investiga-
cao cientifica tem suscitado diversas questbes nas dife-
rentes dimensdes da regulamentacao aplicavel. Um desses
aspetos, por vezes omisso nos projetos de investigacao,
€ o0 prazo de conservagao dos dados pessoais e das suas
categorias especiais (dados biométricos, de saude e gené-
ticos), que deve constar do documento de informacao aos
participantes e encontrar-se devidamente sustentado nos

principios éticos da beneficéncia e justica/utilidade.

A conservacdo de dados pessoais inclui-se no conceito de
‘tratamento’ de dados pessoais, conforme definicao prevista
na al. 2) do art. 4.° (') do Regulamento Geral sobre a Prote-
¢do de Dados (RGPD) da Uni&o Europeia (1),

Os dados pessoais sdo conservados de modo a permitir
a identificacdo dos titulares dos dados apenas durante o
periodo necessario para as finalidades para as quais sao
tratados, mas podem ser conservados durante periodos
mais longos, caso sejam tratados para fins de investiga-
cao cientifica nos termos do n.° 1 do art. 89.° do RGPD,
ficando sujeitos a aplicagéo das medidas técnicas e orga-
nizativas adequadas ("), a fim de salvaguardar os direitos
e liberdades do titular dos dados ('),

Aquando da recolha dos dados pessoais, 0 responsavel
pelo tratamento deve fornecer ao titular, ou a quem o subs-
titua, informagao sobre 0 prazo de conservagédo dos dados
pessoais ou, se nao for possivel, os critérios usados para

definir esse prazo V).
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O art. 21.°da Lei n.° 58/2019, de 8 de agosto (2), que asse-
gura a execugdo, na ordem juridica nacional, do RGPD,
regula 0s prazos para conservacao dos dados pessoais,
destacando-se o seguinte:

a) O prazo de conservagéo de dados pessoais é o que esti-
ver fixado por norma legal ou regulamentar ou, na falta
desta, 0 que se revele necessario para a prossecucao da
finalidade.

Quando, pela natureza e finalidade do tratamento, desig-
nadamente para fins de investigacéo cientifica, ndo seja
possivel determinar antecipadamente o momento em
gue 0 mesmo deixa de ser necessario, é licita a conser-
vacdo dos dados pessoais, desde que sejam adotadas
medidas técnicas e organizativas adequadas a garantir
os direitos do titular dos dados, designadamente a infor-

macdo da sua conservagao.

¢) Quando cesse a finalidade que motivou o tratamento, ini-
cial ou posterior, de dados pessoais, 0 responsavel pelo
tratamento deve proceder a sua destruicdo ou anonimi-

zagao.

Tendo em consideracé@o o enquadramento ético e legal des-
crito, a Comisséo de Etica do Instituto Nacional de Saude
Doutor Ricardo Jorge (INSA) recomenda que na concegao
de projetos de investigacéo cientifica do Instituto se tenha

em conta o seguinte:

I.  Os dados pessoais devem ser limitados ao necesséario
face as finalidades/aos objetivos do seu tratamento.

ll. O prazo de conservagao dos dados deve ser limitado ao
minimo e sempre fundamentado no protocolo do estudo

face as finalidades/aos objetivos que visam atingir.

lll. Quando o prazo de conservacdo dos dados deva ser
mais longo para assegurar as finalidades/os objetivos
do estudo podera fixar-se, fundamentadamente ), um
prazo de 10, 20, 30 ou mais anos, conforme adequado,
prevendo a avaliag@o intercalar da necessidade de con-

servar 0s dados pessoais, a cada, no minimo, 5 anos.
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IV. Os protocolos dos estudos devem sempre especificar as
medidas técnicas e organizativas adotadas para a con-

servagao adequada dos dados.

V. O prazo de conservagao dos dados e a sua fundamen-
tagdo devem constar sempre do documento de Infor-
magéo ao Participante e da minuta da Declaracdo de
Consentimento Informado e Esclarecido.

VI. A anonimizagao dos dados, a sua eliminagdo apds a
conclusao do estudo, bem como a ado¢ao de medi-
das razoaveis que permitam a sua oportuna retifica-

cao, devem ser sempre previstas.

Para conhecimento completo sobre o0s elementos que
devem constar do documento de Informagéo ao Partici-
pante, a Comissdo de Etica do INSA disponibiliza docu-
mentacdo de apoio no website institucional, em:

https://www.insa.min-saude.pt/category/institucional/co
missao-de-etica/

Nina de Sousa Santos,

em nome e representacdo da Comissao de Etica do
Instituto Nacional de Saude Doutor Ricardo Jorge

Referéncias bibliograficas:
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tiva 95/46/CE
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Assegura a execugdo, na ordem juridica nacional, do Regulamento (UE) 2016/679
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“

(i

«Tratamento», uma opera¢do ou um conjunto de operacdes efetuadas sobre
dados pessoais ou sobre conjuntos de dados pessoais, por meios automatiza-
dos ou ndo automatizados, tais como a recolha, o registo, a organizagao, a estru-
turacdo, a conservagdo, a adaptacdo ou alteracdo, a recuperacgdo, a consulta, a
utilizacdo, a divulgagdo por transmissao, difusédo ou qualquer outra forma de dis-
ponibilizagdo, a comparagdo ou interconexdo, a limitacdo, o apagamento ou a
destruicdo;”

(ii) As medidas técnicas e organizativas aplicam-se a conservagéo dos dados e visam
assegurar que os dados pessoais ndo sejam disponibilizados sem intervengao
humana a um nimero indeterminado de pessoas singulares, cfr. n.° 2 do art. 25.°
do RGPD.
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(iii) cfr. al. e)don.°1doart. 5.°do RGPD
(iv) (cfr.al. a)don.°2doart. 13.°¢e al. a) do n.° 2 do art. 14.° do RGPD
(v)

A fundamentagéo devera descrever o interesse publico da investigagao, e o bene-
ficio potencial, direto ou indireto, dos resultados do estudo na Populagdo Portu-
guesa, 0s eventuais beneficios para os Participantes, bem como, ter em conta o
desenvolvimento futuro dos meios técnicos que possam contribuir para o apura-

mento dos resultados da investigagao.
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_Resumo

Num contexto de pandemia, os profissionais de salde dos hospitais séo
considerados um grupo de elevado risco para a infegdo por SARS-CoV-2
sendo um grupo prioritario para a vacinagdo. Apesar dos bons resultados
da eficacia das vacinas nos ensaios clinicos, sdo muitos os fatores que
podem influenciar a sua eficacia no mundo real (efetividade). Com base
num desenho de estudo de coorte prospetivo, desenvolveu-se um projeto
cujo objetivo foi avaliar a efetividade da vacina contra a COVID-19 em pro-
fissionais de salide no ambiente hospitalar. Foram recrutados 2367 profis-
sionais de salde e 0 seguimento do estudo ocorreu até abril de 2022. A
maioria reportou ser enfermeiro (39.8%), do sexo feminino (80,7%) e do
grupo etario 40-49 anos (29,5%). Verificou-se ainda que 95,3% dos parti-
cipantes tinham vacinag@o completa. Adicionalmente, 3,1% dos profissio-
nais reportou ter tido infecdo por SARS-CoV-2 antes da vacinagédo e 2,8%
reportou infegdo apos vacinagdo completa. Numa altura em que pratica-
mente toda a populagao se encontra vacinada contra a COVID-19 é essen-
cial a existéncia de estudos para o apoio a deciséo politica na gestéo da
pandemia e das medidas de saude puUblica que possam ser necessarias
de implementar.

_Abstract

In a pandemic context, healthcare workers from hospitals are consid-
ered a high risk group for SARS-CoV-2 infection and are a priority
group for vaccination. Despite the good results of vaccine effica-
cy in clinical trials, there are many factors that can influence the
vaccine's efficacy in the real world (effectiveness). Based on a pro-
spective cohort study design, a project was developed to evaluate
the effectiveness of the vaccine against COVID-19 in healthcare
workers in the hospital environment. 2367 health professionals
were recruited and followed until April 2022. The majority report-
ed being a nurse (39.8%), female (80.7%) and aged 40-49 years
(29.5 %). It was also found that 95.3% of the participants had com-
plete vaccination. Additionally, 3.1% of the professionals reported
SARS-CoV-2 infection before complete vaccination and 2.8% reported
infection after complete vaccination. At a time when practically the entire
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population is vaccinated against COVID-19, it is important to have stud-
ies that support the pandemic management policy and the public health
measures that could be necessary to implement.

_Introdugao

Num contexto de pandemia, os profissionais de salde dos
hospitais sdo considerados um grupo de elevado risco para
ainfecdo por SARS-CoV-2 decorrente do contacto préximo
com pacientes infetados. Acresce ao anterior, a possibili-
dade de transmisséo da infecao a pacientes suscetiveis de
desenvolver uma doenca mais grave (). Deste modo, os
profissionais de saude foram identificados como sendo um
grupo prioritario para a vacinacao que, em Portugal, se ini-
ciou a 26 de dezembro de 2020 (2),

Apesar dos bons resultados da eficacia das vacinas nos
ensaios clinicos realizados até ao momento, s&o muitos 0s
fatores que podem influenciar a eficacia de uma vacina no
mundo real (efetividade), fora do ambiente controlado dos
ensaios clinicos. E assim essencial realizar estudos de efe-
tividade da vacina na populagdo em geral e também nos
grupos de risco como os profissionais de satde (2).

Com base num desenho de estudo de coorte prospetivo,
desenvolveu-se um projeto com o objetivo de avaliar a efe-
tividade da vacina contra a COVID-19 em profissionais de
salde no ambiente hospitalar. Este projeto foi desenvol-
vido em sete paises da Europa (Croéacia, Estonia, Grécia,
Irlanda, Italia, Portugal e Espanha), tendo sido utilizada
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uma metodologia harmonizada de forma a permitir uma
analise conjunta de todos os paises participantes. Este
estudo, financiado pelo Centro Europeu de Prevencao e
Controlo das Doengas, foi desenvolvido em Portugal pelo
Instituto Nacional de Saude Doutor Ricardo Jorge em par-
ceria com a Diregéo-Geral da Saude, a Faculdade de Far-
mécia da Universidade de Lisboa, o Instituto Gulbenkian
de Ciéncia, o Centro Hospitalar Tondela-Viseu (CHTV), o
Centro Hospitalar e Universitario de Coimbra (CHUC), o
Centro Hospitalar de Lisboa Ocidental (CHLO), o Hospital
Beatriz Angelo (HBA) e o Hospital Garcia de Orta (HGO).

_Objetivo

Neste artigo ¢é feita a descricdo metodologica do estudo
implementado para avaliar a efetividade da vacina contra
a COVID-19 em profissionais de saude no ambiente hospi-
talar.

_Metodologia

Desenho de estudo e populacdo

Trata-se de um estudo de coorte prospetivo cuja popula-
cao-alvo foram todos os profissionais de saude de hospitais
(todas as categorias profissionais), elegiveis para vacinacao
contra COVID-19, sem contraindicacdo para vacinacao, que
consentiram participar e que faziam parte de um dos cen-
tros hospitalares participantes no estudo. Os hospitais par-
ticipantes foram: Centro Hospitalar Tondela-Viseu, Centro
Hospitalar e Universitario de Coimbra, Centro Hospitalar de
Lisboa Ocidental, Hospital Beatriz Angelo e o Hospital Gar-
cia de Orta.

Definicdo da exposicdo e do outcome

Um individuo foi considerado vacinado 14 dias apés a vaci-
nacdo completa (recebendo todas as doses recomendadas
nas caracteristicas do produto). Um individuo é conside-
rado ndo vacinado se ndo recebeu nenhuma dose da vacina
COVID-19. Um individuo é considerado parcialmente vaci-
nado 14 dias apos receber a primeira dose e até receber a
segunda dose.
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O outcome principal do estudo foi a confirmacéo laborato-
rial por RT-PCR de infegao sintomatica por SARS-CoV-2 de
acordo com a definicdo de caso suspeito da Organizagao
Mundial de Saude (4). Adicionalmente em alguns hospitais,
foram realizados também testes serolégicos, nomeadamente
a quantificaca@o dos anticorpos IgG contra SARS-CoV-2 que
foram medidos em amostras de soro colhidas em diferen-
tes momentos antes da vacinacdo e 30 dias, 3, 6 € 12 meses
apos vacinacdo. Tendo em conta que a vacinagao dos pro-
fissionais de saude comecou antes do inicio deste estudo,
alguma informacao foi recolhida retrospectivamente, sempre
que tal tenha sido possivel.

Procedimentos e informacdo a recolher

Todos os profissionais de saude dos hospitais foram con-
vidados a participar no estudo através do envio de email.
Apos aceitagao de participacdo, que implicou a obtencao
de consentimento assinado, o profissional de saude res-
pondeu a um questionario inicial, apenas uma Unica vez, e
ao questionario semanal, todas as semanas até ao fim do
seguimento. A resposta a ambos os questionarios foi efe-
tuada online através da plataforma REDcap.

Ao longo do seguimento, que se iniciou em maio de 2021 e
terminou em abril de 2022, foram recolhidas amostras res-
piratérias para realizacdo de teste RT-PCR, sempre que
houve sintomas compativeis com a COVID-19 declarados
pelo profissional. Adicionalmente, foi feita a colheita de
sangue venoso para a determinacdo de anticorpos contra
0 SARS-CoV-2 nos momentos anteriormente descritos.

No que respeita a informacao recolhida através do ques-
tionéario inicial, esta incluiu informacao sociodemogréfica,
do estado de saude, do historial de vacinac@o para infe-
cOes respiratérias incluindo a gripe, da infecdo prévia por
SARS-CoV-2, da exposi¢éo ocupacional e comunitéria, dos
comportamentos preventivos e do estado vacinal contra a
COVID-19. Relativamente ao questionario semanal, foi reco-
lhida informacao sobre a sintomatologia referente aos Ulti-
mos 7 dias bem com a exposicdo ocupacional e comunitaria
de cada profissional de saude.
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Aspetos éticos

O consentimento informado por escrito foi obtido de todos
0s participantes do estudo. Todos os participantes foram
informados de que a sua participacdo era voluntaria e
que poderiam desistir a qualguer momento sem terem
gue apresentar justificacao e sem qualquer consequéncia
nomeadamente quanto a oferta de vacinagéo. Este estudo
foi aprovado pelas comissOes de ética dos hospitais parti-
cipantes, nomeadamente pela comissao de ética do CHTV,
CHLO, CHUC e comissao de ética da Faculdade de Far-
mécia da Universidade de Lisboa que se pronunciou sobre
a implementacao do projeto no HBA e HGO. Foi também
aprovado pela Comisséo de Etica do Instituto Nacional de
Saude Doutor Ricardo Jorge.

_Resultados

Apresentam-se os resultados preliminares relativos a des-
cricdo da coorte, quanto a distribuic@o dos participantes e
caracteriza¢do do estado vacinal, tipo de vacina e infe¢édo
por SARS-CoV-2.

Até ao dia 24/10/2021 foram recrutados um total de 2367
profissionais de saude (CHTV: 809-34%, CHLO: 603-25%,
CHUC: 583-25%, HGO: 280-12%, HBA: 92-4%). No grafi-
co 1 é apresentada a distribuicao dos participantes, de acor-
do com o sexo e grupo etario. A maioria dos profissionais de
saude participantes é do sexo feminino (80,7%) e pertencen-
te ao grupo etario dos 40 aos 49 anos (29,5%).

No grafico 2 é apresentada a distribuicéo dos participantes
de acordo com a categoria profissional a que pertencem.
A maioria dos profissionais participantes sdo Enfermei-
ros (39,8%), Médicos (18,6%) e Auxiliares de Acdo Médica
(12,2%).

Relativamente ao estado vacinal e infecao por SARS-CoV-2
(gréfico 3), verificamos que 95,3% dos profissionais de saude
participantes tém vacinacdo completa, sendo a vacina da
Pfizer a mais frequentemente administrada (79,7%).

Quanto a infecdo por SARS-CoV-2, 3,1% dos profissionais
reportou ter tido infecao por SARS-CoV-2 antes de ter sido
vacinado e 2,8% reportou ter ja sido infetado pelo virus
SARS-CoV-2 apds vacinacao completa (grafico 3).

Gréfico 1: [ Distribui¢do dos participantes no estudo, de acordo com o sexo

(n=2367) e grupo etério (n=2341).

80,7%
0
26,8% Giiedn S
19,3%
10,9% 8 20

Feminino Masculino =29 30-39 40-49 50-59 =60
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Gréfico 2: Distribui¢do dos participantes no estudo, de acordo com a categoria

profissional (n=2318).

39,8%
18,6%
12,2% [
11,4% 9,9%
l I -
Enfermeiro Médico Auxiliar Acao TSDT A. Técnico Outra Categoria
Médica

Grafico 3: 2 Caracterizagao do estado vacinal (n=2125), tipo de vacina (n=2084) e infegdo por SARS-CoV-2
(n=1948) nos profissionais de saude participantes no estudo.

95,3%
79,7%
17,9%
0 0

2,2% 0.1% 3,1% 2,8%

[ [ S
Vacinacao AstraZeneca Pfizer AstraZeneca e  Moderna Janssen Infecdo antes Infecdo apos
Completa pfizer® da vacinacdo  vacinacao

* Primeira dose Astrazeneca e sequnda dose Pfizer.
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_Consideragdes finais

Durante o més de novembro foi encerrada a fase de recru-
tamento dos profissionais de salde que fizeram parte da
coorte seguida até abril de 2022,

Com este estudo, pretendeu-se obter informacao sobre a
efetividade da vacina nos profissionais de satde dos hos-
pitais. Numa altura em que praticamente toda a populagao
se encontra vacinada contra a COVID-19 ¢é essencial a exis-
téncia de estudos, em especial nos grupos de maior risco,
como é o0 caso dos profissionais de saude, de forma a mo-
nitorizar a efetividade da vacina ao longo do tempo.

Estes estudos sdo uma ferramenta essencial para o apoio a
decisao politica na gestdo da pandemia e das medidas de
salde publica que sejam necessarias de implementar.

* COVID-19 vaccine effectiveness among healthcare workers
in Portugal (Project Research Group): Adriana Silva (Ins-
tituto Nacional de Saude Doutor Ricardo Jorge), Ale-
xandra Lima o que (Centro Hospitalar de Lisboa Ociden-
tal), Ana Catarina Dias (Centro Hospitalar Tondela-Viseu), Ana
Paula Rodrigues (Instituto Nacional de Satde Doutor Ricardo
Jorge), André Peralta Santos (Direcdo-Geral da Saude), Artur
Paiva (Centro Hospitalar Universitdrio de Coimbra), Ausenda
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_Resumo

O tabagismo e a exposi¢@o ao fumo ambiental do tabaco (ou exposigao
passiva) estdo associados a véarios efeitos adversos na salde, particular-
mente em periodos de maior suscetibilidade como o periodo pré-natal.
Como condigao essencial para o delineamento de estratégias mais ade-
quadas e efetivas de promocéo de salde e prevencdo de doenga asso-
ciadas, torna-se essencial caracterizar detalhadamente a exposi¢éo ao
tabaco noinicio da vida e conhecer a sua influéncia em diferentes indica-
dores de salde neonatal. Para tal, foi analisada informacéo individual
e clinica de 595 gravidas com mais de 36 semanas de gestagédo, em con-
sulta no Servigo de Obstetricia e Ginecologia do Centro Hospitalar de
S. Jodo, entre abril de 2017 e julho de 2018. Foram também analisados
indicadores de salde neonatais dos respetivos recém-nascidos por con-
sulta dos seus processos clinicos. Os resultados deste estudo mostram
uma prevaléncia do consumo do tabaco de 27,9% antes da gravidez,
valor que diminui para 12,9% ao nascimento, como resultado de uma
cessacao tabagica de 46,4% durante a gestagao. Em termos de exposi-
¢do passiva ao fumo do tabaco, verificou-se que 31,7% das participantes
nao fumadoras estavam diariamente expostas, durante mais de uma
hora, antes da gravidez, e que houve uma diminuicdo da exposicao ao
longo da gravidez (26,3% no terceiro trimestre). A analise da associagao
entre os indicadores de salde neonatal e os comportamentos tabagicos
apontam para uma diminuicdo do peso, tamanho e perimetro cefalico
ao nascimento entre os recém-nascidos das participantes fumadoras,
valores que aumentam nos casos em que ha cessagao tabagica durante
a gravidez.

_Abstract

Tobacco exposure (use and passive exposure) can adversely impact
human health, particularly in specific windows of susceptibility, such as
the in utero period. As an essential condition for the design of adequate
and effective strategies for health promotion and disease prevention,
it is crucial to characterize the exposure to tobacco smoke in early life,
and to investigate its influence on different perinatal outcomes. For that
purpose, individual and clinical data from 595 pregnant women who
sought prenatal care at Centro Hospitalar de S. Jodo, between April

2017 and July 2018, were analysed. In addition, information on perina-
tal indicators were obtained using birth medical records.

The smoking prevalence before pregnancy was 27.9% and reduced
to 12.9% at birth; 46.4% of the participants reported to have stopped
smoking during pregnancy. Concurrently, the prevalence of passive
tobacco exposure among non-smoking pregnant women decrease
throughout the pregnancy from 31.7% that reported daily exposure for
at least one hour prior to pregnancy, to 26.3% in the third trimester.
Maternal active smoking in the third trimester of pregnancy was asso-
ciated with a decrease in birth weight, length and head circumference;
the indicators were found to increase in cases where smoking cessa-
tion occurred during pregnancy.

