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Um outro caso particular é o dos inquéritos de salde de base popula-
cional, como € o caso do Inquérito Nacional de Sadde, agora na sua 5°
edicao, resultante de uma parceira entre 0 INSA e o Instituto Nacional
de Estatistica e, mais recentemente, o Inquérito Nacional e Saude com
Exame Fisico (INSEF), resultante de uma parceria entre 0 INSA, as 7
Regides Nacionais e 0 Instituto Noruegués de Saude Publica. Estes e
outros Inquéritos realizados no INSA, como o painel de familias ECOS,
estudam a salde, a doenca e a incapacidade, os fatores de risco e
protetores, os determinantes de saude e a utilizagao de cuidados de
salde em amostras probabilisticas da populagao portuguesa e séo,
também por isso, importantes fontes de informagédo epidemioldgica
para 0 planeamento, a intervencao e a avaliagdo em Saude Publica.

A amostragem complexa utilizada por estes inquéritos é fundamental
para, em conjunto com a maxima taxa de resposta possivel, assegurar

a representatividade das estimativas obtidas a nivel nacional e regional.

O equilibrio e 0 reconhecimento, desde a fase de planeamento da inves-
tigacao, das diferencas e potencialidades de ambos 0s tipos de origem
de dados e de informagéo (base ndo populacional e base populacional)
é essencial para a correta produgao e interpretagdo de novo conheci-
mento. Por um lado, porque a selecdo das amostras segue percursos
diferentes, com viés de seleg@o geralmente presente nas amostras nao
probabilisticas. Por outro, porque o tipo de amostragem condiciona a
correta técnica de andlise estatistica dos dados. E, finalmente, porque
a validade externa das estimativas obtidas e a capacidade de extenséo
dos resultados a populagdes mais vastas é diferente e, naturaimente, de
esperar no caso das amostras probabilisticas de base populacional.

E, assim, fundamental, incluir na cultura de planeamento de qualquer in-
vestigacao a consideracao das diferencas e da complementaridade dos
dados, informagao e conhecimento obtidos a partir de estudos que utili-
zam amostras ndo probabilisticas, geralmente associadas a projetos de
investigacao cujo propésito inicial ndo é a generalizagao de resultados a
toda uma populacao definida a partida e, por outro lado, a informagéo e
0 conhecimento obtidos a partir de amostras probabilisticas, seleciona-
das de uma base amostral e de uma populacé@o em estudo definidas de
antemao.

Esta defini¢do, a priori, € importante dado o seu impacte no desenho

do estudo, potenciando maior eficiéncia na recolha e na analise dos
dados, aumentando, ainda, a validade externa da informagao obtida e
aproximando-a da desejavel intervengdo em Salde Publica em bene-
ficio das populacdes em estudo e das populagdes alvo das interven-
¢Oes.

Carlos Matias Dias

Coordenador do Depa
Coordenador ao
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_Prevaléncia de sindrome de apneia
obstrutiva do sono: um estudo da
Rede Médicos-Sentinela

Ana Paula Rodrigues’, Paula Pinto?, Baltazar Nunes’',
Cristina Bérbara?

ana.rodrigues@insa.min-saude.pt

(1) Departamento de Epidemiologia, INSA.
(2) Diregdo-Geral da Saude. Programa Nacional para as Doencas Respiratdrias.

_Introducéo e objetivo

A sindrome de apneia obstrutiva do sono (SAQS) é caracterizada
por episodios recorrentes de cessacao total ou parcial do fluxo
aéreo oro-nasal, secundarios a um colapso da via aérea superior
durante o0 sono.

Afeta preferencialmente individuos do sexo masculino, de meia-idade
e obesos (1), estimando-se que a prevaléncia de SAOS em homens
adultos varie entre 1 e 5% (%), A evidéncia atual aponta que a preva-
lncia ndo diagnosticada possa variar entre 0,3 e 5% (3.

A importancia clinica da SAOS advém das repercussoes cardiovas-
culares (:5) e das alteragdes neuropsicolégicas, sabendo-se que a
terapéutica com CPAP nasal (continuous positive airway pressure)
é eficaz na reversao das alteragdes neuropsicolégicas e na redugao
dos eventos cardiovasculares associados & SAOS (),

Em Portugal, a prevaléncia de SAOS ndo é conhecida, assim como
o perfil do doente com SAOS, nomeadamente, no que se refere a
gravidade, tratamento, co-morbilidades e utilizacdo dos servigos
de saude. Este estudo tem como objetivo estimar a prevaléncia de
SAOS com diagnéstico conhecido na populagdo sob observagao
da Rede Médicos-Sentinela (MS).

_Material e métodos

Estudo transversal, no qual os MS notificaram voluntariamen-
te todos os casos com diagnéstico de SAOS das suas listas de
utentes diagnosticados até 31 de dezembro de 2013 através da
aplicagao de um questionario estruturado para recolha de dados
demograficos e antecedentes pessoais patologicos.

Calculou-se a prevaléncia de SAQS, e respectivo intervalo de
confianga a 95% (IC 95%), desagregada por sexo e grupo etério,
caracterizando-se 0s casos segundo 0 sexo, idade e anteceden-
tes pessoais. Nao foram calculadas taxas de prevaléncia para os
grupos com menos de 5 casos.

_Resultados

A prevaléncia de SAOS na populagcdo com 25 ou mais anos foi de
0,89% (IC 95%: 0,80-1,00%), sendo superior no sexo masculino
1,47% (IC 95%: 1,30-1,67%) € no grupo etario entre 0s 65 € 0s 74
anos (2,35%) (tabela 1). A maioria tinha SAQS grave (48,5%).

Tabela 1:[1 Distribui¢do dos casos de SAOS segundo sexo e idade, prevaléncia e respetivo intervalo

de confianga 95%.

Grupo etario Masculino

Feminino Total

s
3 * * - - - 3 * *

25-34
"R 0 020 01605 7 | 018 009038 17 023 015037
. asst 3 AN 079454 14 041 | 02089 48 07 | 056098
s 73 268 | 214336 16 | 051 | 03208 89 152 124187
e 85 402 | 328493 24 093 | 06313 12 235 | 195282
s 20 171 119244 13 048 028082 42 0% 071128
Total 237 1,07 0,95-1,22 74 0,30 0,24-0,38 311 0,67 0,60-0,74
>25 237 1,47 1,30-1,67 74 0,39 0,31-0,49 31 0,89 0,80-1,00

* = , . .
Valores né&o calculados por o nimero de casos ser inferior a 5

(-) sem registo de casos
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_Discusséo

Observou-se uma prevaléncia menor do que a estimada noutros
paises (79 o que pode relacionar-se com as diferentes metodo-
logias usadas, nomeadamente, no que respeita a base amostral,
grupos etérios, selegdo de participantes e definicdo de caso. No
entanto, tendo em conta a elevada propor¢do de casos graves, co-
loca-se a hipétese, & semelhanga do que ocorre noutros paises (%),
do subdiagndstico deste problema, em particular das situagoes de
menor gravidade o que limita a possibilidade de atuacao e trata-
mento precoce.

