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Alimentacao saudavel: a composicao dos
alimentos nas escolhas dos consumidores

Healthy diet: food composition in consumer choices

A associacdo entre uma alimentacdo saudavel e a prevengao
de doencas crénicas tem contribuido para um crescente inte-
resse da populagao pelos alimentos que ingere, no sentido de
obter 0 seu bem-estar fisico, mental e emocional, a curto e a
longo prazo. As faltas de recursos, tempo e motivacao séo fre-
guentemente apontadas como entraves a adocgéo de praticas
alimentares que permitem obter uma melhor qualidade de vida.
No entanto, perante a multiplicidade de opgdes que 0 merca-
do atual nos oferece, provavelmente a maior dificuldade que o
consumidor em geral enfrenta no momento da escolha € a in-
terpretacdo da informacdo, quer a nutricional presente na rotu-
lagem, quer a muitas vezes contraditéria divulgada nos media.

O primeiro principio fundamental da alimentagao estéa relacio-
nado com as quantidades, que se traduzem em valor energé-
tico (vulgarmente designado por calorias). Se consumirmos
uma quantidade de alimentos que nos fornegam mais energia
do que consumimos, havera acumulagao, que 0 organismo
humano coloca em reserva sob a forma de gordura, conduzin-
do a um aumento de peso, que por sua vez é um fator de risco
de diferentes doencas. Se, pelo contrario, ingerirmos alimen-
tos que nos fornegam menos energia do que a gasta, havera
consumo das reservas, e se a pratica se prolongar no tempo,
0 organismo nao tera acesso aos nutrientes em quantidade su-
ficiente para manter o seu equilibrio, surgindo a médio/longo
prazo perturbacgdes na salde.

O segundo principio fundamental refere-se a qualidade nutri-
cional dos alimentos ingeridos, isto é, aos nutrientes que fazem
parte da sua composicao. Produtos horticolas, frutos, legumi-
nosas e cereais pouco processados sao alimentos ricos em
compostos bioativos, em nutrientes importantes como fibra,
vitaminas, sais minerais, com baixos teores de gordura, sal e
acUcar, devendo por isso ser a base da alimentagao diaria. Ali-
mentos processados com elevados teores de gordura, sal e
acucar deverdo ser evitados, sendo por isso muito importan-
te a leitura dos ingredientes descritos na rotulagem. No que se
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refere ao aclcar, especial atengao deve ser dada a todos os in-
gredientes com efeito adogante para antecipar consequéncias
nao intencionais negativas.

A Organizagdo Mundial de Saude (OMS) recomenda, como
objetivos gerais até 2020, o consumo de sal per capita pro-
ximo de 5 g/dia, de agucares simples inferior a 50 g/dia e de
acidos gordos trans produzidos industrialmente proximo de
zero. A nivel nacional, o Governo esta empenhado em dar
prioridade as pessoas, assumindo como fundamental na area
da saude politicas de promocao de uma alimentacéo sauda-
vel. O eixo estratégico das «politicas saudaveis» do Plano Na-
cional de Satde (com revisao e extenséo a 2020), o Programa
Nacional de Promogao da Alimentagao Saudavel (PNPAS) da
Direcdo-Geral da Saude (DGS), e, mais recentemente, a Es-
tratégia Integrada para a Promogao da Alimentacao Sauda-
vel (EIPAS), aprovada pelo Despacho n.° 11418/2017, de 29 de
dezembro, que funciona de forma articulada como o PNPAS,
sdo exemplos de iniciativas que visam a melhoria da situagcéo
alimentar e nutricional em Portugal.

Na EIPAS, que envolve varios Ministérios, nomeadamente o da
Saude, bem como os diferentes parceiros intervenientes no
setor da alimentacdo numa abordagem integrada da «saude
em todas as politicas» recomendada pela OMS, é definido no
primeiro dos seus quatro eixos estratégicos: “modificar o meio
ambiente onde as pessoas escolhem e compram alimentos
através da modificagdo da disponibilidade de alimentos
em certos espacos fisicos e da promogédo da reformulacéo
de determinadas categorias de alimentos”, promovendo a
melhoria da composigdo dos alimentos disponiveis ao consu-
midor, particularmente quanto aos seus teores de sal, agucar
e acidos gordos trans. Neste contexto a DGS, o Instituto Na-
cional de Saude Doutor Ricardo Jorge (INSA), a Associacédo
Portuguesa de Empresas de Distribuicao (APED), e a Federa-
cado das Industrias Portuguesas Agro-Alimentares (FIPA) estéo
envolvidos num protocolo de colaboragdo no &mbito da pro-
mocao articulada da auto-reformulagao destes nutrientes nas
categorias de produtos alimentares (embalados) que mais con-
tribuem para a sua ingestao.
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A Tabela da Composigao de Alimentos (figura 1) e as ferramentas a ela

Figura 1: £1 Tabela da Composicéo de Alimentos associadas, a Roda dos Alimentos (figura 2), a Roda da Alimentagao Medi-

terranica (figura 3) e a informagéao contida na rotulagem séao instrumentos

. Naclonal d Satde

que permitem aos consumidores fazer escolhas informadas de alimentos

Tabela da _
(omposicao
deAlimentos

saudaveis, quer do ponto de vista quantitativo quer qualitativo.

Regimes alimentares especificos, tais como, sem gluten ou sem lactose,
deverdo apenas ser adotados por individuos alérgicos ou intolerantes
aqueles componentes, sendo mesmo desaconselhados para guem nao
sofre destas patologias.

Para além do leite materno nos primeiros meses de vida dos bebés, nenhum
alimento Unico contém todos o0s nutrientes necessarios para manter o corpo
humano saudavel. Uma alimentacéo variada e em quantidade adequada,

http:/portfir.insa.pt/ com alimentos com baixo teor de aclcar, sal e gorduras trans, é a chave
para uma ingestdo adequada dos nutrientes necessarios ao organismo,

Figura 2: [”] Roda dos Alimentos sendo que por outro lado a diversidade minimiza a ingestao de contaminan-
tes. Na escolha dos alimentos devem ser privilegiados os alimentos de
proximidade e da estagdo, contribuindo para um menor processamento e

diminuicao das pegadas ecoldgica, hidrica e de carbono.

Maria da Graca Dias

Coordenadora da Unidade de Observacéo e Vigilancia
Departamento de Alimentagao e Nutricdo
Instituto Nacional de Saude Doutor Ricardo Jorge, IP
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Figura 3: L2 Roda da Alimentagdo Mediterranica

““m

ALIMENTAGAO MEDITERRANICA

CULTURA, TRADICAO E EQUILIBRIO!
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_Teor de sal em diferentes categorias de alimentos: a realidade nacional comparada

com outros paises europeus

Salt content in different food categories: the Portuguese reality compared to other European countries

Roberto Brazéo, Andreia Vargues, Paulo Fernandes, M. Graca Dias

roberto.brazao@insa.min-saude.pt

Unidade de Observacao e Vigilancia, Departamento de Alimentagado e Nutrigdo, Instituto Nacional de Saude Doutor Ricardo Jorge, Lisboa, Portugal.

_Resumo

As doencas cardiovasculares (DCVs) sé@o a principal causa de morte e de
incapacidades em Portugal € no mundo, sendo aos habitos alimentares
inadequados um dos principais fatores responsaveis por esta realidade.
O consumo excessivo de sal tem sido diretamente associado ao desenvolvi-
mento da hipertensdo arterial e, por conseguinte, de DCVs, tendo, por
isso, conduzido a implementagdo de varias medidas, a nivel global, que
visam garantir a sua reducdo progressiva, como forma de prevengao e
controlo destas doengas cronicas. A nivel nacional, o Governo definiu e
aprovou a Estratégia Integrada para a Promocéo da Alimentagdo Saudavel
(EIPAS), com o objetivo de promover e incentivar o consumo de alimentos
enquadrados num padrdo alimentar saudavel, apostando sobretudo na
redugao significativa do consumo diario excessivo de sal, aglcar e gordura
(acidos gordos trans), para ir de encontro aos niveis recomendados pela
Organizagao Mundial da Satude. O Departamento de Alimentagao e Nutrigao
do Instituto Nacional de Satde Doutor Ricardo Jorge efetua a avaliagdo do
teor de sal em alimentos e, neste contexto, procedeu a sua monitorizagao
em alimentos disponiveis no mercado nacional, fazendo também, para
comparagao, o levantamento online do teor de sal em alimentos de outros
paises europeus. As categorias estudadas - sopa, flambre, queijo e tostas -
apresentaram no mercado portugués, teores médios de sal, em g/100 g, de
0,61; 2,3; 2,6 e 1,2 respetivamente, exigindo um esforgo conjunto de todas
as partes envolvidas para se atingir a meta geral de 0,3 g de sal por 100 g
de alimento (0,2 g/100 g para a sopa) definida na EIPAS para 2020.

_Abstract

Cardiovascular diseases (CVDs) are the leading cause of death and disability
in Portugal and in the World, with inadequate dietary habits being one of
the main factors responsible for this reality. Excessive salt intake has been
directly associated with the development of arterial hypertension and,
consequently, of CVDs having led, therefore, to the implementation of several
measures, at a global level, aimed at ensuring it’s progressive reduction,
as a form of prevention and control of these chronic diseases. At national
level, the Government defined and approved the Integrated Strategy for the
Promotion of Healthy Eating (EIPAS), with the objective of promoting and en-
couraging the consumption of foods in a healthy dietary pattern, in particular
focusing on the significant reduction of daily excessive salt, sugar and fat
(trans fatty acids) consumption, to meet the levels recommended by the
World Health Organization. The The Food and Nutrition Department of the
National Institute of Health Dr Ricardo Jorge assess the salt content in food
and, in this context, has monitored several foods available in the national
market also making, for comparison, an online compilation of the salt content
in foods from other European countries. The food categories studied: soup,

ham, cheese and toasts; presented in the Portuguese market the average
salt content, in g/100 g, of 0,61, 2,3; 2,6 and 1,2 respectively, requiring a
joint effort of all parties involved to achieve the overall target of 0.3 g/100
g (0.2 g/100 g for soup) defined in EIPAS for 2020.

_Introdugéo

As doengas cardiovasculares sao a principal causa de morte
em todo o mundo, tirando a vida a 17,7 milhGes de pessoas
anualmente, o que corresponde a 31% do total de mortes re-
gistadas (1) e uma das mais importantes causas de morbilida-
de, com a consequente perda de anos de vida saudavel (2).

O consumo excessivo de sal & um importante fator de risco
para o desenvolvimento da hipertenséo arterial e consequen-
temente para o aparecimento de doengas cardiovasculares
e de outros problemas de satde (°), sendo urgente alterar
esse comportamento. Como medida de prevengao de doen-
cas crénicas, obtencao de ganhos em saude e promogao de
uma alimentacéo saudavel, a Organizagdo Mundial da Saude
(OMS) definiu o objetivo de reduzir o consumo diario de sal
pela populagao em 30% até 2025, estabelecendo com os
paises-membros o compromisso de atingirem em 2020 uma
ingestao média diaria igual ou inferior a 5 g.

Em Portugal, segundo dados recentes do Inquérito Alimentar
Nacional e de Atividade Fisica (IAN-AF) (4), o consumo médio
diario € de 7,3 g de sal, sendo que 66% das mulheres e 86%
dos homens apresentam um nivel de ingestao superior a 5 g.
O péo e as tostas (18%), os produtos de charcutaria (8%) e as
sopas (7%) sao os produtos alimentares que mais contribuem
para essa ingestao.
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Face a esta realidade nacional, foi aprovada a Estratégia Inte-
grada para a Promocao da Alimentacdo Saudavel (EIPAS) (5),
que tem, entre outras, a ambicdo de obter uma reducao signi-
ficativa e sustentavel do consumo excessivo de sal, acucar
e gordura (acidos gordos trans) pela populagéo portuguesa.
Relativamente ao sal foram definidas diversas medidas, de
onde se destacam: i) monitorizacao do teor de sal em diferen-
tes categorias de alimentos; ii) promogao da adequagao dos
perfis nutricionais, nomeadamente em relacdo a quantidade
de sal: para os produtos alimentares é pretendido que o valor
nao seja superior a 0,3 g de sal por 100 g ou 100 ml; para
sopas e prato de refeigao foi definido que a quantidade de sal
presente deve ser inferior ao valor de referéncia de 0,2 g de
sal por 100 g de alimento.

Neste contexto, o Departamento de Alimentagdo e Nutricao do
Instituto Nacional de Saude Doutor Ricardo Jorge (INSA) proce-
deu a monitorizacéo do teor de sal em produtos alimentares,
de diversas categorias, disponiveis no mercado nacional e em
mercados de outros paises europeus, para caracterizacdo da
realidade atual e monitorizagéo futura.

_Objetivos

Compilar, analisar e comparar o teor de sal em diferentes cate-
gorias de alimentos comercializados no mercado portugués
e em mercados de outros paises europeus, para conhecimen-
to da realidade nacional atual e comparada entre paises.
Pretende-se apoiar as autoridades de saude e 0s parceiros do
setor da alimentacéo na definigao e concretizacdo das estraté-
gias e medidas que visem a reducéo significativa do consumo
excessivo de sal pela populagdo portuguesa, de encontro as
metas estabelecidas pela OMS e pela EIPAS até 2020.

_Material e métodos

Procedeu-se a compilacado e avaliacdo do teor de sal presen-
te em quatros categorias de alimentos - sopa, fiambre, queijo
e tostas - comercializados em Portugal e em outros paises
europeus. Os dados recolhidos foram obtidos a partir de
bases de dados de composicéo de alimentos (BDCA) da rede
europeia do European Food Information Resource Network
(EuroFIR); de determinacdes analiticas realizadas nos labora-
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térios do INSA no &mbito do projeto Estudos de Dieta Total
(TDS, na sigla inglés); diretamente da declaracdo nutricional
presente nos roétulos dos alimentos em estudo (rotulagem)
e/ou da informagao nutricional online disponivel nos sites dos
operadores do retalho alimentar, nacionais e estrangeiros.

Os paises europeus considerados correspondem ao local
onde os alimentos sdo comercializados e ndo onde sdo pro-
duzidos e a sua selecdo foi determinada, sobretudo, pela
existéncia de recomendacoes especificas sobre a reducao
do consumo de sal no pais e, também, pela facilidade de
obtengéo dos dados necessarios.

_Resultados e discussédo

Apresenta-se nos graficos 1-4 os dados relativos a quantida-
de de sal presente em sopas prontas para consumo, fiambres
(porco, frango e peru), queijos (flamengo, fresco, mozarela,
creme, etc.) e tostas (de diferentes tipos de cereais, normais e
integrais), por pais de comercializacdo dos mesmos, conjunta-
mente com algumas estatisticas.

Relativamente as sopas (grafico 1), no total das 382 sopas
consideradas, o teor de sal variou entre 0,0 g e 2,05 g por
100 g. Em termos médios, a Irlanda (0,53 g/100 g) e Portugal
(0,61 g/100 g) séo os paises que comercializam sopas com
teores de sal mais baixos.

Somente 4 sopas apresentam uma quantidade de sal inferior ao
valor de referéncia da EIPAS para 2020 - de 0,2 g/100 g de ali-
mento - sendo que 3 apresentam um teor de sal de 0,0 g/100 g
(Finlandia, Irlanda e Portugal) e 1 tem um teor de 0,2 g/100 g
(Irlanda). Alguns dos valores compilados neste estudo sao au-
torreportados pelos operadores do setor alimentar, pelo que
a andlise dos mesmos deve ser realizada com prudéncia. Por
exemplo, os referidos teores de 0,0 g de sal por 100 g de sopa
necessitam de confirmagdo, dado parecer ndo considerar o
sddio naturalmente presente nos ingredientes.

Considerando a mediana dos valores nacionais, para atingir
os valores de referéncia da EIPAS é necessario garantir uma
reducéo do teor de sal de 80% até 2020, o que corresponde
a uma reducé@o média anual de 0,13 g/100 g de sopa.



instiuto_Nacional de Saude

Doutor Ricardo Jorge

Observagoes_ Boletim Epidemiolégico

(¢

Grafico 1: [] Teores de sal em sopas prontas para consumo, comercializa
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0,2 g/100 g (EIPAS)

amostras
Finlandia Irlanda Noruega Portugal Suécia Bélgica Suica Franca Reino Unido Holanda  Dinamarca

(g/100 g) (n=75) (n=105) (n=8) (n=80) (n=20) (n=10) (n=13) (n=14) (n=8) (n=21) (n=1)
Maximo 1,52 1,10 1,67 1,00 1,78 0,75 1,45 2,05 1,18 1,04 1,74
Minimo 0,00 0,00 0,70 0,00 0,32 0,27 0,57 0,24 0,76 0,03 1,74
Média 0,67 0,53 1,03 0,61 0,77 0,63 1,02 0,77 1,00 0,78 1,74
Mediana 0,64 0,54 0,93 0,60 0,68 0,70 1,02 0,74 1,01 0,82 1,74
Desvio padrao 0,32 0,18 0,31 0,16 0,35 0,15 0,23 0,44 0,13 0,19

Gréfico 2: [ Teores de sal fiambres, comercializados em dife

rentes paises europeus.
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amostras
Sal em fiambres Espanha Franca Portugal Reino Unido
(g/100 g) (n=13) (n=23) (n=34) (n=32)
Méaximo 3,00 2,70 3,30 2,79
Minimo 1,10 1,40 0,98 0,50
Média 1,76 1,76 2,25 1,72
Mediana 1,90 1,80 2,40 1,63
Desvio padrao 0,39 0,29 0,60 0,54
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Gréafico 3: [ Teores de sal em queijos, comercializados em diferentes pafses europeus.
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Mediana 1,20 0,73 0,60
Desvio padrao 0,52 0,59 0,62
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Grafico 4: [] Teores de sal e respetivas estatisticas em tostas, comercializadas em diferentes paises europeus.
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amostras
Sal em tostas Portugal Reino Unido Franca Suica Espanha Irlanda
(g/100 q) (n=50) (n=14) (n=18) (n=8) (n=33) (n=3)

Méximo 2,10 2,10 2,00 1,50 2,00 2,10
Minimo 0,08 0,60 0,63 0,02 0,03 0,40
Média 1,15 1,35 1,42 1,15 1,23 1,53
Mediana 1,00 1,45 1,40 1,30 1,30 2,10
Desvio padrdo 0,37 0,51 0,32 0,49 0,51 0,98
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Nos fiambres (grafico 2), num total de 102 dados compilados,
os valores variam entre 0,5 g/100 g (Reino Unido) e 3,3 g/100 g
(Portugal). Em termos médios, Portugal apresenta nos fiambres
0 teor de sal mais elevado (2,25 g/100 g).

Nenhum fiambre apresenta um teor de sal inferior ao valor de
referéncia da EIPAS - de 0,3 g/100 g. Considerando a media-
na dos valores nacionais, a reducao em Portugal deveréa ser
de 87,5% até 2020, equivalente a uma redugao média anual
de 0,7 g de sal por 100 g.

Em relagdo aos queijos (gréfico 3), foram compilados 93 dados,
sendo que os teores de sal variam de 0,1 g/100 g (Franca) a
2,6 9/100 g (Portugal). Em termos médios, € novamente o mer-
cado portugués que se caracteriza por comercializar queijos
com maior quantidade de sal por 100 g (1,22 g).

Do total de dados recolhidos apenas 2 queijos tém um teor
de sal inferior a 0,3 g/100 g - valor de referéncia da EIPAS.
Se considerarmos a mediana dos valores para Portugal, de
1,20 g/100 g, o objetivo estabelecido pela EIPAS s6 sera al-
cancado se for garantida uma redugao do teor de sal de 75%

até 2020, correspondente a uma redugdo média anual de
0,3 g/100 g.

Finalmente, no que se refere as tostas (grafico 4) foram compila-
dos 126 dados, variando entre um valor minimo de 0,2 g/100 g
(Espanha) e um valor maximo de 2,1 g/100 g (Portugal, Reino
Unido e Irlanda).

Em termos médios, é em Portugal e na Suica que se comer-
cializam as tostas com menor quantidade de sal por 100 g
(1,15 g) e, por outro lado, € na Irlanda que esse teor médio é
mais elevado (1,53 g/100 g).

Apenas 2 tostas apresentam um teor de sal igual ou inferior
ao valor de referéncia da EIPAS - de 0,3 g/100 g - que séo
comercializadas nos mercados suico (0,2 g/100 g) e espanhol
(0,3 g/100 g). Considerando a mediana dos valores em Portu-
gal, estes produtos deverao sofrer uma reducdo do teor de sal
presente de 70% até 2020, o que corresponde a uma reducao
média anual de 0,23 g/100 g.

Observagoes_ Boletim Epidemiolégico L

_Conclusdes

A monitorizagao dos teores de sal nas diferentes categorias
de alimentos em estudo permite conhecer a realidade atual,
contribuir para a definicdo de estratégias para sua reducao
e acompanhar a evolucdo dos mesmos até 2020.

Em termos gerais, verifica-se que Portugal e os paises euro-
peus avaliados apresentam elevadas quantidades de sal nos
géneros alimenticios considerados, sendo infimo o nimero
de valores que s&o iguais ou inferiores aos valores de refe-
réncia da EIPAS, de 0,2 g de sal por 100 g de alimento, para
as sopas, e de 0,3 g por 100 g para os fiambres, queijos e
tostas.