_Introdugéo

O tabagismo é considerado pela Organizagdo Mundial da
Salde (OMS) a principal causa evitavel de morte (1), viti-
mando anualmente cerca de 8 milhdes de pessoas em todo o
mundo (?) e cerca de 10 mil portugueses (3), devido a doen-
cas provocadas ou agravadas pelo consumo de tabaco.

Apesar do conhecimento generalizado acerca dos efeitos do
tabaco na salde humana (seja consumo ou exposicao pas-
siva), e do atual quadro legislativo e respetivas agdes de
educacao e informacao que visam a prevengao do tabagismo
e a protegdo da exposicdo involuntaria ao fumo ambiental
do tabaco (4), tem-se verificado um aumento do consumo de
tabaco entre as mulheres em Portugal (5). No que se refere
ao periodo da gravidez, um estudo realizado em Portugal
entre 2005 e 2006 por Alves et al., 2013 (6) reportou uma
prevaléncia de mulheres fumadoras de 23% no inicio da gra-



Observacdes_ Boletim Epidemiolégico

(’ nsituto_Nacional de Satide

videz, sendo que 12% nao modificaram os seus habitos taba-
gicos durante a gestagdo. Dados nacionais mais recentes
(2017-2018) apontam para um consumo de tabaco durante a
gravidez de 14% (7). A literatura cientifica indica que os habi-
tos tabagicos da gravida podem contribuir para um maior
risco de ocorréncia de complicagdes obstétricas e neona-
tais, entre as quais se contam o aborto espontaneo, gravi-
dez ectdpica, prematuridade, baixo peso e comprimento ao
nascimento, bem como menor perimetro cefalico (8-10). No
entanto, o tabagismo é um fator de risco modificavel que
pode ser prevenido; mais ainda, muitos autores consideram
que a gravidez pode constituir uma oportunidade Unica para
intervencdes de cessacao tabagica (11.12),

No que diz respeito a exposicéo passiva ao fumo do tabaco,
0s Unicos dados disponiveis para a populagao portuguesa
mostram que, em 2015, 12,8% dos portugueses estavam
expostos ao fumo ambiental do tabaco pelo menos uma
hora por dia (13). Apesar do fumo passivo ser classificado
pela International Agency for Research on Cancer (IARC)
como cancerfgeno para humanos desde 2015 (14), nao exis-
tem dados sobre a exposicdo a este fator de risco entre
mulheres gravidas em Portugal.

Desta forma, o conhecimento sobre 0 consumo e a expo-
sicao ao fumo ambiental do tabaco entre os grupos mais
vulneraveis da populacdo, nomeadamente mulheres gravi-
das, bem como os seus efeitos adversos nos indicadores
de salde neonatal, é essencial para planear e monitorizar
as estratégias de prevengédo do consumo e avaliar poten-
ciais estratégias de cessacao.

_Objetivos

Este trabalho teve como principais objetivos caracterizar a
exposicao ao tabaco (consumo, cessacao e exposicao pas-
siva) durante a gravidez numa populacao portuguesa; e ana-
lisar o impacto desta exposicdo em indicadores de saude
neonatal (peso, comprimento e perimetro cefalico ao nasci-
mento).
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_Material e métodos

Este estudo foi realizado no dmbito do projeto NeoGene
“Impacto da exposigao transplacentaria ao fumo do tabaco
no ADN do recém-nascido. Avaliacdao de dano genético
e alteracdes epigenéticas” (FAPESP/19914/2014). Foram
assegurados os procedimentos éticos, com a autorizacao
da Comisséo Nacional de Protecao de Dados (2726/2017)
e parecer favoravel da Comisséo de Etica do Centro Hos-
pitalar de S. Jodo (CHSJ) (326/16), Porto.

Entre abril de 2017 e julho de 2018, foram recrutadas 838
mulheres gravidas com mais de 36 semanas de gestagao,
em consulta no Servigo de Obstetricia e Ginecologia do
CHSJ. Este trabalho considera uma populacao de 595 par-
ticipantes com informacao individual e clinica completa.

Ainformacé&o individual foi recolhida através de um questio-
nario preenchido durante uma entrevista que teve lugar
até 72 horas apds o parto. No presente estudo foram anali-
sadas variaveis relacionadas com a exposi¢do ao tabaco
(consumo, cessacdo e exposicdo passiva); caracteristicas
demograficas e de saude (idade, nacionalidade, tipologia
de area urbana, paridade, niumero de abortos espontaneos
e gravidezes ectopicas), e socioecondémicas (ocupacéo
profissional, nivel de escolaridade completo mais elevado,
nivel de privagao socioecondémica do local de residéncia)
de cada uma das participantes. Os indicadores de saude
neonatal, peso, comprimento e perimetro cefalico ao nasci-
mento foram obtidos por consulta dos processos clinicos.
A categorizacdo detalhada de todas estas varidveis encon-
tra-se descrita em Madureira et al., 2020 (15) e Silva et al.,
2022 (16),

Na analise dos dados aqui apresentados foram realiza-
das analises de frequéncias comparadas pelo teste do
Qui-quadrado, ou razao de verossimilhanga. Os indicadores
de salde neonatal foram analisados por regressao linear
multipla, tendo os modelos sido ajustados para as variaveis
consideradas relevantes de acordo com a literatura (17-19),
Todas as analises foram realizadas com o software SPSS
(Statistical Package for the Social Sciences) versao 24,
tendo-se aplicado um nivel de significancia de 5%.
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_Resultados e discussdo

As caracteristicas da populagéo estudada sdo apresenta-
das na tabela 1.

A avaliacao da distribuicdo das participantes de acordo
com 0s seus habitos tabagicos antes da gravidez mostra
que, das 595 participantes, 346 (568,2%) nunca fumaram, 83

(13,9%) sdo ex-fumadoras e 166 (27,9%) fumadoras. Estes
dados revelam uma prevaléncia mais elevada de fumadoras
antes da gravidez em comparagdo com um estudo realizado
em 2013 em Portugal (6). Em linha com estudos anterio-
res (20,21) os dados aqui obtidos sugerem que a partir dos
25 anos de idade mais de 90% das gravidas, provavelmente
devido a circunstancias pessoais especificas e a um maior

Tabela 1: Caracterizagdo da populagao estudada de acordo com os habitos tabagicos anteriores & gravidez.
Total Nunca Fumadoras Ex-Fumadoras Fumadoras
(n=595) (n=346) (n=83) (n=166) valer g
Idade
<25 anos 68 (11,4%) 30 (8,7%) 8 (9,6%) 30 (18,1%)
25-29 anos 142 (23,9%) 74 (21,4%) 5 (18,10%) 53 (31,9%)
30-34 anos 205 (34,5%) 133 (38,4%) 28 (33,7%) 44 (26,5%) SRR
= 35 anos 180 (30,2%) 109 (31,5%) 32 (38,6%) 39 (23,5%)
Nacionalidade
Portuguesa 566 (95,1%) 325 (93,9%) 80 (96,4%) 161 (97,0%)
outra 29 (4,9%) 21 (6,1%) 3 (3,6%) 5 (3,0%) S
Tipologia de area urbana*
Predominantemente 29 (4,9%) 19 (5,5%) 4 (4,8%) 6 (3,6%)
rural/mediamente urbana 0,645
Predominantemente urbana 564 (95,1%) 325 (94,5%) 79 (95,2%) 160 (96,4%)
Ocupacao profissional
Sem ocupacao 126 (21,2%) 62 (17,9%) 16 (19,3%) 48 (28,9%)
Estudante 12 (2,0%) 8 (2,2%) 1(1,2%) 3 (1,8%) 0,011
Emprego manual 205 (34,5%) 114 (32,9%) 26 (31,3%) 65 (39,2%)
Emprego nao-manual 252 (42,3%) 162 (46,8%) 0 (48,2%) 50 (30,1%)
Escolaridade
0-9 anos 156 (26,2%) 69 (19,9%) 9 (22,9%) 68 (41,0%)
10-12 anos 214 (36,0%) 117 (33,8%) 29 (34,9%) 68 (41,0%) <0,001
= 13 anos 225 (37,8%) 160 (46,3%) 35 (42,2%) 30 (18,0%)
Nivel de privacao socioeconémica do local de residéncia **
T1-Menor privacao 191 (33,2%) 103 (31,0%) 29 (37,2%) 59 (35,7%)
T2 196 (34,1%) 112 (33,7%) 26 (33,3%) 58 (35,2%) 0,590
T3-Maior privacao 188 (32,7%) 117 (35,3%) 23 (29,5%) 48 (29,1%)
Paridade
0 329 (55,3%) 190 (54,9%) 49 (59,0%) 90 (54,2%)
1 212 (35,6%) 125 (36,1%) 32 (38,6%) 55 (33,1%) 0,127
2?2 54 (9,1%) 31 (9,0%) 2 (2,4%) 21 (12,7%)
Abortos espontaneos (n.°)
0 486 (82,2%) 287 (83,4%) 69 (84,2%) 130 (78,8%)
1 89 (15,1%) 47 (13,7%) 11 (13,4%) 31 (18,8%) 0,647"
22 16 (2,7%) 10 (2,9%) 2 (2,4%) 4 (2,4%)
Gravidezes ectdpicas (n.°)
Nao 584 (98,2%) 342 (98,8%) 82 (98,8%) 160 (96,4%) 0173
Sim 11 (1,8%) 4 (1,2%) 1 (1,2%) 6 (3,6%) '

#2 valores omissos; ¥ 20 valores omissos; °
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#4 valores omissos; # Teste Likelihood ratio em vez de Qui-quadrado
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entendimento dos efeitos nefastos do consumo do taba-
co (21), reportaram nunca terem fumado. Salienta-se ainda
que a maior prevaléncia de participantes que deixaram de
fumar (ex-fumadoras) antes da gravidez estava associada
ao grupo etario acima dos 30 anos.

Quanto a ocupacao profissional, a proporgao mais elevada
de fumadoras antes da gravidez foi observada entre as
participantes em situacdo de emprego manual, facto que
tem sido associado a baixa literacia e condicao financeira
que habitualmente caracteriza as mulheres nesta situa-
céo (20,22,23)

A relacédo entre o consumo de tabaco e o nivel de escola-
ridade revelou maior prevaléncia de consumo na popula-
cao estudada com menores niveis de formacao (<13 anos
de escolaridade), a semelhanca dos resultados obtidos por
outros autores (20,22),

A anadlise da cessacao tabagica ao longo da gravidez (gra-
fico 1), e em linha com os resultados de um estudo rea-
lizado por Alves et al., 2013 (6), revela que 53,6% (n=89)
das participantes ndo cessaram 0s seus habitos tabagicos,
sendo que 35,5% (n=59) das gravidas que decidiram parar
de fumar fizeram-no logo no 1° trimestre. Isto confirma a
importancia da implementacao de intervencdes para a ces-
sacéo tabagica durante a gravidez, em que os profissionais
de saude podem desempenhar um papel determinante com
aconselhamento e acompanhamento antes, durante e até
mesmo apos a gravidez.

Entre os dados mais relevantes deste estudo encontra-se a
caracterizacdo da exposi¢cao de gravidas ao fumo passivo,
que foi efetuada pela primeira vez em Portugal. A data da
entrevista, a maioria da populagao de estudo referiu ndo ter
estado exposta diariamente ao fumo passivo (43,4%) em
espacgos fechados (casa, local de trabalho e de lazer) ou
ter estado apenas esporadicamente exposta (24,9%) antes
da gravidez (grafico 2), o que resulta numa exposicao dia-
ria ao fumo do tabaco de 31,7% da populagao. Este valor é
superior ao determinado em 2015 para a populacao femi-
nina (10,8%) no Inquérito Nacional de Saude com Exame
Fisico (INSEF) (10); de ressalvar que os dados retratados
no INSEF se refiram a populacdo nacional caracterizada
por uma faixa etaria diferente (entre 0s 25 e 0s 74 anos de
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idade) e consequente estado de saude. O grafico 2 mos-
tra ainda que a exposi¢do ao fumo do tabaco decresce ao
longo da gravidez, o que indica uma alteragdo dos compor-
tamentos durante a gestagéao.

No entanto, a percentagem de mulheres gravidas nao fuma-
doras diariamente expostas ao fumo do tabaco no 3° tri-
mestre de gravidez é ainda de 26,3%, o que reforca a
necessidade de realizar campanhas de informagao e sen-
sibilizacdo sobre os efeitos nefastos da exposi¢cao passiva
ao fumo do tabaco, e ndo apenas do seu consumo. A ine-
xisténcia de estudos efetuados em Portugal sobre a exposi-
¢ao passiva ao fumo de tabaco ndo permite uma avaliagao
de tendéncias, uma analise que poderia ser interessante a
luz das alteracdes a Lei do Tabaco, a entrada no mercado
de novos produtos de tabaco, e as desigualdades econdmi-
cas e sociais ocorridas nos ultimos anos.

Numa segunda fase do projeto, foi possivel comparar 0s
dados obtidos por questiondrio com a concentragdo de
cotinina, um biomarcador de exposi¢gdo ao fumo ambien-
tal do tabaco, determinado na urina materna colhida no
dia do parto. Esses resultados, detalhados em Silva et al.,
2022 (16) permitiram a excluséo das participantes cuja infor-
macdo em questiondrio nao coincidia com a obtida com
0 biomarcador analisado, para uma analise mais fiavel da
associagado entre os comportamentos tabagicos (consumo
e cessagao) e os indicadores de saude neonatal recolhidos
(peso, comprimento e perimetro cefalico ao nascimento).
Os resultados, apresentados na figura1, apontam para
uma diminuic&o significativa dos valores dos indicadores de
saude neonatal entre os recém-nascidos das participantes
fumadoras quando comparados com os das ndo-fumadoras,
nao-expostas ao fumo passivo do tabaco, em concordan-
cia com o que tem vindo a ser reportado por outros auto-
res (17:19). Por outro lado, a cessagédo foi responsavel por
uma melhoria nos indicadores de saude, tendo-se verificado
um aumento significativo no peso dos recém-nascidos cujas
mées cessaram durante a gravidez quando comparadas
com maes que mantiveram o consumo do tabaco, um resul-
tado que se soma aos de outros autores (24:25) a0 demons-
trar a importancia da cessacao tabagica na saude neonatal.
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Gréfico 1: [ Andlise da cessagéo tabagica ao longo da gravidez (n=166).
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Grafico 2: ['7 Andlise da exposigao passiva ao fumo do tabaco ao longo da gravidez entre as ndo-fumadoras
(nunca fumadoras e ex-fumadoras; n=429).
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Figura 1: [ Associagdes entre os indicadores de salide neonatais analisados e (A) consumo de tabaco no 3° trimestre;
(B) cessagéo tabagica durante a gravidez.
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exposicao passiva (n=314) foram consideradas refe-

Peso —e—
réncia (n=314 vs. 89); para a cessacao tabagica, as
] rticipantes ndo cessaram foram consider S
Comprimento participantes que nao cessara am considerada
referéncia (n= 88 vs. 66).
Perimetro cefdlico | 0s coeficientes apresentados foram ajustados para a

idade materna, escolaridade (referéncia: 0-9 anos),
ocupacdo profissional (referéncia: sem ocupacdo),
indice de massa corporal da mae antes da gravidez,
Peso I 1 aumento de peso da mae durante a gravidez, pari-
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_Conclusdes

Este estudo confirma que 0 consumo e a exposi¢do ao
fumo ambiental do tabaco durante a gravidez em Portugal
continuam a ser um tdpico relevante que merece a aten-
¢ao da comunidade cientifica. De acordo com a evidéncia
aqui apresentada, e tendo em conta o quadro legislativo
em vigor desde 2007, cerca de 28% das participantes eram
fumadoras antes da gravidez e mais de metade das partici-
pantes (563,6%) ndo cessou 0 consumo de tabaco durante
a gestacao. Por sua vez, os resultados indicam que muitas
mulheres ndo fumadoras se encontram diariamente expos-
tas ao fumo do tabaco no 3° trimestre de gravidez (26,3%).

Acresce ainda que os fatores socioecondémicos no compor-
tamento tabagico das grévidas e a influéncia destes com-
portamentos nos indicadores de salide neonatal devem ser
considerados no desenho e implementag¢do de novas cam-
panhas de sensibilizacao e intervengdes para a cessagao
tabagica, capazes de promover a saude, prevenir doen-
cas numa fase inicial da vida, e garantir ganhos na saude
materno-fetal, dado que a gravidez constitui um dos
momentos de maior motivacdo para alteracdo de compor-
tamentos e adogéo de estilos de vida mais saudaveis.
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_Resumo

Os residuos de equipamento elétrico e eletronico (REEE) sdo um problema
crescente a nivel global, sendo considerados um perigo para a salude
humana e ambiental devido a presenca de uma variedade de substancias
nocivas, tais como poluentes organicos persistentes e metais pesados.
Os trabalhadores envolvidos na gestdo deste tipo de residuos estdo
potencialmente expostos a estas substancias, particularmente, durante
as atividades de reciclagem e processamento. Esta reviséo teve por obje-
tivo recolher informacéo referente a exposi¢ao ocupacional a substancias
quimicas no sector da gestdo de REEE e aos seus potenciais efeitos na
saude dos trabalhadores. A consulta a duas bases de dados (PubMed
e Scopus) seguida da aplicacdo dos critérios de inclusao e exclusao resul-
tou na selecdo de 14 estudos que foram sujeitos a uma andlise mais deta-
lhada. Os referidos estudos de biomonitorizagao ocupacional reportaram
a exposicao dos trabalhadores deste setor a varios metais pesados e
compostos organicos. A anédlise de biomarcadores de efeito bioldgico
precoce sugeriu, na maioria dos estudos, uma associagao entre a exposi-
¢dao a este tipo de residuos e alteragdes hormonais ou genotoxicidade em
células sanguineas. Os referidos efeitos, a confirmarem-se em estudos
futuros, poderao traduzir-se a longo termo em patologias, tais como des-
regulacdo enddcrina ou neoplasias. Em conclusdo, embora os estudos
revistos sugiram que trabalhar no sector de gestdo de REEE representa
um potencial risco para os trabalhadores, torna-se necessaria a realiza-
¢ao de mais estudos de biomonitorizacdo humana, especialmente ao nivel
europeu, para gerar evidéncia sélida que apoie medidas de mitigagdo da
exposicao desses trabalhadores.

_Abstract

The waste of electrical and electronic equipment (e-waste) is a growing
problem globally, being considered a hazard to human and environmen-
tal health due to the presence of a variety of harmful substances, such
as persistent organic pollutants, and heavy metals. Workers involved in
e-waste management have a more direct exposure to these substances,
particularly during recycling and processing activities (e.g.,
dismantling, and incineration). This review aimed to collect information
regarding occupational exposure to chemicals in the e-waste manage-
ment sector and their potential effects on workers' health. The consul-

sorting,

tation of two databases (PubMed and Scopus) followed by the applica-
tion of the inclusion and exclusion criteria, resulted in the selection of
14 studies that were subjected to a more detailed analysis. Those occu-
pational biomonitoring studies reported the exposure of workers in this
sector to various heavy metals and organic compounds. The analysis
of biomarkers of early biological effect suggested, in most studies, an
association between exposure to this type of residues and hormonal
changes or genotoxicity in blood cells. These effects, to be confirmed
in future studies, may translate in the long term into pathologies, such
as endocrine disruption or neoplasms. In conclusion, although the stud-
ies reviewed suggest that working in the e-waste management sector
represents a potential risk for workers, there is a need to carry out more
human biomonitoring studies, especially at the European level, to gen-
erate solid evidence to support mitigation measures aiming to prevent
workers exposure.

_Introdugéo

Os residuos de equipamento elétrico e eletronico (REEE)
abrangem produtos que utilizam energia elétrica para o seu
funcionamento e que foram rejeitados pelo utilizador sem
intencéo de posterior reutilizacao (1), tais como cabos, bate-
rias e computadores (2). Este tipo de residuo é o que apre-
senta maior crescimento a nivel mundial, com 53 mil milhdes
de toneladas produzidas globalmente em 2019 (3). Cerca de
83% do seu trajeto de transporte global ndo é documentado,
estimando-se que na sua vasta maioria seja transportado
para paises em desenvolvimento, onde sao postos em pratica
métodos rudimentares de reciclagem e processamento (4).

Os REEE s&o compostos por uma mistura de mais de mil
substancias diferentes, muitas das quais sao toxicas, tais
como o chumbo, mercurio, arsénio, cadmio, selénio, e retar-
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dadores de chama (3). A exposicdo humana a essa mistura
complexa podera conduzir a uma variedade de efeitos noci-
vos para a salde (5). Em contexto ocupacional, os traba-
lhadores envolvidos nos varios processos de gestao deste
residuo, desde a sua triagem e desmantelamento até a sua
reciclagem, correm o risco de exposicao as substancias
neles presentes através da inalacdo, do contacto com
a pele e da ingestado, por exemplo, através do contacto
mao-boca (6). Por esse motivo, esses trabalhadores incor-
rem num risco de possiveis efeitos adversos na sua saude
que importa conhecer (7).

_Objetivo

O presente estudo teve como objetivo rever a informacao
atualmente existente na literatura sobre a exposi¢do ocupa-
cional a substancias quimicas perigosas no setor da gestao
de residuos de equipamento elétrico e eletrénico, incluindo
0s possiveis efeitos adversos na saude dos trabalhadores.