A obesidade (84,6%), hipertenséo arterial (74,8%) e diabetes mellitus
(38,7%) foram as co-morbilidades mais frequentes nestes doentes.

Agradecimentos
A todos os Médicos-Sentinela que participaram na recolha de dados.

A Inés Batista pelo apoio na recolha de dados.
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_Introdugéo

A vacina antigripal sazonal (VAG) é a principal medida de prote¢ao
contra a gripe e complicagdes associadas. A Direcao-Geral da Sau-
de (DGS) emite anualmente recomendagdes para a prescricdo da
vacina antigripal gratuita a grupos-alvo prioritarios, incluindo pes-
soas com idade igual ou superior a 65 anos e doentes crénicos (1),
Apesar de se ter vindo a observar um aumento da cobertura VAGS
nesta populacdo nas épocas pos gratuitidade (estimativa ECOS,
49,9% [1C95% 41,5 a 58,2]), a cobertura mantém-se abaixo da meta
recomendada pela DGS para a época 2013-14 (60%) (2).

O Modelo de Crengas de Saude (MCS), desenvolvido nos anos 50,
tem sido utilizado como um método sistematico para explicar e
prever comportamentos preventivos de salde, nomeadamente, no
processo de tomada de decisdo na toma ou ndo da VAG (%), Inclui
5 dominios-chave que influenciam comportamentos de salde:
vulnerabilidade percebida, severidade percebida, beneficios per-
cebidos, barreiras percebidas e pistas para a agao.

_Objetivo

O estudo desenvolvido no ambito do ECOS (Em casa observamos
Saude) (4) teve como principal objetivo avaliar auto percegéo das
dimensdes do MCS (gravidade, suscetibilidade, barreiras e benefi-

cios) na adesdo a VAG por individuos pertencentes ao grupo-alvo.

_Materiais e métodos

Os dados foram obtidos através de um inquérito telefénico a uma
amostra de unidade de alojamento (Amostra ECOS). A amostra de
individuos com 18+ anos residentes nas unidades de alojamento
em Portugal Continental é aleatéria, estratificada por regiao com
alocagdo homogénea (n=856). Os dados foram recolhidos através

de um questionario estruturado via entrevista telefénica assistida
por computador (dezembro de 2013). As estimativas foram ponde-
radas por grupo etario e regido.

O grupo-alvo foi definido como pessoas com idade igual ou su-
perior a 65 anos e/ou pessoas com uma das seguintes doengas
cronicas (auto reportadas): asma; doenga pulmonar obstrutiva
crénica (bronquite cronica, enfisema pulmonar); diabetes; obesi-
dade; doenca isquémica cardiaca (doenga corondria, angina de
peito); doenga hepatica e doenca renal.

_Resultados
Cerca de dois tergos da populagao (68,7%) do grupo-alvo nao to-
mou a VAG na época 2013/2014.

Questionaram-se, numa pergunta aberta, os participantes do gru-
po-alvo que ndo se vacinaram sobre as razoes que 0s levaram a
tomar essa decis@o. Categorizaram-se as respostas em categorias
distribuidas pelas cinco dimensoes que constituem o MCS.

De acordo com o grafico 1, os principais motivos evocados, pelo
grupo-alvo, inserem-se na dimensao suscetibilidade, que se refe-
re ao julgamento do individuo sobre as probabilidades de contrair
a doenga. As categorias desta dimensao mais frequentemente re-
feridas sdo 0 “considerar-se uma pessoa saudavel” e 0 “saber-se
cuidar” (29,8%), das quais sdo exemplos as seguintes respostas
abertas: “tomo vitamina C das laranjas e nunca tenho gripe” e “sou
uma pessoa saudavel”. Seguiram-se as respostas da categoria

“Nunca/raramente fica doente com gripe/constipacao” (19,3%).

A terceira categoria mais frequente insere-se na dimensao barreiras
percebidas do MCS. Corresponde a avaliagdo individual sobre 0s
obstaculos ou dificuldades na adoc&o de um determinado compor-
tamento e foi a segunda dimenséo do MCS mais relevante. Cerca
de 17% afirmou ndo tomar a vacina por ter tido uma ma experiéncia
no passado, por conhecer alguém gue teve uma méa experiéncia ou
ainda pela nocao de que a VAG faz mal ou pior que a gripe. Nesta
categoria sdo exemplos de respostas abertas: “da dltima vez que
me vacinei fiquei muito mal” e “tive familiares que ja se vacinaram

e morreram pouco tempo depois, uma delas diabética”.




(, istiuto_Nacional de Saude Observag6es_ Boletim Epidemiolégico
Doutor Ricardo Jorge

Al www.insa.pt

A oo
B0
% P ) B H e EE
29,8
10 - [ b e b
19,3 16,9
11,9
0

Ser saudavel/ Nunca/raramente Nao faz parte do ‘ ‘ Ma experiéncia no passado ‘

saber-se cuidar fica doente com gripe/ grupo de risco com o préprio ou com outros/

constipacao Faz mal ou pior
Suscetibilidade ———— Barreiras

Ainda na dimenséo suscetibilidade, enquadram-se também aque-
les que afirmaram n&o tomar a VAG por “ndo pertencer ao grupo de
risco” (11,9%). Nesta categoria, encontramos respostas associadas
a0 grupo etario, como por exemplo, “acho que ndo sou uma pessoa
de risco devido a ndo ser idosa”.

_Discusséo e concluséo

As dimensdes suscetibilidade e barreiras percebidas sao as di-
mensdes mais evocadas para a ndo toma da vacina antigripal, o
que vai ao encontro de alguns estudos sobre o0 MCS aplicado aos
comportamentos preventivos (5). As campanhas de vacinagao po-
derdo potenciar a sua efetividade se tomarem em consideragdo os
fatores que sdo mais relevantes para a populagdo na sua tomada
de deciséo.
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Departamento de Promogdo da Saude e Prevencdo de Doencas Ndo Transmissiveis, INSA.

O Instituto Nacional de Saude Doutor Ricardo Jorge (INSA) é uma
das instituicdes participantes na JA-CHRODIS - Joint Action on
Chronic Diseases and Promoting Healthy Ageing Across the Life
Cycle (http://www.chrodis.eu/) sobre a prevencdo de doencgas
cronicas e promogao do envelhecimento saudavel na populagéo
europeia ao longo do ciclo de vida. A JA-CHRODIS propoe-se
identificar, validar e promover o intercadmbio e a difusdo de boas
praticas no campo das doengas cronicas (em particular doengas
cardiovasculares [DCV] e diabetes tipo2), visando facilitar a sua
adogdo para além das fronteiras locais, regionais e nacionais.
Tem como foco a promog¢ado da saude, a prevengdo priméria, a
gestdo da doenga e da multimorbilidade.