Considerando a recomendacao da Organizacao Mundial da
Saude, de um consumo diario de sal per capita proximo de
5 gem 2020, e tendo em linha de conta o contributo das ca-
tegorias analisadas para a ingestdo de sal em Portugal, é
fundamental intervir junto dos consumidores e da industria,
nomeadamente para que se proceda reformulag@o nutricio-
nal destes produtos alimentares, estabelecendo prioridades
de acordo com as quotas de mercado, como forma de pro-
moc¢éao de uma alimentacdo mais saudével e de prevencéo
da doenga e promogéao da saude.
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_Resumo

O excesso de peso e a obesidade representam um grave problema de
salide publica, que afeta mais de metade da populagédo mundial e que tem
enormes implicagdes no aparecimento de diversas doengas cronicas, no-
meadamente diabetes e doengas cérebro-cardiovasculares. Estudos cien-
tificos tém evidenciado a associacdo do consumo excessivo de agucar
ao desenvolvimento da obesidade e da diabetes tipo 2. Neste ambito, o
Governo portugués aprovou uma Estratégia Integrada para a Promocéo
da Alimentacdo Saudéavel (EIPAS), assente na promogao de um padrédo de
alimentacédo saudavel que, entre outros objetivos, pretende uma redugéo
progressiva do consumo diério de aclcar. O Instituto Nacional de Satde
Doutor Ricardo Jorge, Laboratério Nacional de Referéncia e parceiro es-
tratégico na implementagao da EIPAS, através do seu Departamento de
Alimentagédo e Nutrigdo, procedeu a monitorizagdo do teor de agtcar em
cereais de pequeno-almogo e iogurtes (sélidos e liquidos), disponiveis no
mercado portugués. Estas categorias apresentaram medianas de teor de
aglcar de 22,0 g; 12,0 g e 12,1 g, por 100 g (por mL, no caso dos iogurtes
liquidos), respetivamente, o que evidencia a necessidade de intervir junto
dos operadores econémicos e consumidores, para se garantir uma redu-
cdo para os valores definidos na EIPAS, 5 g/100 g para alimentos sélidos
e 2,5 g/100 mL para os liquidos.

_Abstract

Overweight and obesity represent a serious public health problem, which
affects more than half the world's population and has enormous implica-
tions for the emergence of various chronic diseases, including diabetes,
cerebrovascular diseases. Scientific studies have related excessive sugar
intake with the development of obesity. In this context, Portuguese Gover-
nment approved an Integrated Strategy for the Promotion of Healthy Eating
(EIPAS), based on the promotion of a healthy eating pattern that, among
other objectives, aims at a progressive reduction of daily sugar consump-
tion. The National Institute of Health Dr Ricardo Jorge, National Reference
Laboratory and strategic partner in the EIPAS implementation, through its
Department of Food and Nutrition, monitored the sugar content in break-
fast cereals and yoghurts (solids and liquids) available in the Portuguese
market. The categories studied presented medians with a sugar content of
22.0 g; 12.0 g and 12.1 g, per 100 g (or 100 mL, for liquids), respectively,
which evidences the need to intervene with economic operators and con-
sumers in order to guarantee an effective reduction for the values defined
in EIPAS, for 5 g/100 g for solid foods and 2.5 g/100 ml for liquids.

_Introdugéo

Atualmente, os habitos alimentares inadequados da popula-
¢ao portuguesa séo o fator de risco que mais contribui para
0 total de anos de vida saudavel perdidos (15,8%), e um deter-
minante importante de diversas doencas crdnicas, represen-
tando estas 86% da carga de doenga no nosso sistema de
satde ()- O excesso de peso, a obesidade, a diabetes, as do-
encgas cardiovasculares, as desordens musculo-esqueléticas
e diversos tipos de cancro lideram, nacional e mundialmente,
as principais causas de morte e de incapacidade.

Para inverter o aumento em prevaléncia e significado deste
tipo de doencas, a Organizacao Mundial de Saude (OMS) e a
Comisséao Europeia recomendam que as estratégias nacionais
de alimentacdo e nutrigdo devem assentar numa abordagem
de intervencéo multissetorial, designadamente com o objetivo
de modificar a oferta alimentar de determinados alimentos,
nomeadamente os que apresentam elevado teor de aclcar;
incentivar acoes de reformulac@o nutricional dos produtos ali-
mentares através de uma agao articulada com a industria ali-
mentar; capacitar os cidadaos e profissionais que trabalham
ou influenciam o consumo de alimentos para as escolhas ali-
mentares saudaveis.

A estratégia nacional para a promogao da alimentacao sau-
davel (EIPAS), baseia-se na premissa de que todos devem
contribuir para a criagdo de ambientes promotores da salde
e do bem-estar das populagdes e preconiza entre outras
medidas a monitorizacao do teor de aclcar nas seguintes ca-
tegorias de alimentos: bebidas n&o alcodlicas, laticinios, bo-
lachas e sobremesas doces, produtos de pastelaria, cereais
de pequeno-almoco, refeicoes prontas a consumir, molhos,
gelados e fruta em conserva e a promocao de iniciativas que
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permitam sensibilizar a populagéo relativamente ao impacto
na satde do consumo excessivo de agtcar (2).

No que se refere ao agucar, a EIPAS pretende contribuir para
que o consumo diario de acucar simples, em 2020, se apro-
xime de 50 g/dia e um maximo de 25 g/dia em menores de
idade, através da reformulacao das categorias de alimentos
que mais contribuem para a sua ingestao.

Nesse sentido, as recomendagdes da EIPAS para o teor de
acgucar sdo 5 g/100 g para alimentos soélidos e 2,5 g/100 mL
para os liquidos.

Em articulacdo com os objetivos da EIPAS monitorizou-se
o teor de aguUcar nas categorias de alimentos cereais de
pequeno-almogo e iogurtes (solidos e liquidos), disponiveis
no mercado portugués.

_Objetivo

Monitorizar o teor de acglcar em determinadas categorias de
alimentos disponiveis no mercado portugués para apoiar as
autoridades de salde na discussao e definicdo dos planos
de reformulacao da composicao dos produtos alimentares, a
realizar com as entidades do setor, com vista atingir as metas
preconizadas para 2020, pela EIPAS.

_Materiais e métodos

O teor de agucar foi avaliado nas categorias alimentares,
cereais de pequeno-almoco e iogurtes (sélidos e liquidos). Os
dados foram recolhidos através dos rétulos disponibilizados
eletronicamente pelas maiores cadeias de supermercados a
operar no mercado portugués assim como através da Tabela
da Composicao de Alimentos (3). Os valores extraidos foram
comparados com as recomendagodes definidas na EIPAS para
2020 para o teor de agucar: 5 g/100 g para alimentos sélidos
e 2,5 g/100 mL para os liquidos.

_ Resultados e discusséo

Os resultados obtidos apresentam-se no gréfico 1, respetiva-
mente para os iogurtes sélidos, iogurtes liquidos e cereais de
pequeno-almogo.

Grafico 1: [1 Teor de agdcar em iogurtes sélidos (a) e liquidos (b)
e em cereais de pequeno-almogo (c).
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Numa amostra de 167 iogurtes (grafico 1a-b) (122 sélidos e
45 liquidos), verificou-se que 22 iogurtes solidos cumprem os
valores estabelecidos na EIPAS para 2020. No que respeita os
iogurtes liquidos, nenhum cumpre esses valores. As medianas
do teor de acUcar nos iogurtes sélidos e liquidos correspon-
dem a 12,0 g/100 g e 12,1 g/100 mL, o que implicaria por
parte da industria uma redugao média anual de 2,3 g/100 g e
3,2 g/100 mL, respetivamente, sendo que nestas categorias
tera que se ter em consideragcao a presenca natural de acucar,
sob a forma de lactose.

Numa amostra de 103 cereais de pequeno-almoco (grafico 1c),
verificou-se que 6 cumprem a recomendacao preconizada para
2020. Para este grupo de alimentos a mediana é 22 g/100 g,
0 que implicaria por parte da industria uma redugdo média
anual de 5,7 g/100 g, para atingir o objetivo geral estabelecido
para 2020. Nesta amostra, 0s cereais que cumprem 0s valores
estabelecidos para 2020, correspondem a flocos de milho e
integrais.

_Concluséo

O reduzido numero de cereais de pequeno-almoco e iogurtes
com teor de acUcar inferior a 5 g/100 g (ou 2,5 g/100 mL, para
os liquidos) evidencia e necessidade de intervir junto dos ope-
radores econémicos e dos consumidores, para se obter uma
reducao gradual e efetiva do consumo de agucar pela popula-
cdo portuguesa, até 2020.

O facto de serem alimentos frequentemente consumidos por
criancas poderé reforcar a necessidade de intervencéo nestas
categorias de alimentos.

Outras categorias de alimentos que contribuem para o eleva-
do consumo de acucar em Portugal serdo alvo de estudo. Os
valores obtidos deverao ser combinados com o consumo pela
populagdo e as quotas de mercado para o estabelecimento
das prioridades de intervencéao.
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_Resumo

Os lacticinios pertencem ao grupo de alimentos com maior teor de iodo.
Atualmente, cada vez mais a populagao portuguesa estd a substituir os
lacticinios por bebidas vegetais. Como estas bebidas tém geralmente
teores de iodo baixo, leva-nos a uma preocupagao acrescida sobre o im-
pacto desta popularidade das bebidas vegetais nas necessidades de iodo
nos consumidores. O iodo é um micronutriente essencial para a sintese
das hormonas da tireoide, presente em pequenas quantidades no corpo
humano. O principal objetivo deste trabalho foi a determinagao de iodo
em lacticinios e bebidas vegetais consumidas em Portugal. A metodologia
escolhida para a quantificacdo deste nutriente foi a espectrometria de
massa acoplada a plasma indutivo (ICP-MS) precedida por extragdo em
meio basico com placa de aquecimento de grafite. Foram analisadas 41
amostras, 15 leites, 20 iogurtes e 6 bebidas vegetais comercializadas por
marcas de grande aceitacdo pela populacdo portuguesa. Verificou-se que
0s iogurtes apresentavam maiores concentragdes de iodo, seguido do leite
e por fim, as bebidas vegetais. Estas apresentaram na sua maioria valores
inferiores ao limite de quantificagao. Estes resultados levam-nos a concluir
que as populagdes com dietas restritas em lacticinios (intolerancia a lacto-
se, alergia a proteina do leite ou vegans) poderéo ter um risco acrescido de
uma ingestédo inadequada em iodo.

_Abstract

Dairy products belong to the food group with higher iodine content. Nowa-
days, the Portuguese population is increasingly replacing dairy products
for non-dairy beverages. As these beverages are generally low in iodine
content, it leads to an impact on iodine status in consumers due to an
increased popularity of non-dairy beverages. lodine is an essential micro-
nutrient for the synthesis of thyroid hormones, present in small amounts in
the human body. The main objective of this work was the determination of
iodine in dairy products and non-dairy beverages consumed in Portugal.
The methodology for the quantification of this nutrient was inductively cou-
pled plasma mass spectrometry (ICP-MS) preceded by basic extraction in
graphite heating block. We analysed 41 samples, 15 milks, 20 yoghurts and
6 non-dairy beverages marketed by brands of great acceptance by the Por-
tuguese population. Yoghurts had higher iodine concentrations, followed
by milk and finally non-dairy beverages. Most of non-dairy beverages pre-
sented values below the limit of quantification. Therefore, populations with
restricted diets in dairy products (lactose intolerance, milk protein allergy
or vegans) may lead to an inadequate intake of iodine.

_Introdugéo

O iodo é indispensavel para a salde, pois é necessario na
sintese, sendo parte da estrutura quimica, de hormonas
tiroideias (). Estas sdo fundamentais para o desenvolvimen-
to de varios 6rgaos, com especial importancia para o cére-
bro, para o crescimento das criancas e para regular funcdes
tdo importantes como a frequéncia cardiaca e temperatura
corporal. A deficiéncia em iodo é a causa mais comum da
deficiéncia cognitiva. A deficiéncia crénica de iodo pode
levar a disturbios que incluem deficiéncia mental e formacéao
de bécio (disfuncao da tiroide), um aumento da glandula
tiroide que implica uma produgao inadequada de hormonas
da tiroide (2). A Autoridade Europeia de Seguranga Alimentar
(EFSA, na sigla inglés) e a Organizacao Mundial da Saude
(OMS) estabeleceram 150 pg por dia como a dose diaria re-
comendada de ingestédo de iodo para adultos saudaveis, en-
guanto que para criangas e mulheres gravidas ou lactentes
é, respetivamente, 120 g por dia e 200 pg por dia (3:4),

Os alimentos sdo a maior fonte natural de iodo, em virtude
de néo ser produzido pelo organismo. Os lacticinios perten-
cem 0s grupos de alimentos que mais contribuem para a
ingestao diaria de iodo (5). Diversos trabalhos publicados
sobre a quantificacao de iodo nos lacticinios estimam uma
contribuicéo entre 25% e 70% da dose diaria recomendada
(DDR) (6). Nos dias de hoje, muitas pessoas com dietas res-
tritas est&o a substituir os lacticinios por bebidas vegetais.
Algumas das razbes séo a alergia a proteina do leite, a into-
lerancia a lactose e a dietas vegans. Fazendo uma analise

13



‘ , nsttvto_Nacional de Saude Observagoes_ Boletim Epidemiolégico
Doutor Ricardo Jorge

artigos breves_ n. 3

combinada com o teor de iodo e com os dados de consumo,
pode-se afirmar que a principal fonte de iodo, atualmente, é
o leite e alguns laticinios (7). Como o leite é uma fonte tao im-
portante de iodo na dieta, e tem vindo a sofrer um declinio
no Seu consumo ao ser substituido por bebidas vegetais,
levantou-se uma preocupagao acrescida sobre a ingestao
de iodo por este grupo de pessoas consumidoras apenas de
bebidas vegetais (8),

_Objetivo

O principal objetivo deste trabalho foi a determinacgéo de iodo
em lacticinios e bebidas vegetais consumidas em Portugal.

Materiais e métodos

Foram selecionadas amostras de leite meio gordo, iogurte
natural s6lido e bebidas vegetais (soja, arroz, coco e amén-
doa) consumidas em Portugal. Foram analisadas no total 41
amostras, 15 leites, 20 iogurtes e 6 bebidas vegetais recolhi-

das entre as marcas de maior aceitacdo pelo consumidor.
O teor de iodo foi determinado por espectrometria de massa
com plasma indutivo acoplado (ICP-MS) tendo como refe-
réncia a norma BS EN 15111:2007 (%), Os resultados foram
obtidos em triplicado em condicdes de garantia da qualida-
de suportados pelos requisitos descritos na NP EN ISO/IEC
17025:2005 (19), O teor de iodo foi expresso em pg de iodo
por 100 mL de alimento.

_Resultados e discussao

No grafico 1 pode ser observado que a concentragado de
iodo em leites e iogurtes consumidos em Portugal é bastan-
te similar, 18 e 20 ug/100 mL, respetivamente. Foi no iogur-
te que se observou o teor mais elevado de iodo. Sendo que
a amostra de iogurte que apresentou o valor minimo foi a
amostra nimero 3 (13 £ 0,3 ug/100 mL) e a marca de iogurte
com o valor maximo, 29 + 0,1 ug/100 mL, foi a 13. Alguns au-
tores reportam valores inferiores aos obtidos neste estudo,

Gréfico 1: [ Teor de iodo em leites (a) e iogurtes (b) consumidos em Portugal, expressos pela média

e desvio padréo (n=3).
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17 ug/100 mL e 15 pg/100 mL (11.12) Provavelmente diferen-
tes ragbes para animais ou tratamentos na producéo do io-
gurte podem estar na origem desta diferenca.

No que respeita aos leites o valor minimo encontrado
foi de 14 + 0,4 ug/100 mL (amostra 9) e o valor maximo
23 + 0,8 ug/100 mL (amostra 15). Na literatura foram encontra-
dos resultados similares para leites meio gordo consumidos
noutros paises, 19 pg/100 mL e 23 pg/100 mL (12.13), Apesar
de serem teores de iodo similares aos obtidos neste estudo
estas diferencas podem ser causadas por variagbes geogra-
ficas e sazonais (11:14). Diversos autores compararam a con-
centracdo de iodo do leite no verdo e no inverno, e desde ha
algum tempo é reconhecido que o teor de iodo varia com as
estacOes do ano, sendo que o leite do verdo contém menos
iodo do que o leite de inverno (15). Isto pode ser explicado,
possivelmente devido as vacas leiteiras terem uma alimenta-
cao rica em suplementos, com teores de iodo mais elevados,
no inverno do que no verdo (16).

Em relacdo as amostras de bebidas vegetais analisadas,
66,7% destes resultados encontram-se abaixo do limite de
quantificacéo (LQ - 0,6 ug/100 mL), isto €, 4 amostras abaixo
do LQ do total de 6 analisadas. O valor médio obtido para o
teor de iodo em bebidas vegetais foi de 1,2 ug/100 mL. Estes
resultados estdo de acordo com a literatura (17), confirman-
do as preocupacdes sobre o0 aporte de iodo nos consumido-
res deste tipo de bebidas.

Considerando que, para um adulto saudavel a dose diéria re-
comendada de iodo é de 150 pg por dia e tendo em conta as
porgdes de 100 mL de alimento calculou-se a contribuicéo de
cada grupo, leites, iogurtes e bebidas vegetais, para a dose
diéria recomendada.

Como se pode observar no grafico 2, para pessoas com in-
tolerancia a lactose, alérgicas ao leite, ou sob dietas restriti-
vas voluntarias como 0s veganos, a alternativa aos produtos
lacteos pode ser através de bebidas vegetais, mas apenas
se estas forem fortificadas com iodo, pois esta fortificagao é
extremamente necessaria para que a ingestao de iodo reco-
mendada possa assegurada. Qutros estudos indicam que a

Gréfico 2: £ Contribuigdo de cada grupo, leite, iogurte e bebidas

vegetais consumidas em Portugal para o aporte
didrio de iodo, em adultos.

Bebidas vegetais

1

Leite logurte

12 14

% Dose Diaria Recomendada

concentracao de iodo em bebidas alternativas nao fortificadas
¢ 1,7% do conteldo de iodo em leites, enquanto que bebidas
vegetais com fortificacdo apresentam concentracdes de iodo
26% mais baixas do que os leites (7).

_Conclusdes

O método analitico foi aplicado com sucesso para determinar
o contetdo de iodo em bebidas lacteas e nédo lacteas com
diferentes teores de iodo. Estes resultados, combinados com
dados de consumo, sdo um contributo para estimar uma
ingestao real de iodo na dieta da populagéao portuguesa.

Os iogurtes contribuem mais para suprir a dose diaria reco-
mendada de iodo, seguida dos leites e por fim, as bebidas
vegetais. Comparando os produtos lacteos com os produtos
nao lacteos, ou seja, as bebidas vegetais, observou-se uma
grande variag@o no teor de iodo, tendo em conta que as
bebidas analisadas nao eram fortificadas em iodo, estes
apresentavam concentracdes muito inferiores as bebidas
lacteas.

Os resultados destacam que individuos e grupos de populagéo
com dietas restritas em produtos lacteos podem ter em risco
0 aporte diario de iodo. Os resultados estdo alinhados com
aqueles que defendem a necessidade de caracterizagao de
iodo em alimentos para apoiar campanhas de fortificagdo dos
alimentos em iodo.
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_Resumo

As vitaminas sao nutrientes indispensaveis ao crescimento e @ manutengao
da vida. A maioria das vitaminas ndo € sintetizada pelo organismo humano
sendo fornecida apenas pela dieta. Os Estudos de Dieta Total (TDS) sdo
uma ferramenta de saude publica utilizada para avaliar a exposi¢ao da
populagdo a substancias quimicas, benéficas e prejudiciais, através da
alimentacgéo, analisando os alimentos tal como consumidos. No &mbito do
estudo de dieta total piloto realizado em Portugal no periodo de 2014-2016,
foram avaliados os teores de tiamina e riboflavina em 31 amostras do grupo
Frutos e produtos a base de fruta e 25 amostras do grupo Peixe, produtos
da pesca, anfibios, répteis e invertebrados, e estimado o contributo para a
Dose Diaria de Referéncia (DDR). A metodologia analitica utilizada para a
quantificacdo das vitaminas foi a cromatografia liquida de alta resolucgao,
segundo as normas EN 14122 para a tiamina e EN 14152 para a riboflavina,
cumprindo os requisitos descritos na NP EN ISO/IEC 17025:2005. De
acordo com os resultados obtidos, tanto o pescado como a fruta poderao
ser fontes importantes de riboflavina. Em relagéo a tiamina, a maioria das
amostras estudadas apresenta valores inferiores a 4,5% da DDR.

_Abstract

Vitamins are essential nutrients for growth and maintenance of life and
cannot be synthesized by the human body being only provided by diet.
Total Diet Studies (TDS) is a public health tool used to assess the popula-
tion's exposure to beneficial and harmful chemicals through food by ana-
lysing foods as consumed. In the context of total dietary pilot study carried
out in Portugal in the period of 2014-2016, the contents of thiamine and
riboflavin, in 31 samples from the fruit group and fruit products and 25
samples from the Fish group, fishery products, amphibians, reptiles and
invertebrates were assessed and the contribution to the Recommended
Dietary Intake (DDR) was estimated. The analytical methodology used for
the quantification of vitamins was liquid high-resolution chromatography
according to EN 14122 for thiamine and EN 14152 for riboflavin, as required
in NP EN ISO / IEC 17025: 2005. According to the results, both fish and
fruit may be important sources of riboflavin. Regarding thiamine, most of
the samples studied presented values below 4.5% of DDR

_Introdugéo

As vitaminas sdo nutrientes indispensaveis ao crescimento e a
manutenc¢do da vida. A maioria das vitaminas ndo é sintetizada
pelo organismo humano sendo fornecida apenas pela dieta.
Quando a dieta é desequilibrada e inadequada, podem surgir
varias doencas associadas & falta de certas vitaminas (1),

As vitaminas lipossollveis sdo representadas pelas vitaminas
A, D, E e K. As vitaminas hidrossolUveis incluem a vitamina C
e as vitaminas do complexo B (1). Esta simples classificagao re-
flete a biodisponibilidade das vitaminas, e como a solubilidade
influencia a absorcéo intestinal e pelos tecidos ().

Neste estudo serdo abordadas as vitaminas, B1 (tiamina) e
B2 (riboflavina), que estao disponiveis em diversos grupos de
alimentos.