_Métodos

Para a pesquisa de publicacdes consultaram-se duas bases
de dados: PubMed® e Scopus®, em julho de 2021. Os ter-
mos de pesquisa aplicados a ambas as bases de dados
foram: ("e-waste" OR "electronic waste" OR "e-waste re-
cycling" OR 'waste electrical and electronic equipment"
OR "electronic recycling") AND ("occupational" OR "work-
ers" OR "occupational setting" OR "workers exposed" OR
"workers exposure" OR "occupational exposure" OR "human
health effects" OR "biomarkers" OR "human biomonitor-
ing").

Selecionaram-se 0s artigos cujas caracteristicas obedeciam
aos seguintes critérios de inclusao: 1) estudos de biomonito-
rizacdo humana; 2) estudos em contexto ocupacional envol-
vendo a gestdo de REEE; 3) estudos incluindo dados sobre
os efeitos bioldgicos ou efeitos na saude. Excluiram-se 0s
seguintes tipos de estudos: 1) nao publicados em inglés ou
portugués; 2) artigos de revisdo; 3) estudos ndo-ocupacio-
nais e 4) estudos que ndo associassem a exposicao ocupa-
cional com os efeitos para a salde dos trabalhadores.
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_Resultados e discussido

De um total de 572 estudos identificados, foram seleciona-
dos e analisados 14 estudos, apo6s a excluséo de duplicados
e aplicacdo dos critérios de inclusdo/exclusao (figura1).
Os estudos selecionados reportaram dados de exposicao,
obtidos através de biomarcadores em amostras bioldgicas
e de potenciais efeitos na salde, inferidos da analise de
biomarcadores de um efeito bioldgico precoce. Adicional-
mente, os referidos estudos de biomonitorizagado ocupacio-
nal inclufram dados contextuais recolhidos por questionario,
tais como dados sociodemogréaficos (ex: idade, género,
escolaridade, local de residéncia), informagao sobre estilo
de vida (ex: consumo de alcool e tabaco, sedentarismo,
dieta), dados clinicos (indice de massa corporal, doencas,
etc.) e detalhes sobre as atividades ocupacionais dos traba-
lhadores (desmantelamento, incineragao e triagem).

Figura 1: Fluxograma representativo do processo de selegao

dos artigos obtidos através da pesquisa bibliogréfica.

Estudos identifica-
dos nas bases de
dados (n=572)

Duplicados (n=174)

398 estudos para
andlise de titulos e
resumos

216 estudos removidos:

81 estudos de revisao
135 estudos nao
ocupacionais

182 estudos
elegidos para
andlise aprofundada

168 estudos removidos:

Efeitos para a satde nao
incluidos ou sem relacao
com exposicao ocupacional

14 estudos incluidos
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Os estudos foram realizados em industrias responsaveis
pela gestao de REEE presentes na China, Canada, Tailandia
e Vietname. Os mesmos divergiram quanto aos biomarca-
dores de exposicao analisados, isto é, as substancias qui-
micas ou metabolitos analisados em amostras bioldgicas
dos participantes. Estes incluiram, de uma forma geral, éte-
res difenilicos polibromados (PBDEs), bifenilos policlorados
(PCBs), hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (PAHs) e

Tabela 1:

metais pesados (cadmio, mercurio, chumbo, etc.). Os prin-
cipais resultados dos estudos encontram-se sumarizados
na tabela 1. Dos resultados da andlise de biomarcadores
de efeito identificaram-se efeitos ao nivel de desregulacdo
endocrina, instabilidade genética, stress oxidativo, pertur-
bacdes cardiovasculares e renais que poderao ter impacto
na saude dos trabalhadores deste sector.

Principais biomarcadores de exposigéo e de efeito apés exposigdo ocupacional a residuos de equipamento

elétrico e eletrénico (REEE) identificados na literatura.

Efeitos biol6gicos ou na saude Biomarcadores de exposicao Biomarcadores de efeito Referéncia
Desregulacao enddcrina
PBDEs T [TSH] (correlacionado com o tempo de atividade na industria) (8)
PBDEs®, PCBs = [TSH], M [Ts total] ® 1 [Ts livre] M [T4 total] ® 9)
PBDEs, PCBs®, BPhs = M[Ts total]® M [Ts livre] ® M [T4 total]® M [T4 livre] ™ L[TSH]® (no (10]
sexo feminino)
PBDEs®, OPE (metabolitos)®, = T4 total] ™ V[T total]® [T livre] * L [T livre/ E2]® (no sexo (11)
Hg, Cd, Pb masculino)
= LT3 livre] ® (no sexo feminino)
= S[TSH]
PBDEs - [Ts total], [T4 livre] e [TSH] (12)
Pb T [FSH] P [LH] L [T] (correlacionado com o uso de equipamento de protecao (13)
no trabalho)
Cd* Cu® Pb¥ Fe MFSH]® = [LH] (14)
Genotoxicidade
PBDEs T MNCBN (correlacionado com o tempo de atividade na industria) (8)
Pb¥ Cu, Cd P MNCBN * (15)
PCBs, Pb, Zn, Ca, Mg, Fe, Se TAC TMNCBN (correlacionado com maior nimero de horas de trabalho) (16)
Stress oxidativo
PBDES - [8-0HdG] = [MDA] (8)
Cu, Fe* 1 [8-0HdG] * 7)
Pb, Cd, Mn 1 [8-0HAG] (correlacionado com maior numero de horas de trabalho) (18)
PAHs* 1[8-0HdG] ¥ M [MDA]* (19)
PCDD/Fs, PBDESs, PCBs T [8-0HAG] (20)
Funcao renal e cardiovascular
Pb¥ Cd, Mn 1 taxa de filtracao glomerular ® (18)
Pb* 1 pressao arterial diastolica ® (21)

# Correlacao estatisticamente significativa entre biomarcador de exposicdo e de efeito; # correlacionado com maior numero de horas de trabalho.

PBDEs - éteres difenilicos polibromados; PCBs - bifenilos policlorados; PAHs - hidrocarbonetos policiclicos aroméaticos; BPhs - bromofendis, OPEs - organofosfatos;
PCDD/Fs - Dibenzeno-p-dioxinas policloradas; Hg - Mercurio; Pb - Chumbo; Cd - Cddmio; Cu - Cobre; Fe - Ferro; Mn - Manganésio; Zn - Zinco; Ca - Calcio; Mg - Magné-
sio, Se - Selénio; TSH - hormona estimulante da tiroide; T3 - Tri-iodotironina; T4 - Tiroxiona; FSH - hormona foliculo-estimulante; LH - hormona luteinizante; T - Testos-
terona; MNCBN - Frequéncia de micronucleos em células binucleadas; AC - aberracoes cromossomicas, 8-0HdG = 8-0x0-2'-deoxiguanosina; MDA = malondialdeido.



Observagdes_ Boletim Epidemiolégico

| dg Saude

Relativamente a possiveis efeitos de desregulacdo endo-
crina, 5 estudos investigaram as possiveis relagoes entre a
exposicao de trabalhadores a PBDEs, PCBs e metais pesa-
dos e os niveis de hormonas da tiroide (TH) presentes no
soro ou plasma. Um dos estudos reportou um aumento dos
niveis de hormona estimulante da tiroide (TSH) no sangue
dos trabalhadores (8), enquanto outros registaram uma
diminuicao (19), ou mesmo nenhuma variagéo significativa
nos valores (%:11.12) Estas inconsisténcias poderao ter ori-
gem em diversos fatores, tais como o tamanho da amostra,
as técnicas analiticas aplicadas e 0 momento da colheita
das amostras biolégicas (°-12). Alguns estudos avaliaram,
igualmente, os niveis das hormonas sexuais (11:13.14) ten-
do-se observado uma associagdo entre niveis elevados
de cadmio, chumbo e cobre no sangue com niveis mais
elevados da hormona foliculo-estimulante (FSH) (13.14),
Registou-se uma redugao dos niveis de testosterona, prin-
cipalmente em trabalhadores do sexo masculino, que foi
associada a niveis acrescidos de ésteres organofosfato
(OPEs) (11). Algumas alteracées enddcrinas detetadas nos
trabalhadores poderdo também estar relacionadas com a
caréncia do uso de equipamento de protecdo durante as
atividades de reciclagem de REEE, mais especificamente,
0 uso de mascaras (13). Consequentemente, estas varia-
¢Oes nas hormonas sexuais poderado ter impacto negativo,
por exemplo, a nivel da espermatogénese, levando a um
decréscimo da producédo de espermatozoides (14).

Alguns estudos reportaram um aumento dos niveis de bio-
marcadores de genotoxicidade (8:15.16) ¢ stress oxidati-
vo (8,17-20) analisados, respetivamente, no sangue ou na
urina. Os efeitos incluiram um aumento da frequéncia de
micronucleos (8:15.16) ¢ de aberracdes cromossémicas (16)
em linfocitos de sangue periférico desses trabalhadores
comparativamente a grupos nao expostos. Os trabalha-
dores também apresentaram indicios de lesdes oxidati-
vas, reveladas pelo aumento dos niveis de biomarcadores
de stress oxidativo 8-Oxo0-2'-deoxiguanosina (8-OHdG) ou
malondialdeido (MDA) presentes na urina (17 19-21) exceto
num caso em que foi registado um decréscimo dos niveis de
8-OHdG (18), e noutro em que ndo foram registadas quais-
quer variacdes (8.

20

No estudo desenvolvido por Upadhyay e colaboradores
(2021), obtiveram-se elevados niveis de chumbo no san-
gue dos trabalhadores expostos a REEE que se relaciona-
ram com uma diminui¢cdo dos niveis de hemoglobina e um
aumento da pressao arterial diastolica, o que podera con-
duzir ao desenvolvimento de hipertensao nos trabalha-
dores (21). Por fim, um estudo desenvolvido por Neitzel e
colaboradores (2020) identificou uma maior taxa de filtra-
cao glomerular nos trabalhadores expostos a REEE, com
significado ainda pouco claro (18).

_Conclusdes

A presente revisao da literatura evidenciou a escassez de
estudos de biomonitorizacdo humana focados na exposi-
¢cdo ocupacional relacionada com a gestdo de REEE e seus
potenciais efeitos na saude dos trabalhadores.

Os estudos analisados mostraram que os trabalhadores deste
setor se encontram expostos a diversas substancias nocivas
para a sua salde. Para além disso, evidenciaram a existéncia
de efeitos bioldgicos variados, sendo os mais consistentes a
desregulagdo das hormonas da tiroide, o stress oxidativo e
os efeitos genotoxicos. Esses efeitos preconizam a possibi-
lidade de desenvolvimento de patologias a longo prazo, tais
como doencas metabdlicas e doencas oncoldgicas.

Em resumo, ficou bem patente a necessidade de desenvol-
vimento de mais estudos ocupacionais, particularmente na
Europa, incluindo uma avaliagédo da exposigdo através de
biomarcadores de exposicao fidedignos e quantificados por
métodos analiticos bem controlados, conjuntamente com
biomarcadores de efeito que permitam o estabelecimento
de uma relacao entre a exposicdo a essas substancias e o
potencial desenvolvimento de doengas ocupacionais.

Projetos recentes, como a Iniciativa Europeia de Biomonito-
rizagdo Humana (HBM4EU), visam investigar de uma forma
harmonizada os niveis de exposicdo ocupacional em traba-
lhadores da industria de gestdo de REEE em varios paises
europeus, incluindo Portugal (?2). Essa informag&o ser4 rele-
vante para permitir a implementacdo de medidas de preven-
cao e protegédo, com beneficios evidentes para a salde dos
trabalhadores.
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_Resumo

A obesidade é a doenga de origem nutricional mais prevalente a nivel
mundial e tem na sua génese, em mais de 96% dos casos, fatores com-
portamentais, nomeadamente estilos de vida obesogénicos. Em 2019,
cerca de 29,6% e 12% das criancas portuguesas apresentavam excesso
de peso e obesidade, respetivamente, de acordo com o sistema europeu
de vigilancia nutricional infantil Childhood Obesity Surveillance Initiative
(COSI). Portugal instituiu a Estratégia Integrada para a Promogao da Ali-
mentacao Saudavel (EIPAS), assente na promogao de um padréo de ali-
mentagao saudavel, com vista a reducao progressiva do consumo diario
de acucar e de sal pela populagéo. O Instituto Nacional de Saude Doutor
Ricardo Jorge, monitorizou dados relativos a composic¢do nutricional de
alimentos prontos a consumir, relevantes para criancas em idade esco-
lar, disponiveis no mercado portugués em 2021, com base na rotulagem
obrigatoria, das categorias de alimentos, iogurtes, cereais de pequeno
almogo e barras de cereais. Os valores médios obtidos para os iogur-
tes foram: valor energético — 81 kcal/100 g; lipidos - 2,4 g/100 g; aci-
dos gordos saturados - 1,5 g/100 g; hidratos de carbono - 10,5 g/100 g;
agucares - 9,9 g/100 g; proteinas - 3,8 g/100 g; sal - 0,14 g/100 g.
Para os cereais de pequeno almogo as médias foram: valor energético
- 386 kcal/100 g; lipidos - 7,3 g/100 g; acidos gordos saturados - 2,0 g/
100 g; hidratos de carbono - 67,4 g/100 g; agucares - 18,8 g/100 g; fibras
- 7,1 /100 g; proteinas - 8,9 g/100 g; sal - 0,46 g/100 g. Para as barras
de cereais, as médias obtidas foram: valor energético - 425 kcal/100 g;
lipidos - 15,6 g/100 g; acidos gordos saturados - 5,8 g/100 g; hidratos
de carbono - 59,7 g/100 g; agucares - 24,5 g/100 g; fibras - 6,7 g/100 g;
proteinas - 8,6 g/100 g; sal - 0,45 g/100 g. Comparando com as metas
preconizadas na EIPAS verificou-se que 24% dos iogurtes, 10% dos cere-
ais de pequeno almoco e 5% das barras de cereais, tém teores de agu-
car iguais ou inferiores ao recomendado e que 49% e 33% dos cereais de
pequeno almogo e barras de cereais, respetivamente, tém teores de sal
abaixo do maximo desejavel.

_Abstract

Obesity is the most prevalent nutritional disease worldwide and has, in
more than 96% of cases, behavioral factors, namely obesogenic life-
styles. In 2019, around 29.6% and 12% of Portuguese children were
overweight and obese, respectively, according to the European Child
Nutrition Surveillance System Childhood Obesity Surveillance Initiative
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(COSI). Portugal instituted the Integrated Strategy for the Promotion
of Healthy Eating (EIPAS), based on the promotion of a healthy eating
pattern, with a view to progressively reducing the population's daily
consumption of sugar and salt. In 2021, the National Institute of Health
Doutor Ricardo Jorge monitored data on the nutritional composition of
ready-to-eat foods, relevant for school-age children, available on the
Portuguese market: yoghurts, breakfast cereals and cereal bars. The
average values obtained for yoghurts were: energy value — 81 kcal/100 g;
lipids = 2.4 g/100 g, saturated fatty acids - 1.5 g/100 g, carbohydrates -
10.5 g/100 g, sugars - 9.9 g/100 g, proteins — 3.8 g/100 g; salt - 0.14 g/
100 g. For breakfast cereals, the means were: energy value — 386
kcal/100 g; lipids - 7.3 g/100 g; saturated fatty acids - 2.0 g/100 g, car-
bohydrates - 67.4 g/100 g, sugars - 18.8 g/100 g; fibers — 7.1 g/100 g;
proteins — 8.9 g/100 g, salt - 0.46 g/100 g. For cereal bars, the aver-
ages obtained were: energy value - 425 kcal/100 g; lipids - 15.6 g/100 g;
saturated fatty acids - 5.8 g/100 g; carbohydrates - 59.7 g/100 g; sugars -
24.5 9/100 g; fibers — 6.7 g/100 g; proteins - 8.6 g/100 g; salt - 0.45 g/100 g.
Comparing with the targets set by EIPAS, it was found that 24% of
yoghurts, 10% of breakfast cereals and 5% of cereal bars have sugar
levels equal to or lower than recommended and that 49% and 33% of
breakfast cereals and cereal bars, respectively, have salt levels below
the desirable maximum.

_Introdugéo

A obesidade é a doenca de origem nutricional mais preva-
lente a nivel mundial e tem na sua génese, em mais de 96%
dos casos, fatores comportamentais, nomeadamente estilos
de vida obesogénicos (1). Estudos apontam para uma forte
estabilidade da obesidade ao longo da vida, particularmente
quando esta se inicia em idade precoce e se mantém para
além dos periodos criticos do crescimento (6-7 anos: idade
do ressalto adipocitario e 11-13 anos: idade do pico de ace-
leracao de crescimento pubertario) (2).
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Em 2019, cerca de 29,6% e 12% das crian¢as portugue-
sas apresentavam excesso de peso e obesidade, respeti-
vamente, de acordo com o sistema europeu de vigilancia

nutricional infantil Childhood Obesity Surveillance Initia-
tive (COSI) (3). Efetivamente, e de acordo com varios estu-

dos realizados ao longo dos ultimos anos, em Portugal, a
prevaléncia de excesso de peso (incluindo obesidade) é
transversal a idade pediatrica (1-15 anos) e com inicio em
idade precoce (1-3 anos) (1),

De acordo com os resultados divulgados no Inquérito Alimen-
tar Nacional e Atividade Fisica (IAN-AF), a ingestdo média
nacional de acUcares livres (agucares adicionados aos ali-
mentos pela indUstria, restauragao ou consumidor, além de
aclcares presentes naturalmente no mel, xaropes e sumos
de fruta) corresponde a 35 g/dia, contribuindo, em média,
com 7,5% para o valor energético total (VET). Este contributo
verifica-se superior no grupo etario dos adolescentes com
10,5% e no grupo etario das criangas com 9,6%.

Ainda de acordo com o IAN-AF, a anélise da contribuicdo dos
grupos e subgrupos alimentares, para a ingestao de acuca-
res livres mostrou que o acucar de mesa/de adi¢cdo € o maior
contribuidor (21,4%). Os iogurtes (incluindo leites fermenta-
dos) e cereais de pequeno almogo contribuem com 10,2% e
5,2%, respetivamente.

A nivel nacional, os acidos gordos saturados contribuem
com 10,6% para o VET. Quando comparados com os adul-
tos, as criancas e adolescentes apresentam maior contri-
buto percentual dos acidos gordos saturados para o VET
(12,1% e 12,0%, respetivamente), com consumos médios
de 21,9 g/dia e 27,5 g/dia, respetivamente (4).

De realcar que, em relacdo ao consumo de sal, além da reco-
mendacao de moderagdo na adicdo de sal durante a pre-
paracdo dos alimentos (nomeadamente da sopa), importa
sublinhar o facto de muitos produtos processados, nomea-
damente derivados de cereais, conterem grandes quantida-
des de sodio.

Apesar destes dados, entre 2008 e 2019, Portugal tem vindo
a apresentar consistentemente um decréscimo da prevalén-
cia de excesso de peso e obesidade infantil, tendo-se veri-
ficado uma redugao tanto na prevaléncia de excesso peso
infantil (de 37,9% para 29,6%), como na obesidade infantil
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- de 15,3% para 12,0% (®). Para tal, estruturar um compor-
tamento alimentar e de atividade fisica saudavel € o maior
legado que os educadores deixam a uma crianca, pelo que
todos os cuidadores s&o responsaveis pela salde das gera-
coOes futuras.

Pretendendo responder a esta problematica, foi criada em
Portugal a Estratégia Integrada para a Alimentagao Sauda-
vel (EIPAS), implementada desde 2017, embora com efeitos
praticos a partir de 2018, que invoca um esfor¢o integrado
para a criacdo de ambientes promotores da saude, pelo que
incentiva a reformulagcdo dos produtos no mercado. Assim,
estabelece teores maximos de sal de 0,2 g/100 g para sopas
e pratos principais e de 0,3 g/100 g para os restantes ali-
mentos e teores maximos de agucar de 5 g/100 g para ali-
mentos sélidos (5).

_Objetivos

Monitorizar a composig@o nutricional nas categorias iogur-
tes, cereais de pequeno-almocgo (cereais PA) e barras de
cereais, disponiveis no mercado portugués em 2021, quanto
aos teores de: energia, lipidos, acidos gordos saturados,
hidratos de carbono, agucares, fibra (quando aplicavel), pro-
teinas e sal. Confrontar os valores obtidos com as metas pre-
conizadas pela Estratégia Integrada para a Alimentacdo Sau-
davel para 2020, com valores-guia e com resultados obtidos
em estudos anteriores.

Material e métodos

Procedeu-se a avaliacdo da composicao nutricional nas
categorias iogurtes, cereais PA e barras de cereais,
quanto aos teores de: energia, lipidos, acidos gordos sa-
turados, hidratos de carbono, acgucares, fibra (cereais
PA e barras de cereais), proteinas e sal. A categoria io-
gurtes inclui iogurtes solidos, liquidos e leites fermenta-
dos. A categoria de cereais PA inclui também as farinhas/-
flocos de cereal infantis, mas exclui as farinhas/papas
para bebés. A recolha de dados foi efetuada em 2021,
através da consulta da informacéo constante dos rétu-
los disponibilizados no comércio eletrénico de uma ca-
deia de hipermercados a operar no mercado portugués.
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Os valores obtidos foram comparados, para o agucar e sal,
com as recomendacOes previstas na EIPAS: 5 g/100 g e
0,3 g/100 g, respetivamente; para o valor energético recor-
reu-se ao manual de "Orientagdes para ementas e refeitorios
escolares" redigido pela Direcao Geral da Educacao (DGE),
onde se refere que os iogurtes ndo deverdo conter mais de
100 kcal/100 g de alimento (6).