E um projeto com a duragao de trés anos (2014-2017) liderado pelo
Instituto de Saude Carlos Ill e que relne 66 parceiros associados
e colaboradores de 26 paises, co-financiado pelos Estados Mem-
bros e Comissdo Europeia. As entidades participantes provém de
diversas areas, incluindo instituicées de administragdo estratégica
e de investigacdo saude. Em Portugal, sdo entidades parceiras as-
sociadas o INSA e a Direcao-Geral da Saude (DGS), contando-se
outras duas entidades nacionais com o estatuto de colaborado-
ras, a Associagao Protetora dos Diabéticos de Portugal (APDP) e
a Universidade de Coimbra (Faculdade de Medicina) em nome do
consorcio Ageing@Coimbra.

_Porqué a JA-CHRODIS

As doengas cronicas como as DCV e a diabetes tipo 2 afetam 8
em cada 10 pessoas com mais de 65 anos na Europa. Cerca de
70% a 80% do orgamento de saude em toda a UE é gasto no tra-
tamento da doenga croénica. Este investimento espelha o facto de

as DCV e diabetes representarem a principal causa de morte na

Europa (12), incluindo o nosso pais (2-5) e uma importante cau-
sa de incapacidade. No caso da diabetes tipo 2, a mortalidade
em Portugal é superior & média dos paises da EU (4),

A maior parte das DCV e a diabetes tipo 2 estao relacionadas com
determinantes modificaveis em que se incluem o estilo de vida
e diversos fatores de risco (). O seu controlo &, como se sabe,
essencial para a redugdo das complicagdes fatais e ndo fatais
daquelas doengas de grande magnitude e transcendéncia econoé-
mica e social.

Existe hoje uma grande riqueza de conhecimento e de experiéncia
nos Estados-Membros da UE no que se refere a formas eficazes e
efectivas de prevenir e controlar a DCV, o acidente vascular cerebral
(AVC) e a diabe tes tipo 2, com um enorme potencial para a redugéo
da carga de doenca e para estabelecer estratégias de prevencdo
bem-sucedidas. A JA-CHRODIS foi concebida para explorar este
potencial. Os parceiros trabalham em conjunto, tal como acima re-
ferido, para identificar, validar, promover o intercambio e a difusdo
das boas praticas em matéria de doencas cronicas nos Estados-
Membros da UE e para facilitar a sua adogao por responsaveis de
salde em diversas regides e paises. Um dos objetivos fundamen-
tais é o desenvolvimento de uma "plataforma para o intercambio do
conhecimento" (PKE), proporcionando um repositério atualizado do
conhecimento mais avangado e das melhores préaticas sobre doen-
cas cronicas.

_Participagédo do INSA

O INSA participa em duas areas de trabalho especificas dentro
das varias atividades do CHRODIS (http://www.chrodis.eu/our-
work/): 1) no desenvolvimento da Plataforma sobre as doencas
crénicas na Europa (Workpackage 4); e 2) no estabelecimento de
critérios de incluséo para ainscricao de boas préaticas na platafor-
ma (Workpackage 5). Nesta atividade estéa incluida a definicdo de
critérios especificos para a avaliagao de boas praticas em promo-
¢ao da salde e prevencado da doenga crénica e a identificagdo de
boas praticas ja existentes e que importa disseminar. Isso envol-
ve a analise e validagao de estratégias de promocéo da salde e
de prevencgao primaria de DCV, AVC, diabetes tipo 2 e de fatores
de risco modificaveis individuais e sociais. Esta tarefa néo s6 tem
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em conta os estilos de vida e 0s comportamentos relacionados
com a saude, mas também os determinantes sociais e econdmi-
c0os mais amplos que os influenciam.

No ambito das atividades do WP5, todos 0s paises participantes
foram convidados a redigir um relatério sintese que oferecesse
uma visao global das intervencdes em promogao da salde e pre-
vengao priméria realizadas no respetivo territério respeitantes a
DCV, AVC e diabetes tipo 2. Os relatorios tiveram como objetivo
identificar politicas, mecanismos de implementacéao, projetos na-
cionais e locais considerados boa pratica, estudos de previsdo e
de custo-efetividade realizados sobre estes temas. Pretendeu-
se também identificar lacunas de intervengdo em promogao da
saude e prevencgdo priméaria em cada pais. Os relatérios de todos
0s paises envolvidos, incluindo o relatério de Portugal elaborado
pelo INSA em colaboragao com a DGS e a APDP desenvolvidos
no primeiro ano de execugdo do projeto foram apresentados em
Bruxelas dia 19 e 20 de fevereiro e encontram-se disponiveis no
website da JA-CHRODIS (6),

Este relatorio portugués retine informagao sobre o cenario e 0 esta-
do atual da promogao da saude e prevencao das doencas cronicas
em Portugal no que respeita & sua implementacao a nivel nacional,
regional ou local. Neste &mbito, foram identificadas as instituicdes e
organizagdes com uma participagdo mais relevante, para além dos
programas e das estratégias mais significativas neste dominio.

Dada a inexisténcia de bases de dados estruturadas de boas
praticas em promog¢ado da saude para a populagdo portuguesa,
destacou-se o facto de que aidentificacao de projetos de qualida-
de neste ambito se encontrar essencialmente ligada a aplicagéao
dos critérios definidos para financiamento por instituicdes publi-
cas ou privadas, que avaliam a sua qualidade e exequibilidade.

Em relagdo a existéncia de estudos com impacto na tematica
da promogao da saude foram assinalados alguns projetos com
relevancia para a populagéo portuguesa, nomeadamente o PRE-
VADIAB 2 (“Prevalence Study follow-up in diabetes”) (7-9), o
e_COR (“Prevaléncia de fatores de risco cardiovascular na po-
pulacdo portuguesa”) (%), o LADIES study (“Leukoaraiosis and

disability study”) (") e o EPHF (“Estudo Portugués de Hiperco-

lesterolemia Familiar) (12), entre outros.

Apesar das recomendagdes claras do Plano Nacional de Saude e
dos programas nacionais das DCV e Diabetes, é notéria a escassez
de investigagcdo na area dos estudos de custo-efetividade de pro-
gramas de boas préaticas em promog¢éo da saude, sendo referido o
estudo EUROTRCS (http://ispup.up.pt/research/epiunit/research-
projects/330/) como um dos poucos exemplos neste dominio.

E de assinalar ainda a necessidade de melhorar a interagao entre
0s setores publicos e a sociedade civil como forma de potenciar a
capacitagao no dominio da promogao da salde e prevengao pri-
maria da populagdo portuguesa.

O estabelecimento dos critérios de inclusao para projetos de boas
préticas em promogao da salde e prevencao primaria esta ain-
da em curso, sendo possiveis propostas de atividades em curso
em Portugal algumas iniciativas com enfoque no exercicio fisico
(Portuguese National Walking and Running Program) (13) e a nu-
tricdo (“Health Ageing with Innovative Functional Foods/Needs for
degenerative and metabolisc diseases” /INOVAFUNAGEING e “Bio-
active Natural Food Ingredients for aging-people functional diet”/
NutriBioFun) (13), entre outras.