A tiamina foi a primeira das vitaminas hidrossolUveis a ser des-
coberta no inicio do século XX. A sua deficiéncia no organismo
é responsavel pelo aparecimento do beribéri (desordens do
sistema nervoso), o que levou, em 1885, a Marinha Japonesa
a aumentar o consumo de carne e vegetais na dieta da tripula-
&0, uma vez que a doenca era prevalente no século XIX (1),

Nos alimentos de origem animal, mais de 90% da tiamina esta
presente na forma fosforilada, com predominancia da tiamina
difosfato (TDP). Em menores quantidades, estdo presentes a
tiamina monofosfato (TMP) e a tiamina trifosfato (TTP). Nos pro-
dutos de origem vegetal, a vitamina ocorre predominantemente
na forma nao fosforilada (1:2),

Atiamina é uma das vitaminas do complexo B mais sensiveis
a temperatura, levando a grandes perdas durante o proces-
samento térmico dos alimentos (2). Esta vitamina é obtida
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exclusivamente através da alimentagao, pois o Homem nao
consegue sintetiza-la (1), e uma vez que néo é armazenada no
organismo deve ser fornecida diariamente. A deficiéncia de
tiamina afeta os sistemas nervoso e cardiovascular e ocorre
devido ao consumo insuficiente através da dieta e/ou pelo au-
mento da necessidade de ingestdo durante a gravidez, lacta-
cao, entre outros (1:3),

A riboflavina foi descoberta em 1920 em extratos de leveduras,
apresentando uma capacidade de evitar a pelagra (1), A ribofla-
vina é mais estavel ao calor e a oxidacdo, contudo, apresenta

sensibilidade a luz 4,

Riboflavina é um termo genérico que engloba a riboflavina e as
formas biologicamente ativas das quais esta é percursora: flavi-
na mononucleotideo (FMN) e flavina adenina dinuclotideo (FAD).
Estas formas, atuam como cofatores de um grupo de enzimas,
as flavoproteinas, que estao envolvidas em diversas vias meta-
bdlicas onde catalisam reacdes de oxidagao-redugao, como
agentes oxidantes ou transportadores de electrées (1),

As deficiéncias da riboflavina sao raras, uma vez que estao
relacionadas com o metabolismo de outras vitaminas,
verificando-se uma deficiéncia conjunta de diferentes vitami-
nas. Alguns estudos recentes demonstram que a riboflavina
podera ter um papel determinante na concentragao plasma-
tica de homocisteina, um fator de risco para doenga cardio-

vascular (5,

O fornecimento de riboflavina é feito através da alimentacao,
sendo os extratos de levedura a melhor fonte natural de
riboflavina, a carne, o leite, 0s 0voSs e 0 queijo outras fontes
adequadas desta vitamina (1:6).

Dose Diaria Recomendada ou de Referéncia (DDR) de um nu-
triente é o valor estimado para a quantidade diaria de ingestao
que satisfaz as necessidades da quase totalidade (97-98%)
dos individuos saudaveis de um determinado género ou grupo
etario (7). Para os adultos as DDR de tiamina variam entre
1,1-1,5 mg/dia e entre 1,1-1,6 mg/dia para a riboflavina (8-10),

Observagbes_ Boletim Epidemiolégico |

_Objetivos

Este trabalho teve como objetivos determinar os teores de tia-
mina e riboflavina em dois grupos de alimentos importantes da
dieta portuguesa, seguindo planos de amostragem e metodolo-
gias analiticas adotadas no projeto Total Diet Study Exposure
(TDS-Exposure), e, para estes alimentos, estimar a contribuigdo

para as doses diarias de referéncia (DDR).

_Material e métodos

A definicdo da amostragem do estudo, recolha e preparagao
das amostras seguiu as metodologias harmonizadas a nivel eu-
ropeu no ambito do projeto TDS-Exposure (11). Neste projeto a
amostragem e selecdo de alimentos baseou-se nos dados de
consumo alimentar, por forma a serem representativas do con-
sumo e da forma como os alimentos s&o consumidos no pais.

Neste estudo foram analisadas 31 amostras do grupo Frutos e
produtos a base de fruta e 25 amostras do grupo Peixe, produ-
tos da pesca, anfibios, répteis e invertebrados. Cada amostra é
composta por 12 subamostras representativas dos habitos de
consumo, para aquele tipo de alimento. A amostragem foi reali-
zada na Area Metropolitana de Lisboa (municipios a norte do rio
Tejo. No grupo dos Frutos e produtos a base de fruta, as amos-
tras foram colhidas em 4 épocas diferentes, por forma estar re-
fletida a sazonalidade. No grupo do Peixe, produtos da pesca,
anfibios, répteis e invertebrados, as amostras foram preparadas
segundo os processos culinarios mais utilizados, em concor-
dancia com os habitos de consumo da populagao portuguesa.

A metodologia analitica utilizada para a quantificagéo das vita-
minas foi a cromatografia liquida de alta resolucao, segundo as
normas EN 14122 (12) para a tiamina e EN 14152 (13) para a ri-
boflavina, cumprindo os requisitos descritos na NP EN ISO/IEC
17025:2005 (14),

O contributo percentual de cada amostra para a DDR (adultos),
de tiamina e riboflavina foi calculado a partir dos valores indica-
das no Regulamento UE n® 1169/2011 (9): 1,1 mg/dia para a tia-
mina e 1,4 mg/dia para a riboflavina.
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Os limites de quantificacdo (LQ) das metodologias analiticas
utilizadas correspondem respetivamente a 4,5% e 1,4% das
DDR consideradas na comparacao, para a tiamina e riboflavi-
na, respetivamente.

_Resultados e discussédo

Os valores de riboflavina encontrados nas amostras de fruta
variam entre 0,020 mg/100g no morango e 0,68 mg/100g no
figo seco. Relativamente a tiamina, s6 foram encontrados va-
lores superiores ao LQ, nas amostras de laranja e figo seco
(tabela 1).

Tabela 1: [ Teor de vitamina B1 e B2 nos frutos e pescado mais consumidos em Portugal

(mg/100g parte edivel).

Fuoiss)  Temra Fotaina
Laranja 1 0,072 0,023
Laranja 2 0,11 0,16
Laranja 3 0,070 0,060
Laranja 4 0,060 0,060
Magéa 1 <0,050 0,32
Macéa 2 <0,050 0,21
Magé 3 <0,050 <0,020
Macéa 4 <0,050 0,26
Pera 1 <0,050 0,32
Pera 2 <0,050 0,23
Pera 3 <0,050 <0,020
Pera 4 <0,050 0,26
Uva 1 <0,050 <0,020
Uva 2 <0,050 0,10
Uva 3 <0,050 <0,020
Uva 4 <0,050 <0,020
Uva s <0,050 <0,020
Morango <0,050 0,020
Péssego <0,050 0,17
Kiwi <0,050 <0,020
Banana <0,050 0,021
Ananas <0,050 0,20
Passa de uva <0,050 <0,020
Figo 1 <0,050 0,66
Figo 2 0,050 0,68
Figo 3 <0,050 0,070
Figo 4 0,050 0,023
Salada fruta 1 <0,050 <0,020
Salada fruta 2 <0,050 0,21
Salada fruta 3 <0,050 <0,020
Fruta em calda <0,050 0,27

DDR - Dose Diaria Referéncia  DDR Tiamina - 1,1 mg

esmtonz)  Jemte Mbolluna
Peixe-gato <0,050 0,040
Perca do Nilo 0,090 0,030
Salmao 0,15 0,092
Dourada 0,14 0,094
Safio <0,050 0,056
Solha 0,074 0,10
Bacalhau fresco <0,050 0,058
Bacalhau <0,050 0,067
Pescada 0,049 0,048
Maruca <0,050 0,027
Carapau 0,089 0,14
Cavala 0,087 0,26
Sardinha <0,050 0,19
Sardinha em conserva <0,050 0,17
Atum fresco 0,051 0,040
Atum em conserva <0,050 0,082
Peixe-espada <0,050 0,077
Camarao <0,050 0,044
Polvo <0,050 0,033
Lulas 0,050 0,090
Douradinhos 0,079 0,048
Pargo 0,053 0,086
Mexilhdo <0,050 0,25
Robalo 0,12 0,16
Sargo 0,0096 0,12

DDR Riboflavina - 1,4 mg
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Gréfico 1: I Teor de vitamina B1 e B2 nos frutos e pescado mais
consumidos em Portugal (mg/100g parte edivel).
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Nas amostras de pescado (grafico 1), verificou-se que a cavala
€ a que tem o teor mais elevado em riboflavina; 19% da DDR
por 100g de parte edivel, sendo a perca do Nilo, a maruca e
0 polvo as que menos contribuem para a ingestao desta vitami-
na. Nas restantes amostras de pescado o teor de tiamina varia
entre 4% e 14% da DDR por 100g de parte edivel.

Concluséo

De acordo com o0s resultados obtidos, tanto o pescado como a
fruta poderéo ser fontes importantes de riboflavina. Em relacédo
a tiamina, a maioria das amostras estudadas apresenta valores
inferiores a 4,5% da DDR, que corresponde ao limite de quanti-
ficacdo do método analitico utilizado.
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_Resumo

Os nitratos s@o comuns na natureza e amplamente encontrados em alimen-
tos, agua e solo, embora sejam os produtos horticolas a sua principal fonte
de ingestdo. Os produtos horticolas tém uma funcdo nutricional essencial
e desempenham um papel importante na protecdo da saide mas quando
consumidos em excesso, 0s nitratos podem causar efeitos adversos. No
sentido de poder avaliar a exposi¢ao alimentar da populagéo a nitratos é
importante determinar os teores de nitratos nos alimentos na forma como
sdo consumidos e conhecer como 0s seus valores podem ser influenciados
pela sazonalidade. Neste estudo, a quantificacédo do nitrato foi realizada
através de um método HPLC-UV aplicado em 17 amostras diferentes de
produtos horticolas e frutos obtidas através do estudo piloto no ambito do
projeto Total Diet Study Exposure (TDS-Exposure). O teor de nitrato nas
amostras variou entre 11 e 2369 mg/kg de produto. Na alface, produto hor-
ticola que possui teores maximos legislados, a concentracao de nitrato em
todas as amostras foi menor que os limites maximos permitidos (2500 a
4500 mg/kg). Relativamente ao efeito da sazonalidade, as variagdes encon-
tradas em algumas das amostras ndo foram na sua maioria significativas.

_Abstract

Nitrates compounds are common in nature and widely found in foods,
waters and soils, although vegetables are considered the main source of
dietary nitrate intake. Vegetables have an essential nutritional function
and play an important role in health protection, but when consumed in
excess, nitrates could cause adverse effects. In order to assess the di-
etary exposure of the population to nitrates, it is important to determine
the levels of nitrates in food in the way they are consumed and to know
how their values can be influenced by seasonality. In this study, nitrate
quantification was performed using an HPLC-UV method applied to 17
different samples of vegetables and fruits obtained through the pilot
study under the Total Diet Study Exposure project (TDS-Exposure). The
nitrate content in the samples ranged between 11 and 2369 mg/kg of
product. In the lettuce, vegetable that has maximum legislated contents,
the concentration of nitrate in all the samples was smaller than the maxi-
mum permitted levels (2500 a 4500 mg/kg). Regarding the effect of sea-
sonality, the variations found in some of the samples were not mostly
significant.

_Introdugéo

O nitrato ocorre naturalmente nas plantas onde é acumulado.
O potencial para acumulacao depende de varios fatores bioti-
cos e abiodticos e nas plantas, é nas folhas que se encontra a
maior concentragao em nitrato. As sementes, frutos e tubér-
culos apresentam, na sua maioria, teores mais reduzidos. Os
nitratos sdo usados na agricultura como fertilizante e no pro-
cessamento de alimentos como aditivo alimentar, nomeada-
mente, em carnes (1:2),

Embora os nitratos ndo sejam aparentemente tdxicos, 0s seus
metabolitos e produtos de reagédo, como por exemplo, o nitri-
to, 0 Oxido nitrico e as nitrosaminas tornam esta substancia
de importancia regulatoria devido as suas implicagdes poten-
cialmente adversas na saude, como a metahemoglobinemia e
a carcinogénese (1:2). No entanto, alguns autores referem que
a converséo de nitrato em nitrito desempenha um importante
papel antimicrobiano no estémago (3) e que outros metaboli-
tos do nitrato tém papéis fisiolégicos/farmacologicos relevan-
tes na saude (4:5),

A exposicdo humana ao nitrato é principalmente exdgena e
resulta do consumo de produtos horticolas e frutos (cerca de
60-80%) e, em menor escala, de agua e de alimentos proces-
sados (1),

Deste modo, considerando os riscos associados a ingestéo
de nitrato, foi fixada uma dose diaria admissivel (DDA) de
3,7 mg/kg de peso corporal/dia (expressa em iao nitrato). O Re-
gulamento (CE) n° 1881/2006, de 19 de dezembro, fixa também
teores maximos para o nitrato em espinafres, em alface e em
produtos a base de cereais bem como em alimentos para
bebés, destinados a lactentes e criancas jovens. Como as con-
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digbes climatéricas podem influenciar o teor de nitrato presente
em produtos horticolas como alface e espinafre, foram também
fixados limites méaximos cujos valores dependem da época de
colheita desses produtos e das condi¢des em que foram culti-
vados (sob cobertura ou ao ar livre) (6).

Apesar de serem uma fonte importante de nitrato, o aumento
do consumo de produtos horticolas e frutos é amplamente re-
comendado devido aos seus efeitos benéficos para a saude.

_Objetivo

O presente trabalho teve como principal objectivo determinar
o0 teor de nitrato em produtos horticolas e frutos de modo a
avaliar o cumprimento da legislagao existente e a influéncia da
sazonalidade.

_Material e métodos

Um total de 68 amostras, 10 produtos horticolas e 7 frutos
diferentes, foram recolhidas e preparadas no ambito do
projeto Total Diet Study Exposure (TDS-Exposure), tendo
sido selecionadas com base no consumo da populacdo
portuguesa. As amostras foram adquiridas em supermerca-
dos da Area Metropolitana de Lisboa (municipios a norte
do rio Tejo) entre 2014 e 2016 e para cada um dos produ-
tos horticolas e frutos foram recolhidas 4 amostras em peri-
odos diferentes e representativas das quatro estagdes do
ano. Cada amostra foi composta de 12 subamostras prepa-
radas na forma como usualmente o alimento ¢ consumido.

A determinagdo do teor de nitrato nas amostras foi realizada
por um método de cromatografia liquida de alta resolugao de
troca idnica com detecéo UV o qual se encontra implementado
e acreditado no Laboratério de Quimica do Departamento de
Alimentagao e Nutricdo do Instituto Nacional de Saude Doutor
Ricardo Jorge. O nitrato foi extraido com agua fervente e solu-
¢éo de borax e os extratos clarificados com solugdes Carrez,
A identificacao foi efetuada por comparagdo com o tempo de
retencdo do padrao de nitrato e a quantificagao pelo método
do padrao externo. A concentragé@o de nitrato foi expressa em
mg/kg de amostra, com uma incerteza de 15% (7).
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_Resultados

Nos graficos 1 e 2 s&o apresentados os resultados obtidos
para o teor de nitrato nas amostras de produtos horticolas.

Para o grupo destes produtos, o teor de nitrato variou entre
11 e 2369 mg/kg ndo tendo sido possivel quantifica-lo na
cenoura, na primavera, pelo valor encontrado ser inferior ao
limite de quantificacdo do método (10 mg/kg). Conforme se
observa no grafico 1, os teores de nitrato foram muito supe-
riores para o grupo de produtos horticolas folhosos (alface,
nabicas, grelos) em qualquer época do ano, com valores entre
528 e 2369 mg/kg. Para as nabicas destaca-se o valor do teor
de nitrato para o verdo (2369 mg/kg), o mais alto obtido neste
estudo. Para os restantes horticolas do grafico 2 (brécolos,
couve-flor, feijao-verde, pimento, tomate, cenoura e batata
cozida) o intervalo de variag@o da concentragao em nitrato foi
de 11 a 421 mg/kg.

Em relacéo as alfaces, verificou-se uma variagao do teor em
nitrato ao longo do ano com valores entre 1353 e 2159 mg/kg
0s quais foram, assim, sempre inferiores ao estabelecido pela
legislacao em vigor (2500 a 4500 mg/kg). Os teores mais ele-
vados foram observados nos meses de inverno tal como o es-
tabelecido pela Comisséo Europeia que prevé limites maximos
de nitrato mais elevados em alfaces cultivadas durantes esses
meses (6).

Para os frutos (grafico 3), o teor de nitrato variou entre 48 e
169 mg/kg apresentando, como seria de prever, valores infe-
riores aos encontrados nos produtos horticolas. Nas amos-
tras de laranja, macéa e pera, nas quatro estacdes do ano, o
nitrato ndo foi quantificado pelo seu teor se encontrar abaixo
do limite de quantificacdo do método. Em relagéo ao teor de
nitrato determinado nas amostras de meldo, os seus valores
foram inferiores nas estacdes do ano que correspondem a
época normal de producao deste produto em Portugal (verao
e outono). Na meloa, a concentragédo de nitrato foi superior
na primavera e nos figos secos o efeito da sazonalidade né&o
se mostrou significativo.

Em geral, no que diz respeito a sazonalidade, embora tenham
sido observadas diferencas nos teores de nitrato em alguns
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Gréfico 1: [ Teor de nitrato nos produtos horticolas folhosos, nas quatro estagdes do ano.
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Grafico 2: [ Teor de nitrato nos produtos horticolas, nas quatro estagées do ano.
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Gréfico 3: 1 Teor de nitrato nos frutos, nas quatro estagdes do ano.
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frutos e produtos horticolas nas diferentes estacdes do ano,
a maioria ndo teve significancia nem um padrao de variagao
que fosse conclusivo.

_Conclusdes

De modo a contribuir para a avaliagdo da exposi¢cdo da po-
pulagéo portuguesa a nitrato, neste estudo foram analisadas
amostras de produtos horticolas e frutos tal como sdo con-
sumidos pelos portugueses. Nos produtos horticolas foram
encontrados teores de nitrato superiores aos dos frutos,
apresentando os folhosos (alfaces, nabicas e grelos) as con-
centragOes mais elevadas, embora com valores dentro dos
limites estabelecidos pela legislagao em vigor (alface).

Em relacéao aos estudos de sazonalidade, foi possivel concluir
que o teor de nitrato variou para algumas amostras com a es-
tacdo do ano, mas na maioria dos casos sem significado nem
padrao de variacdo que seja evidente. Com estes estudos
foram encontrados nas alfaces teores de nitrato mais elevados
no inverno tal como esta previsto na legislagao em vigor.
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_Resumo

As alteragdes climaticas tém sido identificadas como um fator determinante
para a seguranga dos alimentos consumidos em todo o mundo. As micotoxi-
nas, contaminantes alimentares produzidos por fungos, sdo habitualmente
identificadas como um dos principais perigos neste contexto. As aflatoxinas
assumem particular relevo, face a sua toxicidade aguda e cronica. A regido
do Mediterraneo, incluindo Portugal, tem sido considerada uma regido
particularmente vulneravel as consequéncias das alteragbes climaticas.
O presente estudo pretende estimar o impacto na salde da exposigao
a aflatoxinas em Portugal e discutir a potencial influéncia das alteragées
climaticas no risco para a salde associado a esta exposicdo. Para estimar
0 numero de casos de carcinoma hepatocelular associados a exposi¢ao a
aflatoxinas, foi determinada a fragao atribuivel da populagdo. Para estimar o
impacto da exposicéo a aflatoxinas na satde dos Portugueses, a carga de
doengca foi determinada aplicando-se o conceito de anos de vida ajustados
por incapacidade (DALY). E expectavel que no futuro, em consequéncia das
alteracdes climaticas, o nimero de DALYs bem como do ndmero de casos
de carcinoma hepatocelular aumente. A quantificagdo do impacto na satde
da exposicao a aflatoxinas em cenario de alteragdes climaticas reveste-se
de particular importancia, em especial para o desenvolvimento de politicas
e medidas preventivas que possam proteger a populagao.

_Abstract

Climate change has been indicated as a driver for food safety issues world-
wide, mainly due to the impact on the occurrence of food safety hazards at
various stages of food chain. Mycotoxins, natural contaminants produced by
fungi, are among the most important of such hazards. Aflatoxins, which have
the highest acute and chronic toxicity of all mycotoxins, assume particular
importance. Mediterranean region, including Portugal, was considered a cli-
mate change hotspot. The present study aims to estimate the health impact
of aflatoxins exposure in Portugal and to discuss the potential influence of
climate change on the health risk associated to this exposure. A population
attributable fraction was determined to estimate the number of extra cases
of hepatocellular carcinoma (HCC) associated to the Portuguese aflatoxin
exposure, and the Disability Adjusted Life Years (DALYs) were derived to
estimate the associated burden of disease. It is expected that in the future
the number of DALYs and the associated cases of HCC due to aflatoxins ex-
posure will increase due to climate change. The quantification of the health
impact associated with exposure to aflatoxins in climate change scenarios
presents particular importance, especially for the development of politics
and preventive measures to protect human population.

_Introdugéo

As alteracbes climaticas tém sido reconhecidas a nivel mun-
dial como um dos fatores mais importantes que pode afetar
a seguranca dos alimentos consumidos no mundo, dado o
seu potencial impacto na ocorréncia de perigos nos géneros
alimenticios, desde a produgéo primaria ao seu consumo. De
acordo com o quinto relatério do Intergovernmental Panel on
Climate Change (IPCC), as alteracdes no clima tém causado
diversos efeitos nos sistemas naturais e humano em todos 0s
continentes e oceanos (1). Na Conference of Parties (COP21),
que decorreu em Paris em dezembro 2015, decisores de 195
paises acordaram em desenvolver esforgos no sentido de li-
mitar 0 aumento da temperatura a 1,5°C (média global) acima
dos niveis pré-industrial, reconhecendo que esta agéo ira re-
duzir de forma significativa os riscos e o0 impacto das altera-
cbes climaticas (2).