_Resultados e discussao

Foram determinados os parametros estatisticos: média, me-
diana, moda, minimo e maximo, para 0s componentes ener-
gia, lipidos, acidos gordos saturados, hidratos de carbono,
acucares, fibra (cereais PA e barras de cereais) proteina e
sal, para as amostras consideradas, 369 iogurtes, 146 de
cereais PA e 76 de barras de cereais (tabela 1).

Do total de 369 iogurtes avaliados, 284 (77%) cumpriam 0s
limites da DGE para utilizagdo em ambito escolar, no que
se refere ao valor cal6rico. Para o teor de agucar, os valo-
res médio e mediana, 9,9 g/100 g e 10,0 g/100 g, respeti-
vamente, apresentavam-se consideravelmente acima dos
limites estabelecidos pela EIPAS (5 g/100 g). A média para
o0 teor de sal encontrava-se abaixo do valor preconizado na
EIPAS (0,3g/100g), conforme expectavel nesta categoria
(tabela 1).

O estudo realizado em 2019 revelou para o0s iogurtes solidos e
liquidos, medianas de teor de acucar de 11,5 e 11,0 g/100 g,
respetivamente, o que demonstra o esforgo da industria no
sentido da sua reducéo gradual (7).

Relativamente aos cereais de pequeno almoco, observando
os valores médio e mediana, verificamos que o teor de acu-
car, 18,8 g/100 g, € 20,0 g/100 g, respetivamente, se encon-
trava muito acima da meta definida na EIPAS. De referir ainda
que a média do teor de sal foi de 0,46 g/100 g, o que tam-
bém excede o limites da EIPAS para este parametro.

O estudo realizado em 2018 revelou para os cereais de peque-
no almogo uma mediana de teor de aglcar de 22,0 g/100g,
0 que demonstra o esforgo da indUstria no sentido da sua
reducédo gradual (&),
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Na categoria de alimentos barras de cereais, observando os
valores médios, verificamos que o teor de aglcar 24,5 g/100g
se encontra muito acima da meta definida na EIPAS. De refe-
rir ainda que a média do teor de sal é 0,45 g/100 g, 0 que
também excede o limite maximo desejavel definido na EIPAS
para este parametro.

Quando comparamos os dados dos cereais de pequeno al-
moco com as barras de cereais, apresentados em valores
médios, observamos que as barras de cereais apresentam
maior valor energético, justificado quer pelo maior teor de
lipidos (e de acidos gordos saturados), assim como, pelo
maior teor de acUcar. Adicionalmente, apresentam um menor
teor de fibras (tabela 1).

No que respeita aos teores de agucar, dos 369 iogurtes
analisados, verificou-se que 90 (24%) obedeciam as reco-
mendagdes da EIPAS. Adicionalmente, do total da amostra,
observou-se ainda que 194 (53%) se encontravam acima de
10 g/100 g e 55 (15%) acima de 15 g acucar/100 g de iogurte
(grafico 1).
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Tabela 1: [} Estatisticas do valor energético, teores de lipidos, 4cidos gordos (AG) saturados, hidratos de carbono, agcar,
fibras, proteinas e sal, em iogurtes, cereais de pequeno almogo (cereais PA) e barras de cereais.

AG Hidratos de

Energia Lipidos saturados Carbono AcUcar Fibra Proteinas Sal
Kcal/100q g/100g
Média 81 2,4 1,5 10,5 9,9 n.a. 3,8 0,14
- Mediana 74 1,5 1,0 11,0 10,0 n.a. 3,5 0,13
£3
5 ™ Moda 73 1,5 0,1 13,0 13,0 n.a. 2,7 0,10
g
- Minimo 28 0,0 0,0 2,8 0,2 n.a. 1,8 0,00
Maximo 194 11,5 7,2 28,8 27,1 n.a. 11,7 1,00
Média 386 7,3 2,0 67,4 18,8 7,1 8,9 0,46
<
G- Mediana 386 5,2 1,2 68,9 20,0 6,0 8,7 0,31
RGO
© <
o Moda 375 1,5 0,2 84,0 29,0 5,0 11,0 0,03
o &
T Minimo 114 0,3 0,1 19,7 0,8 1,5 0,3 0,00
o
Maximo 497 25,0 11,0 87,0 40,0 29,0 8,0 1,80
. Média 425 15,6 5,8 59,7 24,5 6,7 8,6 0,45
©
S Mediana 421 13,9 5,1 65,2 26,6 5,5 6,4 0,42
So
o Moda 441 16,0 4,9 70,7 27,0 4,5 6,0 0,70
(=
w S
S Minimo 79 1,3 0,4 12,0 2,0 1,9 1,7 0,06
(4v]
[aa]
Maximo 559 36,0 18,1 78,0 46,8 25,0 29,0 1,30

n.a. - nao aplicavel.

Gréfico 1: [ Teor de aglcar em iogurtes (n=369).
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Como pode ser observado no grafico 2a, na amostra de
cereais de pequeno-almoco (n=146) analisada, constatou-se
que 15 (10%) encontravam-se abaixo do limite de 5 g/100 g
preconizado pela EIPAS para teor de agucar. Observou-se
ainda que 99 (68%) se encontravam acima de 15 g de agu-
car/100 g de alimento.

No que respeita ao teor de fibra, de acordo com o dispos-
to no Regulamento (CE) n.° 1924/2006 do Parlamento Euro-
peu e do Conselho, de 20 de dezembro, relativo as alegacoes
nutricionais e de salde sobre os alimentos, uma alegagao de

qgue um alimento é uma fonte de fibras s6 pode ser feita quan-
do o produto contiver, no minimo, 3 g de fibras por 100 g; e
uma alegacao de que um alimento é rico em fibras, s6 pode
ser feita quando o produto contiver, no minimo, 6 g de fibras
por 100 g. Assim, verificou-se que 133 (91%) dos cereais de
pequeno almogo analisados sdo considerados fonte de fibra,
dos quais 75 (51%) séo ricos em fibra (gréafico 2b).

Relativamente ao teor de sal (grafico 2c), verificou-se que
49% tém o teor desejavel (<0,3 g/100 g).

Gréfico 2: [ Teores de agucar, fibra e sal em cereais de pequeno-almogo (n=146).
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artigos breves_ n. 4

Na amostra de barras de cereais considerada (n=76), apenas
4 (5%) cumpriam com as recomendacg0es da EIPAS para teor
de agucar: 5 g/100 g (gréafico 3a). Nesta amostra, observou-
-se ainda que, 64 (84%) se encontravam acima de 15 g de
aclcar/100 g de alimento. Quanto ao teor de fibra das bar-
ras de cereais, 67 (88%) enquadram-se nos valores definidos
para a utilizacdo da alegacgao fonte de fibra (>3g/100g), de

entre 0s quais 29 (38%) podem considerar-se ricos em fibra
(>6g/100g) (grafico 3b).

Relativamente ao teor de sal, obteve-se uma taxa de satis-
fag@o de 33% perante os valores preconizados pela EIPAS
(gréfico 3c).

Gréfico 3: [ Teores de aglcar, fibra, e sal em barras de cereais (n=76).
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As linhas a verde representam alimentos considerados fonte de fibra
(>3 9/100 g) e ricos em fibra (6 g/100 g), de acordo com o Regula-
mento (CE) n.° 1924/2006.

0,2 - -

0 10 20 30 40 50 60 70 80

amostra n.°

Alinha a vermelho representa o limite estabelecido pela EIPAS (0,3 g/100 g).
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_Conclusdes

Tendo em consideracao a relevancia dos alimentos em
estudo na alimentagao das criangas, é fundamental melho-
rar a oferta alimentar (dentro e fora do ambiente escolar),
apostando na continuagdo da sua reformulagéo e contri-
buindo para inverter a tendéncia de comportamentos ali-
mentares obesogénicos, com ganhos em termos da sua
saude e econdémicos.

Neste sentido, € também importante a promogao de habitos
alimentares saudaveis, o aumento da literacia dos consumi-
dores, onde a escolha de alguns alimentos em detrimento de
outros pode ser determinante.

Apesar dos elevados valores observados nas medianas
das categorias alimentares estudadas, concretamente no
que respeita aos teores de sal e acucar, a enorme discre-
pancia entre os valores maximos e minimos revelam a pos-
sibilidade da sua redugéo progressiva, educando o gosto
do consumidor.
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_Resumo

Considerando que é reconhecida a associagao entre 0 consumo exces-
sivo de agucar e de sal com o desenvolvimento de doengas crénicas,
foi aprovada em Portugal a Estratégia Integrada para a Promogéo da Ali-
mentagao Saudavel (EIPAS), assente na promogao de um padréo de ali-
mentagao saudavel que, entre outros objetivos, pretende uma redugao
progressiva do consumo diario de aglcar e de sal por parte da popula-
cao em geral. Uma das missdes do Instituto Nacional de Saude Doutor
Ricardo Jorge, desenvolvida pelo Departamento de Alimentagao e Nutri-
cao, é a monitorizagé@o de dados relativos aos géneros alimenticios pre-
sentes no mercado portugués, nomeadamente a informagéo nutricional.
Os dados utilizados neste trabalho foram recolhidos durante o ano de
2021 na loja online de uma cadeia de hipermercados presente em Por-
tugal, e referem-se ao valor energético e teores de lipidos, de acidos
gordos saturados e de sal em alimentos prontos para consumo, nome-
adamente sopas, pratos confecionados e conservas. As medianas de
valores encontrados para as sopas foram de 133 kcal/100 g para a ener-
gia, de 9,1 g/100 g para os lipidos, de 0,9 g/100 g para os acidos gor-
dos saturados e de 1,3 g/100 g para o sal. Para os pratos confecionados
foram de 137 kcal/100 g para a energia, de 4,5 g/100 g para os lipidos, de
1 9/100 g para os acidos gordos saturados e de 0,9 g/100 g para o sal.
Para as conservas foram de 178 kcal/100 g para a energia, de 10,5 g/100 g
para os lipidos, de 2,2 g/100 g para os acidos gordos saturados e de
1,4 g/100 g para o sal. Comparando os valores obtidos com os valores
preconizados na EIPAS, no que respeita aos teores de sal, verificou-se
que 100% das sopas e pratos confecionados e 99% das conservas néao
seguiam as recomendacoes.

_Abstract

Considering the well-known association between excessive sugar and salt
intake and the development of chronic diseases, the Integrated Strategy
for the Promotion of Healthy Eating (EIPAS) was approved in Portugal. It is
based on the promotion of a healthy eating pattern aiming to decrease the
daily consumption of sugar and salt among the general population. One
of the missions of the National Institute of Health carried by the Food and
Nutrition Department is the monitoring of nutritional information of food
available on the Portuguese market. The data used in this article were col-
lected during 2021 at the online store of a supermarket chain in Portugal
and they refer to energy value, fat, saturated fat and salt content in ready
to eat food, namely soups, main dishes and preserves. The median values
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for soups were 133 kcal/100 g for energy, 9.1 g/100 g for fats, 0.9 g/100 g
for saturated fatty acids and 1.3 g/100 g for salt. For main dishes the
median values were 137 kcal/100 g for energy, 4.5 g/100 g for fats,
1.0 9/100 g for saturated fatty acids and 0.9 g/100 g for salt. For the pre-
serves, the median values were 178 kcal/100 g for energy, 10.5 g/100 g
for fats, 2.2 g/100 g for saturated fatty acids and 1.4 g/100 g for salt. The
collected data was compared with the recommended values of EIPAS,
regarding salt content and 100% soups and main dishes and 99% of pre-
serves didn't follow the recommendations.

_Introdugéo

Os resultados obtidos pelo Inquérito Alimentar Nacional e de
Atividade Fisica, 2015-2016 (IAN-AF) indicam que aproxima-
damente 24% da populagdo ingere gordura acima do reco-
mendado (superior a 35% do Valor Energético Total - VET),
sendo essa prevaléncia superior nos adolescentes (30%)
e adultos (26%). O contributo percentual de gordura satu-
rada é superior nas criancas (12,1%) e adolescentes (12,0%),
apesar do consumo médio ser superior nos adolescentes
(28 g/dia) e nos adultos (24 g/dia) (1).

O mesmo estudo revela que, em média, 0s portugueses con-
somem 7,4 g de sal por dia. Aproximadamente, 3,7 milhdes
de mulheres (63,2%) e 4,4 milhdes de homens (88,9%) apre-
sentam uma ingestao de sodio acima do nivel maximo tole-
rado (2300 mg/dia) ().

Quanto ao excesso de peso, o IAN-AF indica que cerca de
5.9 milhdes de portugueses (quase 6 em cada 10) tém ex-
cesso de peso (pré-obesidade e obesidade) (1),

Para a promocao da saude, a Organizagao Mundial de Saude
(OMS) reforga que os adultos que pratiqguem uma dieta rica
em frutos e cereais e pobre em gorduras, agucar e sal apre-



Observacdes_ Boletim Epidemiolégico

(’ nsituto_Nacional de Satide

sentam menor risco de desenvolver uma ou mais doencas
cardiovasculares e certos tipos de cancro. Uma dieta saudéa-
vel reduz a probabilidade de desenvolver excesso de peso ou
obesidade (2).

Em Portugal, a Estratégia Integrada para a Alimentagao Sau-
davel (EIPAS), em vigor desde 30 de dezembro de 2017,
incentiva a reformulacdo dos géneros alimenticios presentes
no mercado nacional, com o objetivo de diminuir a ingestao
de alguns componentes alimentares, nomeadamente agucar
e sal. Esta Estratégia estabelece teores maximos para, além
do acucar, o sal de 0,2 g/100 g para sopas e pratos princi-
pais e de 0,3 g/100 g para os restantes alimentos (3,

_Objetivos

Monitorizar o valor energético e os teores de lipidos, de
acidos gordos saturados e de sal de trés categorias de
alimentos disponiveis no mercado portugués: sopas, pratos
prontos para consumo e conservas. Comparar os teores
de sal encontrados com as metas preconizadas para 2020,
pela EIPAS. Contribuir para, com base no conhecimento da
realidade nacional atual, apoiar as autoridades de saude na
definicao e avaliacdo das medidas de saude publica relacio-
nadas com a alimentagao.

_Materiais e métodos

A selegédo dos produtos-alvo do presente estudo baseou-
-se no facto de todos eles serem produtos prontos para
consumo sem requererem preparacao culinria.

Procedeu-se a recolha do valor energético, dos teores de
lipidos, de acidos gordos saturados e de sal dos produtos
correspondentes as categorias alimentares sopas, pratos
prontos para consumo e conservas. Esta recolha de dados
foi efetuada através da consulta da informacao constante
dos rétulos disponibilizados por uma das principais cadeias
de supermercados a operar no mercado portugués, na
respetiva loja online.
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A recolha de dados ocorreu durante o ano de 2021.

Os valores obtidos foram comparados com as recomenda-
coes apresentadas na EIPAS, de um teor maximo de sal de
0,2 g/100 g para sopas e pratos principais e um teor maximo
de sal para os restantes alimentos de 0,3 g/100 g. Os valo-
res correspondentes aos restantes componentes foram apre-
sentados, nao existindo, no entanto, um valor de referéncia
na EIPAS.

_Resultados e discussao

Recolheram-se os dados de composicao relativos a energia,
teor de lipidos, de &cidos gordos saturados e de sal de 5
sopas, de 32 pratos e de 196 conservas. S6 foram conside-
rados, para este trabalho, os produtos que apresentavam, na
informacao nutricional online, valores para os quatro paréa-
metros indicados.

As sopas selecionadas para a recolha da informacao nutri-
cional foram as sopas pré-embaladas e prontas para
consumo. Os pratos confecionados foram pratos pré-em-
balados, prontos para consumo, a base de carne, peixe ou
vegetais. As conservas inclufram conservas de produtos a
base de carne, conservas de produtos a base de pescado
e conservas de produtos a base de vegetais, como salsi-
chas de vegetais. Também foram incluidas nesta categoria
conservas de receitas compostas de produtos de origem
animal e vegetal.
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Sopas e pratos confecionados

O numero total de sopas consideradas para este trabalho foi
de apenas 5 das 17 inicialmente identificadas, verificando-se
que 70,6% dos produtos néo apresentam a informacao nutri-
cional completa para os parametros considerados: energia,
lipidos, acidos gordos saturados e sal.

O numero de pratos confecionados pré-embalados consi-
derados para este trabalho foi de 32 dos 45 inicialmente
identificados, verificando-se que 28,9% dos produtos nao
apresentam a informacé&o nutricional completa para os para-
metros considerados: energia, lipidos, acidos gordos satu-
rados e sal.

Foram determinados os parametros estatisticos média,
mediana, maximo e minimo para o conjunto das 37 amos-
tras consideradas (tabela 1).

No que respeita ao teor de sal, as medianas séo de 1,3 g /100 g,
e de 0,9 g /100 g, para as sopas e pratos confecionados,

respetivamente, superiores ao objetivo proposto na EIPAS
de 0,2 g de sal /100 g (grafico 1).

O valor energético das sopas (energia) apresenta uma
mediana de 133 kcal/100 g, variando entre um minimo de 38
a 172 kcal/100 g. O valor energético dos pratos confecio-
nados (energia) apresenta uma mediana de 137 kcal/100 g,
variando entre um minimo de 74 a 650 kcal/100 g.

Relativamente aos lipidos, obtiveram-se as medianas, em
g/100 g, de 9,1 e 0,9 para lipidos totais e acidos gordos
saturados, respetivamente, para as sopas e de 4,5 e de
1,0, para lipidos totais e &cidos gordos saturados, respeti-
vamente, para os pratos confecionados.

Dos 37 produtos considerados, na categoria sopas e pratos
confecionados, nenhum cumpriu a recomendacgao da EIPAS
de teor maximo de sal de 0,2 g/100 g.

Para os componentes “energia”, “lipidos” e “acidos gordos
saturados”, a EIPAS ndo define um limite maximo.

Tabela 1: Média, mediana, maximo e minimo de energia, lipidos, 4cidos gordos saturados e sal, em sopas
e pratos confecionados (pratos conf.) (n=37).
Energia (kcal/100 g) Lipidos (g/100 g) Ac. g()(fgd/()1sosoa;L)Jrados Sal (g/100 g)
Sopas Pratos conf. Sopas Pratos conf. Sopas Pratos conf. Sopas Pratos conf.
Minimo 38 74 1,0 1,6 0,1 0,3 0,6 0,3
M3ximo 172 650 10,1 40,3 3,0 11,9 1,4 1,9
Média 119 181 7,1 8,0 1,2 2,3 1,1 0,9
Mediana 133 137 9,1 4,5 0,9 1,0 1,3 0,9
Grafico 1: L2 Teor de sal em sopas e pratos confecionados, expresso em g de sal por 100 g de produto (n=37).
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Conservas

O numero de conservas consideradas para este trabalho foi
de 196 das 219 inicialmente identificadas, verificando-se que
10,5% dos produtos ndo apresentam a informagao nutricio-
nal completa para os parametros considerados: energia, lipi-
dos, acidos gordos saturados e sal.

Foram determinados os parametros estatisticos média,
mediana, maximo e minimo para o conjunto das 196 amos-
tras consideradas (tabela 2)

Das conservas consideradas, apenas duas coincidiram com
o limite superior proposto pela EIPAS, de 0,3 g de sal/100 g,
sendo a mediana dos teores consideravelmente mais elevada
do que a recomendacédo com 1,4 g/100 g (grafico 2).

A mediana do valor energético (energia) das conservas
foi 178 kcal/100 g, variando entre um minimo de 67 a 534
kcal/100 g.

Relativamente aos lipidos, obtiveram-se as medianas, em
g/100 g, de 10,5 e 2,2 para lipidos totais e acidos gordos
saturados, respetivamente, para as conservas.

Dos 196 produtos considerados, na categoria conservas,
2 estdo de acordo com a recomendacao da EIPAS de teor
maximo de sal de 0,3 g/100 g, correspondendo a 99% de
desadequacao aquelas recomendacdes. No entanto, a EIPAS
nao define um limite maximo para 0os componentes “energia’,
“lipidos” e “acidos gordos saturados”.

Tabela 2: Média, mediana, maximo e minimo de energia, lipidos, 4cidos gordos saturados
e sal, em conservas (n=196).
Energia Lipidos Ac. gordos saturados Sal
(kcal/100 g) (9/100 g) (9/100g) (9/100 g)
Minimo 67 0,3 0,1 0,3
Maximo 534 41,0 9,0 2,3
Média 191 11,8 2,7 1,3
Mediana 178 10,5 2,2 1,4
Grafico 2: [ Teor de sal em conservas, expresso em g de sal por 100 g de produto (n=196).
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_Conclusdes

Da recolha de dados efetuada, quando comparados os valo-
res energéticos das trés categorias de produtos, verifica-se
uma grande disparidade dos valores de energia e também
dos teores de lipidos, provavelmente atribuivel ao facto de
parte consideravel das conservas ter como liquido de con-
servacao gordura (azeite ou 6leo vegetal, no caso das con-
servas de peixe).

Apesar de os limites para estes componentes alimentares
nao estarem contemplados na EIPAS, esta recolha de infor-
macado podera ser relevante numa perspetiva de monitori-
zacao do mercado.

No que respeita aos teores de sal nos grupos de produtos
em analise, foi possivel verificar que na sua quase totalidade
apresentaram teores acima dos valores indicativos preconi-
zados pela EIPAS. Essa condicao verificou-se em 100% das
sopas e pratos confecionados e em 99% das conservas.

Os resultados deste trabalho demonstram que sera ainda
possivel a continua reformulacdo dos alimentos das catego-
rias em questéao, nao obstante os resultados positivos decor-
rentes do esfor¢co de reformulagdo atualmente em curso no
ambito da EIPAS.