Através da JA-CHRODIS pretende-se, assim, conseguir a pro-
mogao do intercambio, a ampliacéo e a transferéncia de praticas
de promogao da salde e de prevencao primaria altamente pro-
missoras, rentaveis e inovadoras para populagdes mais idosas,
desigandanente acima de 65 anos.
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_Introdugéo

O Citomegalovirus (CMV) é um virus ubiquo pertencente a familia
Herpesviridae. A infecao pelo CMV é altamente prevalente em todo
0 mundo, com taxas de seropositividade que variam entre 40% e
100% na populacéo adulta (). Em Portugal, e de acordo com os re-
sultados do Segundo Inquérito Serolégico Nacional - 2001/2002, a
seroprevaléncia para o CMV foi em média de 77%, variando entre
66,5% no grupo etario 2-4 anos e 95,6% nos individuos acima dos
65 anos (2,

As infecdes pelo CMV s&o na sua maioria assintomaticas. As mani-
festacdes de doenca dependem da idade da aquisicao da infe¢do
e das alteracdes do estado imunitario dos individuos e apresentam
um quadro clinico que pode ser ligeiro e autolimitado ou dar origem
a complicacdes graves e até mesmo fatais.

O CMV é um virus neurotropico associado muitas vezes a compli-
cagdes neurologicas graves, em particular nos doentes imunocom-
prometidos, uma vez que a terapéutica imunossupressora facilita o
aparecimento de infe¢oes oportunistas, predispondo a uma infe¢éo
priméria ou & reativacéo do virus latente (4.

O diagndstico baseado no quadro clinico é dificultado pelo facto
de outros agentes bioldgicos poderem estar também implicados
na etiologia das infecdes do sistema nervoso central (SNC), pelo
que deve considerar-se, como complemento, o diagnostico labo-
ratorial e/ou imagiolégico.

O diagnéstico laboratorial de eleicao para pesquisa do CMV no li-
quido céfalo-raquidiano (LCR) ¢ o PCR em tempo real, uma vez que

é um método molecular que apresenta um intervalo linear alargado,
um limite de detegao e quantificagdo de pequeno nimero de copias
do amplificado e um risco reduzido de contaminagéo, pelo facto
dos processos de amplificac@o e dete¢do serem efetuados em sis-
tema fechado (4).

A andlise quantitativa da carga viral do CMV por PCR em tempo real
tem contribuido para a melhoria do diagnéstico de infecéo ativa e
para 0 seu tratamento, permitindo monitorizar a resposta a terapéu-
tica e, consequentemente, determinar a sua efetividade, particular-
mente nas infecdes do sistema nervoso central (5:6).

_Objetivos

Este estudo tem como objetivo descrever as caracteristicas demo-
gréficas e o quadro clinico e imunitario de doentes com suspeita
de infecéo viral neurotropica e analisar a frequéncia das infecoes
por CMV nas patologias do SNC, cujo diagndstico foi confirmado
no Instituto Nacional de Saude Doutor Ricardo Jorge (INSA) entre
janeiro de 2010 e abril de 2014.

_Material e métodos

Foi realizada uma analise retrospetiva das amostras de LCR de 1790
doentes com suspeita de infe¢do viral no SNC, recebidas no De-
partamento de Doengas Infeciosas do INSA, entre janeiro de 2010
e abril de 2014, para pesquisa e quantificagao de DNA do CMV por
PCR em tempo real.

A extracdo do DNA foi efetuada em equipamento automatizado de
extracdo de &cidos nucleicos (Nuclisens EasyMag - Biomerieux)
e a amplificacéo, detegao e quantificagdo do DNA do CMV foi rea-
lizada utilizando um dispositivo comercial de PCR em tempo real,
que amplifica uma regido do exdo 4 do gene imediatamente pre-
coce (MIE) HCMVUL123 (Q-CMV RT Kit, ELITech Group). A técnica
inclui também um controlo interno de inibigao, com primers espe-
cificos para a regido promotora e regido 5’UTR do gene da beta
globina humana. O PCR em tempo real foi efetuado na plataforma
de amplificagdo ABI PRISM 7500 (Applied Biosystem). Os resulta-
dos positivos foram quantificados em cdpias/ml, tendo em consi-
deragéo o volume de amostra extraida, o volume final de eluigao e
o0 volume de DNA utilizado na rea¢éo de amplificagao.
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Para a andlise descritiva dos dados demograficos dos casos sus-
peitos e confirmados, recorreu-se ao célculo de frequéncias ab-
solutas e relativa. Para comparar a frequéncia de distribuicdo da
infecao por CMV e 0 estado imunitério, aplicou-se o teste exato de
Fisher. Para todos os testes estatisticos foi considerado um nivel
de significancia de 5%.

_Resultados

Dos 1790 doentes suspeitos de infe¢ao viral no SNC, 1006 (56,2%)
pertenciam ao género masculino e 784 casos (43,8%) ao género fe-
minino. A idade destes doentes variou entre os 29 dias de vida e 0s
85 anos, sendo a mediana de 46 anos. No grafico 1 apresenta-se a
distribuicao dos 1790 casos suspeitos de infecao neurotropica por
género e grupo etario.

Grafico 1: [/ Distribuicdo dos 1790 casos suspeitos de infegéo
viral neurotrdpica por género e grupo etério,

2010-2014.*
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Foi possivel conhecer o estado imunitario em 1758 dos doentes
em andlise, dos quais 1215 (69,1%) eram imunocompetentes e 543
(30,9%) imunocomprometidos. Na tabela 1 consta a distribuicao
do quadro clinico, sinais e/ou sintomas que levaram a suspeita de
infecéo viral neurotropica dos 1758 doentes cujo estado imunita-

rio foi conhecido.