Dos efeitos previstos das alteragdes climaticas, incluem-se
um aumento na temperatura global do ar, variagdes nos niveis
de precipitacdo, periodos de seca e acumulagao de diéxido
de carbono na atmosfera. Estes efeitos constituem simulta-
neamente algumas das maiores preocupagoes relacionadas
com as alteracdes climaticas e a agricultura e seguranca dos
alimentos (),

Apesar do potencial impacto das alteracdes climaticas no
acesso da populagdo a alimentos bem como o suprimento
das necessidades nutricionais (food security) ter sido um as-
sunto debatido e investigado, o impacto especifico na segu-
ranga dos alimentos (food safety) constitui um assunto menos
estudado (45, Em consequéncia das alteragées climaticas,
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quer 0s perigos quimicos quer os microbiologicos devem ser
considerados dado que podem afetar a seguranca dos géne-
ros alimenticios e alimentos para animais, nomeadamente e
com particular relevancia as micotoxinas, as biotoxinas mari-
nhas, os pesticidas, e os metais (4). As micotoxinas, contami-
nantes naturais produzidos por fungos, assumem particular
destaque quando considerados os potenciais efeitos das al-
teracdes climaticas (6-8), uma vez que apesar de existirem di-
versos fatores envolvidos na producgao destas toxinas, o clima
é considerado o mais importante (%10, Em geral, um aumento
nas temperaturas beneficia a proliferacao de algumas espé-
cies de fungos potencialmente toxinogénicos (4~7), incluindo
espécies produtoras de aflatoxinas, consideradas as toxinas
com maior potencial de toxicidade aguda e cronica. As aflato-
xinas s&o substancias genotdxicas, carcinogénicas e imunos-
supressoras, sendo uma das possiveis consequéncias da
exposicdo, o desenvolvimento de carcinoma hepatocelular
(CHC), e por isso estas toxinas foram classificadas pela Inter-
national Agency for Research on Cancer (IARC) no grupo 1.
Tradicionalmente, as aflatoxinas sdo detetadas em cereais,
amendoins e nozes, entre outros produtos usados na alimen-
tagao humana e animal (1),

Considerando a sua localizacao geogréfica, Portugal é consi-
derado um pais particularmente vulneravel ao impacto das
alteracdes climaticas (12-15), sendo que os seus efeitos se ca-
racterizam pela diminuic&o da precipitacao anual, por eventos
climaticos extremos e mais intensos (por exemplo periodos
de seca e ondas de calor), sendo que estes eventos se asse-
melham aos que acontecem noutros paises, em particular na
regiao do Mediterraneo (16),

_Objetivos

O presente estudo pretende estimar o impacto na saude da
exposicao a aflatoxinas em Portugal e discutir a potencial
influéncia das alteracoes climaticas no risco para a saude
associado a esta exposicéo.
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_Materiais e métodos

Para estimar o numero de casos de carcinoma hepatocelular
associados a exposicao a aflatoxinas, foi utilizado o conceito
de fracdo atribuivel da populacdo (population attributable
fraction) (17), multiplicando um fator de poténcia associado
as aflatoxinas (18) pela exposicdo estimada da populagéo
portuguesa a aflatoxinas.

Para estimar o impacto da exposicao a aflatoxinas na saude
dos Portugueses, a carga de doenca (burden of disease) foi
determinada aplicando-se o conceito de anos de vida ajusta-
dos por incapacidade (DALY), combinando a quantidade de
saude perdida devido a doenca (YLD) ou a morte prematura
(YLL), de acordo com a equagao seguinte:

DALYz(tfx dwfxpf)+(tﬂfx dwnfxpnf)+(YLL X pf)

Sendo tf a duracéo da doenca (cancro fatal) em anos, dwf
0 peso da incapacidade de cancro fatal, Pf a probabilidade
de um cancro ser fatal, tnf a duracao da doenga de cancro
nao fatal, dw”f 0 peso da incapacidade de cancro néo fatal
ep”f a probabilidade de um cancro ser ndo fatal. Para estes
célculos foram utilizados dados estatisticos nacionais, obtidos
a partir das bases de dados do Instituto Nacional de Estatistica
(https://www.ine.pt/), dados relacionados com o carcinoma
hepatocelular e valores dos pesos de incapacidade, que se en-

contram resumidos na tabela 1.

_Resultados

A tabela 2 apresenta as estimativas da carga de doenca
associada a carcinoma hepatocelular (CHC), considerando a
exposicao estimada da populagdo portuguesa a aflatoxinas.
Considerando diferentes niveis de exposicdo a aflatoxinas
(valores europeus (23) e nacionais (24)), o nimero de casos
anuais extra de CHC variaram entre 0,52 e 2,00; os valores
estimados de DALY variaram entre 8,0 e 30,9; os valores de
DALY/100000 variaram entre 0,08 e 0,30.

E importante referir que, apesar de baseado em cenarios
possiveis e plausiveis, todas as estimativas devem ser inter-
pretadas com precaucdo e enquanto previsdes baseadas em
modelos matematicos.
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Tabela 1:

Parametro

Esperanga média de vida & nascenga (em anos)*
Idade de inicio de CHC (em anos)*
Duragéo da doenga (cancro fatal), tf (em anos)
Peso da incapacidade (cancro fatal), dwf
Probabilidade de um cancro ser fatal,pf

Duragéo da doenga (cancro ndo fatal), tnf (em anos)
Peso da incapacidade (cancro néo fatal), dwnf

Probabilidade de um cancro ser néo fatal,pnf

* dados relativos a Portugal

Tabela 2;
populagédo portuguesa a aflatoxinas.

Exposigédo a aflatoxinas Exposicéo a Casos anuais
(referéncia) aflatoxinas extra de CHC
- nivel estimado
(ng kg pv-' dia-")
Europa - limite inferior *°) 0,838 0,87
Europa - limite superior ?% 1,934 2,00
Portugal (24) 0,501 0,52

CHC - carcinoma hepatocelular

_Discussao e concluséo

Alguns estudos prévios referiram como consequéncia direta ou
indireta das alteracdes climaticas, na regido do Mediterraneo,
incluindo Portugal, modificagdes no crescimento de fungos
bem como na produgdo de micotoxinas (6:7). As micotoxinas,
em particular as aflatoxinas, surgem assim como perigos a
considerar num cenario de alteragdes climaticas em Portugal.

Recentemente, Battilani e colaboradores (&) estimaram a
probabilidade de contaminacé@o de culturas de milho e trigo
por aflatoxinas, nos préximo 100 anos, considerando dois
cenérios de alteracdes climaticas, um aumento +2°C e de
+5°C (8). Tendo em conta o cendrio mais provavel (+2°C),
estes autores reportaram que as aflatoxinas podem tornar-se

Parametros utilizados no calculo de anos de vida ajustados por incapacidade (DALY).

Valor Referéncia
80,62 (19)
63,7 (20)
0,5 (21)
0,508 (22)
0,92 (21)

5 (21)
0,294 (22)
0,08 (21)

CHC - carcinoma hepatocelular

Carga de doenga por carcinoma hepatocelular (CHC) considerando a estimativa da exposi¢ao da

Casos anuais DALY anual DALY anual
extra de CHC por por 100,000
100,000
0,008 13,4 0,13
0,019 30,9 0,30
0,005 8,0 0,08

uma preocupacéo significativa na Europa, conduzindo a valo-
res acima dos limites legislados, particularmente em culturas
de milho, apresentando-se a regido do Mediterréneo e Portu-
gal como de maior risco. Assim sendo, e considerando o im-
pacto que a exposicao a aflatoxinas tem atualmente na saude
da populacéo portuguesa (tabela 2), é muito expectavel que
os valores de DALY e de CHC atribuidos a exposigao a aflato-
xinas aumentem.

Assim, a quantificacdo do impacto na saude da exposicdo a
aflatoxinas em cenario de alteragbes climaticas reveste-se de
particular importancia, em especial para o desenvolvimento de
politicas e medidas preventivas que possam assim proteger a
populagéo.
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_Resumo

Descrever as prevaléncias de excesso de peso e de obesidade na popula-
¢ao adulta residente em Portugal em 2015, obtidas através de medicdes an-
tropométricas diretas, de acordo com as variaveis sexo, idade, regiao, nivel
de escolaridade e situagao perante o trabalho. As prevaléncias de excesso
de peso e de obesidade tiveram por base o célculo do indice de Massa Cor-
poral (IMC), considerando os resultados das medicdes diretas do peso e da
altura obtidos no 1° Inquérito Nacional de Satude com Exame Fisico (INSEF
2015). As prevaléncias foram estratificadas por sexo, grupo etario, regiao,
nivel de escolaridade e situagcao perante o trabalho. A prevaléncia nacional
de excesso de peso estimada foi de 38,9% (IC95%: 36,9-41,1) e a prevalén-
cia de obesidade foi de 28,7% (IC95%: 26,8-30,6). Foi observada uma maior
prevaléncia de excesso de peso nos homens, mas a prevaléncia de obe-
sidade foi superior para as mulheres. Os mais velhos e os individuos com
menor nivel de escolaridade foram 0s que apresentaram maiores prevalén-
cias de obesidade. Estes resultados evidenciam uma elevada prevaléncia
de excesso de peso e obesidade na populacdo adulta residente em Portu-
gal em 2015 e suportam a manutencao de intervenc¢oes dirigidas a reducao
da incidéncia e prevaléncia da obesidade e do excesso de peso na popula-
¢ao portuguesa.

_Abstract

To describe the prevalence of overweight and obesity in the adult population
resident in Portugal in 2015, through direct anthropometric measurements
according to sex, age, region, education level and work situation. The preva-
lence of overweight and the prevalence of obesity were based on the Body
Mass Index (BMI), calculated considering the results of the direct measure-
ments of weight and height obtained from the First Portuguese Health
Examination Survey (INSEF 2015). Prevalences were stratified by sex, age
group, region, educational level and work situation. The estimated national
prevalence of overweight was 38.9% (95%Cl: 36.9-41.1) and the prevalence
of obesity was 28.7% (95%Cl: 26.8-30.6). There was a higher prevalence of
overweight among males, but the prevalence of obesity was higher among
females. The elderly and the individuals with the lowest level of education
were those with the highest prevalence of obesity. These results suggest a
high prevalence of overweight and obesity in the adult population resident
in Portugal in 2015 and suport the maintenance of interventions targeted at
reducing the incidence and prevalence of overweight and obesity in the por-
tuguese population.

_Introdugéo

Apesar dos esforcos que tém sido feitos para travar esta epi-
demia, a obesidade continua a representar um dos maiores
desafios de salde publica do século XXI (1). Ao nivel global,
nas Ultimas décadas, a proporgao de adultos com obesidade
tem vindo a aumentar (2). Na Europa, mais de metade da po-
pulacéo apresenta excesso de peso ou obesidade, sendo que
destes 30% s&o obesos (3). Em Portugal, também tem sido
reportada a mesma tendéncia de aumento, embora a maioria
das estimativas nacionais se baseie no autorreporte, sendo
escassos os inquéritos com medicdes antropométricas (4).

O primeiro inquérito que incluiu medigcdes antropométricas
(1995-1998), realizado em Portugal continental numa amos-
tra representativa da populagdo com idade entre os 18 e
0s 64 anos (n=4328), estimou que 30,8% das mulheres e
41,1% dos homens tinha excesso de peso e que 15,4% das
mulheres e 12,9% dos homens eram obesos (5). Um segun-
do estudo de ambito nacional (2003-2005), realizado numa
amostra representativa da populacdo com idade entre os 18
e 64 anos (n=8116), reportou uma prevaléncia de excesso
de peso de 34,4% nas mulheres e 45,2% nos homens e uma
prevaléncia de obesidade de 13,4% das mulheres e 15,0%
dos homens (6). Em 2009 o estudo transversal “Habitos ali-
mentares e estilos de vida da populagdo portuguesa" reportou
que 27,8% das mulheres e 53,3% dos homens tinha excesso
de peso e que 10,4% das mulheres e 11,2% dos homens eram
obesos, numa amostra da populacdo com idade entre os 18
e 0s 93 anos (n=3529) (7). Mais recentemente, o Inquérito
Alimentar Nacional e de Atividade Fisica (IAN-AF 2015-2016)
reportou uma prevaléncia de excesso de peso de 31,0% nas
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mulheres e 41,8% dos homens e uma prevaléncia de obesida-
de de 23,7% nas mulheres e 19,7% nos homens, tendo anali-
sado uma amostra representativa da populagdo com idade
entre os 18 e 0s 64 anos (n=3445) (8),

_Objetivo

O presente estudo tem como objetivo descrever as prevaléncias
de excesso de peso e de obesidade na populagdo portuguesa
em 2015, através de medicdes antropométricas diretas obtidas
no ambito do 1° Inquérito Nacional de Saude com Exame Fisico
(INSEF 2015) (), estratificadas de acordo com as variaveis sexo,
idade, regiao, nivel de escolaridade e situacao perante o trabalho.

_Material e métodos

O INSEF foi um estudo transversal de base populacional
representativo ao nivel regional e nacional, desenvolvido pelo
Departamento de Epidemiologia do Instituto Nacional de
Saude Doutor Ricardo Jorge (INSA) em parceria com o Institu-
to Noruegués de Salde Publica e em colaboragdo com as
cinco Administragdes Regionais de Saude do Continente e as
duas Secretarias Regionais de Saude das Regides Autonomas
dos Acores e Madeira. Os dados foram recolhidos entre feve-
reiro e dezembro de 2015 e a participacao incluia um exame
fisico com medicdo da tensao arterial, altura, peso, perimetro
da cintura e da anca, uma colheita de sangue e uma entrevista
pessoal assistida por computador (CAPI). A populacdo-alvo
foram individuos ndo institucionalizados com idades entre 0s
25 e 0s 74 anos, residentes em Portugal ha mais de 12 meses,
capazes de acompanhar uma entrevista em portugués. Foi
efetuada uma breve descricdo dos objetivos do estudo a
todos os participantes, apds a qual assinaram o consentimen-
to informado. O INSEF foi aprovado pela Comisséo de Etica do
INSA, pelas Comissdes de Etica Regionais e pela Comissao
Nacional de Protecdo de Dados.

Amostragem

A selecdo dos participantes foi feita por amostragem probabi-
listica, por grupos em duas etapas, estratificada por regido
e tipologia de area urbana (TIPAU). Na primeira etapa, foram
selecionadas aleatoriamente as unidades primarias de amos-
tragem (PSU) em cada regido, com probabilidade de selegao
proporcional & dimenséo da populacao residente com idade
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elegivel. Na segunda etapa foram selecionados, em cada
PSU, os individuos que constituem as unidades secundarias
de amostragem (SSU), por amostragem aleatéria simples, a
partir das listas de utentes do Servigo Nacional de Saude.
O tamanho minimo da amostra foi estabelecido em 600 indi-
viduos por cada uma das sete regides, de forma a poder esti-
mar uma prevaléncia esperada de 50%, com margem de erro
absoluta de + 5% a um nivel de confianca de 95% consideran-
do um efeito de desenho de 1,5. Tendo em conta as diferentes
taxas de participagao esperadas a nivel regional, o tamanho
da amostra original foi inflacionado para 12289 individuos a
nivel nacional (9.

Medicdes antropométricas

As medicbes antropométricas foram sempre realizadas por
um enfermeiro especificamente treinado para este efeito de
acordo com os procedimentos do Inquérito Europeu de Saude
com Exame Fisico (EHES) (19). A altura foi medida usando um
estadiometro portéatil com um maximo de 2 metros (Seca®213)
e 0 peso foi medido com uma balanga digital portatil com capa-
cidade de medicédo até 200 Kg (Seca®877). Os participantes
incapazes de se manter numa posicao estavel em ambas as
medicdes foram excluidos. A garantia de qualidade das medi-
¢oes incluiu, para além da formacéo dos profissionais de salde,
as visitas de auditoria, a avaliagao periddica das medicoes, a
verificacao do equipamento e a calibracao regular do mesmo.

Anélise estatistica

A prevaléncia de excesso de peso foi estimada como a propor-
¢4o de individuos que tinham 25,0 Kg/m? <IMC <30,0 Kg/m? e
a prevaléncia de obesidade foi estimada como a proporcao
de individuos com IMC =30 Kg/m?.

Todas as estimativas pontuais apresentadas foram ajustadas
utilizando pesos amostrais calibrados para a distribuicdo da
populacé@o portuguesa, por sexo e grupo etario em cada uma
das sete regides de salde para a estimativa da populagao re-
sidente em 2014, Para a andlise comparativa, as estimativas
de prevaléncia, estratificadas por regido, nivel de escolarida-
de e situacao perante o trabalho, foram padronizadas pelo
método direto para a distribuicdo da populagao portuguesa
(2014) por sexo e grupo etario (9.
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_Resultados No que respeita ao grupo etario, verificou-se que os adultos

portugueses com idade compreendida entre os 45 e o0s 54
anos eram o0s mais afetados pelo excesso de peso (43,7%)

De acordo com a tabela 1, a prevaléncia nacional de exces-
so de peso estimada foi de 38,9% (IC95%: 36,9-41,1) e a
prevaléncia de obesidade foi de 28,7% (IC95%: 26,8-30,6).
Foi observada uma maior prevaléncia de excesso de peso
nos homens (45,4%), mas a prevaléncia de obesidade foi su- A prevaléncia de excesso de peso oscilou entre 35,1%
perior para as mulheres (32,1%). na regido Lisboa e Vale do Tejo e 42,1% na regido Norte.

e os individuos com idade entre 0s 65 e 0s 74 anos eram 0S
mais afetados pela obesidade (41,8%).

Tabela 1: ] Prevaléncia de excesso de peso e de obesidade na populagéo adulta portuguesa (25-74 anos) em 2015,
por sexo, grupo etdrio, regido, nivel de escolaridade e situagéo perante o trabalho.

Excesso de peso Obesidade
% [IC 95%] % [IC 95%]
Prevaléncia nacional (n=4888) 38,9 [36,9-41,1] 28,7 [26,8-30,6]
Sexo
Masculino 45,4 [42,8-48,1] 24,9 [22,3-27,5]
Feminino 33,1 [30,6-35,7] 32,1[30,0-34,3]
Grupo etario
25-34 31,0 [28,2-34,0] 12,5 [8,6-18,0]
35-44 36,8 [33,6-40,2] 22,9 [20,1-26,0]
45-54 43,7 [40,0-47,5] 29,5 [26,4-32,7]
55-64 42,9 [39,4-46,6] 38,9 [34,3-43,7]
65-74 39,5 [33,4-45,9] 41,8 [35,5-48,3]
Regido*
Norte 42,1 [37,3-46,8] 28,2 [26,4-30,5]
Centro 40,8 [36,5-44,9] 29,1 [22,8-35,3]
Lisboa e Vale do Tejo 35,1 [38,4-37,3] 29,1 [25,2-33,1]
Alentejo 38,1 [35,2-40,7] 30,3 [25,9-33,8]
Algarve 37,2 [34,3-40,2] 23,2[20,7-26,4]
Regido Auténoma da Madeira 41,2 [37,2-45,2] 29,1 [27,3-33,1]
Regido Auténoma da Madeira 37,9 [36,2-41,9] 32,5 [31,9-35,7]
Nivel de escolaridade*
Nenhum/1° ciclo do ensino basico 41,6 [31,7-52,2] 39,4 [24,5-56,7]
2°/3° ciclo do ensino basico 39,2 [34,9-43,8] 28,6 [25,7-31,7]
Ensino secundario 40,2 [35,9-44,7] 25,1 [20,6-30,3]
Ensino superior 42,8 [37,5-48,3] 19,5 [14,7-25,4]
Situagdo perante o trabalho*
Com atividade profissional remunerada 27,5 [24,8-30,5] 39,5 [37,3-41,7]
Desempregados 30,6 [26,7-34,6] 37,7 [31,0-45,0]
Sem atividade profissional remunerada! 35,5 [27,3-44,6] 36,4 [30,2-43,2]

* Prevaléncias padronizadas pelo método direto para a distribuicdo da populacao portuguesa (2014), por sexo e grupo etério.
1 Inclui estudantes, domésticas e reformados.
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A prevaléncia da obesidade oscilou entre 23,2% na regiéo Al-
garve e 32,5% na Regido Autonoma dos Agores.

Verificou-se ainda que os adultos portugueses com menor
nivel de escolaridade tinham maior prevaléncia de obesidade
(39,4%), mas o grupo de individuos com ensino superior era
0 mais afetado pelo excesso de peso (42,8%). O grupo de in-
dividuos sem atividade profissional remunerada (estudantes,
domésticas e reformados) eram os que tinham prevaléncia
mais elevada de excesso de peso e a prevaléncia de obesida-
de era maior para os individuos com atividade profissional re-
munerada, embora nao existam diferencas estatisticamente
significativas.

_Discussdo e conclusdes

Através dos resultados do presente estudo foi possivel verifi-
car que, em 2015, 38,9% da populacdo adulta (25-74 anos)
residente em Portugal tinha excesso de peso e 28,7% sofria
de obesidade. A prevaléncia de excesso de peso era maior
no sexo masculino, enquanto que a prevaléncia de obesidade
era maior no sexo feminino. O nivel educacional, tal como an-
teriormente reportado por outros estudos (67.11.12) parece
ser um fator socioeconémico importante para a prevaléncia
de obesidade, sendo os individuos com menor escolaridade
0s mais afetados por esta condicao.

Comparativamente aos resultados obtidos em 2003-2005 (6),
verifica-se que, num periodo de 10 anos, a prevaléncia de ex-
cesso de peso manteve-se estavel (cerca de 39% em ambos
0s estudos), enquanto a prevaléncia de obesidade duplicou
(14,2% versus 28,6%). Em 2005 eram os homens 0s mais
afetados pelo excesso de peso e pela obesidade, enquanto
que em 2015, as mulheres passaram a ser as mais afetadas
pela obesidade. Por outro lado, o aumento da prevaléncia
de obesidade parece ter-se verificado em todos 0s grupos
etarios. Apesar de todos 0s aspetos referidos anteriormente,
€ necessario ter em consideracdo que a populacao-alvo em
2005 (18 a 64 anos e apenas no Continente) ndo era comple-
tamente comparavel a populagédo-alvo estudada no INSEF
(25 a 74 anos, incluindo as Regides Auténomas dos Acores e
da Madeira).
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Os resultados obtidos pelo INSEF vao ao encontro dos resul-
tados obtidos recentemente através do Inquérito Alimentar
Nacional e de Atividade Fisica (IAN-AF 2015-2016) (8) que re-
portou uma prevaléncia de excesso de peso de 36,5% e uma
prevaléncia de obesidade de 21,6% nos adultos portugueses
(18-64 anos). As diferengas etarias das populagoes-alvo con-
sideradas entre os dois estudos podera explicar as diferen-
cas entre os valores de prevaléncias reportados.

Comparativamente com os outros paises da Europa, a preva-
Iéncia de obesidade estimada para a populagdo portuguesa
era uma das mais elevadas, juntamente com as prevaléncias
recentemente reportadas para a Inglaterra (26%) (13) ¢ para a
Escécia (29%) (14). O Observatério da Satde Global reportou,
entre 2010 e 2014, aumentos na prevaléncia de obesidade
para a grande maioria dos paises europeus (15), Apesar de
diferencas nos métodos utilizados pelos diferentes inquéritos
realizados nos varios paises, a elevada prevaléncia de obesi-
dade constitui um motivo de preocupacao em toda a Europa.