Pode também concluir-se que a qualidade da informagéao
disponivel nas lojas online necessita de melhorias, dado que
17,1% dos produtos considerados ndo apresentam informa-
cao completa ou correta, correspondente a encontrada na
rotulagem.
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_Resumo

Em 2020, de acordo com os dados, reportados por 22 Estados-mem-
bros e 5 Estados nao-membros, constantes do The European Union
One Health 2020 Zoonoses Report, elaborado em conjunto pela Euro-
pean Food Safety Authority (EFSA) e pelo European Centre for Disease
Prevention and Control (ECDC), Salmonella foi o principal agente etio-
l6gico responsavel por surtos de origem alimentar, estando envolvida
em 694 surtos, que resultaram em 3686 casos de doenca, 812 hospi-
talizag6es e 7 mortes. Considerando a importancia desta bactéria zoo-
noética na seguranca alimentar e na saude humana, vérias estratégias
para a sua dete¢ao e controlo em géneros alimenticios tém sido desen-
volvidas e implementadas. Neste trabalho de estudo, foram analisadas
137 amostras de géneros alimenticios (78 naturais, potencialmente conta-
minadas, 21 artificialmente contaminadas com niveis altos de Salmonella e
38 artificialmente contaminadas com niveis baixos de Salmonella), com o
objetivo de comparar o desempenho de trés métodos de detegao de
Salmonella spp.: 0 método cultural de referéncia da International Organi-
zation for Standardization (ISO), ISO 6579-1:2017/Amd 1:2020; um método
de Polymerase Chain Reaction (PCR) em tempo real e um método imuno-
enzimatico automatizado. Embora o método de PCR em tempo real tenha
sido o mais rapido, foi também o que evidenciou um maior numero de fal-
s0s positivos e de resultados inconclusivos, estes Ultimos devido a inibi-
cao dareagdo de PCR. Executando o ensaio de acordo com os protocolos
dos métodos ISO e imunoenzimatico automatizado, obtiveram-se resul-
tados equivalentes, tendo estes evidenciado ser mais robustos do que o
PCR em tempo real ao testar diferentes matrizes alimentares, apesar do
seu tempo de resposta ser mais demorado. A escolha de um método de
PCR em tempo real pode ser apropriada quando o objetivo é testar matri-
zes alimentares que se sabe nao interferirem com a reagao de PCR e nas
quais se espera um resultado negativo para Salmonella, ndo necessitando
assim de uma confirmagdo posterior. Todos os métodos analiticos testa-
dos neste estudo, evidenciaram vantagens e limitacdes e, assim, podem
ser utilizados como método de eleicéo para a detecdo de Salmonella em
géneros alimenticios, de acordo com o objetivo da analise laboratorial.

_Abstract

In 2020, according to data reported by 22 Member States and 5 non-Mem-
ber States, included in The European Union One Health 2020 Zoonoses
Report, prepared jointly by the European Food Safety Authority (EFSA) and
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the European Center for Disease Prevention and Control (ECDC), Salmo-
nella was the main agent responsible for foodborne outbreaks, being in-
volved in 694 outbreaks, which resulted in 3686 cases of illness, 812 hos-
pitalizations and 7 deaths. Considering the importance of this zoonotic
bacterium in food safety and human health, several strategies for its de-
tection and control in foodstuffs have been developed and implemented. In
this study, 137 food samples (78 potentially naturally contaminated, 21 ar-
tificially contaminated with high levels of Salmonella and 38 artificially con-
taminated with low levels of Salmonella) were analyzed in order to compare
the performance of three Salmonella spp detection methods: The Inter-
national Organization for Standardization (ISO) Cultural Reference Meth-
od, ISO 6579-1:2017/Amd 1:2020; a real-time Polymerase Chain Reaction
(PCR) method and an automated enzyme-linked immunosorbent method.
Although the real-time PCR method was the fastest, it was also the one
that showed the highest number of false positives and inconclusive results,
the latter due to the inhibition of the PCR reaction. ISO and automated en-
zyme-linked immunosorbent methods gave equivalent results and proved
to be more robust than real-time PCR when testing different food matri-
ces, despite their longer response times. Real-time PCR method may be
appropriate when the objective is to test food matrices that are known not
to interfere with the PCR reaction and in which a negative result for Sal-
monella is expected, thus not requiring further confirmation. All the analyt-
ical methods tested in this study showed advantages and limitations and,
therefore, can be used as the method of choice for the detection of Salmo-
nella in foodstuffs, according to the purpose of the laboratory analysis.

_Introdugéo

A presenga, nos géneros alimenticios, de bactérias pato-
génicas capazes de causar doengas transmitidas por ali-
mentos continua a ser um importante problema de salde
publica para os consumidores em todo o mundo, com con-
sequéncias econdmicas para os produtores e a industria,
desafiando uma abordagem multissetorial One Health para
a implementacéo oportuna de medidas preventivas (1).
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Em 2020, de acordo com os dados constantes do The
European Union One Health 2020 Zoonoses Report,
elaborado em conjunto pela European Food Safety Autho-
rity (EFSA) e pelo European Centre for Disease Preven-
tion and Control (ECDC), Salmonella foi o agente etio-
l6gico mais frequentemente identificado em surtos de
toxinfecao de origem alimentar, sendo responsavel por
22,5% (N=694) de um total de 3086 surtos reportados.
Nestes surtos, este agente foi responsavel pelo maior
numero de hospitalizagdées (n=812, 48,5% do numero
total) e por 7 mortes (22,6% do numero total). S. Ente-
ritidis, S. Typhimurium e S. Typhimurium monophasic
foram o0s serovares predominantes em 92,8% dos surtos
causados por Salmonella. A ocorréncia destes surtos foi fre-
guentemente associada ao consumo de alimentos do grupo
“ovos e ovoprodutos”, seguido do grupo “carne e produtos
a base de carne” e de “alimentos compostos por multiplos
ingredientes” (2),

O método padrao (golden standard) para a detecdo de
Salmonella em géneros alimenticios inclui o uso de técnicas
convencionais culturais que utilizam etapas de enriqueci-
mento com seletividade crescente, terminando com o isola-
mento de Salmonella em placas de agar diferencial seletivo.
A confirmacéo é baseada em testes bioquimicos ou reali-
zada por espectrometria de massa (3). Embora esta meto-
dologia seja bastante sensivel e menos dispendiosa, é mais
trabalhosa, tornando-se menos conveniente quando o obje-
tivo é a analise de um elevado numero de amostras. Para
além disso, o tempo que decorre até a obtencao do resul-
tado final pode ser muito longo, especialmente para alimen-
tos em natureza (3). Com a finalidade de superar estas des-
vantagens, tém vindo a ser realizados estudos que visam 0
desenvolvimento de metodologias de facil utilizacéo, e ao
mesmo tempo rapidas, sensiveis e especificas que possi-
bilitem um screnning, eliminando a fase cultural das amos-
tras negativas no teste. Tém sido, por exemplo, desenvolvi-
dos varios métodos imunolégicos que dependem da ligacao
antigénio- anticorpo, para a detecdo de Salmonella (4-6).
Os alvos destes ensaios sao componentes celulares espe-
cificos, como lipossacarideos ou outras biomoléculas da
membrana externa bacteriana. Apesar de um tempo de
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ensaio mais curto em comparacdo com as técnicas de cul-
tura tradicional, a detegdo baseada em reagdes antigénio-
anticorpo pode apresentar alguns problemas, como por
exemplo a baixa sensibilidade do anticorpo para o micror-
ganismo patogénico e a potencial interferéncia com conta-
minantes (7). Os avangos na biotecnologia tém levado tam-
bém ao desenvolvimento de diversos métodos baseados na
detecdo de acidos nucleicos, entre 0s quais 0s que utilizam
a reagéo da polimerase em cadeia (PCR) (8:9). Nas aborda-
gens baseadas na PCR, a detecdo depende da amplifica-
cao de uma sequéncia que caracteriza o alvo e que pode
ser amplificada milhdes de vezes em menos de uma hora.
Os métodos baseados na PCR tém mostrado especifici-
dade, sensibilidade e precisédo e um tempo de analise mais
curto, contudo varios constituintes das matrizes alimenta-
res podem inibir a reagao.

_Objetivo

Este estudo teve como objetivo a comparacdo do desem-
penho do método convencional cultural de acordo com o
método de referéncia I1ISO 6579-1:2017/Amd 1:2020, com
outras duas metodologias utilizadas para a detegédo de
Salmonella spp: um método baseado na técnica de PCR em
tempo real e um sistema imunoenzimético automatizado para
a detecao de antigénios de Salmonella.

_Materiais e métodos

Neste estudo foram selecionadas e analisadas 137 amos-
tras de géneros alimenticios, divididas em sete categorias
diferentes (carnes cruas, alimentos prontos para consumo,
mariscos, especiarias, cacau e derivados, ovoprodutos
e laticinios). As amostras foram compradas em diferen-
tes supermercados locais ou recolhidas em unidades de
alimentacéo coletiva. Apds aquisi¢céo, as amostras foram
transportadas e armazenadas a temperatura adequada
a sua conservagao, e analisadas no prazo maximo de 24
h apo6s a colheita. Destas 137 amostras, consideraram-
-se 3 grupos: A - 78 testadas como potencialmente conta-
minadas; B - 21 artificialmente contaminadas com niveis
de Salmonella de 107 ufc (unidades formadoras de cold-
nias) /25 g de amostra; e C- 38 artificialmente contamina-
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das com niveis de Salmonella <120 ufc / 25 g de amostra. minadas (grupo A), verificamos que em ambos 0s métodos
Como controlo positivo foram utilizadas trés amostras da em 3 das 78 amostras testadas (3,8%) se obteve um resul-

avaliacdo externa da qualidade e duas amostras obtidas tado positivo, e para as restantes um resultado negativo.

de agua peptonada tamponada (BPW), uma contaminada ) ,
?SU Gplc? (13 fp/l p (I ) Ut S Tl R Se compararmos o0s resultados obtidos pelo método de
com S. Goldcoas ufc/lenticula) e outra com S. i-
. ( ) ) P PCR com os obtidos pelo método de referéncia I1SO, para
murium (30-120 ufc/lenticula). Como controlo do processo . .
o ol utilizada BPW ad as amostras potencialmente naturalmente contaminadas
“branco”) foi utilizada nao inoculada.
( ) foi utiliz nocd (grupo A), verificamos que em 3 das 78 amostras (3,8%)

As amostras foram ensaiadas para a detecéo de Salmonella se obtiveram resultados falsos positivos (tabela 1). Este
pelo método de referéncia internacional 1ISO 6579-1:2017/ facto pode estar relacionado com a potencial existéncia de
Amd 1:2020 e por outras duas metodologias de screening: células de Salmonella ndo viaveis, ou viaveis mas néo cul-
uma técnica de PCR em tempo real e um método imunoen- tivaveis (VBNC) nas amostras, que apesar de ndo se terem
zimatico automatizado (10). desenvolvido durante a etapa de enriquecimento, pude-
ram ser detetadas por PCR. E importante salientar que, ao
_Resultados e discusséo contrario das células de Salmonella nao viaveis, as células
Os resultados relativos a detegdo de Salmonella spp, pelo de Salmonella VBNC podem manter a sua patogenicidade,
método de referéncia ISO 6579-1/Amd 1:2020 e pelo método sendo de referir que a recuperagao destas celulas patogeé-
alternativo, imunoenzimatico automatizado, foram coinciden- nicas se tornou um importante ramo de investigagao devido
tes, para o total de amostras analisadas (tabela 1). as implicages que podem ter em saude publica (11),
Quando comparados os resultados obtidos pelo método Quando analisados os resultados obtidos com os métodos
imunoenzimatico automatizado e pelo método de referéncia imunoenzimatico automatizado e ISO, para as amostras arti-
ISO, para as amostras potencialmente naturalmente conta- ficialmente contaminadas (grupos B e C), verificamos que,

Tabela 1: Resultados de detegdo de Salmonella spp. — comparagao entre os trés métodos utilizados.

Resultados da detecao de Salmonella spp.

Imunoenzimatico

Grupo N.° amostras ISO (%) automatizado (%) PCR (%)
A 78 + 3/78 (3,8) 3/78 (3,8) 6/78 (7,7)
= 75/78 (96,2) 75/78 (96,2) 59/78 (75,6)
? 0/78 (0) 0/78 (0) 13/78 (16,7)
B 21 + 21/21 (100) 21/21 (100) 21/21 (100)
- 0/21 (0) 0/21 (0) 0/21 (0)
? 0/21 (0) 0/21(0) 0/21 (0)
C 38 + 36/38 (94,7) 36/38 (94,7) 33/38 (86,8)
= 2/38 (5,3) 2/38 (5,3) 2/38 (5,3)
? 0/38 (0) 0/38 (0) 3/38 (7,9)

+ Resultados positivos; - Resultados negativos; ? Resultados inconclusivos. A - Potencialmente naturalmente contaminadas;
B - Artificialmente contaminadas com niveis de Salmonella de 107 ufc/25 g de amostra; C - Artificialmente contaminadas com
niveis de Salmonella <120 ufc/25 g de amostra
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com excecdo de duas amostras de canela, nas quais ocor-
reu inibicao do crescimento microbiano (grupo C), todas as
outras amostras artificialmente contaminadas testaram posi-
tivo para Salmonella, mesmo quando os niveis de contami-
nacao foram inferiores a 5 ufc. Esta inibicao do crescimento
bacteriano por algumas especiarias, como a canela, é um

fendmeno ja conhecido e relatado por diversos auto-
res (12,13),

Relativamente ao método de PCR, para além dos resulta-
dos falso positivos, verificamos que algumas das matrizes
alimentares testadas (cravinho, orégaos, piri-piri, cacau
magro, ovos, gema de ovo, camardo e canela) inibiram a
PCR, conduzindo porisso a resultados inconclusivos (assi-
nalados com um ? na tabela 1). Em algumas destas matri-
zes foi possivel evitar esta inibicdo, através da diluicdo dos
acidos nucleicos extraidos (14). No entanto, neste estudo,
nao foi possivel diminuir a inibicdo da reacao de PCR para
0S 0VOS € 0S 0régaos.

Tendo em conta que a gema e a clara de ovo diferem signi-
ficativamente na sua composi¢éo, e que 0s ovos sdo o ali-
mento mais comumente reportado como estando envolvido
na transmissao de Salmonella, decidimos avaliar o efeito
inibitério da clara e gema de ovo na amplificacdo por PCR,
concluindo que no ovo a matriz gema, contém mais inibido-
res do que a matriz clara, resultados que estdo de acordo
com 0s descritos anteriormente por Xiaohua He e colabora-
dores (15).

Na ultima década, tanto a crescente preocupagao por parte
da industria e consumidores com a seguranca alimentar,
como o impacto econdmico das doencas transmitidas por
alimentos, tém impulsionado o desenvolvimento de novas
metodologias para a detegdo de agentes patogénicos em
alimentos que sejam rapidas, sensiveis e faceis de usar.
No &mbito deste estudo, os métodos alternativos imunoenzi-
matico automatizado e de PCR, foram testados em paralelo
com o0 método padrdo ISO 6579-1, como métodos alternati-
vos de screening dos resultados negativos.

Comparando os tempos necessarios para obter um resul-
tado (positivo para Salmonella - Detetado; ou negativo para
Salmonella - Nao detetado) para os trés métodos utilizados
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neste estudo, podemos concluir que se a amostra a testar for
negativa para Salmonella, o método de PCR em tempo real é
0 método mais rapido (=24h), seguido pelo método imunoen-
zimético automatizado (=48h) e pelo método ISO (=72h).
No entanto, sendo o método padrdo para a detecédo de
Salmonella o preconizado pela ISO, sempre que se obtém
um resultado positivo por um dos métodos alternativos (imu-
noenzimatico automatizado ou PCR em tempo real), a confir-
macao pelo método ISO é imperativa prolongando o tempo
de resposta.

_Conclusdes

Considerando a diversidade de métodos alternativos desen-
volvidos nos Ultimos 20 anos para a detecdo de Salmonella
em alimentos, a escolha da metodologia a utilizar dependera
da situacéo especifica e do objetivo da analise microbiol6-
gica.

No contexto deste estudo, consideramos que:

- O método de PCR em tempo real pode ser apropriado
para situacoes em que as matrizes alimentares a testar
s&o de uma sé categoria alimentar, se sabe nao interferi-
rem com areagdo de PCR (ou quando os métodos para a
remocao de inibidores, ou para a reducao dos seus efei-
tos sdo bem conhecidos) e se espera que a maioria das
amostras sejam negativas para Salmonella.

- O método imunoenzimatico automatizado, método vali-
dado pela AFNOR, pode ser adequado para testar uma
grande diversidade de alimentos quando se espera que
a maioria dos resultados seja negativa.

- O método padrao ISO utiliza-se como i) método de refe-
réncia para todos os tipos de matrizes ii) para os ali-
mentos das categorias incluidas no Regulamento CE N.°
2073/2005 relativo a critérios microbiolégicos aplicaveis
aos géneros alimenticios, sempre que ndo seja imple-
mentado um método validado equivalente, ou iii) como
método de referéncia para confirmar resultados presun-
tivamente positivos obtidos por qualquer uma das outras
metodologias alternativas eleitas.
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_Resumo

O presente artigo pretende descrever um estudo de caso onde a meto-
dologia Seis Sigma e 0 método DMAIC foram aplicados aos resultados
dos parametros Colesterol Total, Colesterol LDL e Triglicéridos do Pro-
grama de Avaliag@o Externa da Qualidade de Quimica Clinica. O estudo
teve como objetivo avaliar os resultados recorrendo a métrica Sigma e
propor medidas efetivas na melhoria da qualidade dos resultados dos
laboratdrios participantes. Foram utilizadas diversas ferramentas para
sustentar as decisdes tomadas em cada fase do ciclo DMAIC. O estudo
foi bem-sucedido na avaliacdo dos resultados, mas ndo foram atingidos
0s objetivos de melhoria, considerando-se uma das principais causas o
facto do seu desenvolvimento em ambiente de pandemia.

_Abstract

This article intends to describe a case study where the Six Sigma meth-
odology and the DMAIC method were applied to the results from the Total
Cholesterol, LDL Cholesterol and Triglycerides parameters of the External
Quality Assessment of the Clinical Chemistry Program developed by the
Programa Nacional de Avaliagcdo Externa da Qualidade. The study aimed
to evaluate the results using the Sigma metric and develop improvement
measures to increase the quality of the results from the participating lab-
oratories. Several tools were used to support the decisions made at each
phase of the DMAIC cycle. The study was successful in evaluating the
results; however, the improvement goals were not achieved, considering
the pandemic environment during which the study was carried out as one
of the main causes.

_Introdugéao

Foram selecionados os parametros Colesterol Total, Colesterol
LDL e Triglicéridos para o desenvolvimento do presente estudo.

A sua monitorizagao revela-se importante devido a sua fre-
quente associagao com o desenvolvimento de doencas car-
diovasculares.
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Foi avaliado o resultado do desempenho dos laboratérios
participantes do programa de Quimica Clinica do Programa
Nacional de Avaliagdo Externa da Qualidade (PNAEQ).

No caso de estudo aplica-se a metodologia Seis Sigma aos
resultados da Avaliagdo Externa da Qualidade (AEQ) para
avaliar o nivel de qualidade Sigma e implementar estraté-
gias que permitam uma melhoria da qualidade dos resulta-
dos dos laboratérios participantes.

_Objetivo

Descrever um estudo de caso onde a metodologia Seis
Sigma e o método DMAIC foram aplicados aos resultados
dos parametros Colesterol Total, Colesterol LDL e Triglicé-
ridos do Programa de Avaliacdo Externa da Qualidade de
Quimica Clinica.

_Dados e métodos

O método DMAIC (Define, Measure, Analyze, Improve, Con-
trol) € composto por cinco fases e contempla diversas fer-
ramentas da qualidade que fornecem uma abordagem estru-
turada ao projeto. A fase Define inicia 0 estudo e permite
a definicdo das equipas, problemas e processo(s) envolvi-
do(s). Séo avaliadas as necessidades dos clientes que, no
caso do PNAEQ, sao os laboratérios participantes dos pro-
gramas.

Foi definido o cronograma presente na figura 1.
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Figura 1: [ Cronograma do projeto.
» Ano 2019 [ J Ano 2020
Atividade D(Ud[iaags?O Novembro Dezembro Janeiro Fevereiro Marco Abril Maio
Ciclo DMAIC 197 6-30 1-15 16-31 1-15 16-31 1-14 15-28 1-15 16-31 1-15 16-30 1-15 16-31
Fase Define 30
Fase Measure 75
Fase Analyse 46
Fase Improve 30
Fase Control 16

Na fase Measure s&o analisados os resultados e calcula-
dos os niveis Sigma que definem o nivel de qualidade ini-
cial. Foram estudados os resultados do periodo de 2018 a
2020. O Bias é calculado, para cada laboratério i, segundo
a Equacado.

| Valor do laboratério; - Valor alvo da amostra |

Bias % =

Valor alvo da amostra
Considerou-se o valor alvo da amostra o valor de consenso,
ou seja, a média dos resultados obtidos pelos laboratdrios
participantes para cada amostra em estudo. Uma analise de
outliers permitiu eliminar valores fora do intervalo de +3 des-
vios padrao.