Tabela 1: 4 Distribui¢do dos 1758 casos suspeitos de infe¢ao
viral neurétropica em fungao do quadro clinico,
sinais/sintomas de doenca e estado imunitario,

2010-2014.*
Individuos Individuos
Quadro clinico, Imunocom- imunocom-
Sinais / Sintomas de doenga Ee:eg?; prﬁTestL%"s
Suspeita de infegdo viral neurotrépica 170 103
Lesaoooupando espago (LOE) 2 65
Patologias inespecificas do Sistema | s | o
Nervoso Central
Sindrome demencial / Alteraggode
comportamento 88 84
N A 7
Convuisées / Epilepsa 0 2
 Encefalite / Meningite / Meningoencefalite 2 oo
Mielite / Encefalomielte no °o
Esclerose mdltipla 8 s
Leucoencefalopatia Multiocal Progressiva
(LEMP) 4 29
Nevrite 6tica 7 o
Sindrome de Guilain-Barre o o
Neuropatia / Polineuropatia | 5 5
Doenca desmielinizante 9 s
Vascuopata wo 2
Paralisia Facial "o 2
Paraparesia / Tetraparesa | a 6
Diplopia / Afasia o o
Sindrome febril indeterminado 84 5
Cefaleias / Prostragao % o
Infego respiratoria + febre / Pneumonia 7 5
fumor/Llinfoma o s
Acidente vascular cerebral A 3
coma 3 2
Total 1758

* janeiro 2010 - abril 2014
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Dos 1790 doentes estudados entre janeiro de 2010 e abril de 2014,
26 (1,5%) foram confirmados como casos positivos de infecdo por
CMV por PCR em tempo real (gréficos 2 e 3). Dos 1764 doentes
suspeitos em que a pesquisa de DNA do CMV foi negativa, 139
(7,9%) foram positivos para outros virus neurotrépicos (virus herpes
simplex do tipo 1, virus herpes simplex do tipo 2, virus varicela-

zoster, virus Epstein Barr, virus herpes humano tipo 6, virus herpes
humano tipo 7, parvovirus B19, enterovirus, adenovirus e virus JC).

Gréfico 2: [ Distribuicdo dos 1790 casos suspeitos de infegédo
viral neurétropica por infegdo CMV e estado

imunitario, 2010-2014.*
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Gréfico 3: [ Distribuigdo dos casos de infegdo por CMV por ano
de diagnéstico, 2010-2014.*
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Em relacéo ao estado imunitéario e idade dos casos positivos para
CMV, 14 (53,8%) eram individuos imunocomprometidos com idades
compreendidas entre 0s 30 e 0s 72 anos e 12 (46,2%) eram indivi-
duos imunocompetentes entre 0s 27 € 0s 81 anos, a exce¢ao de um
€aso ocorrido numa crianga imunocompetente, com 1 ano de idade

(gréfico 4).
Grafico 4: ['] Distribui¢do dos 26 casos de infegdo por CMV por
grupo etério e estado imunitario, 2010-2014.*
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Quanto a distribuic@o dos casos de infecdo por CMV em fungéo
do quadro clinico, sinais/sintomas, observaram-se 15 casos com
alteragdes de comportamento associadas a alterag6es imagiolé-
gicas (6 casos), sindrome febril (6 casos) e convulsdes (3 casos);
encefalite (5 casos), meningite (2 casos), imunossupressao grave
com sindrome febril (2 casos), epilepsia (1 caso) e coma (1 caso)
(tabela 2).

Os valores de carga viral do CMV variaram entre 28 e 470 cdpias/ml
em doentes imunocompetentes e entre 57 e 4965 copias/ml em in-
dividuos imunocomprometidos.
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Tabela 2: [ Distribuicao dos 26 casos de infe¢do por CMV em
fungdo do quadro clinico, sinais/sintomas de doenga

e estado imunitario, 2010-2014.*

Estado Imunitario n=26

Individuos Individuos

Quadro clinico, Imunocom- imunoc'om-

Sinais / Sintomas de doenga petentes prometidos

n=12 n=14
LOE + Alteragao de comportamento 2 4
Febre + Alteracdo de comportamento 3 3
Convulsdes + Alteragao de 5 ;
comportamento

Encefalite 3 2
Meningite 1 1
Imunossupressao grave + febre 0 2
Epilepsia 1 0
Coma 0 1

* janeiro 2010 - abril 2014 p (teste exato de Fisher) = 0.0107

_Discusséo e conclusdes

Dos 1790 individuos com suspeita de infecao viral neurotropica,
observou-se que o diagnostico de encefalite, meningite, meningo-
encefalite, convulsdes, alteracdes de comportamento e sindrome
febril indeterminado foram os quadros clinicos, sinais/sintomas mais
frequentes quer nos individuos imunocompetentes, quer nos imu-
nocomprometidos. No entanto, e com menor frequéncia, a suspeita
de infegao no SNC encontrou-se também relacionada com manifes-
tacOes variadas, de acordo com o descrito na tabela 1.

Os resultados confirmaram 26 (1,5%) casos de infecao por CMV nos
1790 doentes estudados, entre janeiro de 2010 e abril de 2014. As
alteragbes de comportamento associadas a alteragdes imagioldgi-
cas, sindrome febril, convulsoes e encefalites foram as patologias
predominantes nos casos positivos para CMV, apesar das patolo-
gias que ocorreram com menor frequéncia também estarem descri-
tas na literatura (7).

Neste estudo encontrou-se uma diferenga significativa entre a fre-
quéncia de infegdo por CMV no SNC e o estado imunitario dos indi-
viduos, com maior frequéncia de infecdes por CMV nos individuos
imunocomprometidos (p= 0.0107) (grafico 2). O CMV é considera-
do um dos mais importantes virus oportunistas em individuos imu-

nocomprometidos, uma vez que o sistema homeostatico sofre de-
sequilibrios que conduzem a imunossupressao, favorecendo assim
a replicacao viral.

Neste estudo foram encontrados valores de carga viral do CMV
mais elevados nos individuos imunocomprometidos, nomeada-
mente valores superiores a 1000 copias/ml nos individuos com
imunossupressao grave (contagem de linfécitos CD4+ com va-
lores inferiores a 100 células/mm?®) logo, com um risco acresci-
do do aparecimento de co-infegbes e doenca. Este facto alerta
para a importancia da anélise sistematica dos valores de carga
viral para avaliar a gravidade da doenga e monitorizar a terapéu-
tica antiviral (4).

Desde a introducao da terapéutica anti-retroviral HAART nos in-
dividuos infetados pelo virus VIH, que permite restabelecer os lin-
focitos CD4+, tem havido uma reducao da incidéncia de infegdo
oportunista por CMV nestes individuos e um controle mais eficaz
da progresséo da doenga. No entanto, e apesar das infe¢des pelo
CMV no SNC continuarem associadas a infe¢cdes oportunistas nos
individuos imunocomprometidos, a literatura refere a possibilida-
de da infec@o por CMV no SNC estar subestimada nos individuos
imunocompetentes (€).