Varias medidas tém sido tomadas nos diferentes paises para
combater esta tendéncia (16). Em Portugal, tém sido delineadas
varias estratégias para lidar com este problema nomeadamente
através do Programa Nacional de Combate a Obesidade, que
integrou o Plano Nacional de Salde de 2004-2010 (17) e que
tinha como principal objetivo travar o crescimento da prevalén-
cia de excesso de peso e de obesidade. Este plano foi extinto
em 2008, com a integracao das suas competéncias na Platafor-
ma contra a Obesidade, criada em 2007. No Plano Nacional
de Saude de 2012-2016 (18), a problemética da obesidade no
surge isolada entre as prioridades de intervengao nacional, em-
bora tenha sido considerada no Plano Nacional de Saude: Revi-
sd0 e Extensdo para 2020 (19 através do Programa Nacional
para a Promogéo da Alimentagdo Saudavel (2% e nos Planos
Regionais de Saude. No entanto, tendo em conta os resultados
apresentados, a efetividade das medidas até agora implemen-
tadas parece ainda nao ser evidente, revelando a complexidade
deste problema.
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_Resumo

As doengas lisossomais de sobrecarga (DLS) sé@o um grupo de cerca de 70
doengas hereditarias do metabolismo. A sua apresentagao clinica & muito
heterogénea, variando desde formas pré-natais, até apresentagoes infantis
ou na idade adulta, sendo frequente a presenca de atraso psicomotor e
neurodegeneracao progressiva. Nas DLS, um diagnostico molecular preciso
é muito importante dado que novas terapias tém sido desenvolvidas e se
encontram disponiveis. Para a maioria destas doengas o diagndstico é dificil
devido a consideravel heterogeneidade clinica e a sobreposicao de sintomas
com outras doengas, podendo os doentes permanecer sem diagnostico du-
rante décadas. A sequenciagao de nova geracédo (NGS), sendo a tecnologia
de sequenciagdo mais avangada no momento, torna-se uma metodologia
essencial num laboratério dedicado ao diagnéstico de doengas metabolicas,
incluindo as DLS. Desde o inicio de 2017, foram incluidos neste projeto 18
doentes com suspeita clinica de DLS, tendo sido esclarecida a etiologia mo-
lecular em 39% (7/18). Este estudo contribuiu assim para alargar o espectro
mutacional das DLS, permitindo o aconselhamento genético aos familiares,
oferecer diagnostico pré-natal molecular e selecionar a abordagem terapéu-
tica mais adequada.

_Abstract

Lysosomal storage disorders (LSD) are a group of approximately 70 inher-
ited metabolic disorders, characterized by a broad clinical spectrum with
respect to severity of symptoms, progression and age of onset. The mo-
lecular diagnosis is very important once new therapeutic solutions are
emerging but using traditional approaches the diagnosis can be time con-
suming, since the patients present overlapping symptoms and several
genes have to be tested. Next generation sequencing (NGS) is an essen-
tial methodology for the diagnosis of metabolic diseases, namely LSD.
Since 2017, we have studied 18 patients with a clinical suspicion of LSD
and we were able to find the disease-causing mutation in 39% (7/18). This
project contributed to expand the mutational spectrum in the etiology of
these disorders and, most important to provide a molecular diagnosis and
prenatal counseling to the affected families. In some cases it has allowed
health professionals/phisicians to provide the access to therapy.

_Introdugéo

As doencas lisossomais de sobrecarga (DLS) formam um
grupo de cerca de 70 doencas metabdlicas (1) com uma pre-
valéncia aproximada a nivel mundial que pode atingir 1:5000
nados-vivos quando todas as DLS s&o consideradas (2). Na
populacado portuguesa a prevaléncia das DLS no seu conjun-
to é cerca de 1:4000 recém-nascidos (3). Estas patologias
caracterizam-se, a nivel primario, pela acumulacao no lisos-
soma de substratos ndo degradados ou parcialmente degra-
dados, e, posteriormente, pela lesdo de outros organelos (1),
culminando em disfuncéo tecidular e orgénica generalizada.
Os defeitos ocorrem em genes que codificam para proteinas
lisossomais membranares e solUveis, para proteinas ativado-
ras e também para proteinas nédo lisossomais (residentes no
reticulo endoplasmatico e no complexo de Golgi) (4).

As DLS tém uma apresentagao clinica muito heterogénea tanto
no que diz respeito a complexidade e variedade dos sintomas
como a idade de aparecimento dos primeiros sintomas, situa-
¢édo que depende da atividade residual da enzima afetada, das
propriedades bioquimicas do material armazenado e ainda
do tipo de células onde maioritariamente ocorre a sobrecarga
(1.5), Os sinais clinicos mais frequentes sao alteragdes neurolo-
gicas, oculares, 6sseas, cardiovasculares, cutaneas, hemato-
l6gicas, organomegalia e dismorfia facial ().

O numero de terapias disponiveis nos Uultimos anos tem
aumentado consideravelmente, estando de momento disponi-
veis abordagens terapéuticas para dez doencas (7). A maioria
destas abordagens é de terapia de substituicdo enzimatica,
mas também existem terapias de redugao de substrato e tera-
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pias de chaperone. Em alguns casos o transplante de células
estaminais hematopoiéticas é também possivel. Atualmente,
estdo em desenvolvimento abordagens de terapias génica e
outras abordagens moleculares inovadoras (7). No entanto,
a eficacia de muitas terapias é limitada porque os tratamen-
tos sdo geralmente iniciados quando o doente apresenta sin-
tomas, o que significa que as alteragbes nos érgaos-alvo ja
ocorreram. Para contornar esta situagao, é essencial que o
diagnéstico molecular seja efetuado o mais precocemente
possivel (8). E também muito importante conhecer o defeito
molecular para saber se outros familiares tém a mutagéo ou
mutagbes causais e, se aplicavel, poderem iniciar um trata-
mento.

_Objetivo

Desenvolver um fluxo de trabalho de sequenciacdo de nova
geracao (NGS) (painel de genes) para a identificagao das mu-
tagbes causais em doentes com quadro clinico de DLS, per-
mitindo num Unico teste a andlise simultanea de 96 genes
envolvidos em vias metabdlicas relacionadas com o lisosso-
ma e 0 peroxissoma com uma rapidez e um custo por analise
que as metodologias classicas nao permitem.

_Doentes e métodos

Entre 2017 e 2018 foram estudados 23 doentes, provenientes
de varios Centros Hospitalares do pais e ainda do Hospital
Farhat Hached - Sousse da Tunisia e do Hospital Amrita na
india. Estes doentes foram assinalados com suspeita clinica
e/ou parametros bioquimicos sugestivos de DLS. Para a pre-
paragdo das amostras foi utilizado DNA gendmico extraido
a partir de sangue periférico e foram seguidas as instrugdes
do fabricante para painéis customizados (SureSelect QXT
da Agilent). A anélise foi realizada num sequenciador MiSeq
(Numina), adquirido através do projeto de investigacao do
NORTE 2020 (NORTE-01-0246-FEDER-000014 DESVENDAR
“DEScobrir, VENcer as Doencas rARas”). Os resultados foram
analisados com programas ja otimizados para esta tecnolo-
gia de NGS (),
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As variantes previamente classificadas na literatura como
mutacOes patogénicas ou variantes novas com previsdes
in-silico sugestivas de patogenicidade, foram confirmadas
por sequenciacdo de Sanger. Quando disponiveis amostras
de outros membros da familia realizaram-se estudos de co-
segregacao. Para 3 doentes estdo a ser efetuados estudos
funcionais, de forma a clarificar o impacto das mutagdes
novas encontradas.

_Resultados

Apos a avaliagdo dos parametros de qualidade da corrida,
procedeu-se a analise dos resultados, tendo-se obtido uma
profundidade de leitura média de 261x por amostra. Foram
analisados 23 doentes, dos quais 5 foram incluidos como
controlos positivos para validar o painel de genes (a mutagao
causal ja era conhecida). Dos 18 doentes sem diagndstico
foram identificadas as mutacdes causadoras de doenca em
7 casos (figura 1), das quais 4 nao estavam descritas nas prin-
cipais bases de dados. A patogenicidade das mutacdes nao
descritas foi estudada numa primeira fase por pipelines bioin-
formaticas e os resultados foram consistentes.

Relativamente aos diagndsticos moleculares que nos foi pos-
sivel efetuar, o primeiro doente apresentava uma suspeita de
lipofuscinose cerodide neuronal (NCL), tendo sido encontrada
uma mutacao patogénica no gene MFSD8, o que corresponde
a uma variante infantil tardia da doenga - CLN7. O segundo
tinha uma suspeita de doencga de Krabbe e o terceiro apresen-
tava um quadro neuroldgico mas sem nenhuma suspeita do
tipo em particular, tendo-se identificado a mutacdo causal
em ambos 0s casos, nos genes GALC e GM2A, respetivamen-
te. Os restantes 4 doentes diagnosticados tinham uma sus-
peita clinica de Niemann-Pick (NP), de Beta-manosidose, de
Mucopolissacaridose tipo Ill (MPS Ill) e doenca de Gaucher.
A anélise molecular permitiu-nos a identificacdo de mutacdes
causais nos genes NPC1, MAN2B1, NAGLU e GBA e a reclas-
sificagdo de 3 doentes para NP tipo C, Alfa-manosidase e
MPS llIB (tabela 1).
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Figura 1: [ Representagdo esquematica do fluxo de trabalho de anélise das variantes obtidas no painel de NGS.

Ky

18 ~ Painel de ) Filtro de
doentes NGS variantes
Autossdmica
recessiva
Homozigotia

Heterozigotia
composta

74

Concordancia
fendtipo/gendtipo

Apéds aplicado o filtro de variantes, considerou-se 0 modo de hereditariedade, que no caso das DLS é recessivo
(autossomico ou heterossémico ligado ao X), e de seguida as mutagdes em homozigotia ou em heterozigotia composta
no mesmo gene, tendo-se obtido na maior parte dos casos analisados uma concordancia entre a mutagao supostamente
causal e 0 quadro clinico e/ou bioquimico do doente. Num dos casos, nao foi encontrada a mutagao causal e verificou-se
que num dos exdes a cobertura era quase nula, procedendo-se a sequenciagdo de Sanger de todo o exdo, o que
permitiu identificar uma delega@o de cinco pares de bases.

Hereditariedade
ligada ao X

Nenhuma variante detetada

Andlise da cobertura

Regides ndo cobertas —
Sequenciacao de Sanger

Tabela 1: [} Apresentagéo dos casos de DLS diagnosticados por NGS: identificagdo
da mutagéo causal para classificagdo mais precisa da doenga.

Diagnéstico clinico Gene Diagnéstico molecular
Lipofuscinose Cerdide MFSD8 CLN7
Neuronal Variante infantil tardia de NCL
Doenga de Krabbe GALC Doenca de Krabbe
Sem suspeita especifica GM2A
(quadro neurolégico indicativo de DLS) Gangliosidose GM2 variante AB
Niemann-Pick NPC1 Niemann-Pick tipo C
Beta-manosidose MAN2B1 Alfa-manosidose
Mucopolissacaridose NAGLU Mucopolissacaridose tipo I1IB
Doenca de Gaucher GBA Doenga de Gaucher
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_Discussao

A sequenciagao de larga escala € muito importante no diag-
nostico das DLS devido ao seu largo espectro fenotipico e so-
breposi¢ao de sintomas. Em especial, para 0s casos em que 0
diagndstico bioguimico nao esta disponivel ou quando existe
um grupo de doengas em que a clinica € muito semelhante
mas o gene afetado é diferente, como é o caso das NCL,
um subgrupo das DLS. Também no caso da Gangliosidose
GM2, as trés variantes da doenca sao muito semelhantes clini-
camente e o diagndstico bioguimico nao esta disponivel na
maior parte dos laboratérios. No entanto, esta plataforma de
NGS possibilitou o diagnéstico molecular da Gangliosidose
GM2A variante AB, que é uma variante com poucos casos
descritos a nivel mundial.

Em resumo, o presente estudo permitiu esclarecer a etiologia
molecular de 39% dos doentes estudados, valor que se apro-
xima do obtido noutros estudos (10:11).

Relativamente aos 11 doentes que permanecem sem diagnos-
tico molecular, ndo se pode excluir a presenca de mutacdes
nas regides intronicas (0 painel s6 cobre as regides intronicas
flanqueadoras), grandes delecoes ou insercées uma vez que
estas nao sao detetadas por esta técnica de NGS. De forma
a fazer o acompanhamento destes doentes, o plano a médio
prazo € incluir estes doentes num painel de genes mais alarga-
do (cerca de 200), bem como em estudos de sequenciagdo
do genoma Whole Exome Sequencing (WES), na tentativa de
identificar mutacdes exdnicas em novos genes.

_Conclusao

Na ultima década, o diagndstico molecular por NGS tem-se
revelado muito importante pois permite sequenciar um eleva-
do numero de genes de um modo mais rapido e econémico.
A transferéncia desta tecnologia da investigacédo para o diag-
nostico de rotina, na Unidade de Rastreio Neonatal, Metabo-
lismo e Genética do Departamento de Genética Humana do
Instituto Nacional de Saude Doutor Ricardo Jorge, vai melho-
rar o diagnéstico das DLS, permitindo oferecer um aconselha-
mento genético e diagnostico pré-natal as familias afetadas.
Em determinados casos, pode também decidir se um doente
pode iniciar a terapia disponivel para 0 seu caso.
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_Resumo

A complexidade genética e clinica que caracterizam a perturbagao do espe-
tro do autismo (PEA) tém limitado o desenvolvimento de biomarcadores que
permitam um diagnoéstico precoce e um prognéstico fiavel, assim como uma
abordagem personalizada para a intervencdo terapéutica. Neste estudo
pretendeu-se desenvolver uma abordagem integrativa para predicdo da
apresentacdo clinica baseada em informagéo de variantes genéticas (Copy
Number Variants, CNVs), com aplicagéo clinica no diagnoéstico e prognéstico
na PEA. Para tal, técnicas de aprendizagem automatica (machine learning)
foram aplicadas a dados clinicos e genéticos de 2446 doentes com PEA,
recrutados no ambito do consoércio Autism Genome Project. Analise de
clustering de dados clinicos multidimensionais definiu, nesta populagéo,
dois subgrupos de pacientes com perfis clinicos diferindo significativamente
em termos de capacidade verbal, nivel cognitivo, gravidade da doencga e
comportamento adaptativo. A andlise dos CNVs que afetam especificamente
genes do cérebro, nos mesmos individuos, identificou 15 processos biolégi-
cos enriquecidos em genes alterados. A aplicacdo de um algoritmo de
machine learning para classificagdo dos doentes com apresentagao clinica
mais disfuncional, com base nos processos bioldgicos alterados, mostrou
que correlagdes entre fendtipo clinico e biologia subjacente sdo possiveis
na PEA e que, para grupos populacionais com dados informativos, existe
um poder preditivo razoavel. Para implementacdo deste conceito na pratica
clinica serdo necessarios estudos mais alargados com dados clinicos e
gendmicos mais completos.

_Abstract

The genetic and clinical complexity that characterize Autism Spectrum Disor-
der (ASD) has hindered the development of biomarkers for early diagnosis
and reliable prognosis, as well as a personalized to therapeutic intervention.
This study aimed to develop an integrative approach for clinical presentation
prediction based on Copy Number Variants (CNVs), with clinical application
for diagnosis and prognosis of ASD. For this purpose, machine learning tech-
niques were applied to a dataset of 2446 patients with ASD, recruited by the
Autism Genome Project. Clustering analysis of multidimensional clinical data
allowed the definition of two patient subgroups in this population, with clinical
profiles differing significantly in verbal ability, cognitive level, disease severity
and adaptive behavior. In the same subjects, analysis of CNVs specifically
affecting brain-expressed genes identified 15 biological processes enriched
for the disrupted genes. A machine learning algorithm was trained and tested
to classify patients with more dysfunctional clinical presentation based on
altered biological processes. The results showed that correlations between
clinical phenotype and underlying biology can be established in ASD and that,
for datasets with sufficiently informative data, there is a reasonable predictive
power. Further studies with more complete clinical and genomic data are
needed to implement this concept in clinical practice.

_Introdugéo

A perturbacao do espetro do autismo (PEA) é uma patologia
do neurodesenvolvimento com apresentagao clinica muito
heterogénea, variando a gravidade, o nivel cognitivo, as
alteracdes de linguagem, o comportamento adaptativo e a
presenca de co-morbilidades como a epilepsia ou o défice
intelectual (1). A PEA tem subjacente uma arquitetura genéti-
ca complexa e pouco esclarecida, que envolve mais de uma
centena de genes diferentes (2). Em cerca de 20% dos casos
¢ possivel um diagndstico etioldgico, consistindo na sua
grande maioria de delecdes ou duplicacdes de segmentos
do genoma designadas como Copy Number Variants (CNVs),
Cada CNV associado a PEA ¢ individualmente raro mas,
dada a grande diversidade encontrada em pessoas com esta
patologia, no seu conjunto os CNVs explicam uma fracéo
substancial do risco genético. Um CNV pode abranger um
ou mais genes implicados na PEA, perturbando processos
biologicos especificos e resultando em apresentacdes clini-
cas variaveis (2),

_Objetivo

Dada a auséncia de biomarcadores, o diagnostico da PEA é
inteiramente comportamental, dificultando um diagnoéstico
precoce e um prognostico preciso.

O objetivo do presente estudo foi o desenvolvimento de um
método preditivo para a apresentagao clinica da PEA, a partir
daidentificacao de variantes genéticas, e consequentes alte-
ragdes em processos bioldgicos, como biomarcadores para
diagnostico e progndstico.
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_Método

Foi definida uma abordagem integrativa, baseada em técnicas
sofisticadas de aprendizagem automatica (machine learning)
supervisionadas e ndo supervisionadas (3-5), para predicéo da
apresentacao clinica associada a alteragdes em processos bio-
l6gicos devidas a delegbes ou duplicacdes de genes expressos
no sistema nervoso central (SNC). Esta abordagem esté esque-
maticamente representada na figura 1.

Figura 1: ] Representagdo esquematica da abordagem integrativa

_Resultados

Numa primeira fase pretendeu-se agregar doentes com
apresentacdes clinicas variaveis em subgrupos mais homo-
géneos. Com este fim, foram analisados os relatérios clini-
cos, anonimizados, de 2446 casos de PEA recrutados no
ambito do consorcio internacional Autism Genome Project
(AGP) (6). Os relatérios clinicos disponibilizam multiplas me-
didas clinicamente relevantes, e neste estudo foram foca-
das essencialmente a gravidade da PEA (definida através
de um instrumento estruturado de diagnostico, o Autism
Diagnostic Observation Schedule, ADOS), a funcao adaptati-

para identificagdo de associagdes entre variantes genéticas,

processos bioldgicos correspondentes e apresentagéo clinica.
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ultidimensionais; B. Processamento de dados de Copy Number

Variants (CNVs) para identificacdo de variantes que afetam genes expressos no cérebro, potencialmente relevantes para a PEA;

C. Anotacao funcional e analise de enriquecimento para definicao

de processos bioldgicos afetados pelas variantes genéticas;

D. Pipeline para aplicagao de um algoritmo de Machine Learning para predi¢céo do subgrupo clinico a partir de processos bioldgicos

definidos pelos CNVs.
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va (avaliada utilizando a Vineland Adaptive Behavior Scale,

VABS), a competéncia cognitiva (avaliada utilizando varias
metodologias) e a verbalidade (a partir da Autism Diagnostic
Interview, ADI). Partindo destes dados clinicos multidimen-
sionais, uma analise empregando agrupamento hierarquico
aglomerativo (analise de clusters) (3) identificou dois subgru-
pos de doentes clinicamente mais homogéneos (figura 2).
Ambos os subgrupos (clusters) identificados sdo coesos
(métrica de Silhouette value (7) médio para os dois clusters
de 0,571) e estaveis (estabilidade de 0,998 e 0,996 para 0s
Clusters 1 e 2, respetivamente). Em termos clinicos, os dois
subgrupos diferem significativamente nos multiplos parame-
tros avaliados (tabela 1), sendo o Cluster 1 constituido por
uma proporgao maior de individuos com uma apresentacao
clinica mais ligeira e nivel cognitivo normal, enquanto o Clus-
ter 2 apresenta uma elevada propor¢cdo de casos de maior
gravidade, nao-verbais, com baixo nivel cognitivo e compor-
tamento adaptativo disfuncional.

Para os casos de PEA recrutados pelo AGP sdo conheci-
das também as variantes genéticas raras, nomeadamente
0s CNVs. Neste estudo foram avaliados especificamente
CNVs que deletam ou duplicam genes expressos no SNC
e, como tal, de potencial relevancia para o autismo (8),

Parametro clinico

ADIR estatuto verbal

Figura 2:
autismo.

Clusters de pacientes com perturbagéo do espetro do

o Individuos com apresentagéo clinica mais ligeira

A Individuos com nivel de disfungéo mais grave

ADOS nivel de gravidade

VABS comunicacao

VABS autonomia

VABS socializacdo

Ql de realizagao

Género

a Fisher Exact Test

Cluster 2
A
Cluster 1 A
3 A
° &
o | . 8 . A
o
A
o
1 ° . A A
o A
A
0 -
8
o 8 o
& 5 A
1 o
o
8 A A
@ A
-2 A
T T T T T T T T
4 -3 2 1 0 1 2 3
Métricas de validagao dos clusters Cluster 1 Cluster 2
Tamanho do cluster (n) 903 494
Distancia média entre dois individuos 0.235 0.231
Silhouette value 0.579 0.579
Silhouette media dos dois clusters 0.571
Estabilidade do cluster 0.998 0.996
Tabela 1: Caracterizagdo clinica dos clusters.