Utilizaram-se duas abordagens para o calculo do nivel de
qualidade Sigma:

1) Caélculo da Métrica Sigma: Considera apenas a inexa-
tiddo. Os dados sao divididos por amostra, método e
equipamento para avaliar resultados significativamente
diferentes. Estuda a Normalidade dos resultados atra-
vés do Teste de Kolmogorov-Smirnov e, caso esta ndo
seja verificada, aplica a Transformagao de Box-Cox.
Sao obtidos os defeitos por milhdo de oportunidades
(DPMO) e convertidos em nivel de qualidade Sigma.
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2) Célculo da Métrica Sigma na Area Laboratorial: Con-
sidera a inexatidao (Bias) e imprecisao dos resultados
(Coeficiente de Variagao). E utilizado um modelo de
regressao linear que permite estimar as duas compo-
nentes do erro: sistematico (inexatidao) e aleatério (im-
precisao) (). O nivel de qualidade Sigma é calculado
recorrendo ao Erro Total Admissivel (ETa), presente na

Equacgéo (2),

ETa - Bias
Ntvel Sigma =

cvy

E calculado o nivel de qualidade Sigma por laboratério. Esta
abordagem néo foi aplicada ao par@metro Colesterol LDL pela
escassez de dados para satisfazer os requisitos minimos.

Ambas as abordagens consideram especificagdes com base
na variabilidade bioldgica a um nivel desejavel considerando,
para cada parametro, os valores da variagéo intraindividual
(CVi) e variagéo interindividual (CVg) apresentados na base
de dados da European Federation of Clinical Chemistry and
Laboratory Medicine (EFLM) (2).

Apds o calculo do nivel de qualidade Sigma, prosseguiu-se
para a fase Analyze, onde foram apresentadas e estuda-
das causas potenciais para uma qualidade inferior a dese-
jada. Na fase Improve foram desenvolvidas e implementa-
das medidas de melhoria que visam o aumento dos niveis
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de qualidade. Foi selecionado o plano de melhorias mais
adequado e, apds a sua implementacgéao, foi realizado um
teste-piloto. Na fase Control, o principal objetivo é assegu-
rar as condi¢cOes necessarias a manutengdo das medidas
implementadas. Foi apresentado um plano de monitoriza-
¢ao e controlo.

_Resultados e discussdo

Foi inicialmente definida a meta de obter um nivel de 3,5
Sigma. Os resultados dos questionéarios revelaram que as
necessidades dos laboratérios participantes sao a diminui-
cao da inexatiddo e a harmonizacao dos resultados interla-
boratoriais.

Ap6s o célculo do Bias e tratamento de outliers, foram cal-
culados os niveis Sigma. Apresentam-se na tabela 1 os
resultados obtidos.

Apesar de ambas as abordagens utilizarem como referéncia
o valor de consenso e especificacbes baseadas na varia-
bilidade bioldgica, os resultados apresentam-se semelhan-
tes para o parametro Colesterol Total, mas diferentes para
o parémetro Triglicéridos. A diferenca pode ser explicada
por a primeira abordagem sé considerar uma dimensado
do erro (Bias), enquanto a segunda considera o erro total
(ETa). Salienta-se a importancia da identificacdo do método
agquando da divulgacao do nivel de qualidade Sigma.

Ajustou-se o objetivo do projeto para a obtengdo de um
nivel de qualidade Sigma de 4 para o parametro Triglicéri-
dos e de 3 para os restantes parametros em estudo, consi-
derando os valores da primeira abordagem.

Na fase Analyze estudaram-se as possiveis causas para
uma qualidade inferior a desejada, prosseguindo a sua
hierarquizacao através do Diagrama de Pareto presente no
grafico 1, recorrendo ao conhecimento de seis técnicos de
laboratério. Foram consideradas como causas mais impor-
tantes a formacao/experiéncia inadequada (causa 28) e a
transcricao incorreta dos resultados (causa 33).
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Na fase Improve, o Método AHP selecionou como mais
adequado a adogao das seguintes medidas:

Divulgacéo periodica de melhorias e medidas preven-
tivas;

Sensibilizacao para a correta execucao do procedi-
mento analitico;

Realizacao de agdes de formagao em qualidade labora-
torial.

Foi realizado um teste-piloto composto por um ensaio com
duas amostras que apresentou 0s resultados expostos na
tabela 2, calculados recorrendo ao procedimento descrito
para a 1.2 abordagem. Foi feita a comparacdo com 0s resul-
tados calculados anteriormente pela 1.2 abordagem.

Nao foi possivel calcular os resultados do teste-piloto recor-
rendo a 2.% abordagem devido aos requisitos minimos de
dados desta abordagem.

Com excecdo do pardmetro Colesterol Total, os resultados
apresentam-se inferiores. O contexto de pandemia pode
ter influéncia nos resultados apresentados pelos laborato-
rios participantes que ndo sdo ainda possiveis de avaliar,
podendo ter contribuido para néo se atingirem os resulta-
dos propostos.

Foi apresentado um plano de monitorizacdo e controlo
incluindo medidas para incentivar a continuacao de imple-
mentac¢do de medidas de melhoria.
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Tabela 1: [ Niveis de qualidade Sigma nos pardmetros Colesterol Total, Colesterol LDL
e Triglicéridos do Programa de Avaliagdo Externa da Qualidade.

1.2 Abordagem 2.2 Abordagem
2018 2019 2020 2018 2019 2020
Colesterol Total 2,23 2,07 2,01 2,96 2,28 2,38
Colesterol LDL 1,46 1,64 2,63 - - -
Triglicéridos 3,14 3,31 3,51 8,87 8,85 7,67

Grafico 1: Diagrama de Pareto das causas potenciais do nivel inferior de qualidade dos resultados.
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Tabela 2: £ Nivel de qualidade dos resultados - comparagéo dos
resultados do teste-piloto.

Niveis Sigma - 2020 Niveis Sigma - 2021
Colesterol Total 2,01 2,35
Colesterol LDL 2,63 1,73
Triglicéridos 3,51 2,99
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_Conclusdes

Os dados dos parametros Colesterol Total, Colesterol LDL
e Triglicéridos do Programa de Avaliacao Externa da Quali-
dade (AEQ) de Quimica Clinica do periodo de 2018 a 2020
foram analisados e foram estudadas possiveis causas e
implementadas a¢des de melhoria que contribuem para o
aumento do nivel de qualidade dos resultados dos labora-
térios participantes. Apesar do teste-piloto nao ter reve-
lado uma melhoria dos resultados consistente, provavel-
mente devido ao contexto pandémico em que foi realizado,
¢ sugerido um estudo que avalie a qualidade dos resulta-
dos nos periodos pré, durante e pés pandemia.

O estudo e o desenvolvimento de acdes de melhoria dos
resultados laboratoriais apresentam beneficios nao sé para
os laboratorios que participam nos programas de AEQ,
como para os doentes que passam a beneficiar de resulta-
dos mais fiaveis que contribuem de forma positiva para o
diagnéstico/tratamento de patologias.
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_Resumo

E recomendavel que cada laboratério se baseie em protocolos e procedi-
mentos operacionais comuns com a finalidade de obter valores de refe-
réncia “comuns” e “harmonizados” a nivel nacional. O objetivo deste tra-
balho foi determinar os valores de referéncia das enzimas AST, ALT e
GGT. A metodologia teve como base o documento CSLI / IFCC, C28-A3.
A amostra inicial foi de 1688 individuos de Portugal continental, dos quais
1122 foram excluidos apds a andlise dos questionarios (com patologias
e/ou fumadores) de modo a obtermos uma populacdo considerada “sau-
davel”. Apos a quantificagao das enzimas por um método enzimatico, veri-
ficou-se que ndo houve relevancia nos resultados para diferentes grupos
etarios, embora tenha sido observada diferenca estatistica significativa
quanto ao género (p<0,001). Desta forma, foram calculados os valores
de referéncia para o género feminino e masculino respetivamente da
ALT = 7-38U/L e 10-70U/L, da AST = 11-30U/L e 13-53U/L e da GGT =
5-36U/L e 7-80U/L, através do programa IBM SPSS Statistics versao 25.
Os valores de referéncia, no caso do género feminino, foram muito seme-
Ihantes aos descritos nos folhetos informativos, enquanto no género mas-
culino verificaram-se valores superiores.

_Abstract

It is recommended that each laboratory base itself on common proto-
cols and operating procedures in order to achieve “standard” reference
values at national level. The aim of this work is to determine the refer-
ence values of the enzymes AST, ALT and GGT. The methodology used
was based on the document CSLI / IFCC, C28-A83. From the initial sam-
ple of 1688 individuals from mainland Portugal, 1122 were excluded due
to the analysis of the questionnaires, (whith pathologies and/or smokers)
to obtein a population considered healthy We studied 566 serum sam-
ples and quantification of enzymes by an enzymatic method in Cobas
INTEGRA 400 Plus, showed no significance diferences in the results for
several age groups, although a statistically significant difference was
observed regarding gender (p<0,001). Therefore, the reference values
for females and males respectively were calculated for ALT = 7-38U/L
and 10-70U/L, for AST = 11-30U/L and 13-53U/L and for GGT = 5- 36U/L
and 7-80U/L, through the IBM SPSS Statistics version 25 program. The
reference values, for females, were very similar to those described by
other publications, while for males, higher values were found.
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_Introdugao

Os valores de referéncia fornecidos nos relatérios dos labo-
ratorios tém um papel muito importante para auxiliar o clinico
a interpretar os resultados dos testes em relagao as popula-
cOes saudaveis. A Federacdo Internacional de Quimica Cli-
nica (IFCC, na sigla em inglés) recomendou que cada labo-
ratério definisse os seus préprios valores de referéncia (1),
A diretriz C28-A3 publicada pelo Instituto de Padrdes Cli-
nicos e Laboratoriais (CLSI, na sigla em inglés) é fonte de
referéncia nesta area, para que hajam valores de referéncia
“comuns” e “harmonizados” a nivel nacional (2:2),

Neste sentido, importa determinar os valores de referéncia
das enzimas aspartato aminnotransferase (AST), alanina
aminotransferase (ALT) e gama- glutamil transferase (GGT).
As transaminases s&o enzimas préprias do figado, embora
nao sejam exclusivas deste érgéo e tém como fungéao trans-
ferir o grupo amina de um aminoacido para um cetoacido
(origem do nome). Tanto a AST sérica como a ALT apresen-
tam valores elevados quando os processos patoldgicos afe-
tam a integridade celular hepatica, sendo a ALT uma enzima
mais especifica do figado. Além disso, o aumento da ativi-
dade da ALT persiste durante mais tempo do que 0 aumento
da atividade da AST. A GGT é utilizada no diagnostico e
monitorizacdo das doencas hepatobiliares, sendo também
um teste de despistagem para o alcoolismo oculto. Os valo-
res de referéncia sdo calculados através de andlise estatis-
tica da distribuicao dos valores obtidos de uma populacao
considerada saudavel, em que os limites sdo calculados e
definem os valores de referéncia.
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_Objetivo

O objetivo deste trabalho é determinar os valores de referén-
cia das enzimas aspartato aminnotransferase (AST), alanina
aminotransferase (ALT) e gama- glutamil transferase (GGT),
numa amostra da populacdo portuguesa, bem como descre-
ver o procedimento para o célculo dos mesmos.

_Métodos

Com base no documento CSLI / IFCC, C28-A3 (2) e ap6s a
avaliagc@o dos questiondrios foram aplicados os critérios
de exclusao e particionamento de forma a que os valores
de referéncia sejam determinados com base em uma popu-
lacdo “saudavel”. A amostra foi selecionada do Estudo de
prevaléncia de fatores de risco cardiovascular na popula-
cao portuguesa (e_COR), onde participaram 1688 indivi-
duos, distribuidos pelas cinco regides de Portugal conti-
nental (318 do Algarve, 349 de Lisboa, 340 do Norte, 338
do Centro e 343 do Alentejo). Foram excluidos 826 partici-
pantes por apresentarem patologias, bem como 296 parti-
cipantes por serem fumadores.

A fase pré-analitica é conhecida por ter os maiores erros no
processo e envolve fatores bioldgicos e metodoldgicos (4:5),
foram considerados e respeitadas com rigor todos esses
fatores, tendo sido feitas as colheitas aos individuos apos
um jejum de 12h, sendo as condigdes de transporte e arma-
zenamento feitas segundo as indicagdes do fabricante (6).
A fase analitica inclui o método, o equipamento, os reagen-
tes entre outros fatores. Foi utilizado para a quantificacao
das trés enzimas o mesmo equipamento, Cobas INTEGRA
400 Plus-da Roche. O método para a determinagdo da ativi-
dade catalitica das enzimas ALT e AST esta de acordo com
a IFCC, mas sem piridoxal-5-fosfato e para o doseamento
da GGT foi utilizado um método padronizado contra Szasz.
O calculo dos valores de referéncia inclui métodos de cal-
culo nao paramétricos de acordo com a distribuicao dos
dados, detecdo de outilers pelo método de Dixon (7:8), par-
ticionamento e intervalos de confianca. Os limites de refe-
réncia inferiores foram calculados com 0 2,5 percentil e 0s
limites superiores com o 97,5 percentil da distribuicdo dos
valores obtidos da populacéo “saudavel” (3).

_Resultados

Foram excluidos 826 participantes devido a presenca de
doencas e com resultados laboratoriais indicativos de dia-
betes (glucose > 126 mg/dl e /ou valor de hemoglobina gli-
cada (HbA1c) > 6,5%) e hipercolesteremia (colesterol total
> 240 mg/dl e/ou valor de colesterol-LDL > 160 mg/dl).

Dos restantes 862 participantes, 566 nao eram fumadores
e 296 eram fumadores, foi aplicado o teste de normalidade
Kolmogorov- Smimov para cada um dos parametros, obten-
do-se uma distribuicao “nao normal “, e como tal aplicou-se
o teste de Mann-Whitney, para verificar se os fumadores da
populacéo de referéncia deviam ser excluidos. Para a enzima
GGT o grupo de nédo fumadores e fumadores foram estatis-
ticamente diferentes (p=0,04), levando a exclusédo do grupo
dos fumadores (grafico 1).

As andlises subsequentes foram realizadas com amostras de
566 participantes, a fim de avaliar a necessidade de particio-
namento da amostra quanto as faixas etarias foram definidos
inicialmente 3 grupos etdarios (18 a 34 anos, 35 a 64 anos e
65 a 79 anos). Apdés uma avaliacao estatistica verificou-se
ndo apresentar relevancia, desta forma a amostra foi avaliada
dos 18 aos 79 anos.

Posteriormente procedeu-se a avaliagdo quanto ao género
e neste caso a analise estatistica (Mann-Whitney), demons-
trou uma diferenca significativa nos resultados das ativi-
dades enzimaticas avaliadas no soro, consoante 0 género
(p<0,001) (grafico 1).
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Grafico 1: ] Resultados médios da atividade das enzimas aspartato aminnotransferase (AST), alanina aminotransferase
(ALT) e gama- glutamil transferase (GGT), comparativos entre os grupos dos fumadores e ndo fumadores (a)
e em relagéo ao género (b).
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Os valores de referéncia foram calculados através do pro-
grama SPSS Statistics versao 25. por um método nao-para-
métrico com base na frequéncia dos resultados para cada

Tabela 1:

pardmetro, em que o limite inferior corresponde ao percen-
til 2,5 e o limite superior corresponde ao percentil 97,5 com
um intervalo de confianga 95 % (5:9) (tabela 1).

Valores de referéncia para as enzimas aspartato aminnotransferase (AST), alanina

aminotransferase (ALT) e gama- glutamil transferase (GGT), consoante o género.

Feminino

Parametros (U/L 37°C) ALT AST
N.° resultados 318 317
Médias 15,19 17,68
2,5 7,00 11,00

5 8,00 12,00

25 11,00 15,00

Percentis 50 14,00 17,00
75 17,00 19,00

95 27,00 25,00

97,5 38,02 30,10

_Discussao e conclusdo

Idealmente cada laboratorio deveria definir os seus pro-
prios valores de referéncia, porém se isso ndo for possi-
vel, devido a dificuldade de selecionar uma populacéo de
referéncia considerada “saudavel” e o custo inerente, deve-
ria validar os valores de referéncia a utilizar, analisando no
minimo 20 amostras (5:19). Com especial atengéo aos crité-
rios de exclusédo e particionamento, fatores pré-analiticos
e métodos analiticos, deve-se ser capaz de agrupar dados
de varios locais, reduzindo assim enormemente 0 numero
de amostras que cada laboratério precisa selecionar e pro-
ceder ao doseamento e analise. Essa é a ideia por tras dos
testes multicéntricos para estabelecer intervalos de refe-
réncia (5).

Neste trabalho houve particionamento da amostra quanto
ao género, mas ndo houve necessidade de dividir a amos-
tra emrelagao as diferentes faixas etarias, uma vez que néo
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Masculino
GGT ALT AST GGT
319 241 241 238
13,18 26,65 23,27 25,05
5,00 10,00 13,05 7,00
6,00 11,00 14,00 9,00
8,00 16,50 18,00 13,75
11,00 23,00 21,00 18,50
15,00 31,50 26,00 29,00
29,00 55,90 36,90 69,10
36,00 69,85 52,95 80,03

foram relevantes as diferencas de atividade enziméatica em
adultos, embora seja nos individuos com idades inferiores
aos 18 anos.

Os valores de referéncia, no caso do género feminino, foram
muito semelhantes aos descritos nos folhetos informati-
vos da casa comercial sugeridos para estas metodologias,
enguanto no género masculino verificaram-se valores supe-
riores aos descritos nos folhetos informativos.

Como tal os valores de referéncia calculados para o géne-
ro masculino devem ser alvo de novos estudos de forma
a se verificar se houve influéncia de outros fatores, como
0 consumo de bebidas alcodlicas que podem nao ter sido
devidamente identificados na selegdo da populacdo de refe-
réncia considerada “saudavel”. Foram descritos outros estu-
dos (9:11.12) que apresentavam, também, valores superiores
para algumas destas enzimas, facto que corrobora com a
ideia da necessidade de iniciar mais estudos de forma a har-
monizar os valores de referéncia.
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Muitos, se ndo a maioria, dos métodos que usamos nos
laboratérios clinicos sdo mais do que adequados do ponto
de vista analitico. Em contraste, os intervalos de referéncia
que acompanham os resultados dos testes em relatérios
laboratoriais merecem um maior escrutinio.

Este trabalho realga a importéncia dos valores de referéncia
serem confiaveis e precisos para ajudar o clinico a interpre-
tar os resultados dos testes para populagdes saudaveis.

Para estudos futuros do célculo de valores de referéncia,
o0 efeito genético parece ser a drea mais desafiadora bem
como os estudos de valores de referéncia para faixas eta-
rias pediatricas e geriatricas, limites de decisao clinica e
particionamento por efeitos genéticos (3.
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_Resumo

A Perturbagédo do Espectro do Autismo (PEA) € uma patologia do neu-
rodesenvolvimento caracterizada por dificuldades de socializacdo e/ou
comunicacdo e por comportamentos estereotipados e repetitivos. Estu-
dos de heritabilidade indicam que fatores genéticos contribuem para
50-80% do risco de desenvolver PEA, mas 0s mecanismos genéticos nao
s&o bem conhecidos. Neste estudo, exploramos a contribuicdo para o
risco de PEA de genes que codificam proteinas envolvidas num mecanis-
mo regulador da expressao génica, o Nonsense-Mediated mRNA Decay
(NMD). Para este fim, compilamos uma lista de 46 genes envolvidos no
NMD e investigamos a presenga de Single Nucleotide Variants (SNVs)
e Copy Number Variants (CNV) nestes genes em duas amostras popula-
cionais de individuos diagnosticados com PEA (n=1828 e n=3570, respe-
tivamente). Identificamos variantes raras (MAF<1% em controlos) com
efeito deletério de acordo com uma predigao in silico, e verificamos se
afetam dominios proteicos necessarios para o NMD. Identificamos 270
SNVs em 524 pacientes com PEA e 38 CNVs em 38 pacientes com PEA.
Destas, 136 variantes (122 SNVs e 11 CNVs) estédo localizadas em regi-
des dos genes que codificam dominios proteicos importantes para o fun-
cionamento do mecanismo de NMD. Deste modo, colocamos a hipdtese
de que estas variantes possam afetar a fungcéo normal do NMD e, conse-
quentemente, contribuir para alteragdes na expressao dos genes-alvo,
podendo assim constituir um fator de risco para a PEA.

_Abstract

Autism Spectrum Disorder (ASD) is a neurodevelopmental condition char-
acterized by impaired social/communication skills and stereotyped/repet-
itive behaviors. Genetic factors account for 50-80% of the familial risk of
ASD, but genetic determinants are not fully understood. In this study, we
explored the contribution to ASD etiology of genes involved in an impor-
tant post-transcriptional regulatory mechanism, the Nonsense-Medi-
ated mRNA Decay (NMD). We first compiled a group of 46 genes encod-
ing NMD factors and regulators. In these genes, we searched for Single
Nucleotide Variants (SNVs) and Copy Number Variants (CNVs) in two sam-
ples of ASD patients (n=1828 and n=3570, respectively). In genes with
rare variants (MAF<1% in controls) predicted in silico to be deleterious,
we further investigated whether these variants affect protein domains
required for NMD. We identified 270 SNVs in 524 ASD patients and 38
CNVs in 38 ASD patients. We found 136 variants (122 SNVs and 11 CNVs)
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located within protein domains that may affect proper NMD function and
consequently contribute to changes in the expression of NMD targets.
This study suggests that genetic variants that cause NMD impairment
may constitute a risk factor to ASD pathophysiology.