Tendo em conta que a infec@o pelo CMV no SNC manifesta-se
frequentemente por patologias ndo especificas que podem estar
associadas a infegOes causadas por outros virus, & necessario
garantir a validade do diagndéstico laboratorial. Neste sentido, o
PCR em tempo real no LCR é o método molecular preferencial,
quer pela sua elevada sensibilidade e especificidade, quer pelo
risco reduzido de contaminagao e capacidade de quantificagdo
da carga viral (1:4.8),

A detecao e quantificagdo por PCR em tempo real no LCR suge-
rem uma infecdo ativa pelo CMV, contribuindo substancialmente
para o diagndstico e consequente tratamento das infecdes do SNC.
No entanto, os resultados positivos deverdo ser interpretados de
acordo com o contexto individual de cada doente, em especial nos
casos de baixa carga viral por CMV, como responsavel de patolo-
gia neurotrépica (4 5:€). Contudo, saliente-se que as metodologias
quantitativas de PCR em tempo real especificas para um virus, séo
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desenhadas de forma a amplificar zonas altamente conservadas,

nao permitindo reagdo cruzada com outros virus, pelo que, um re-
sultado positivo para CMV, mesmo com baixa carga viral, reflete in-
fecao ou reativacao por este virus (4).
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_Introdugéo

Ainfecado por Clostridium difficile é descrita como a principal cau-
sa de diarreia relacionada com a prestagdo de cuidados de saude
em paises desenvolvidos (1). As manifestacdes clinicas da doenga
sdo variadas e vao desde a diarreia ligeira a complicagdes graves
e muitas vezes fatais, como é exemplo a colite pseudomembrano-
sa (2). Alinfecdo por C. difficile esté diretamente associada & toma
recente de antibidticos, que desequilibram a flora intestinal, crian-
do assim condigdes favoraveis a multiplicagao desta bactéria toxi-
nogénica.

Em 2004 surgiu um novo tipo genético (ribotipo) de C. difficile, o
ribotipo 027, caracterizado pela elevada resisténcia as fluoroqui-
nolonas, e que foi responsavel por inimeros surtos em varios pa-
ises europeus, incluindo Portugal (3:4),

Para além do ambiente hospitalar, C. difficile tem sido isolado de
amostras provenientes de animais domésticos, colonizados ou in-
fetados, e em produtos alimentares de origem animal (5). Estirpes
geneticamente semelhantes a estas foram também isoladas no ho-
mem, nomeadamente os ribotipos 078, 014 e 001 (5.

Aviruléncia da bactéria C. difficile € mediada pela producao em si-
multaneo de duas toxinas, a enterotoxina A e a citotoxina B, ambas
codificadas por genes do locus de patogenicidade e cuja expres-
sao é regulada pelo gene tcdC. Polimorfismos neste gene estao
associadas a maiores niveis de produgéo de toxinas (¢). Para além
destas duas toxinas, algumas estirpes produzem a toxina binaria,
cuja funcéo ainda ndo esta totalmente estabelecida, mas que pa-
rece promover a adeséo da bactéria as células do colon (7).

A terapia antimicrobiana utilizada no tratamento desta infe¢ao bac-

teriana tem-se mantido praticamente inalterada, sendo o metro-
nidazol e a vancomicina os antibiéticos de primeira linha, com a
vancomicina como primeira escolha nos casos mais graves (2).

_Objetivo

Este trabalho teve como objetivo estudar a variabilidade genética e
o perfil de suscetibilidade aos antimicrobianos de estirpes de C. di-
fficile recebidas no Instituto Nacional de Satde Doutor Ricardo Jor-
ge (INSA) entre julho de 2012 e dezembro de 2014.

_Materiais e métodos

Participaram no estudo 19 hospitais distribuidos pelas 5 regides
de Portugal Continental, que enviaram ao INSA amostras de fezes
ou estirpes de C. difficile isoladas de doentes internados, com um

quadro clinico de diarreia.

As estirpes foram caracterizadas a nivel molecular relativamente a
presenca dos genes das toxinas A, B e binaria, presenca de muta-
¢des no gene regulador das toxinas (tcdC) e ribotipo. Foi também
avaliada a presenga do gene ermB, marcador da resisténcia aos
MLSg, macrolidos, lincosamidas e estreptograminas do tipo B.

A suscetibilidade aos antimicrobianos foi testada por E-test para
a moxifloxacina, vancomicina, metronidazol e imipenem, sendo
definida por concentracdes minimas inibitérias (CMI) de >4 mg/L,
>2mg/L, >2mg/L e =16mg/L, respetivamente (EUCAST 2014).

_Resultados

Desde julho de 2012 até dezembro de 2014 foram estudadas 185
estirpes de C. difficile: 31 estirpes provenientes de 3 hospitais da
regido Norte; 83 estirpes de 5 hospitais da regido Centro; 63 estir-
pes de 8 hospitais da regi@o de Lisboa e Vale do Tejo; uma estirpe
de um hospital no Alentejo e 7 estirpes provenientes de 2 hospitais

do Algarve.

Observou-se uma grande variabilidade genética entre as 185 es-
tirpes de C. difficile estudadas, com 64 ribotipos identificados.
O ribotipo hipervirulento 027 foi 0 mais frequente, sendo respon-
savel por 22,0% (40/185) do total de casos isolados, constituin-
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do 34,9% (29/83) dos casos internados nos 5 hospitais da regiao
Centro, 14,3% (9/63) dos casos provenientes dos 8 hospitais da
regido de Lisboa e Vale do Tejo e 25,0% (2/8) dos casos identifica-
dos nos 3 hospitais das regides do Alentejo e Algarve. Este riboti-
po nao foi detetado em nenhum dos 3 hospitais da regi@o Norte.

Para além do ribotipo 027, os ribotipos mais frequentes foram 020,
014 (6% cada) e os ribotipos 017, 078 e 203 (4% cada) (grafico 1).

Grafico 1: [2 Distribui¢@o das 185 estirpes de Clostridium difficile
por ribotipo.
017
014 }7/4)
020 078
(1178)  11/6) ()
027 203
(40/22) (7/4)
500
(6/3)
449
(4/2)
. 046
(n/%) (4/2)
Outros
(88/47)

Do total das estirpes analisadas, 95,1% (176/185) eram toxinogé-
nicas, sendo 88,6% (164/185) positivas para ambas as toxinas A e
B, 6,5% (12/185) positivas apenas para a toxina B (toxA-/toxB+) e
4,3% (8/185) negativas (grafico 2). Acrescente-se que 58,3% (7/12)
das estirpes com o fendtipo toxA-/toxB+ pertenciam ao ribotipo
017. Das 185 estirpes de C. difficile, 54 (29,2%) eram ainda positi-
vas para a toxina bindria (grafico 2), das quais 70,4% (38/54) per-
tenciam ao ribotipo 027.

Em 31,4% (58/185) das estirpes estudadas foram identificados po-
limorfismos no gene tcdC, regulador negativo da produgao das to-
xinas A e B. Apesar de a maioria (69%; 40/58) pertencer ao ribotipo
027, também foram detetadas mutagdes noutros ribotipos emer-
gentes, tais como os ribotipos 176, 078, 438 e 126.

Em relag@o as resisténcias aos antimicrobianos, globalmente, de-
tetou-se uma frequéncia de estirpes resistentes a moxifloxacina de
34,1% (63/185). Em relagao ao imipenem a frequéncia de resistén-

cia foi de 64,9% (24/37), da qual 29,8% (11/37) corresponde a ho-
moresisténcia e 35,1% (13/37) a heteroresisténcia (gréfico 3). Para
a moxifloxacina foi observada uma CMI;, de 2.0mg/L e CMIg, >
32mg/L, enquanto que para o imipenem verificou-se uma CMI 4, >
32mg/L e CMlg,> 32mgy/L, incluindo heteroresisténcias.