Categorias clinicas Cluster 1 n (%) Cluster 2 n (%) P-value
ADI-R-nédo-verbal 0 (0) 494 (100) <0.000012
ADI-R-verbal 903 (100) 0 (0)

ADOS Nivel de gravidade Autismo (cotagdo 6-10) 714 (79,07) 392 (79,35) <0.00001°
ADOS Nivel de gravidade PEA (cotacgédo 4-5) 64 (7,09) 102 (20,65)
ADOS Nivel de gravidade Non-spectrum (cotacéo 1-3) 125 (13,84) 0(0)
VABS comunicacao disfuncional (cotacdo < 70) 307 (34) 493 (99,8) <0.000012
VABS comunicacédo normal (cotagéo > 70) 596 (66) 1(0,2)
VABS autonomia disfuncional (cotagao < 70) 478 (52,94) 484 (97,98) <0.00001°
VABS autonomia normal (cotagédo > 70) 425 (47,07) 10 (2,02)
VABS socializagao disfuncional (cotagéo < 70) 497 (55,04) 490 (99,19) <0.000012
VABS socializagao normal (cotagdo > 70) 406 (44,96) 4(0,81)
Incapacidade grave (cotacédo < 50) 2 (0,22) 218 (44,13) <0.00001°
Incapacidade moderada (cotagdo > 50 and < 70) 1(3,43) 125 (25,3)
Capacidade normal (cotagao > 70) 870 (96,35) 151 (30,57)
Masculino 830 (91,92) 417 (84,41) 0.000015°
Feminino 3(8,08) 77 (15,59)

b Chi-Square Test
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Para identificacdo dos processos biolégicos potencialmen-
te afetados por estes CNVs, efetuou-se uma anélise de enri-
quecimento funcional de genes (%), Esta andlise, baseada em
anotacdes funcionais disponiveis em bases de dados e litera-
tura, avalia conjuntos de genes que partilham a mesma fun-
¢ao biologica, e permite identificar os processos biolégicos
“enriquecidos" em genes do SNC afetados pelos CNVs. Entre
0s 15 processos biolégicos identificados nesta analise como
significativamente enriquecidos incluem-se “desenvolvimento
do sistema nervoso”, “cognicdo” e “poli-ubiquitinacéo de pro-
teinas”, reforcando multiplos estudos prévios sobre a biologia
subjacente a PEA (tabela 2). Os 15 processos bioldgicos iden-
tificados contribuem todos positivamente para a classificagao
dos doentes nos clusters definidos.

Para atingir o objetivo final, nomeadamente a predicdo da
apresentacao clinica a partir dos processos biolégicos defini-
dos pelas alteragdes genéticas identificadas nos pacientes,
utilizou-se o método de aprendizagem automatica supervisio-
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nada de Naive-Bayes (5). Este método usa um algoritmo de
classificagao baseado no Teorema de Bayes para treino e
teste de modelos preditivos. O classificador foi treinado assu-
mindo que individuos com uma apresentacao clinica mais dis-
funcional, agrupados no Cluster 2, apresentariam um padrao
de processos bioldgicos alterados diferente dos doentes as-
sociados ao Cluster 1, caracterizados por uma disfungao mais
ligeira. Num total de 1300 doentes com dados clinicos de
clustering e informacgao sobre processos biolégicos alterados,
o classificador nao teve um bom desempenho preditivo, apre-
sentando baixos niveis de exatiddo. Para compreender melhor
0s resultados obtidos, foi calculado um indice de Contetdo de
Informacao (CI) para os processos bioldgicos identificados em
cada participante. Para os 325 individuos com maior indice de
Cl, correspondentes ao 4° quartil, o desempenho do classifi-
cador de Naive-Bayes melhorou significativamente, apresen-
tando valores de preciséo de 0,82 e especificidade de 0,70,
embora uma sensibilidade de 0,39 (tabela 3).

Tabela 2: £ Processos biolégicos enriquecidos em genes expressos no SNC afetados por CNVs.
Parametro clinico Genes (n) FDR p-value
Homophilic cell adhesion via plasma membrane adhesion molecules 53 6.30E-09
Cell-cell adhesion via plasma-membrane adhesion molecules 66 1.70E-07
Cellular component organization or biogenesis 944 5.70E-05
Cellular component organization 915 7.00E-05
Cellular component biogenesis 475 0.00066
Cellular component assembly 434 0.00177
Nervous system development 363 0.00215
Organelle organization 562 0.00475
Protein polyubiquitination 64 0.00592
Cell projection organization 231 0.00836
Cellular localization 418 0.0091
Single-organism behavior 83 0.0196
Regulation of cellular component organization 364 0.0257
Plasma membrane bounded cell projection organization 223 0.0282
Cognition 56 0.0364
Single-organism organelle organization 263 0.044

FDR - False Discovery Rate



ional de Saude

Ricardo Jorge

Observagoes_ Boletim Epidemiolégico

Tabela 3: L2 Desempenho do algoritmo de Naive-Bayes na predigéo da apresentagao clinica, de
acordo com o conteudo informativo dos processos biolégicos.
Dados usados para a classificacao n Preciséo Sensibilidade Especificidade FDR p-value
Todos os casos de PEA 1300 0.221 0.379 0.655 0.279
Casos de PEA nos ultimos 3 quantis de Cl 974 0.29 0.389 0.672 0.329
Casos de PEA no 3° e 4° quantil de Cl 649 0.23 0.384 0.65 0.284
Casos de PEA no 4° quantil, com Cl mais elevado 325 0.816 0.389 0.699 0.526

PEA - perturbacao do espetro do autismo

_Conclusoes

O estudo presente indica que, para a PEA, é possivel
estabelecer correlagcbes entre a apresentagdo clinica e
uma arquitetura genética/base biolégica complexas na
PEA. A heterogeneidade fenotipica tipica do autismo pode
ser racionalizada identificando subgrupos de pacientes
clinicamente mais homogéneos a partir de dados clinicos
multidimensionais. Por outro lado, verificou-se que proces-
sos hiologicos especificos, alterados por CNVs contendo
genes do SNC, estdo associados a apresentacdes clinicas
distintas em termos de gravidade, tipo e nivel de disfungao.
Esta observacao sugere que subgrupos com perfil clinico
semelhante terdo subjacentes 0s mesmos mecanismos bio-
l6gicos. De facto, na presenca de dados altamente informa-
tivos sobre processos biologicos, foi possivel obter um nivel
razoavel de confianca na predicdo da apresentagao clinica,
embora com baixa sensibilidade. Para se obter um poder
preditivo razoavel para a generalidade dos pacientes €, no
entanto, necessario melhorar o contetudo informativo dos
processos bioldgicos do sistema nervosos central, nomea-
damente sobre as vias fisiolégicas do cérebro e sobre as
consequéncias funcionais de variantes genéticas.

No seu global, esta abordagem serve como prova de conceito
de que correlagdes entre variantes genéticas e perfis clinicos
multidimensionais podem ser estabelecidas para a PEA, e de
que o conhecimento dos processos biolégicos afetados por
CNVs pode predizer a apresentagao clinica. A identificacao
destas correlagcbes sera importante para a descoberta de

Cl - Conteudo de Informagao

alvos fisiologicos para terapéutica farmacoldgica que sejam
mais eficientes em subgrupos de doentes. Estas observagdes
tém ainda um potencial para aplicagao clinica, no diagnésti-
co precoce e no prognostico do doente mediante a identifica-
¢ao de variantes genéticas, apoiando assim uma abordagem
personalizada para intervengao terapéutica precoce. Estudos
adicionais em amostras populacionais de maior dimensao,
com dados clinicos e genémicos mais completos, sdo agora
necessarios para explorar este conceito e permitir a sua im-
plementacao na pratica clinica.
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_Resumo

Os hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAs) sdo um grupo de
contaminantes ambientais, classificados como potencialmente téxicos,
mutagénicos e carcinogénicos, constituindo um problema de sautde
publica. No presente estudo, a presenca de pireno (Pyr) e 1-cloro-pireno
(1-ClIPyr) e, diferentes amostras de agua (dgua superficial, subterranea e
agua darede) foi pesquisada por cromatografia gasosa - espectrometria
de massa (GC-MS) apds concentragdo da amostra por micro extragéo
em fase sélida. Usando agua com diferentes concentracoes de Pyr,
mostramos que uma concentragao minima deste composto é necessaria
para que o 1-CIPyr se forme durante o processo de cloragdo. Finalmen-
te, avaliamos a toxicidade induzida por 1-GIPyr em células HepG2. Os
resultados mostraram que este composto é téxico e afeta a polarizagéo
da membrana mitocondrial.

_Abstract

Polycyclic Aromatic Hydrocarbons (PAHs) are a group of environmental
contaminants, classified as potentially toxic, mutagenic and carcinogenic,
being an important public health concern. In the present study, we assayed
different samples of water (superficial water, groundwater and tap water)
for pyrene (Pyr) and 1-chloro-pyrene (1-CIPyr) by gas chromatography -
mass spectrometry (GC-MS) after sample concentration by solid phase
microextration. Using water with different Pyr concentrations, we showed
that a minimal concentration of pyrene in water undergoing chlorination is
required for 1-CIPyr formation. Finally, we evaluated the toxicity induced by
1-CIPyr in human hepatocarcinoma cells (HepG2). The results showed that
this compound is toxic and affects mitochondrial membrane polarization.

_Introdugéo

Os hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPA) sdo um
grupo de poluentes organicos persistentes, formados por
dois ou mais anéis de benzeno fundidos. Estes compostos
estdo amplamente distribuidos no ambiente, representando
uma preocupagao ecologica e de salde publica. Os PAHs
séo formados por processos naturais (incéndios florestais,
erupgdes vulcanicas, etc.) e antropogénicos (queima de
combustiveis fosseis e madeira, produgao de carvao vege-
tal, industria petrolifera, derrames de petréleo, etc.) (1-6) ¢
podem mover-se entre compartimentos ambientais (7:8). O
desaparecimento das calotes geladas resultante do aqueci-
mento global, a recirculagéo da agua (chuvas, aguas super-
ficiais e subterraneas), transporte atmosférico, migragédo de
animais, vento e chuva séo responsaveis pelo transporte de
HPAs como demonstrado pela detegdo destes compostos
em éreas remotas (9-13),

Nos paises do sul da Europa, varios fatores demograficos,
como o declinio da populacdo ativa nas regides do interior
e 0 abandono das atividades agricolas levou a expanséo da
area ocupada por arbustos e florestas. Por outro lado, as
mudancas climaticas com reducao da precipitagao e aumen-
to da temperatura atmosférica potenciam o risco de ignigao,
resultando numa maior incidéncia de incéndios florestais. Em
Portugal, a incidéncia de incéndios florestais tem aumentado
ao longo do tempo afetando a qualidade do ar (14-15) ¢ da
agua (16-17) As caracteristicas fisico-quimicas dos HPAs fa-
vorecem a sua acumulacdo no solo e nos sedimentos donde
podem ser posteriormente libertados para a &gua ou outros
organismos vivos (17-19),

43
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_Objetivo

No presente trabalho é avaliada a presenga de HPAs em
amostras de agua de diferentes origens. Como o pireno foi
detetado em varias amostras de dgua, usamos agua conta-
minada com pireno para demonstrar a formacao de deriva-
dos clorados durante a desinfecao da agua com hipoclorito
de sédio. A avaliacdo da toxicidade pelo teste do MTT em
células foi utilizada como primeira abordagem do risco de
exposicao a estes compostos.

_Materiais e métodos

Amostras de agua

Durante 2015, foram recolhidas 20 amostras de &gua: 18
aguas superficiais (9 de agua salgada e 9 de agua doce), 1 de
agua subterrénea e 1 de um bebedor publico (tabela 1). Em
todos os casos foram colhidos 500 mL de &4gua e as amos-
tras foram transportadas no escuro e armazenadas a 5°C até
serem processadas. O periodo de armazenamento nunca ex-
cedeu as 24 horas.

Pesquisa de pireno e 1-cloro-pireno por GC-MS

Pyr (Dr. Ehrenstorfer-Schéfers, Alemanha) e 1-CI-Pyr sinte-
tizado como descrito anteriormente (20) foram analisados
por cromatografia gasosa- espectrometria de massa (4000
GC-MS, Varian, EUA). Os compostos foram recuperados de
15mL da amostra por micro extracdo em fase solida (SPME)
utilizando fibra de polidimetilsiloxano (PDMS, Supelco, EUA)
durante 50 minutos a 70°C. Foi utilizada uma coluna capi-
lar nao-polar VF-5 MS (30 m x 0,25 mm x 0,25 um, fator 4,
Varian, EUA) e hélio (1 mL/min) como gas de arrasto. A tem-
peratura do forno do cromatografo gasoso foi programada
do seguinte modo: de 80°C a 220°C (20°C min ~', 2 min) e
até 300°C (5°C min ~', 4 min) sendo o tempo total de corri-
da igual a 30 minutos. A temperatura do injetor foi ajustada
para 280°C e as amostras foram injetadas durante 7 minutos
no modo dividido (10: 100). As condigdes de espectrometria
de massa foram as seguintes: modo de ionizacéo elétrica a
70e”V; tempo de varrimento: 0,84s / scan, corrente de emis-
séo: 20 pA, temperatura da fonte: 240°C faixa de massa arma-
zenada: 35-350 mZ. A anélise foi realizada em duplicado. O
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intervalo de linearidade para os compostos variou de 0,025 a
0,22 pg / L, tendo como limite de detegéo (LoD) 0,008 ugL™"
e limite de quantificacéo (LoQ) 0,025 ugL™".

Contaminagdo da agua com pireno por transferéncia ar-agua
em um sistema fechado

Num sistema fechado foi introduzido um copo com 100 ml de
agua ultrapura e materiais conhecidos por libertarem HPAs
por combustao, nomeadamente 2 cigarros (~1,5 g), 10 fosfo-
ros (~1,3 g) e aproximadamente 1 g de aparas de madeira
e carvao. Os materiais foram queimados e o sistema foi man-
tido fechado por 48 horas. Apds este tempo, aliquotas de
15 mL de agua foram analisadas para a presenca de Pyr e
1-CIPyr como descrito acima.

Formacéo de HPAs clorados durante a desinfecdo da dgua
por cloracao

A primeira cloragao foi realizada em agua ultrapura com con-
centracdes de pireno compreendidas entre 0,1 a 10 pgL™".
Resumidamente, 5,7 pyL de NaOCI a 14% (VWR, EUA) foram
adicionados a 300 mL de agua e apos acidificacdo a pH 3 a
mistura foi agitada durante 3h a temperatura ambiente. Apds
neutralizacdo da mistura (pH 7-8) com uma solugao de aménia
a 24% (Merck, Alemanha), foi pesquisada a presenca de Pyr e
1-CIPyr por GC-MS como descrito acima. Em seguida, a clo-
racdo das amostras de adgua resultantes da secdo experimen-
tal anterior (mimetizando a contaminacdo da agua de pireno
por transferéncia de ar-agua) foi submetida ao processo de
cloragdo ap6ds adicao de 15 ugL™" de PAHs ou néo.

Cultura celular e tratamento com poluentes

Células de hepatocarcinoma humano (HepG2- ATTC-HB-
8065) foram mantidas como descrito anteriormente (20). Foi
preparada uma nova solucao de 1-CIPyr diluindo uma solu-
¢cao 20 mM em dimetilsulfoxido (DMSO; Merck, Alemanha),
num volume adequado de meio de tratamento (29) antes de
cada experiéncia.

Viabilidade celular e citotoxicidade de poluentes

As células HepG2 foram cultivadas a uma densidade de 1x10*
cels/pogo numa placa de 96 pogos e incubadas a 37°C/5% de
CO,, durante 24h. Foram entéo expostas a 2uM de 1-CIPyr por
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periodos de tempo distintos até 72h. Células nao expostas aos
compostos foram usadas como controle negativo. O ensaio de
brometo de 3- (4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-difeniltetrazélio (MTT)
(atividade mitocondrial) foi usado para avaliar os efeitos citotoxi-
cos do 1-CIPyr. Apos exposicao ao 1-CIPyr, as células foram la-
vadas com PBS e posteriormente incubadas com 500 ugmL™
de MTT em meio de tratamento por 4h a 37°C/5% de CO, em
atmosfera humida. Posteriormente, a solucao de MTT foi remo-
vida e 100 pl de dimetilsulfoxido (DMSO) foram adicionados a
cada pogo para dissolver os cristais de formazan, por 30 minu-
tos a temperatura ambiente no escuro. A absorvancia a 570
nm foi medida usando um espectrofotdmetro Multiscan Ascent
(Thermo Labsystems). A viabilidade celular (%) avaliada pela
atividade mitocondrial (MTT) das células tratadas foi calculada
como arazao entre a absorvancia média das células tratadas e
controlo. Os resultados foram expressos como a média (+ DP)
de pelo menos trés experiéncias independentes por condigao
de tratamento realizadas em triplicado.

Despolarizagdo da membrana mitocondrial

Mitotracker Red CMXRos (ThermoFischer Scientific, EUA) é
uma sonda que se difunde livremente através da membrana
celular e se acumula dentro de mitocdndrias ativas metaboli-
cas (21). Esta sonda foi utilizada para avaliar qualitativamente
a despolarizacdo da membrana mitocondrial de acordo com
as instrugcdes do fornecedor. Células nao tratadas e células
expostas a 50 mM de cianeto de carbonil metilo m-clorofe-
nil-hidrazona (CCCP) por 24 h foram usadas como controlo
negativo e positivo, respetivamente. As células tratadas com
2 UM 1-CIPyr, foram incubadas com 50 pM MitoTracker Red
por 30 minutos antes de se atingirem as 24, 48 ou 72h de ex-
posicdo ao poluente. As células foram lavadas com PBS e
fixadas com paraformaldeido a 4% durante 15 minutos a tem-
peratura ambiente protegidas da luz. O ndcleo das células foi
corado com Hoechst (10 uL / mL) durante 2 minutos. As lame-
las foram entdo montadas por inversdo numa gota de meio
de montagem de fluorescéncia previamente colocado numa
lamina de vidro. As amostras analisadas por microscopia con-
focal (Leica, SP2) sob uma objetiva de imersao de 40x e uma
ocular de 10x. Pelo menos duas experiéncias independentes
em duplicado foram realizadas.
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Analise estatistica

Os resultados da viabilidade celular e da citotoxicidade dos
poluentes foi realizada pelo teste ANOVA de uma via com teste
de comparacéo multipla de Tukey. Os resultados sao conside-
rados estatisticamente significativos para valores de p <0,05.
Os resultados foram expressos como a média (+ desvio padrao
-DP) de pelo menos trés experiéncias independentes.

_Resultados e discussao

Inicialmente a presenca de Pyr e 1-CIPyr foi pesquisada em
20 amostras de agua de naturezas (4guas superficiais salga-
das ou doces, subterr@nea e agua da rede) e origens diver-
sas (tabela 1). O Pyr, foi detetado em trés amostras colhidas
no distrito de Setubal: agua doce superficial de uma fonte
decorativa (38° 22'54.6"'N 8° 28 '15.9"W), aguas subterrane-
as (38° 22'54.6"N 8° 28 '15,9"W), agua superficial salgada
(38° 30'04,3""N 8° 55'24,8"'W; 38° 28'54,8"N 8° 49'16,9"'W);
e a amostra de agua da rede recolhida no distrito de Beja
(38°08'38.1""N 7° 26'58.9"'W). A concentracao de Pyr nestas
amostras estava acima do limite de detegéo (8 ngL™"), mas
abaixo do limite de quantificagéo (25 ngL™") do método. O
derivado clorato (1-CIPyr) estava ausente ou abaixo do limite
de detecdo do método em todas as amostras (tabela 1). Este
resultado estéa de acordo com estudos anteriores que consi-
deram o Pyr como um dos HPAs mais abundantes em amos-
tras de agua (13.22,23),

Para avaliar o potencial risco para a saude humana é impor-
tante ter em conta ndo sé os poluentes, e as suas concen-
tragdes, mas também as vias de exposi¢do. No caso da
agua, a ingestdo é a primeira a considerar. No presente
estudo, todas as amostras de agua doce superficial recolhi-
das em barragens com pontos de captagdo de agua para
consumo humano foram negativas para HPA. Em termos de
saude publica, este & um resultado tranquilizador, uma vez
que a exposicdo a HPA pode causar diversos problemas de
salde agudos e crénicos (8). Os resultados obtidos para
as amostras de agua da rede e subterr@nea foram mais
preocupantes. Apesar dos baixos niveis de Pyr, a capacida-
de deste se concentrar em compartimentos lipofilicos repre-
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Tabela 1:

Coordenadas GPS Distrito
41°22'42.2"'N 6° 21'05.2"'W Braganca
41° 05'10.1""N 8° 07'63.2"'W Porto
40°20'16.7"'N 8° 11'36.9"'W Coimbra
41°39'10.3"'N 8° 13'560.6"'W Braga
41° 35'24.5"'N 8° 07'56.6"'W Braga

40° 02'63.6"'N 7° 00'65.4"W

38°22'54.6"'N 8° 28'15.9”"W Setubal
38°24'156.1"'"N 7° 22'36.6"'W Evora
38° 11'51.0"'N 7° 29'45.2"'W Beja
38°41'569.6"'N 9° 10'35.6"'W Lisboa
38° 41'31.0""'N 9° 25'08.7"'"W Lisboa
38°30'04.3''N 8° 55'24.8"W;

Setubal *
38°28'54.8"N 8° 49'16.9"'W
38°22'54.7"'N 8° 28'15.0"'W Setubal
38°08'38.1""N 7° 26'568.9"'W Beja
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Castelo Branco

Determinagédo de hidrocarbonetos policiclicos aroméaticos (HPAs) em amostras de dgua.

Amostra Pyr 1-CIPyr

Agua superficial
(doce)

+ —_

Agua superficial - -
(salgada)

+ —_

Agua subterranea + -

Agua da rede + -

* 7 amostras foram recolhidas entre estes dois pontos. As concentragoes de Pyr ou 1-CIPyr séo
inferiores (-) ou superiores (+) ao limite de detecéo (0,008 ugL™").

senta uma ameagca para a salde dos seres humanos a longo
prazo. Esta preocupagéo foi expressa pela Organizagéo
Mundial de Saude (OMS), tendo em conta a toxicidade de
cada um dos HPAs na agua e a absorcao total estimada em
um consumo de agua de 2 L por dia (24). Além disso, as
aguas subterraneas nas zonas rurais sao frequentemente
utilizadas em atividades agricolas e isso pode levar a acu-
mulacdo de HPAs em, por exemplo, vegetais ou animais
para consumo humano. Portanto, a ingestdo de alimentos
contaminados é outra rota de exposicao a estes poluentes.
Tal também deve ser considerado para a agua salgada, ja
que 0s moluscos, crustaceos e peixes sdo capazes de acu-
mular HPAs devido & sua elevada lipofilia (18:19,25,26) A ex-
posicao por via dérmica (27) pode ser preocupante no caso
de amostras de aguas superficiais recolhidas em areas bal-
neares, como a do presente estudo (Setubal: 38° 30'04,3"'N

8°55'24,8"W; "38° 28'564.8"N 8° 49'16.9"'W). A baia de Se-
tubal, localizada no Parque Natural da Arrébida, alberga al-
gumas das praias mais frequentadas pelos habitantes de
Lisboa estando também perto de rotas maritimas para por-
tos de pesca (Setubal e Sesimbra) e outros portos comer-
ciais localizados em Lisboa e Sines. Esta situacdo potencia
0 risco de contaminacao da dgua devido ao trafego mariti-
mo e consequente exposi¢ao humana por via dérmica.