_Introdugéo

A Perturbacédo do Espectro do Autismo (PEA) é uma pato-
logia do neurodesenvolvimento caracterizada por dificulda-
des de comunicacéo e socializacao associadas a presenca
de comportamentos repetitivos e estereotipados (1) e mani-
festagbes clinicas heterogéneas. A etiologia da PEA ainda
nao esta bem esclarecida, o que impossibilita o desenvolvi-
mento de terapias eficazes. Muitos estudos tém sido desen-
volvidos para determinar as causas da PEA, conduzindo a
descoberta de fatores genéticos, epigenéticos e ambientais
associados a suscetibilidade para a perturbacdo. Sendo a
origem da PEA tao heterogénea, coloca-se a hipotese de
que mecanismos reguladores da expressao génica possam
contribuir para o desenvolvimento da patologia quando afe-
tados.

Existem varios mecanismos de controlo de qualidade da
expressao genica, entre 0s quais, o decaimento do mRNA
mediado por mutacées nonsense (Nonsense-Mediated
mRNA Decay, NMD). O mecanismo de NMD permite degra-
dar transcritos que contenham coddes de terminagéo de tra-
ducao prematura (premature translation termination codon,
PTC), reduzindo a sua abundéancia, mas também é respon-
savel pela regulacdo da expressdo de ~10% de transcri-
tos fisioldgicos (2). A funcdo do NMD & essencial durante o
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neurodesenvolvimento (3-6) ¢ depende de varias proteinas.
Alguns genes que codificam fatores do NMD foram anterior-
mente implicados na PEA. Por exemplo, foram identificadas
mutacdes no gene UPF3B em individuos que exibem carac-
teristicas do autismo (6:7) e foi demonstrado que mutacdes
missense neste gene alteram a diferenciacdo das células
progenitoras neuronais devido a uma disfungéo do processo
de NMD (5:6), Adicionalmente, um estudo recente mostrou
que a perda da proteina FMRP, codificada pelo gene FMRT,
que representa uma das principais causas de deficiéncia
intelectual e autismo, resulta numa hiperativacdo do meca-
nismo de NMD (8). Assim, testdmos a hipétese de que alte-
ragcbes em genes que codificam para proteinas envolvidas
no NMD podem contribuir para a PEA através da analise de
variantes em genes envolvidos no mecanismo NMD, numa
amostra populacional de grande dimensao com PEA.

_Objetivos

Este estudo teve como objetivo a identificagdo de variantes
em genes que codificam proteinas envolvidas no mecanismo
de NMD em individuos diagnosticados com perturbacao do
espectro do autismo (PEA) e a analise do seu contributo para
0 risco de PEA.

_Material e métodos

Os genes que codificam fatores e reguladores do NMD (do-
ravante denominados genes NMD), foram selecionados atra-
vés de uma pesquisa na literatura e em bases de dados,
incluindo a Gene Ontology AmiGO (http://amigo.geneonto
logy.org) (°) e a Reactome (www.reactome.org) (10).

Foram analisadas trés datasets de individuos com PEA:
Autism Sequencing Consortium (ASC, n=1828) (), Autism
Genome Project (AGP, n=2446) (12) e Simons Simplex Col-
lection (SSC, n=1024) (13) para identificar Variantes Nucleo-
tidicas Pontuais (Single Nucleotide Variants, SNVs) e Varian-
tes de Numero de Copias (Copy Number Variants, CNVs)
nos genes NMD. A sequenciacdo do exoma completo per-
mite identificar SNVs nas regides codificantes do genoma
(exodes), enquanto os CNVs nestes datasets foram deteta-
dos através da tecnologia de arrays. Estimamos ainda a fre-
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quéncia destas variantes em populacdes controlo sem his-
torial de doencga neurolégica, nomeadamente 60146 contro-
los da GnomAD v2.1.1 (https://gnomad.broadinstitute.org/,
para SNVs) e 10355 controlos da Database of Genomic Va-
riants (http://dgv.tcag.ca/dgv/app/home, para CNVs). Para
identificar as variantes potencialmente deletérias, selecioné-
mos apenas variantes raras em controlos (MAF<1%), nomea-
damente os CNVs que continham regides codificantes dos
genes em andlise, assim como 0s SNVs classificados como
deletérios in silico pelos programas Polyphen (14) e SIFT (15)
(missense predicted damaging and deleterious, MISPD)
ou como perda de funcado (loss-of-function, LoF). Adicio-
nalmente, pesquisamos na literatura quais os dominios pro-
teicos comprovadamente necessarios para o correto fun-
cionamento do NMD e identificamos as variantes deletérias
localizadas nestas regides.

_Resultados e discussao

Da literatura e bases de dados foram identificados 46 genes
que codificam proteinas envolvidas no processo de NMD
(tabela 1). Estes genes foram divididos em grupos de acordo
com sua funcdo no NMD: EJC - fatores e reguladores do
complexo de juncdo exdo-exao (Exon Junction Complex,
EJC); SURF-DECID - componentes do complexo SMG1-UP-
F1-eRF1-eRF3 (SURF) e indutores de decaimento (DECID);
mRBNA decay - fase de decaimento do mRNA; ER-NMD -
resposta NMD no Reticulo Endoplasmatico (RE); Regulaté-
rio — envolvido na regulacdo do NMD (tabela 1). Destes 46
genes, 7 sdo genes candidatos para PEA descritos na base
de dados SFARI (https://gene.sfari.org/). Verificamos ainda
na Human Protein Atlas (www.proteinatlas.org) (16) que
todos 0s 46 genes sdo expressos no cérebro humano.

A presenca de SNVs nestes genes foi analisada nos exo-
mas do dataset ASC (N=1828) e de CNVs nos datasets AGP
(n=2446) e SSC (n=1024). Identificamos 270 SNVs poten-
cialmente deletérios (por predicao in silico) em 38 genes
NMD em 28,7% (524/1828) dos pacientes com PEA, dos
quais 11,5% (31/270) sado classificados como LoF e 88,5%
(239/270) como MISPD (figura 1).
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Tabela 1: Lista de genes humanos que codificam fatores e
reguladores do mecanismo de nonsense-mediated
mRNA decay (NMD).

Grupo Simbolo do gene
EIF4A3 MAGOHB PYM1
EJC RBMS8A CASC3 RNPST
MAGOH ICET
UPF1 GSPT1 RUVBLZ2
UPF2 NCBP1 SMaG1
SURF-DECID UPF3B NCBP2 SMG8
EIF4E DHX34 SMG9
ETF1 RUVBL1
SMG5 PNRC2 PARN
SMG7 DCP2 MOV10
MRNA decay SMG6 XRNT PPP2CA
cNOT8 DIS31 PPP2R1A
DCPTA DIS3L2 EXOSCT0
ER-NMD NBAS
PABPCT FMR1T SECT3
Regulatério EIF4G1 [ENESIE GNL2
UPF3A SRSF1

A cinza estdo marcados os genes candidatos do autismo de acordo com a base
de dados SFARI (https://gene.sfari.org/ ).

O NBAS, um fator importante para a resposta do NMD no re-
ticulo endoplasmatico (17), foi 0 gene com mais SNVs identi-
ficados: 25 em 5.4% (98/1828) da populacao ASC (tabela 2).
Adicionalmente, 0s genes com SNVs presentes em mais de
1% dos individuos PEA foram: DIS3L2 (4%), DIS3L (3%),
SMG7 (2%), CASC3 (1,9%), DCP1A (1,7%), ICET (1,6%),
DHX34 (1,5%) e SMG6 (1,3%) (figura 1). Trés destes genes
codificam as proteinas CASC3, ICE1 e DHX34, que pro-
movem a ativacdo do NMD, enquanto os outros genes codi-
ficam proteinas envolvidas na degradacdao do mRNA. Ana-
lisamos os dominios proteicos afetados pelos SNVs identi-
ficados neste estudo, e verificamos que grande parte das
variantes se localizam nos dominios proteicos necesséarios
para o NMD. Por exemplo, 0os SNVs identificados nos genes
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que codificam os fatores up-frameshift (UPF1, UPF2 e
UPF3) e supressor with morphogenesis in genitalia (SMG1,
SMG5, SMG6, SMG7, SMG8 e SMG9) localizam-se maiori-
tariamente em regides que codificam dominios essenciais
para a funcdo do NMD. Adicionalmente, encontramos va-
riantes numa regido do UPF3B, onde ja foram descritas mu-
tacbes que interferem com a fungao do NMD (6),

A analise conjunta dos datasets AGP e SSC, levou a desco-
berta de 38 CNVs contendo a totalidade ou parte de 18 dos
46 genes NMD, em 1% (38/3570) dos individuos com PEA.
Destes CNVs, 8 sdo delegdes e 30 sdo duplicacoes. Verifi-
camos que 0s CNVs que incluem genes inteiros ou dominios
funcionais importantes para o0 NMD sao raros nos individuos
com PEA (0,4%), mas extremamente raros em individuos
controlo (<0,1%).

No total, foram identificadas 136 variantes (122 SNVs e 11
CNVs) em 23 genes, localizadas em regides que codificam
dominios proteicos importantes para a sua fungéo no NMD
(tabela 2), em 258 individuos com PEA. A classificagdo in
silico dos SNVs como tendo um efeito deletério, sugere que
possam afetar o mecanismo de NMD e contribuir para alte-
ragbes na expressao dos genes-alvo. E notavel que existam
pelo menos 1277 genes-alvo de NMD expressos em células
neuronais (8). Ser4 agora fundamental a validacao funcional
destas variantes, através de estudos funcionais em linhas
celulares ou da analise de expressdo dos seus genes-alvo.

O NMD desempenha um papel importante na diferenciacao
neuronal (6) e a magnitude da sua resposta pode influen-
ciar a diferenciacdo celular numa fase inicial do desenvol-
vimento (3). Muitas das variantes genéticas reportadas em
individuos diagnosticados com PEA sdo mutagdes LoF, que
levam a insercao de um PTC. O NMD ¢ essencial na prote-
cao contra estes erros genéticos, sendo, portanto, plausivel
que a disfungao deste mecanismo afete a expressao destes
genes, influenciando o risco de PEA. No contexto da lite-
ratura hoje, 0s presentes resultados sugerem que uma dis-
fung@o do mecanismo de NMD pode constituir um fator de
risco para a fisiopatologia da PEA.
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Figura 1: [} Representagdo dos genes com SNVs identificados em individuos com perturbagéo do espectro

do autismo (PEA).

Genes identificados, marcados com cores de acordo com a sua funcdo no nonsense-mediated mRNA decay (NMD)
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Tabela 2: [ Nimero de SNVs e CNVs localizados em regides dos genes
que codificam dominios importantes para a sua fungéo no non-
sense-mediated mRNA decay (NMD) em 258 individuos com
perturbagéo do espectro do autismo (PEA).

SNVs(™
Gene Localizacao LoF MISPD CNvs( PEA n@
EJNBAS®) 2p24.3 5 20 1 99
DHX34 19q13.32 2 12 1 25
GNL2®) 1p34.3 1 11 - 17
SMG7 1q25.3 - 8 - 14
SMGT 16p12.3 1 12 - 13
UPF2 10p14 1 3 1 11
UPF3A 13q34 1 2 2 1
ICET 5p15.32 2 7 - 10
SMG8 17922 - 6 - 8
GSPT1 16p13.13 - 4 1 7
UPF3B Xq24 1 3 1 7
ETF1 5q31.2 1 3 - 6
SMGé6 17p13.3 - 2 1 6
RBMSA 19211 - - 2 4
SMG9 19q13.31 1 1 - 4
UPF1 19p13.11 - 4 - 4
CASC3 17q21.1 - 3 - 3
RUVBL2 19q13.33 - 1 1 2
SEC13® 3p25.3 - 2 - 2
SMG5 1q22 - 2 - 2
FIF4A3 17q25.3 - 1 - 1
RUVBL1 3q21.3 - 1 - 1
SRSF1 17922 - 1 - 1

(1) Numero de SNVs e CNVs localizados em regioes do gene que codificam dominios necessérios para
a funcao do mecanismo de NMD; (2) Numero de individuos com PEA para os quais foram identificados
SNVs e CNVs nos genes indicados; (3) Estes genes sdo fatores conservados do mecanismo de NMD mas
ainda nao se conhecem os dominios essenciais para a sua funcao.

SNVs, Single Nucleotide Variants; CNVs, Copy Number Variants.
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_Conclusdes

Este estudo encontrou evidéncia de um possivel contributo
do funcionamento anémalo do Nonsense-Mediated mRNA

Decay (NMD) na perturbagao do espectro do autismo (PEA).

Tendo um papel importante na regulagéo pés-transcricio-
nal, o NMD, se disfuncional, pode contribuir para a PEA atra-
vés da desregulacao da expressdo dos seus genes-alvo. Por
outro lado, pode ainda contribuir para a PEA, e para a sua
heterogeneidade fenotipica, se a capacidade de degradacéo
do mRNA mediada por mutacdes nonsense for afetada.

Uma melhor compreens@o do mecanismo de NMD e das
suas funcdes pode constituir uma oportunidade de desen-
volvimento de intervengdes terapéuticas para o tratamento
e prevencao da PEA.

Referéncias bibliograficas:

(1) American Psychiatric Association. Diagnostic and Statistical Manual of Mental Di-
sorders. 5th ed. Washington: APA, 2013.
http://dx.doi.org/10.1176/appi.books.9780890425596

Wittmann J, Hol EM, Jack HM. hUPF2 silencing identifies physiologic subs-
trates of mammalian nonsense-mediated mRNA decay. Mol Cell Biol. 2006
Feb;26(4):1272-87. https://doi.org/10.1128/MCB.26.4.1272-1287.2006

Lou CH, Dumdie J, Goetz A, et al. Nonsense-Mediated RNA Decay Influences
Human Embryonic Stem Cell Fate. Stem Cell Reports. 2016 Jun 14;6(6):844-57.
https://doi.org/10.1016/j.stemcr.2016.05.008

(4) Notaras M, Allen M, Longo F, et al. UPF2 leads to degradation of dendritically tar-
geted mRNAs to regulate synaptic plasticity and cognitive function. Mol Psychia-
try. 2020 Dec;25(12):3360-79. Epub 2019 Oct 21.
https://doi.org/10.1038/s41380-019-0547-5

Jolly LA, Homan CC, Jacob R, et al. The UPF3B gene, implicated in intellectual disa-
bility, autism, ADHD and childhood onset schizophrenia regulates neural progenitor
cell behaviour and neuronal outgrowth. Hum Mol Genet. 2013 Dec 1;22(23):4673-87.
https://doi.org/10.1093/hmg/ddt315

Alrahbeni T, Sartor F, Anderson J, et al. Full UPF3B function is critical for neuronal
differentiation of neural stem cells. Mol Brain. 2015 May 27;8:33.
https://doi.org/10.1186/s13041-015-0122-1

Domingo D, Nawaz U, Corbett M, et al. A synonymous UPF3B variant causing a
speech disorder implicates NMD as a regulator of neurodevelopmental disorder
gene networks. Hum Mol Genet. 2020 Aug 29;29(15):2568-78.
https://doi.org/10.1093/hmg/ddaal51

Kurosaki T, Imamachi N, Préschel C, et al. Loss of the fragile X syndrome protein
FMRP results in misregulation of nonsense-mediated mRNA decay. Nat Cell Biol.
2021 Jan;23(1):40-48. https://doi.org/10.1038/s41556-020-00618-1

Carbon S, Ireland A, Mungall CJ, et al. ; AmiGO Hub; Web Presence Working Group.
AmiGO: online access to ontology and annotation data. Bioinformatics. 2009 Jan
15;25(2):288-9. Epub 2008 Nov 25. https://doi.org/10.1093/bioinformatics/btn615

(10) Fabregat A, Sidiropoulos K, Viteri G, et al. Reactome diagram viewer: data structu-
res and strategies to boost performance. Bioinformatics. 2018 Apr 1;34(7):1208-14.
https://doi.org/10.1093/bioinformatics/btx752

54

(11) Buxbaum JD, Daly MJ, Devlin B, et al; Autism Sequencing Consortium. The autism
sequencing consortium: large-scale, high-throughput sequencing in autism spec-
trum disorders. Neuron. 2012 Dec 20;76(6):1052-6.
https://doi.org/10.1016/j.neuron.2012.12.008

(12) Pinto D, Pagnamenta AT, Klei L, et al. Functional impact of global rare copy num-
ber variation in autism spectrum disorders. Nature. 2010 Jul 15;466(7304):368-72.
https://doi.org/10.1038/nature09146

(13) Sanders SJ, Ercan-Sencicek AG, Hus V, Luo R, et al. Multiple recurrent de novo
CNVs, including duplications of the 7g11.23 Williams syndrome region, are stron-
gly associated with autism. Neuron. 2011 Jun 9;70(5):863-85.
https://doi.org/10.1016/j.neuron.2011.05.002

(14) AdzhubeilA, Schmidt S, Peshkin L, et al. A method and server for predicting dama-
ging missense mutations. Nat Methods. 2010 Apr;7(4):248-9.
https://doi.org/10.1038/nmeth0410-248

(15) Kumar P, Henikoff S, Ng PC. Predicting the effects of coding non-synonymous va-
riants on protein function using the SIFT algorithm. Nat Protoc. 2009;4(7):1073-81.
https://doi.org/10.1038/nprot.2009.86

(16) Sjostedt E, Zhong W, Fagerberg L, et al. An atlas of the protein-coding genes in
the human, pig, and mouse brain. Science. 2020 Mar 6;367(6482):eaay5947.
https://doi.org/10.1126/science.aay5947

(17) Longman D, Jackson-Jones KA, Maslon MM, et al. Identification of a localized

nonsense-mediated decay pathway at the endoplasmic reticulum. Genes Dev.
2020 Aug 1;34(15-16):1075-88. https://doi.org/10.1101/gad.338061.120



nsttuto_Nacional de Saude

Doutor Ricardo Jorge

Observacdes_ Boletim Epidemiolégico

O

_Avaliacdo do desempenho de uma core-facility de sequenciacao gendmica

especializada em saude publica

Performance evaluation of a genomic sequencing core-facility specialized in public health

Luis Vieira™?, Catarina Silva™2, Silvia Duarte', Joana Mendonga', Dina Carpinteiro’?, Daniel A. Sampaio®, José Ferrdo,
Daniela Santos’, Miguel Machado’, Joana Isidro®, Paula Barreiro’, Gléria Isidro’

luis.vieira@insa.min-saude.pt

(1) Unidade de Tecnologia e Inovagcéo. Departamento de Genética Humana, Instituto Nacional de Satde Doutor Ricardo Jorge, Lisboa, Portugal

(2) Centro de Toxicogenémica e Saide Humana. NOVA Medical School|Faculdade de Ciéncias Médicas, Universidade Nova de Lisboa, Lisboa, Portugal

(8) Unidade de Bioinformatica. Departamento de Doencas Infeciosas, Instituto Nacional de Saude Doutor Ricardo Jorge, Lisboa, Portugal

_Resumo

A Unidade de Tecnologia e Inovagdo (UTl) do Departamento de Genética
Humana foi criada em 2009 pelo despacho normativo n.° 15/2009. Apesar
de estar integrada num departamento técnico cientifico, esta unidade
constituiu-se desde logo como core-facility de sequenciagdo genémica
do Instituto Nacional de Saude Doutor Ricardo Jorge (INSA). Este papel
envolve uma gestao continua de prioridades dos servigos a prestar aos
utilizadores, no ambito da resposta a diferentes problemas de saude
publica, aliada a uma preocupagdo permanente com a qualidade dos
resultados e os tempos de resposta. Neste trabalho, apresentamos o0s
resultados da avaliagdo do desempenho da UTI, desde a introducdo da
tecnologia de Next-Generation Sequencing (NGS) em 2013, em termos
de: (i) métricas de produgao da Unidade, (i) impacto dos resultados publi-
cados no ambito de colaboragdes cientificas com os grupos de investiga-
cdo do INSA ou de entidades externas e de (iii) avaliagdo dos servigos
através de um inquérito dirigido aos utilizadores. Até final de 2021, o
numero de ensaios de NGS e de citagdes dos trabalhos publicados cres-
ceram, por ano, 39% e 61%, respectivamente. Os utilizadores avaliaram
de forma muito positiva os servigos prestados pela UTl em 2021. Global-
mente, estes resultados demonstram que o modelo de trabalho de "core-
-facility" exercido pela UTI é uma mais-valia na resposta aos problemas da
salde publica em Portugal.

_Abstract

The Technology and Innovation Unit (UTI) of the Department of Human
Genetics was established in 2009 by the normative order no. 15/2009.
Despite being integrated in a technical and scientific department, this
unit was from the beginning constituted as the genomic sequencing
core-facility of the National Institute of Health Doutor Ricardo Jorge
(INSA). This role involves continuous management of service priorities
to be provided to users, within the scope of responding to different
public health problems, combined with a permanent concern with
the quality of data and response time. In this work, we present the
results of the UTI performance evaluation since the introduction of the
Next-Generation Sequencing (NGS) technology in 2013, in terms of:
(i) Unit production metrics, (ii) impact of the results published in the
scope of scientific collaborations with INSA research groups or exter-
nal entities, and (iii) evaluation of services through a survey aimed at
users. By the end of 2021, the number of NGS assays and citations of
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published works grew by 39% and 61% annually, respectively. Users
evaluated very positively the services provided by the UTI in 2021.
Overall, these results demonstrate that the "core-facility" work model
exercised by the UTI is an asset in responding to public health prob-
lems in Portugal.