A frequéncia de estirpes resistentes ao metronidazol e a vancomi-
cina foi de 7,1% (13/183) e 1,7% (3/183) respetivamente (grafico 3),
sendo as CMI;, de 0,38mg/L e CMIy, de 1,5mg/L para o metroni-
dazol e CMl;, de 0,756mg/L e CMIy, de 1Img/L para a vancomicina.

Gréfico 2: ['1 Distribui¢do das 185 estirpes de Clostridium difficile
quanto & presenga dos genes das toxinas A, B e
toxina binéria.
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Tabela 1:
Moxifloxacina
CMIgo* CMlge™ ' Intervalo CMI | CMIy,
Ribotipo 027 (n=40) >32 >32 32 0.75
Outros Ribotipos (n=145) 1,5 3 0,38->32 0,75

CMI: concentragao minima inibitéria

Comparando as resisténcias do ribotipo 027 com os outros ribo-
tipos, aquele apresentou uma resisténcia mais elevada a moxiflo-
xacina e uma suscetibilidade reduzida ao metronidazol, sendo a
diferenca para as CMly, e CMlg, entre os dois grupos significati-
va (Pt.stugent <0,05) (tabela 1). A suscetibilidade a vancomicina foi
idéntica para o ribotipo 027 e restantes ribotipos (tabela 1).

O gene ermB, associado a resisténcia a clindamicina, foi identifica-
do em 11,5% (21/182) do total de estirpes de C. difficile analisadas.
Destas 21 estirpes, 5 (23,8%) apresentaram resisténcia simultanea a
moxifloxacina e imipenem, sendo que 4 pertenciam ao ribotipo 017.

_Discussé@o e concluséo

C. difficile ¢ uma bactéria Gram positiva, formadora de esporos,
anaerdbia estrita frequentemente implicada em casos de diar-
reia nosocomial. A infec&o é causada por estirpes toxinogénicas,
embora existam naturalmente estirpes ndo produtoras de toxinas,
capazes de colonizar 0s seus hospedeiros.

Em Portugal, os dados epidemiolégicos referentes a esta infe¢ao
s80 escassos, embora nos Ultimos anos tenha existido um esforgo
de varias entidades para que seja melhor conhecida a distribuicao
nacional da infecdo por C. difficile. Este trabalho é um contributo
para esse conhecimento, tendo em conta a amostra de convenién-
cia dos hospitais envolvidos, assente naqueles que, durante peri-
odos de tempo diferentes, voluntariamente aceitaram participar no
estudo.

A grande variabilidade genética de estirpes de C. difficile encontra-
da numa mesma unidade hospitalar, fora de um contexto de surto, é
comum, sugerindo quer infecao hospitalar quer comunitaria. Em con-

Comparagao da suscetibilidade aos antimicrobianos entre o ribotipo 027 e os restantes ribotipos.

Vancomicina Metronidazol
CMlg, | Intervalo CMI | CMigy* CMlgy* Intervalo CMI
1 0,19-2,0 1,5 3 <0,016-16
1,5 0,125-3,0 0,25 1 <0,016-6,0

* Diferenca significativa entre concentragdes minimas inibitorias (Pi-stydent<0,05)

trapartida, o predominio de um unico ribotipo numa mesma unidade
hospitalar, sugere uma origem nosocomial da infecao por C. difficile,
normalmente associada a estirpes mais resistentes e, consequente-
mente, com elevada capacidade de disseminagdo em meio hospi-
talar, como pode ser exemplo o ribotipo 027, identificado na regido
centro do pais. De acordo com a literatura, a elevada prevaléncia de
ribotipos mais virulentos e resistentes pode ter uma implicacao direta
na taxa de incidéncia da infegéo por C. difficile (8).

Para além do ribotipo 027, outros gendtipos tém emergido ultima-
mente na Europa, como é o caso dos ribotipos 017 e 078, também
encontrados neste estudo. Relativamente ao ribotipo 017, apesar
de apenas produzir a toxina B, tem sido recentemente associado
a varios surtos, com uma amplitude mundial, bem como a doenca
severa e elevada letalidade, o que evidencia bem a viruléncia deste
ribotipo (%10). Acresce ainda a elevada resisténcia do ribotipo 017
a varios antibidticos em simultaneo, como as fluoroquinolonas, clin-
damicina e imipenem, antibiéticos geralmente implicados na pres-
580 seletiva e consequente disseminacao de estirpes resistentes.

Embora a maioria dos isolados clinicos seja habitualmente sensivel
aos antibidticos utilizados no tratamento da infecao por C. difficile,
tem-se vindo a registar um aumento de casos refratérios a terapéu-
tica com estes antibiéticos, sobretudo ao metronidazol (1), Também
ja foram descritas estirpes de C. difficile com suscetibilidade dimi-
nuida ao metronidazol e & vancomicina, no entanto ainda n&o foi
possivel estabelecer uma correlacdo entre o fendtipo de resisténcia
da estirpe e a faléncia terapéutica.

Em concluséo, a elevada frequéncia de ribotipos mais virulentos
e emergentes detetada neste estudo, aliada a elevada taxa de re-
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E

sisténcia aos antimicrobianos, pode antecipar uma répida disse-

minacao destas estirpes em ambiente hospitalar, evidenciando a
necessidade de implementacao de um sistema de vigilancia ativo
dainfecao por C. difficile em Portugal.
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_Introdugéo

0 que sdo cianobactérias?

Cianobactérias sdo organismos procariotas fotossintéticos, e como
constituintes naturais do fitoplancton s@o uma componente essen-
cial na produgdo primaria e cadeia alimentar em ambientes de agua
superficiais. Contudo sdo também responsaveis pela eutrofizacdo
dos recursos hidricos, uma vez que algumas espécies podem desen-
volver-se rapidamente e formar grandes acumulagdes chamadas de
florescéncias ou blooms (figura 1). Este desenvolvimento andmalo
afeta adversamente a qualidade das aguas superficiais que sao usa-
das para captacao de agua para consumo humano, atividades recre-
ativas e agricultura (1),

Porqué a monitorizagdo de cianobactérias?