A contaminagao da agua por Pyr resultante da combustao de
diversos materiais foi previamente demonstrada (1:2,28,29),
Aqui pretendemos demonstrar que quando tal ocorre num
sistema fechado pode levar a acumulagao deste poluente na
agua, que durante o tratamento de desinfegao com hipoclo-
rito (cloracéo) pode originar derivados clorados (30:31). Nas
condicbes do nosso ensaio, a concentracao de Pyr na dgua
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fol de 0,17 + 0,014 pgL™
néo foi detetado (<8 ngL™") mesmo apés cloracdo da agua.

apos 48h, enquanto que 1-CIPyr

Estes resultados sugerem que ou é necessaria uma concen-
tracdo minima de Pyr para que se forme 1-CIPyr ou que o
rendimento da reacdo € muito baixo. Para testar a hipotese,
primeiro submetemos a cloracdo solugées com diferentes
concentracdes de Pyr em agua ultrapura. Nestas condigdes,
s6 foi possivel detetar 1-CIPyr (0,551 + 0,0014 pgL™") quando
uma concentracao inicial de 10 pgL~" de Pyr estava presen-
te. No entanto, quando em vez de agua ultrapura enriqueci-
da em Pyr, foi usada a agua contaminada experimentalmente
(contendo 0,17 + 0,014 pgL™" Pyr) foi obtido um resultado dife-
rente. Neste caso, apés a adigdo de Pyr para atingir uma con-
centracdo de 15 ugL™", antes da cloragéo foram detetadas 0,185
+ 0,027 pgL™" de 1-CIPyr na amostra clorada. O menor rendi-
mento da reagdo em comparacdo com a agua ultrapura sugere
que a cloragao de outros HPAs pode ocorrer em paralelo.

Finalmente, usamos a linha celular HepG2 derivada de figado
humano, considerada um dos melhores modelos celulares
para prever a toxicidade humana (32), para avaliar a toxicidade
do 1-CIPyr pelo ensaio de MTT. Este composto foi selecionado
para o ensaio de toxicidade, uma vez que os HPA halogena-
dos sédo considerados potencialmente mais tdxicos do que 0s
respetivos compostos parentais (33-35). A citotoxicidade indu-
zida pela exposicdo a 2 pM 1-CIPyr (concentracdo maxima
solivel do composto, determinada por GC-MS) ap6s 24, 48
e 72h foi avaliada pela atividade mitocondrial através de MTT
(figura 1a). Apo6s 24 e 72h, a diminuicao da atividade mitocon-
drial foi estatisticamente significativa (p<0,0001) quando
comparada com o controlo (células ndo expostas ao poluen-
te), mas nao apo6s 48h. Este resultado estd de acordo com a
flutuacé@o da despolarizagdo da membrana mitocondrial refle-
tida pela diminuicao de acumulagéo de MitoTracker Red apos
24 e 72h, mas nao apo6s 48h de exposicao a 2 pM 1-ClPyr
(figura 1b). O efeito tdxico inicial as 24h demonstrado pelos
dois ensaios pode resultar duma capacidade limitada de de-
sintoxicagdo da linhagem celular via citocromo P450 (36). No
entanto, a recuperagdo apo6s 48h mostra que a linhagem celu-
lar poderia responder ao efeito toxico por um tempo limitado,
ja que apos 72h a despolarizacéo e a viabilidade da membrana
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Figura 1: Avaliagdo da toxicidade de 1-CIPyr em células
HepG2.
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A atividade metabolica das células foi avaliada pelo ensaio do MTT apds expo-
sicdo a 2 yM de 1-CIPyr durante 24, 48 e 72h (a). Uma diferenca significativa
em relagao ao controlo (células ndo expostas a 1-CIPyr) foi encontrada apés 24
e 72h de exposicao (p <0,0001). Nas mesmas condigdes, a despolarizagao da
membrana mitocondrial foi avaliada por microscopia confocal apoés tratamento
com Mitotracker Red (vermelho) que se acumula no interior da mitocéndria (a).
Os nucleos foram corados com Hoescht (azul).

mitocondrial diminuem, sugerindo a necessidade de adapta-
cdo ao estimulo téxico desencadeado pelos HPAs (37.38),
Mais estudos com diferentes abordagens experimentais sao
necessarios para desvendar 0s mecanismos moleculares
subjacentes a este composto HPAs.

_Concluséo

Foi possivel detetar Pyr em diferentes amostras de agua
(superficial salgada e doce, subterrdnea e agua da rede).
Além disso, o 1-CIPyr pode ser gerado, em concentracoes
detetaveis, durante o processo de cloragéo se uma concen-
trag@o minima de Pyr estiver presente na agua nao tratada.
Uma vez que o derivado clorato se revelou téxico, é aconse-
lhavel monitorizar regularmente a concentracao de Pyr (e
outros HPAs) em agua, especialmente agua destinada a
consumo humano.
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_Resumo

As infegbes por Salmonella enterica s&o uma das causas mais frequentes
de gastroenterite aguda em todo o mundo. Entre 2014 e 2017 foram rece-
bidas no Laboratério Nacional de Referéncia de Infegdes Gastrintestinais
do Departamento de Doencas Infeciosas do Instituto Nacional de Satude
Doutor Ricardo Jorge (INSA) 1124 estirpes de Salmonella isoladas de
doentes portugueses provenientes de vérias zonas do pais. Foram identifi-
cados 68 serotipos diferentes, sendo os mais frequentes S. 4,5:i:- (n=372;
33,1%), S. Enteritidis (n=335; 29,8%), S. Typhimurium (n=208; 18,5%),
S. Rissen (n=28; 2,5%), S. Typhi (n=25; 2,2%) e S. Stanley (n=12; 1,1%).
Os serotipos de Salmonella identificados no periodo entre 2014 e 2017
acompanham a tendéncia europeia, nomeadamente no que se refere a
diminuigdo de S. 4,5:i:- e aumento de S. Enteritidis. A serotipagem e a uti-
lizagao de metodologias moleculares sao fundamentais para a monitoriza-
¢ao das salmoneloses humanas, particularmente na detecao de surtos
e identificagdo de estirpes resistentes. Neste contexto, é fundamental
manter e promover a colaboragao entre os diversos servicos de salde
nacionais e internacionais, de forma a garantir a vigilancia e controlo das
infegdes gastrintestinais em geral e por Salmonella spp em particular.

_Abstract

Salmonella enterica infections are one of the most frequent causes of
gastrointestinal disease around the world. Between 2014 and 2017,
1124 Salmonella strains isolated from Portuguese patients, from several
areas of the country, were sent to the National Reference Laboratory for
Gastrointestinal Infections of the Institute of Health Dr Ricardo Jorge of
Portugal for serotyping. Sixty eight different serotypes were identified,
and S. 4,5:i:- (n=372; 33,1%), S. Enteritidis (n=335; 29,8%), S. Typhimu-
rium (n=208; 18,56%), S. Rissen (n=28; 2,56%), S. Typhi (n=25; 2,2%) and
S. Stanley (n=12; 1,1%) were the most frequently detected. Salmonella
serotypes identified in Portugal between 2014 and 2017 are in line with
the European trend, namely with regard to the decrease of S. 4,5: i: -
and increase of S. Enteritidis. Serotyping and molecular typing are fun-
damental for salmonellosis monitoring, particularly outbreak and resist-
ance detection. In this context, it is extremely important to maintain and
promote the collaboration of several national and international health
services, in order to ensure gastrointestinal infections control and vigi-
lance, particularly Salmonella spp. infections.

_Introdugéo

As infegbes por Salmonella enterica s&o uma das causas
mais frequentes de gastroenterite aguda em todo o mundo.
A transmissao ocorre principalmente através da ingestao de
agua ou alimentos contaminados, mas também pode ocorrer
por contacto direto com animais e com o proprio Homem.
Os sintomas sao na maioria ligeiros, embora algumas formas
invasivas de salmonelose possam conduzir a situacées clini-
cas mais graves. Os serotipos de Salmonella enterica mais
frequentemente identificados nos humanos sao S. Enteritidis,
S. Typhimurium e S. 4,5:i:- (1.2),

_Objetivo

Com este estudo pretendeu-se descrever os serotipos de
Salmonella enterica identificados no Laboratorio Nacional de
Referéncia de Infegdes Gastrintestinais do Instituto Nacional
de Saude Doutor Ricardo Jorge (INSA) entre 1 de janeiro de
2014 e 31 de dezembro de 2017.

_Material e métodos

Realizou-se uma analise retrospetiva dos serotipos de Salmo-
nella enterica identificados no INSA entre 2014 e 2017. Os
serotipos foram determinados de acordo com o esquema de
classificacdo Kauffmann-White-de Minor.

_Resultados

No periodo em analise, foram recebidas no INSA 1124 estirpes
de Salmonella enterica, isoladas de doentes provenientes de
varias zonas do pais.

Das estirpes recebidas, 75,4% (848/1124) foram isoladas a
partir de fezes, 10,1% (113/1124) de sangue, 1,1% de fezes e
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sangue (12/1124), 3,6% (41/1124) noutros produtos biolégicos.
Em 9,8% dos isolados (110/1124) nao foi possivel conhecer o
tipo de amostra que Ihes deu origem.

Foram identificados 68 serotipos diferentes, sendo os mais fre-
quentes S. 4,5:i:- (n=372; 33,1%), S. Enteritidis (n=335; 29,8%),
S. Typhimurium (n=208; 18,5%), S. Rissen (n=28; 2,5%),
S. Typhi (n=25; 2,2%) e S. Stanley (n=12; 1,1%) (grafico 1). Nos
restantes 144 (12,8%) isolados de Salmonella enterica foram
identificados serotipos considerados menos frequentes, dos
quais 3 estirpes eram S. enterica subespécie salamae e 7 es-
tirpes S. enterica subespécie diarizonae. (grafico 1).

Apesar do serotipo de S. Typhimurium monofasica (S. 4,5:i:-) ter
sido o0 mais frequente nos quatro anos em estudo, verificou-se
uma tendéncia decrescente ao longo do tempo, representando
38,6% dos serotipos em 2014 e 26,6% em 2017. Em contrapar-
tida, houve um aumento do serotipo de S. Enteritidis de 15,7%
em 2014 para 37,6% em 2017 (grafico 2).

Grafico 1: £ Distribui¢do dos serotipos de Salmonella enterica
identificados no INSA entre 2014 e 2017 (n=1124
isolados).
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_Discusséo e concluséo

Os serotipos de Salmonella enterica identificados no INSA no
periodo entre 2014 e 2017 acompanham a tendéncia europeia,
nomeadamente no que se refere a diminuicdo do serotipo
S. 4,5:i:- e a0 aumento de S. Enteritidis. Este aumento do se-
rotipo de S. Enteritidis tem sido relacionado com o aumento
de surtos causados por este serotipo (). Acresce que neste
e noutros estudos tém sido identificados serotipos pouco
frequentes, igualmente responsaveis por salmoneloses hu-
manas, e, s por isso, importantes em saude publica (1:3:4),

Em conclus@o, a serotipagem e a utilizacdo mais alargada
das metodologias moleculares disponiveis (MLST, MLVA,
NGS) séo fundamentais para a monitorizagdo das salmonelo-
ses humanas, nomeadamente na identificacdo de serotipos
pouco frequentes ou nunca antes detetados, de estirpes
resistentes e na detecdo de surtos. Neste contexto, é funda-
mental manter e promover a colaboragao entre os diversos
servicos de saude nacionais e internacionais por forma a ga-
rantir a vigilancia e controlo das infegdes gastrintestinais em
geral, e por Salmonella spp em particular.
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_Resumo

A maldria é uma infegao parasitaria causada por um protozoario intrace-
lular obrigatério (género Plasmodium), cuja transmissdo é assegurada
quando uma fémea de mosquito género Anopheles infetada efetua a sua
refeicdo de sangue num individuo. Estdo descritas mais de 150 espécies
mas apenas 5 infetam o Homem: P. falciparum, P. vivax, P. malariae, P.
ovale e mais recentemente, P. knowlesi, uma espécie que causa malaria
em macacos no sudeste asiatico. E a doenca parasitaria mais frequente
para o Homem, encontrando-se infetada cerca de 5% da populagao
mundial, sendo o P. falciparum o agente mais disseminado, responsavel
por mais de 80% dos casos mundiais e 0 que apresenta uma patogenia
mais agressiva. O objetivo deste estudo foi descrever as caracteristicas
demogréficas dos casos de malaria, em doentes com quadro clinico
compativel e cujo diagndstico laboratorial foi confirmado. As metodolo-
gias de diagndstico utilizadas foram, seroldgicas (IFl), moleculares (PCR
em tempo real, adaptada de Swan et al.) e a pesquisa direta em gota
espessa e esfregaco. Foram analisadas 700 amostras, 15 das quais pro-
venientes do surto de ébola (Africa Ocidental, 2014/2015). Detetaram-se
103 (14,7%) casos positivos. Todos os casos positivos de malaria sdo im-
portados. A maioria dos casos ocorreu em viajantes, individuos adultos.
Pelo facto da transmissao local continuar a ser possivel na Europa e pela
quantidade de viagens efetuadas entre a Europa e os paises endémicos,
salienta-se a necessidade de vigilancia e prevencédo desta parasitose.

_Abstract

Malaria is a human disease caused by a protozoan infection of red blood
cells transmitted by the bite of a female anopheline mosquito. There are
described more than 150 species of Plasmodium but only five infected
humans, P. falciparum, P. vivax, P. malariae, P. ovale and more recently
P. knowlesi, a specie that causes malaria in monkeys in Southeast Asia.
Malaria is the most important parasitic disease of man; approximately 5%
of the world’s population is infected. P. falciparum is the most widespread
specie responsible for over 80% of cases worldwide and which has a
more aggressive pathogenesis. The aim of the study was to describe the
demographic characteristics of malaria cases, in patients with clinical
symptoms compatible with malaria and whose laboratory diagnosis was
confirmed. The methods of diagnosis used were: serological (IIF), molecu-
lar (real-time PCR, adapted Swan et al.) and direct visualization of thick
and thin blood smears. We analyzed 700 specimens, 15 of which belong-
ing to Ebola outbreak (West Africa, 2014/2015). One hundred and three
(14.7%) were positive cases. All positive cases of malaria are imported.
Most cases occurred in adults travellers. Since local transmission contin-

ues to be possible in Europe and the big number of trips between Europe
and endemic countries are a reality underlines the need of surveillance
and prevention of this disease.

_Introdugéo

A malaria ou paludismo é uma infecéo parasitaria, nao conta-
giosa, de evolugao cronica, com manifestagdes episodicas de
caracter agudo, causada por um protozoario intracelular obri-
gatério do género Plasmodium, cuja transmissao é assegura-
da quando uma fémea de mosquito pertencente ao género
Anopheles infetada efetua a sua refeicdo de sangue num indi-
viduo. Em situacdes excecionais, a doencga pode ser transmi-
tida por transfus@o sanguinea ou via congénita, contudo estas
duas formas de transmissdo ndo tém qualquer expressao
epidemiologica (). Existem aproximadamente 156 espécies
de Plasmodium que infetam varias espécies de vertebrados,
mas apenas cinco infetam o Homem: P. falciparum, P. vivax,
P. malariae, P. ovale e P. knowlesi, uma espécie que causa
malaria em macacos do sudeste asiatico e que se encontra
circunscrita a Malasia (1). O P. falciparum e P. vivax séo as es-
pécies mais prevalentes nos humanos sendo o P. falciparum a
que apresenta uma patogenia mais agressiva, com mais com-
plicacdes clinicas e elevada letalidade ().

O ciclo de vida do parasita da malaria envolve dois hospedei-
ros: 0 homem e 0 mosquito e divide-se em trés fases: a fase
sexuada que ocorre no hospedeiro invertebrado (mosquito),
designado ciclo esporogénico e duas fases assexuadas que
ocorrem no Homem, o ciclo exoeritrocitico (figado) e o ciclo
eritrocitico (glébulos vermelhos) (3).

Os primeiros sintomas surgem geralmente 8-25 dias apds a
infecdo, com um quadro clinico semelhante ao de um sindro-
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ma gripal, podendo ocorrer tremores seguidos da réapida
subida da temperatura corporal acompanhados por nauseas,
vomitos, cefaleias, dores musculares e abdominais, anemia,
falta de apetite e disturbios gastrointestinais. Durante o perio-
do de febre alta pode surgir um quadro de esplenomegalia.
Quando a temperatura comeca a baixar o0 doente apresenta
intensa sudorese que se pode prolongar por varios minutos
ou horas - sintomas caracteristicos de malaria nao grave. A
maldria grave ocorre quando ha faléncia dos érgaos vitais e
alteragdes metabdlicas, bioquimicas e clinicas com elevada
parasitémia, tais como: anemia grave, hemoglubinuria, altera-
¢ao na coagulacao, acidose metabdlica, hipoglicémia, dificul-
dade respiratéria, perda de consciéncia, convulsdo, coma ou
outras alteracdes neuroldgicas (1),

A malaria é considerada a doenca parasitaria com maior
impacto mundial, sendo a grande causadora de doenca em
paises tropicais e subtropicais, afetando principalmente
criangas com menos de cinco anos e gravidas. As espécies
de Plasmodium distribuem-se de modo diferente entre as
regides onde a doenca é endémica. P. falciparum predomina
em Africa, Nova Guiné e Haiti, enquanto o P. vivax é mais
frequente na América Central. A prevaléncia destas duas
espécies ¢ semelhante a encontrada na América do Sul, no
Subcontinente Indiano, na Asia oriental e na Oceania. Apesar
de P. malariae coexistir na maioria das areas endémicas, es-
pecialmente na Africa subsariana, a sua prevaléncia é muito
menos comum. Em relag@o ao P. ovale é pouco frequente
fora do Continente africano, estimando-se prevaléncias glo-
bais inferiores a 1% (4).

Desde os tempos mais antigos que a malaria é identificada
como episodios febris caracterizados por recorréncias de febre

“terca benigna” (P. vivax) e febre “quartd” (P. malariae), por ndo
estarem associados a formas severas e fatais da doenca. A
febre “terca maligna” ou “subterca maligna” era atribuida ao P.

falciparum, associado a formas severas e fatais ().

A Organizac@o Mundial de Saude (OMS) estima que em 2016
tenham sido identificados 216 milhdes de casos de malaria a
nivel mundial com cerca de 445.000 mortes, principalmente
criancas <5 anos de idade na Africa subsariana (4).
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Na Europa, e de acordo com o Relatério Epidemiol6gico Anual
de 2015 publicado pelo European Centre for Disease Prevention
and Control (ECDC), a incidéncia da malaria permanece estavel,
com aproximadamente 1 caso por 100 000 habitantes. Dos
7271 casos notificados em 2015 pelos 26 estados-membros da
Unido Europeia 6199 tiveram confirmagao laboratorial. A maioria
dos casos foram importados, a exce¢ao de sete casos referen-
ciados como autdctones em paises da Unido Europeia (cinco
casos declarados pela Grécia, que tem vindo a notificar casos
autéctones de infecao por P. vivax desde 2009, e um caso pela
Bélgica e outro pela Holanda) ().

Em Portugal, os Ultimos casos de maléria autéctone foram
diagnosticados em 1959, desde entdo s6 tém sido identifica-
dos casos importados provenientes de paises tropicais onde
a doenca é endémica. De acordo com o ultimo Relatério das
Doencas de Declaragdo Obrigatério da Direcédo Geral da
Saude (DGS) referente ao periodo 2011-2014, Portugal notifi-
cou 373 casos importados: 64 casos em 2011, 58 casos em
2012, 123 casos em 2013 e 128 casos em 2014 (6),

A maléria € uma doenga evitavel através da utilizacao de drogas
profilaticas. O controlo da malaria é uma das metas da “WHO
Global Technical Strategy for Malaria 2016-2030" que tem
como objetivos estratégicos até 2030: reduzir os casos de inci-
déncia de malaria até 90%; reduzir as taxas de mortalidade de
maléria até 90%; eliminar a doenga em pelo menos 35 paises
e prevenir o reaparecimento da parasitose em todos 0s paises
que sdo considerados “livres de malaria” (4),

A utilizagao de terapia combinada com derivados da artemi-
sinina tem sido recomendada para a doenca aguda, principal-
mente em criancas, bem como no tratamento intermitente
preventivo em mulheres gravidas. A utilizacdo de redes mos-
quiteiras impregnadas em inseticidas de agado prolongada,
a pulverizacao intra domiciliaria com inseticidas de efeito resi-
dual, que tem efeito no controlo do vetor, tém assumido uma
importancia significativa na diminuicdo da morbilidade, ao
reduzir o contacto vetor-hospedeiro vertebrado. A drenagem
de aguas paradas onde os mosquitos depositam 0s seus
ovos constitui também um dos fatores que tem contribuido
positivamente para o controlo da malaria (7).
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_Objetivo

Com este trabalho pretendeu-se efetuar uma analise descriti-
va das caracteristicas demogréaficas dos casos com quadro
clinico e epidemiolégico suspeito de infecdo por Plasmodium
sp., que foram confirmados no Instituto Nacional de Saude
Doutor Ricardo Jorge (INSA) entre janeiro de 2010 e dezem-
bro de 2017.

_Métodos

Foi efetuado o diagndstico laboratorial a todos os doentes
com quadro clinico compativel com infecdo por Plasmodium
sp., cujos produtos biolégicos foram enviados ao Laboratério
Nacional de Referéncia de Infecdes Parasitarias e Fungicas
do INSA para confirmacdo ou exclusao do diagndstico entre
2010 e 2017.