_Introdugéo

Atualmente, a resposta aos problemas de saude requer a
existéncia de tecnologias sofisticadas, capazes de fornecer
dados de relevancia clinica ou epidemioldgica, que se tra-
duzam em melhores diagnésticos individuais ou na tomada
rapida de decisées em matéria de salde publica. E o caso
das tecnologias de sequenciagao de nova geracédo (Next-
-Generation Sequencing, NGS) que hoje permitem, num
mesmo periodo de tempo, sequenciar mais cerca de mil
milhoes de bases de DNA do que ha 35 anos atrés, e cujo
impacto no conhecimento cientifico é similar ao da inven-
cdo do microscépio (). No entanto, este tipo de tecnolo-
gias esta geralmente associado a custos de aquisicao e
operacao elevados e requer a formagéo de recursos huma-
nos altamente especializados, 0 que torna a sua implemen-
tacéo exigente e dispendiosa.

Nas grandes instituicbes académicas ou cientificas, as pla-
taformas de sequenciagédo estdo sediadas em laboratérios
centralizados designados por core-facilities. A centraliza-
cdo permite a utilizadores internos ou externos, oriundos
de areas cientificas distintas (por ex., genética humana ou
microbiologia), aceder a tecnologias de ponta, materiais
relevantes e apoio técnico especializado, incluindo anélise
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de dados, 0 que nao é sustentavel em cada laboratério indi-
vidual. As core-facilities devem ter a capacidade de adaptar
0s seus colaboradores e equipamentos de forma a oferecer
um conjunto vasto de aplicacdes e garantir a manutencéo,
calibracéo, operacionalidade e atualizagéo regular dos equi-
pamentos, a reutilizagdo de protocolos entre utilizadores, a
formacéo e treino de estudantes, técnicos e investigadores,
e trabalhar com procedimentos estandardizados e valida-
dos de acordo com sistemas de gestdo da qualidade, res-
peitando orgamentos e prazos de resposta (2),

A Unidade de Tecnologia e Inovagéo (UTI) do Departamento
de Genética Humana foi criada em janeiro de 2009 pelo
despacho normativo n.° 15/2009 (3), constituindo-se desde
entdo como core-facility de sequenciagao gendémica do Ins-
tituto Nacional de Saude Doutor Ricardo Jorge (INSA). De
acordo com o artigo 24° do Regulamento Interno do INSA (4),
a UTI compete, especificamente, "o desenvolvimento e a
execucdo de ensaios moleculares no ambito da investiga-
¢ado e da prestagao de servicos (...) empregando tecnologia
de ponta" e "desenvolver e avaliar as condicoes de aplica-
cao de novas tecnologias (...)". Dada a sua matriz primordial
de core-facility, a UTI adotou ao longo dos ultimos 13 anos
uma estratégia que visou a atualizacdo tecnologica e meto-
doldgica, a diversificagdo do portefélio de servicos, a adesao
ao sistema de gestao da qualidade do INSA e, mais recente-
mente, a implementacéo de pipelines e métodos de bioinfor-
matica para analise de dados de sequenciacdo em genética
humana. A UTI exerce um modelo de operacdo hibrido, ou
seja, em que a parte principal da sua atividade corresponde
a servicos inclusos de sequenciacao "de Sanger", NGS, ana-
lise de fragmentos e biologia computacional/biocinformética,
executados sob a exclusiva responsabilidade dos colabora-
dores da Unidade, e outra parte em que os utilizadores inter-
nos do INSA podem operar autonomamente alguns dos equi-
pamentos da Unidade. Atualmente, a Unidade esta equipada
com tecnologias de sequenciacao capilar (Applied Biosys-
tems) e de NGS de 22 (/llumina) e 32 (Oxford Nanopore Tech-
nologies) geracdes, e servidores de alto desempenho para
tarefas de computagdo. Na tabela 1 estdo sumarizados 0s
principais servicos que sao realizados atualmente na UTI.
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Tabela 1: Principais servigos executados na Unidade de Tec-
nologia e Inovagdo do Departamento de Genética
Humana, INSA.
Servico

Genotipagem

Andlise de fragmentos

Sequenciacao de 12 geracao
Sequenciacdo "de Sanger"

Sequenciacao de 22 geracao
Diagnoéstico pré-natal nao invasivo
Sequenciacao de exoma clinico e andlise de variantes
Sequenciacao de exoma completo e andlise de variantes
Sequenciacdo de painéis de genes (especificos de doenca)
Sequenciacao de pequenos genomas (bactérias e virus)

Sequenciacao de pequenos RNAs e andlise de expressao
diferencial

Sequenciacdo de transcriptoma

Sequenciacao metagenomica 165 rRNA e andlise taxondémica
Sequenciacao de 3? geracao”

Sequenciacao de genoma humano

Sequenciacao de metiloma humano e andlise de metilacao
(5"-mQ)

Sequenciacao de pequenos genomas (bactérias)

* disponivel apenas no ambito de projetos de investigacdo.

A UTl trabalha lado a lado com investigadores e técnicos de
diferentes areas tematicas, na busca de novas descober-
tas cientificas, no esclarecimento de surtos epidémicos e na
obtencao de diagnosticos mais rapidos e completos. Este
papel exige um elevado sentido de responsabilidade e uma
gestao de prioridades eficaz, por forma a que todas as soli-
citacOes sejam respondidas em tempo Util, sem negligenciar
0s requisitos de qualidade. Neste contexto, o desempenho
desta Unidade deve ser medido de forma periodica, com
base em diferentes métricas preconizadas para a avaliacéo
da eficiéncia e eficacia de core-facilities (5:6). No caso da
UTI, pretendeu-se avaliar o desempenho da Unidade tendo
por base os servigos de sequenciacdo "de Sanger', ané-
lise de fragmentos e NGS, realizados desde a introdugéo
desta Ultima tecnologia em 2013, de acordo com os 3 pla-
nos seguintes: (i) métricas dos servicos inclusos da UTI,
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incluindo numero de amostras processadas, quantidade de
sequéncia gerada e tempo de resposta, ao longo dos anos,
(ii) numero e impacto das publicacbes cientificas em que
a UTI foi solicitada a colaborar com investigadores inter-
nos e externos, enquanto core-facility especializada em
sequenciacao de DNA e andlise de fragmentos, e (iii) opi-
nido dos utilizadores internos sobre 0s servicos prestados
pela UTI em 2021, obtida através de um inquérito de res-
posta andénima. Neste trabalho, apresentamos os resultados
desta avaliagéo.

_Métodos

As métricas dos servigcos da UTI foram obtidas entre 2013 e
2021 por diferentes métodos. Até junho de 2017, o nimero
de amostras recebidas foi obtido a partir dos registos efe-
tuados manualmente ou de forma semi-automatizada (script
em linguagem VBA), no Microsoft Excel. A partir de julho
de 2017, foi implementado um sistema de gestédo de tickets
online (ServiceDesk UTI) com base na plataforma OTRS
(Rexpondo), para submisséao dos pedidos de servicos a UTI,
gestdo interna dos pedidos e entrega de resultados. Apds
rececao de cada pedido de servigo foi atribuido um nivel de
prioridade, em funcdo do tipo de atividade e/ou urgéncia,
respetivamente:

Prioridade 1: Atividade de diagnostico ou saude publica,

com caracter de urgéncia

Prioridade 2: Atividade de diagnostico ou saude publica,

sem cardacter de urgéncia

Prioridade 3: Atividade de investigacdo e desenvolvimento,
avaliacdo externa da qualidade ou vigilancia

epidemioldgica.

Os dados de producao e de tempo de resposta foram extrai-
dos da base de dados do ServiceDesk UTI, no final de cada
ano, através de um script em linguagem Python desenhado
internamente.

Neste trabalho, apresentam-se somente os tempos de res-
posta para a sequenciacao "de Sanger", por se tratar do
servico mais requisitado desde a criacdo da UTI e pelo facto
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de as amostras serem usualmente processadas em conjuntos
de numero fixo (96 ou multiplos de 96 amostras), de acordo
com um Unico método. As médias dos tempos de respos-
ta foram calculadas separadamente para os anos de 2018,
2019, 2020 e 2021, numa base de 24 horas/dia e 7 dias/
semana, em funcao da prioridade atribuida a cada pedido
de servigo.

O total de sequéncia de DNA obtido em cada corrida de se-
quenciacao realizada nos equipamentos de NGS foi obtido
diretamente a partir dos dados fornecidos pela aplicacao
Sequencing Analysis Viewer (lllumina) ou, indiretamente,
através do pacote de bibliotecas InterOp (lllumina) através
do relatério MultiQC (7).,

A colaboracdo em atividades de investigacao foi avaliada
tendo por base 0s artigos publicados com reviséo por pares,
entre 2015 e 2021 inclusive, cujo trabalho de sequenciacdo
e/ou andlise de fragmentos tenha sido integralmente reali-
zado na UTl e em que, pelo menos, um membro da equipa
da UTI fosse coautor. O nimero de citacdes e a classifica-
cao das areas de investigacdo dos artigos publicados, foram
obtidos a partir da informacéo disponibilizada pela Web of
Science (Clarivate).

A opinido dos utilizadores dos servigos da UTI foi obtida
através de um inquérito elaborado com a aplicagao Google
Forms. O inquérito foi constituido por um total de 10 pergun-
tas com resposta de escolha multipla obrigatéria e 1 per-
gunta com resposta livre (opcional), que procuraram obter o
perfil dos utilizadores dos servicos da UTI (4 perguntas) e a
avaliagdo dos mesmos sobre 0s servicos prestados (7 per-
guntas). O inquérito foi enviado aos 100 requisitantes inter-
nos que solicitaram 1 ou mais servicos a UTl entre 5 de
janeiro e 30 de dezembro de 2021 inclusive. O numero total
de servicos prestados neste periodo foi de 1708, corres-
pondente a um total acumulado de 49452 amostras. As res-
postas foram coletadas de forma anonima, automatizada e
agregada pela aplicacdo Google Forms, entre os dias 5 e 14
de janeiro de 2022 inclusive.
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_Resultados

Amostras processadas

Entre 2013 e 2021, a UTI foi responsavel por produzir resul-
tados de sequenciacdo e genotipagem para um total de
334471 amostras provenientes de utilizadores internos e
externos, das quais apenas 0,8% (2781 amostras) corres-
ponderam a servigos externos faturaveis. O numero de
amostras anual apresentou um comportamento relativa-
mente estavel até 2017, variando entre um minimo de 35227
e um méaximo de 39659 amostras, e evidenciou uma ligeira
tendéncia decrescente entre 2018 e 2020, em resultado de
uma reducdo acentuada nas amostras de sequenciacao
"de Sanger" (grafico 1a). No entanto, em 2021, o numero
de amostras processadas atingiu o valor mais alto de sem-
pre (49452 amostras), o que se deveu maioritariamente a
sequenciacao por NGS de 18766 amostras de genoma do
novo coronavirus SARS-CoV-2, mas também a um aumento
das amostras de sequenciacdo "de Sanger" (9,8%) e de
analise de fragmentos (13,7%), relativamente a 2020.

A partir de 2013, em consequéncia da introducdo do pri-
meiro equipamento de NGS na UTI (MiSeq, lllumina), obser-
vou-se uma transigao gradual da sequenciagéo "de Sanger"
para a NGS, evidenciada na variagdo oposta do nimero de
amostras processadas em cada tecnologia ao longo dos
anos, e que foi transversal a diferentes areas de trabalho
do INSA. No entanto, em 2021, a sequenciacao "de Sanger"
ainda representava cerca de 42% do total das amostras pro-
cessadas pela UTI. A tecnologia de electroforese capilar, uti-
lizada na sequenciacao "de Sanger", serve também de base
a metodologia de analise de fragmentos, que esta muito
associada a kits comerciais ou ensaios padronizados inter-
namente, incluidos no ambito do diagnostico genético (por
exemplo, pesquisa de aneuploidas em diagndéstico pré-
-natal) ou da vigilancia epidemioldgica (por exemplo, ribo-
tipagem de Clostridium difficile). Nos Ultimos 3 anos, 0
numero de amostras processadas para analise de fragmen-
tos apresentou uma tendéncia crescente, tendo inclusive
atingido o valor maximo anual (7200 amostras) em 2021.
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Quantidade de sequéncia produzida por tecnologias
de NGS

Ap6s a aquisicédo do equipamento MiSeq, a UTI reforgou a
capacidade instalada em 2018 com o equipamento NextSeq
550 (/llumina), que permite gerar cerca de 8x mais sequén-
cia que o0 MiSeq. Entre 2013 e 2021, estes 2 equipamentos
foram responséveis pela quase totalidade dos servigos de
NGS realizados pela UTI. Conforme representado no gra-
fico 1b, o nimero de ensaios de NGS e/ou a quantidade de
sequéncia produzida tém vindo a aumentar de forma con-
tinuada desde 2013, demonstrando o sucesso da UTI na
implementacéo da transicdo tecnoldgica da sequenciacao
"de Sanger" para a NGS. Até final de 2021, foram gerados
mais de 8,5 terabases de sequéncia de DNA, através de 646
ensaios realizados nas 2 plataformas de NGS, o que equi-
vale a0 somatorio da sequéncia hapldide de ~2800 genomas
humanos. A partir de 2018, efetuou-se a transferéncia pro-
gressiva dos ensaios realizados no equipamento MiSeq para
0 NextSeq 550, os quais representaram a maioria (55,9%)
dos ensaios de NGS realizados em 2021.

Tempos de resposta

O tempo de resposta na sequenciagao "de Sanger" tem vindo
a decrescer desde 2018 de forma consistente, variando entre
um minimo de 1,4 dias e um maximo de 3,6 dias no dltimo
ano, de acordo com a respetiva prioridade (grafico 1c). Este
decréscimo acompanhou a redugdo anual do nimero de
amostras entre 2018 e 2020. No entanto, em 2021, os tempos
de resposta melhoraram face a 2020, apesar do aumento do
numero de amostras. Este efeito reflete, em parte, a adocéo
ao regime de teletrabalho no INSA durante a pandemia da
COVID-19, uma vez que os resultados da eletroforese capilar
puderam ser analisados remotamente, devido a disponibiliza-
cao de ligacoes VPN aos equipamentos.
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Gréfico 1: [2] Métricas dos servigos inclusos da Unidade de Tecnologia e Inovagao (UTI) do Departamento de
Genética Humana, INSA.

a) Evolugdo do nimero de amostras processadas pela UTI para sequenciagdo "de Sanger", NGS e anédlise
de fragmentos, entre 2013 e 2021.
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Colaboracdo cientifica e dreas de investigacdo

Entre os anos de 2015 e 2021, inclusive, foram publicados 49
artigos em revistas com revisao por pares (média de 7 arti-
gos/ano), em que a equipa da UTI colaborou ativamente uti-
lizando 0s seus recursos tecnoldgicos e materiais. A larga
maioria dos artigos (93,8%) teve como base exclusiva, ou
maioritaria, dados obtidos com as varias plataformas de
NGS, enquanto que os restantes (6,2%) incluiram dados
obtidos unicamente com a tecnologia de eletroforese capi-
lar. Entre 2015 e 2021, o numero de citagdes dos artigos
publicados foi de 549 (média de 11,2 citacbes por artigo),

tendo aumentado de ano para ano, de forma consistente
(grafico 2).

No conjunto dos artigos publicados, verificou-se uma ele-
vada transversalidade das areas de investigagdo em que foi
possivel aplicar resultados de sequenciacéo. No entanto, de
um total de 19 areas identificadas, sobressairam claramente
a microbiologia e as doencas infeciosas, que corresponde-
ram, no seu conjunto, a 49% (24 artigos) e a 26,5% (13 arti-
gos) do total de artigos em que a UTI colaborou nos ultimos
7 anos (figura 1).

Grafico 2: ['7 Métricas das colaboragdes cientificas da Unidade de Tecnologia e Inovagao (UTI) do Departamento de

Genética Humana, INSA.
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Figura 1: [l Representagéo grafica das areas de investigagdo em que a equipa da Unidade de Tecnologia e Inovagao do Departa-
mento de Genética Humana/INSA colaborou, através da participagdo em publicagdes por pares, entre 2015 e 2021.
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A dimensdo de cada mosaico é proporcional ao numero de artigos de cada area de investigacdo, sendo que algumas publicacdes podem ser classificadas pela Web of Science

em mais do que uma drea de investigacao.
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Inquérito aos utilizadores

A taxa de resposta ao inquérito foi de 26% e os resultados
obtidos para cada questdo de escolha multipla estao repre-
sentados no gréafico 3. Em 2021, o espectro de utilizado-
res dos servigos da UTI cobria diferentes areas tematicas
do INSA, incluindo a genética humana (46,2%), as doengas
infeciosas (30,8%), as doengas nédo transmissiveis (19,2%) e
a saude ambiental (3,8%). Do total de utilizadores que res-
ponderam ao inquérito, a maioria esta adstrita as ativida-
des de prestagéo de servicos (53,8%) e/ou investigagao e
desenvolvimento (53,8%), sendo que 30,8% acumula duas
ou mais atividades distintas. A larga maioria dos utilizado-
res desempenha funcdes técnicas em diferentes carreiras
do Estado (73,1%), sendo que uma parte significativa des-
tes técnicos (21,1%) também esta a realizar o doutoramento.
A qualificacdo académica mais frequente dos utilizadores é
0 mestrado (46,2%), seguida de doutoramento (34,6%) e de
licenciatura (19,2%).

Em 2021, a larga maioria dos utilizadores (84,6%) recor-
reu a sequenciacao "de Sanger" na sua atividade regular,
enquanto que menos de metade solicitou também, ou uni-
camente, servigos de NGS (42,3%) ou analise de fragmen-
tos (38,5%). Globalmente, mais de metade dos utilizadores
(57,7%) recorreram a 2 ou mais servicos da UTIl. A quase
totalidade dos inquiridos (84,6%) considerou que a UTI, no
final de 2021, se encontrava totalmente atualizada a nivel tec-
nolégico. A totalidade dos utilizadores indicou também que a
qualidade dos resultados produzidos pela UTI foi "excelente"
(61,5%) ou "boa" (38,5%), enquanto que a interagcdo com a
equipa da UTI foi classificada por 53,8% como "excelente" e
por 38,5% como "boa". O tempo de resposta da UTI foi ava-
liado de forma menos consensual pelos inquiridos, tendo
sido classificado como "excelente" (23,5%), "bom" (61,5%),
"aceitavel" (11,5%) ou "insatisfatorio" (3,8%). Finalmente, a
maioria dos utilizadores (69,2%) considerou que os resul-
tados produzidos pela UTI tiveram um impacto elevado nos
seus respetivos trabalhos.
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_Conclusoes

A introducdo da tecnologia de sequenciacdo de nova gera-
¢do (NGS) no INSA, em 2013, foi um marco crucial e indis-
pensavel no crescimento e desenvolvimento das atividades
de investigacao e prestacao de servicos. Os resultados da
avaliacdo da atividade da Unidade de Tecnologia e Inovagao
(UTI) do seu Departamento de Genética Humana nos ultimos
nove anos, que se descrevem neste trabalho, confirmam o
sucesso da adaptac@o a uma tecnologia disruptiva e a novos
métodos de trabalho. Durante este periodo, a UTI colaborou
na investigagao em saude publica em diferentes areas cienti-
ficas e aumentou mais de 500x o total de sequéncia de DNA
produzida anualmente. Este trabalho abriu lugar a descober-
tas cientificas (8) e a novos diagnésticos (9), e alavancou os
recursos indispensaveis, entre outros, a monitorizacdo da
diversidade genética de SARS-CoV-2 no contexto da pande-
mia da COVID-19 em Portugal (10).

A forte aposta na tecnologia de NGS nao descurou 0 apoio
e dedicacdo da UTI aos restantes servigos, de que sao
exemplo a resposta ao aumento de amostras processadas
para analise de fragmentos e a reducao no tempo de res-
posta para sequenciacdo "de Sanger", que ocorreram de
forma gradual e consistente, nos ultimos trés anos. No en-
tanto, uma parte dos utilizadores inquiridos sobre 0s servi-
cos da UTI defende que o tempo de resposta dos servigos
€ um aspecto ainda a melhorar. Por outro lado, a maioria
considera que os resultados obtidos pela UTI sdo de eleva-
da qualidade e tém um impacto relevante nos diversos tra-
balhos do INSA.

Apesar de ser consensual entre os inquiridos que a Unidade
esta atualizada tecnologicamente, a UTI esta ja a prepa-
rar-se para uma nova transicao tecnoldgica, através da
sequenciagdo do genoma e epigenoma humano baseada
em nanoporos (1) e da sua aplicacdo ao estudo de doen-
cas raras.
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Gréfico 3: ['2 Inquérito aos utilizadores dos servigos da Unidade de Tecnologia e Inovagao (UTI) do Departamento
de Genética Humana/INSA durante 2021.

a) Resultados relativos ao perfil dos utilizadores (4 perguntas).
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b) Resultados relativos a avaliagdo dos servigos (6 perguntas).
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[ Excelente

[ Boa

Interacdo utilizador - UTI

[ Excelente

Boa

B

| Nao sabe/nao responde
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Diagndstico

Referéncia

Vigilancia epidemioldgica
Investigacao e desenvolvimento

Prestacdo de servicos

Responsavel de laboratério
Doutorando
Investigador

Técnico

3,8%

11,5%

84,6%

3,8%

115%‘ 23,50

61,5%

3,8%

26,9%

69,2%

Atividade
3,8%
3,8%
26,9%
53,8%
53,8%
Funcao
3,8%
15,4%
26,9%
73,1%

Atualizacdo tecnoldgica

[ Totalmente
[ Parcialmente

. N3o sabe/ndo responde

Tempo de resposta

[ Excelente
[ Bom
[ Aceitdvel

W Insatisfatdrio

Impacto dos resultados

[ Elevado
[ Médio
[ Nao sabe/ndo responde
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