As metodologias de diagnostico laboratorial utilizadas foram:
serolégicas (determinagéo de anticorpos IgG para Plasmodium
falciparum - IFI (Euroimmun)); moleculares (PCR em tempo real
que permite a detecao e amplificacéo de 4 espécies de Plas-
modium sp. através de um conjunto de primers e sondas para
0 gene 18S, adaptada de Swan et al)) e a pesquisa direta em
gota espessa e esfregaco. Para a andlise descritiva dos dados
demogréficos dos casos suspeitos e confirmados, recorreu-se
ao calculo de frequéncias absolutas e relativas.

_Resultados

O diagnostico laboratorial da infecdo por Plasmodium sp.
foi realizado em amostras clinicas de 700 doentes suspeitos
de maléria entre 2010 e 2017, dos quais 15 individuos integra-
vam o surto de ébola que ocorreu na Africa Ocidental em
2014/2015.

Durante o periodo sob observacao foram confirmados 103
(14,7%; 103/700) casos de infec@o por Plasmodium sp.; 68
(66,0%) diagnosticados por métodos seroldgicos; 31 (30,1%)
por PCR e 4 (3,9%) por pesquisa direta em gota espessa e
esfregaco apos coloracao de Giemsa. A tabela 1 mostra a
distribuicdo temporal do nimero total de casos clinicos sus-
peitos de malaria analisados no INSA entre 2010 e 2017 e o
numero de casos com diagndéstico laboratorial positivo.
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Tabela 1: £2 Distribuicdo do numero de casos positivos de infe-
¢do por Plasmodium sp. analisados no INSA entre
2010 e 2017, por ano de diagnéstico.
Casos positivos Casos negativos Total
Ano n % n % n %
2010 3 2,9 4 07 7 1,0
2011 2 1,9 14 2,3 16 2,3
2012 0 0 9 1,5 9 1,3
2018 1 10,6 131 21,9 142 20,2
2014 39 37,8 258 43,2 297 42,4
2015 23 22,3 125 20,9 148 21,1
2016 13 12,6 26 43 39 5,6
2017 12 1,6 30 5,0 42 6,0
Total 103 100 597 100 700 100

Distribuicdo de casos positivos de infe¢c@o por Plasmodium
sp. entre 2010 e 2017, por género e grupo etario

Dos 103 doentes com infecdo por Plasmodium sp. confirma-
da, 50 (48,5%) pertenciam ao género masculino e 53 casos
(51,5%) ao género feminino. Durante os 8 anos em estudo
observou-se que 80,6% (83/103) dos casos ocorreram em
adultos com idade igual ou superior a 31 anos, sendo o grupo
etario entre 31 e 50 anos o que revelou um maior nimero de
65,0% (67/103). No gréafico 1
apresenta-se a distribuic@o etaria dos casos positivos de

infecoes por Plasmodium sp. -

infecdo por Plasmodium sp.

Distribuicao de casos positivos de infecdo por Plasmodium
sp. entre 2010 e 2017, por més

De acordo com os resultados obtidos no que respeita a sazo-
nalidade, foi nos meses de novembro (20,4%) e dezembro
(12,6%) que se verificou um maior aumento do numero de
casos de infegao por Plasmodium sp., em relagdo ao restante
periodo do ano, como se pode verificar no grafico 2.
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Distribuicao de casos positivos de infecédo por Plasmodium
sp. entre 2010 e 2017, por método de diagndstico e espécie
identificada

Dos 103 doentes com infecdo por Plasmodium sp. confirmada,
68 (66,0%) foram diagnosticados por métodos serolégicos; 31
(30,1%) por PCR e 4 (3,9%) por pesquisa direta em gota espes-

sa e esfregago apds coloragdo de Giemsa. Relativamente aos
68 casos com serologia positiva, 41 foram amostras enviadas
de parturientes nascidas ou que tenham viajado nos ultimos
3 anos para regides endémicas de malaria e que efetuaram o
rastreio para colheita de células do cordao umbilical; a média
de idade destas mulheres é de 30 anos. Os restantes 27 casos
(22 do sexo masculino e 5 do sexo feminino) s&o viajantes, re-
sidentes maioritariamente na zona centro de Portugal (distrito
de Coimbra), com uma média de idade de 46 anos. Com res-
peito aos 31 casos positivos por PCR incluem 6 casos (cinco
Plasmodium falciparum e um Plasmodium vivax) suspeitos de
infecdo pelo virus Ebola (surto 2014/2015), cujo diagndstico
diferencial incluia a pesquisa de Plasmodium sp., todos em
individuos adultos do sexo masculino provenientes da Nigéria,
Guiné Conacri e Guiné Bissau com diagnéstico compativel
com malaria (febre, mialgias cefaleias, diarreias); 4 casos
provenientes da Madeira, todos importados, de doentes do
sexo masculino emigrantes em Mocambique, Angola e Guiné
Equatorial com quadro clinico suspeito de paludismo, tendo
sido detetado em dois casos DNA referente a espécie P. ovale;
uma coinfeccao de P. falciparum com P. malariae € um caso
de P. falciparum. Os restantes casos sao individuos residentes
no norte e centro do pais e as espécies identificadas foram
P. falciparum e P. ovale em doentes que também referem ter
efetuado viagens recentes para zonas endémicas de maléria.

_Discusséo e conclusdes

A sintomatologia inespecifica da malaria, que se apresenta
como uma sindrome febril, ndo € clinicamente distinguivel de
um vasto leque de outras doengas, pelo que é absolutamente
necessario a realizacdo do diagnoéstico laboratorial.

Ao longo dos oito anos em anélise verificou-se que entre
2013 € 2015 houve um aumento do numero de diagndsticos
laboratoriais de casos suspeitos de infe¢cdo por Plasmodium
sp. solicitados ao INSA. Este facto, pode dever-se a um
aumento do numero de viagens para regides endémicas
nestes anos, como também ao alerta mediatico resultante
do surto de Ebola ocorrido na Guiné Conacri Serra Leoa em
2014/2015.

55



Nacional de Saude

-

Todos 0s casos de malaria foram importados e estavam rela-
cionados com viagens a paises onde a doencga é endémica.

Na Europa a maioria dos casos registados referem-se a indi-
viduos do sexo masculino nos grupos etarios dos 15-24 anos
e dos 25-44 anos (5). De acordo com os resultados obtidos
no INSA, observou-se que 0s mesmos sao consistentes com
0s dados europeus no que respeita a distribuicdo por grupo
etario, tendo ocorrido uma maior frequéncia de casos em
adultos entre 0s 31 e 50 anos de idade durante o periodo em
analise.

No que se refere a distribuicdo por sexo, 0s nossos resultados
revelaram uma distribuicdo equitativa pois, se por um lado,
0 sexo masculino reflete 0 padrdo de viajantes portugueses
que desenvolvem a sua atividade profissional entre a Europa
e Africa, por outro, Portugal recebe com muita frequéncia
parturientes, de nacionalidade portuguesa ou estrangeira,
residentes nos paises de lingua oficial portuguesa.

A sazonalidade observada nao reflete os padrdes europeus
de viagens para paises onde a malaria é endémica (paises
tropicais e subtropicais), sendo que nao obtivemos informa-
cao sobre 0s motivos das viagens (férias, trabalho ou visita
a amigos/familiares) dos casos em estudo. Os outros paises
europeus registaram um aumento claro de casos diagnosti-
cados durante os meses das férias de verao (julho, agosto e
setembro), enquanto que a distribuicdo de casos positivos
de infecdo por Plasmodium sp diagnosticados no INSA foi
mais elevada nos meses de novembro e dezembro. A forte
ligagdo historica do nosso pais aos paises africanos de
lingua oficial portuguesa, pode explicar esta distribuicao da
sazonalidade, que possivelmente esta relacionada com a
vinda a Portugal dos trabalhadores emigrantes portugueses
no periodo natalicio.

Face as alteragdes climaticas que estdo a ocorrer a escala pla-
netaria e a presenca do vetor na Europa, estudos com modelos
preditivos sobre a hipdtese de reintroducao da malaria neste
continente tém mostrado a possibilidade de esta parasitose
poder vir a tornar-se endémica no final deste século (8). Quanto
em Portugal, um estudo com base num modelo potencial de
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risco de transmissao da malaria, concluiu que a possibilidade
de reemergéncia de maléria endémica em Portugal Continen-
tal ¢ atualmente relativamente baixa, embora ndo se possa
descurar a possibilidade da sua reemergéncia sob a forma
de focos autdctones esporadicos. Esta realidade foi recente-
mente verificada em alguns paises do Sul da Europa, onde
foram notificados como adquiridos localmente sete casos au-
toctones, cinco dos quais na Grécia confirmados como Plas-
modium vivax, em areas rurais onde a presenga do vetor em
combinacdo com individuos que viajam de paises endémicos
é uma realidade (9.

Visto continuar a ser possivel na Europa a transmissao local
e o0 elevado nimero de viajantes entre o continente europeu
e 0s paises onde esta parasitose ¢ endémica, importa, pois,
manter a vigilancia epidemiolégica e medidas preventivas
sobre a afluéncia de individuos infetados com paludismo,
quer se trate de portugueses, quer de imigrantes que habitam
ou transitam por Portugal, sem esquecer, obviamente, o
numero crescente de turistas, nacionais e estrangeiros. O
INSA participa na vigilancia epidemioldgica da malaria através
da Rede de Vigilancia de Vetores nos portos e aeroportos
(REVIVE), tanto no controlo do vetor como na posterior identi-
ficacdo da presenca do parasita nos insetos. Assim sendo,
e correlacionando o aumento das referidas viagens com as
alteracdes climéaticas, nomeadamente o aquecimento global,
fatores que contribuem para disseminacdo da malaria para
a Europa, torna-se absolutamente necessaria a vigilancia
epidemiolégica do parasita de modo a controlar/impedir este
acontecimento (10),
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_Resumo

A Rede Médicos-Sentinela Local Almada-Seixal foi a primeira rede criada
para dar resposta a questdes locais de investigagao em saude e, simul-
taneamente, reforgar a cobertura a nivel nacional. Com este artigo pre-
tende-se acompanhar a sua implementagado e desenvolvimento apés o
primeiro ano de experiéncia. A adesdo de um nimero progressivamente
maior de médicos a rede permitiu aumentar a populagéo sob observagéo
efetiva na Rede Médicos-Sentinela. Foram ponderadas estratégias para
garantir a regular participagao destes médicos na notificagdo de even-
tos. O primeiro desafio desta rede de investigacdo sera a implementagao
de um estudo sobre os fatores de risco e prognéstico da doenga isqué-
mica cardiaca na area de abrangéncia do ACES Almada-Seixal, conside-
rado prioritario no Plano Local de Saude.

_Abstract

The Local GP Sentinel Network in Almada-Seixal was the first network cre-
ated to answer some local health investigation issues and, simultaneously,
to strengthen the national surveillance. We here present its implementation
and development after the first experimental year. The adhesion of more
doctors to the network made possible having at national level a larger
population under observation. We bring forward some strategies to ensure
the regular notification from these doctors. The first project of this network
will be the implementation of a study about the risk factors and prognostic
of ischemic disease in Almada-Seixal, one of the one of the research
priorities in the Local Health Plan.

_Introdugéo

A Rede Médicos-Sentinela Local Almada-Seixal surgiu como
uma experiéncia-piloto em 2016 na area de abrangéncia do
Agrupamento de Centros de Saude Almada-Seixal (ACES
Almada-Seixal), um dos agrupamentos da Administracdo
Regional de Saude de Lisboa e Vale do Tejo. Tinha como obje-
tivos contribuir para: i) o reforgo da Rede Médicos-Sentinela,
numa area de grande densidade populacional mas com baixa
cobertura pela rede; e ii) a criagdo de uma rede de investigagao
em saude que permitisse responder as necessidades de
investigacéo identificadas no Plano Local de Saude (PLS) de
Almada-Seixal 2013-2016 (1), a0 mesmo tempo que contribuiria
para a investigacao clinica e vigilancia epidemiologica a nivel
nacional.

De acordo com o PLS, a taxa de mortalidade prematura por
doenca isquémica cardiaca nos Ultimos anos, era mais elevada
na area de abrangéncia do ACES Almada-Seixal quando
comparada com a Regido de Saude de Lisboa e Vale do
Tejo ou com Portugal. O aprofundamento do estudo permitiu
concluir que esse facto se devia a um maior risco de morte
prematura por doenca isquémica cardiaca no sexo masculino,
mas apenas no concelho de Almada quando comparado com 0
concelho do Seixal (). Contudo, a evidéncia disponivel & data,
ndo permitia identificar os determinantes dessa desigualdade.
A resposta a esta necessidade de investigacéo, priorizada
no PLS, implicava o desenvolvimento e implementacao de
um estudo epidemiolégico de dificil concretizagdo, dada a
inexisténcia de uma estrutura local de investigagdo. Assim,
considerou-se que aumentar o nimero de médicos-sentinela
em exercicio no ACES Almada-Seixal poderia ser o primeiro
passo na criagdo de uma estrutura de recolha e anélise de
dados de saude de ambito local em parceria com o Instituto
Nacional de Saude - Rede Médicos-Sentinela Local (RSL).
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Em articulagao com o Conselho Clinico e de Saude do ACES
Almada-Seixal foi decidido desenvolver varias acdes de divul-
gacéo da Rede Médicos-Sentinela junto dos profissionais de
salde do referido ACES e nomear um responsavel local pela
RSL de forma a aumentar a sua cobertura.

Definiu-se como primeiro objetivo alcancar um total de 30
médicos-sentinela (cerca de 50.000 utentes em observacao),
uniformemente distribuidos por todas as unidades funcionais
de medicina geral e familiar do ACES, e manter a sua notifica-
¢ao regular ao longo do tempo. Ficou ainda definido que apds
estabilizacdo da RSL, seria desenvolvido e implementado um
estudo de investigacao sobre os fatores de risco e progndstico
da doenca isquémica cardiaca na area de abrangéncia do
ACES Almada-Seixal, problema de satde considerado como
prioritario no PLS (1). A participagéo na RSL foi ainda conside-
rada como uma das atividades de investigagao a valorizar no
ambito da avaliagdo de desempenho das unidades de saude.

O trabalho desenvolvido durante o ano de 2017 incidiu no
recrutamento de novos médicos-sentinela e na monitorizacao
da sua participagao.

_Objetivo

Este trabalho pretende relatar a experiéncia de um ano da RSL e
apresentar a estimativa da taxa de incidéncia para a populagéo
da area de abrangéncia do ACES Almada-Seixal de alguns dos
eventos em estudo na Rede Médicos-Sentinela em 2017.

_Material e métodos

A Rede Médicos-Sentinela Local integra a Rede Médicos-
Sentinela, uma vez que todos os médicos que participam na
rede local pertencem também a rede nacional. A participacdo
é voluntaria e esta aberta a todos os médicos de familia e
médicos internos de Medicina Geral e Familiar (MGF) do ACES
Almada-Seixal. A metodologia de notificacdo é a usada na
Rede Médicos-Sentinela (2:3). Deste modo, nas situacdes em
gue o0s eventos em estudo sdo 0s mesmos daqueles estudados
a nivel nacional, os casos notificados pelos médicos da rede
local contribuem também para as estimativas nacionais.
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Durante o ano de 2017, cada médico-sentinela notificou os
novos casos de sindrome gripal, depressao, enfarte agudo
do miocérdio, acidente vascular cerebral, hipertensao arterial,
diabetes mellitus, gravidez e também as prescricbes de novo
de hipocoagulantes orais ocorridos apés a sua entrada na Rede
Médicos-Sentinela. Para este trabalho ndo foram analisados os
dados da sindrome gripal, prescricao dos hipocoagulantes orais
e da gravidez, uma vez que no estudo destes casos nao seria
adequado o calculo da taxa de incidéncia anual.

A notificagdo foi feita atraves de uma plataforma online de
acesso restrito ao médico-sentinela, sendo que a cada caso
notificado foi automaticamente atribuido um cédigo de identifi-
cagao para anonimizacao dos dados.

Em fevereiro de 2018, foi feita a validagao dos dados incon-
gruentes junto dos médicos notificadores (por exemplo, data
de nascimento mais recente do que a data de notificacao) e
eliminados os casos duplicados.

A taxa de incidéncia anual dos eventos em estudo foi estimada
a partir do numero de casos notificados para cada evento ao
longo de 2017 e a populagao sob observacao efetiva (PSOE) no
mesmo periodo. Em cada semana, a PSOE resulta do somatério
da lista de utentes dos médicos que enviaram pelo menos uma
notificac@o nessa semana. Assim, para o ano de 2017, a PSOE
resultou da média das PSOE semanais (2).

_Resultados

Durante o ano de 2017, entraram 11 médicos na RSL, o
que correspondeu a 9 listas de utentes, pois 2 dos novos
médicos-sentinela eram médicos internos que notificaram
em equipa com o seu orientador de formacao. Deste modo,
durante o ano de 2017, o numero total de médicos inscritos na
rede local foi de 22, correspondendo a 16 listas de utentes em
seguimento, encontrando-se distribuidos por 9 unidades de
salde. A maioria (81,8%) dos médicos-sentinela inscritos em
2017 exercia fungdes em unidades funcionais do concelho de
Almada (figura 1).

A populacdo méaxima sob observagao foi de 24.134 utentes
(cerca de 2,4% da populacao residente) e a PSOE foi de 7.981
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Figura 1: 7 Distribuigdo geografica dos médicos da Rede Sentinela

Local em 2017, no ACES Almada-Seixal.
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Mapa elaborado por Rita Roquette.

Tabela 1: [ Taxa de incidéncia (/10°) de alguns eventos em noti-
ficagdo na Rede Médicos-Sentinela no ano de 2017,

no ACES Almada-Seixal.

Evento em notificacéo Nllcmazroosde Taxa de (i|n(§:ig5é<;)c)m (/109)
Depressao 54 676,6 (519,0 - 881,7)
Diabetes mellitus tipo 2 25 313,2 (212,3 - 462,0)
Hipertenséo arterial 34 426,0 (299,8 - 588,6)
Enfarte agudo do miocérdio 4 50,1 (19,5 - 128,8)
Acidente vascular cerebral 12 150,4 (86,0 - 262,6)
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utentes, tendo atingido o valor méximo de 14.564 utentes na
semana 36/2017 (de 4 a 10 de setembro).

Dos problemas de salde estudados, a depressao foi aquele
que apresentou uma taxa de incidéncia mais elevada
(676,6/10° individuos) e o enfarte agudo do miocérdio foi
0 que apresentou uma menor taxa de incidéncia (50,1/10°
individuos) (tabela 1).

_Resultados

A excecao do acidente vascular cerebral, todos os outros pro-
blemas de saude apresentaram estimativas pontuais de inci-
déncia inferiores as taxas de incidéncia anuais estimadas para
Portugal em 2016 ou 2015 (2.4, Tal pode indicar um menor
risco desses problemas de saude, mas dada a menor regulari-
dade de participacdo observada durante o primeiro semestre
de 2017, e a reduzida dimensdo amostral, consideramos que
0 numero de casos identificados possa estar subnotificado.
Como forma de avaliar a existéncia de eventual viés de subno-
tificacao, propomos vir a comparar o nimero de casos notifi-
cados com o numero de casos registados na lista de utentes
dos médicos participantes na RSL durante o ano de 2017. Por
outro lado, ndo conseguimos excluir que os médicos partici-
pantes na RSL tenham caracteristicas distintas do universo de
médicos de familia do ACES Almada-Seixal ou que trabalhem
em areas geograficas com caracteristicas especificas, o que
poderé condicionar a existéncia de um viés de selecédo. Erro
que de futuro podera vir a ser avaliado comparando a frequ-
éncia de alguns eventos na RSL com o total de novos casos
conhecidos para a area de abrangéncia do ACES.

Apesar da populagdo maxima sob observacao correspon-
der a cerca de 2,4% da populacéo residente, valor préximo
da cobertura da maioria das Redes Médicos-Sentinela
europeias (%), a necessidade de garantir a representativida-
de de subgrupos populacionais especificos dentro da area
geografica do ACES Almada-Seixal, reforca a necessidade
de aumentar o nimero de médicos participantes de acordo
como 0S objetivos iniciais do projeto. Por outro lado, a menor
regularidade de notificacdo observada no primeiro semestre
de 2017 influenciou a reducéo da PSOE face a populacdo
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maxima sob observacdo (PSMO), indicando-nos a necessi-
dade de investir em mecanismos de retro-informagao e envio
de lembretes periodicos, tal como foi feito no segundo se-
mestre de 2017, para manter a regularidade da participagao
dos medicos na rede.

Salienta-se que durante 0 ano de 2017, a criagcdo da RSL per-
mitiu aumentar a populagao sob observacédo efetiva na Rede
Médicos-Sentinela em cerca de 7.900 utentes, indo ao encon-
tro dos objetivos nacionais de alargamento da rede. Ja ante-
riormente tinham sido feitas experiéncias locais, por exemplo
no Alentejo, que contribuiram para alargar a Rede Médicos-
Sentinela, mas que ndo chegaram a implementar-se como
projetos ou redes de caracter local.

_Conclusao

E reconhecido que em redes de participacao voluntaria, a
motivacao dos participantes é pedra angular para aumentar
a adesao de novos médicos, mas também para manter a re-
gularidade da sua participacao (6). Neste sentido, os partici-
pantes da RSL consideram como pontos de motivacao: i) a
manutencdo de mecanismos de retro-informagao; e ii) 0 seu
envolvimento no desenho e implementacdo de um estudo de
investigacéao clinica ou epidemioldgica que responda as ne-
cessidades locais de investigacdo em saude. Assim, durante
0 ano de 2018, como estratégias de alargamento da RSL,
considera-se avancar com o desenvolvimento do protocolo,
e eventual implementacéao, do estudo sobre fatores de risco
e progndstico da doenca isquémica cardiaca; discutir com a
Direcao de Internato de MGF a possibilidade de valorizar as
atividades de participacéo na RSL no ambito das atividades
de investigagdo desenvolvidas durante o internato médico;
e manter a valorizacao da participagéo na RSL em sede de
contratualizacdo das unidades de saude.
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