O risco que as florescéncias cianobacterianas representam para a
saude humana advém do facto destes desenvolvimentos excessi-
vos estarem frequentemente associados a producao de cianotoxi-
nas (quadro 1) (1), As principais vias de exposigdo para 0 homem
sdo através de agua potavel contaminada, dialise, consumo de

Figura 1: [ Florescéncia das cianobactérias Microcystis

aeruginosa e Planktothrix agardhii em uma albufeira
portuguesa usada para fins recreativos.

peixe e marisco contaminado e atividades recreativas (2). A toxicida-

de destes compostos é elevada, como pode ser constatado no gra-
fico 1 em que estéa representada a comparacéo da toxicidade, com
base na dose-letal (LD50%) em murganhos, entre as cianotoxinas e
algumas das toxinas mais conhecidas em relagéo ao cianeto (%),

_Métodos

Identificac@o e quantificacdo tradicional de cianobactérias

As cianobactérias sao identificadas por taxonomia classica usando
microscopia Gtica, com base em caracteristicas morfolégicas que
sdo utilizadas para classificar as varias espécies. A quantificagéo
celular é determinada pela contagem de células individuais em ca-
maras de sedimentagdao com volume conhecido usando o método
de Utermohl (4). Este processo é dependente do operador, sendo
Necessario uma pessoa com experiéncia e conhecimentos apro-

Quadro 1: 1 Cianotoxinas produzidas por cianobactérias comuns nas albufeiras portuguesas.

Cianotoxina Atividade

Cianobactéria

Hepatotoxinas

Microcistinas Inibicdo das fosfatases proteicas

Cilindrospermopsina Inibigdo da sintese proteica

Microcystis,Anabaena,Nostoc, Planktothrix,Anabaenopsis, Phormidium

Cylindrospermopsis, Aphanizomenon, Anabaena, Raphidiopsis

Neurotoxinas

Anatoxina-a

Anatoxina-a(s) Inibe a acetilcolinesterase

Saxitoxina Liga-se aos canais de sodio

Liga-se aos recetores de acetilcolina nicotinicos

Aphanizomenon, Anabaena, Raphidiopsis, Oscillatoria, Planktothrix,
Cylindrospermum

Aphanizomenon, Anabaena

Aphanizomenon, Anabaena, Planktothrix, Cylindrospermopsis, Lyngbya

Adaptado de Codd 2014) (3) e Merel et al. 2013 (5).
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Gréfico 1:

Comparacéo da toxicidade relativamente ao cianeto,
com base na dose letal (LD50%) em murganhos,
entre as cianotoxinas e algumas das toxinas mais
conhecidas.

3x107x

1x107x

3700x

Adaptado de Metcalf e Codd 2014 (3).

fundados de taxonomia para conseguir uma correta identificagao.
Contudo, para algumas cianobactérias a distingao entre espécies
é uma tarefa dificil mesmo para um taxonomista experiente assim
como ¢ dificil de distinguir o limite entre células, o que pode inter-
ferir com a sua estimativa.

Detecdo e quantificagao de cianotoxinas

A detecéo e quantificacdo de muitas cianotoxinas (microcistinas,
cilindrospermopsina, anatoxina e saxitoxina) podem ser feitas atra-
vés de imunoensaios-ELISA ou ensaios de ligagdo ao recetor-RBA.
Estes ensaios detetam e quantificam através do reconhecimento e
ligagéo a anticorpos ou recetores especificos. Estes métodos sdo
rapidos e sensiveis contudo pode haver reagdes inespecificas le-
vando a uma sobrestimagao da quantidade de toxina presente ().
A cromatografia liquida de alta eficiéncia-HPLC permite o estudo

aprofundado das toxinas e suas variantes. No entanto requer um

extenso processamento da amostra e padrdes especificos para
cada toxina (3:5).

Classificagéo e identificagdo molecular de cianobactérias

A obtencéo de sequéncias de ADN de genes envolvidos em di-
ferentes processos celulares, como € 0 caso dos genes house-
keeping rRNA 16S, rpoC1 e cpeB providenciam a classificacdo e
identificacdo molecular das espécies cianobacterianas. A simila-
ridade das sequéncias destes genes com outras sequéncias pre-
sentes nas bases de dados da uma indicacao da identidade do
organismo. A andlise filogenética estabelece relagdes de proximi-
dade e ancestralidade com base na similaridade das sequéncias
de ADN. Recorrendo a uma andlise filogenética multilocus destes
marcadores, aumenta a resolucdo da identificacdo dos isolados
de cianobactérias até a espécie. Contudo a classificagdo mole-
cular requer monoculturas ou culturas puras de cianobactérias.

Detecéo de genes associados a producao de toxinas

As cianotoxinas s6 sdo produzidas pelas estirpes que contém os
genes apropriados para o fazer. Ja foram descobertos e sequen-
ciados quase todos os clusters de genes que conferem as ciano-
bactérias a capacidade de proceder a sintese da maior parte das
cianotoxinas. A sequenciacdo completa destes clusters permitiu o
desenvolvimento de sondas moleculares gerais para estirpes toxi-
cas das diversas toxinas e especificas para algumas espécies pro-
dutoras (6). A amplificacdo destes marcadores indica o potencial
de produgdo de determinada toxina em amostras ambientais.

Quantificagdo por PCR em tempo-real

A quantificagdo do numero de copias de um determinado gene em
amostras naturais € possivel recorrendo a técnica de PCR em tem-
po-real. Varias sondas foram j& desenvolvidas para a quantifica-
¢ao da populacéo total de uma determinada cianobactéria usando
0 gene rRNA 163, cpcB e rpoC1 (6.7), Estao também disponiveis
varias sondas para 0s genes envolvidos na produgao das varias to-
xinas o0 que permite quantificar diversos gendtipos e a sua propor-
¢ao numa determinada amostra.
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Expressao génica

A taxa de produgéo das cianotoxinas é também influenciada por
fatores ambientais, tais como pH, nutrientes, temperatura e in-
tensidade luminosa (8-10). Tém-se realizado vérios estudos no
sentido de compreender de que forma estes fatores ambientais
afetam/alteram a expressdo dos genes das cianobactérias, prin-
cipalmente os genes dos clusters responsaveis pela produgao
de cianotoxinas.

Manutencao de culturas de cianobactérias

O isolamento e manutenc¢éo de culturas monoclonais de cianobac-
térias provenientes de florescéncias ddo um apoio fundamental ao
estudo e monitorizagdo destes organismos. A existéncia dessas
culturas permite avaliar a sua toxicidade, tragar o perfil de toxinas
que produzem, obter o ADN para testar e desenvolver sondas mo-
leculares e efetuar o estudo aprofundado da sua identificagao.

_Conclusoes

Desafios na monitorizagdo de cianobactérias e
multidisciplinaridade

As florescéncias cianobacterianas séo fenémenos complexos e 0s
fatores que regulam o seu aparecimento, desenvolvimento e
persisténcia nos sistemas aquaticos ainda néao sdo com-
pletamente conhecidos. Compostas frequentemente

por diferentes espécies produtoras e ndo produtoras

de toxinas, acresce que dentro da mesma espé-

cie existem estirpes toxicas e nao tdxicas. Além

do malis, a regulagdo genética e fatores que in-

fluenciam a produgéo de cianotoxinas séo ain-

da um desafio para os investigadores. Varias

toxinas podem estar presentes e podem ter ori-

gem no mesmo ou em diferentes organismos.

Neste contexto, é importante compreender que

organismos estao presentes, averiguar se tém o

potencial para produzir toxinas, que toxinas podem

produzir e se estao ativamente em producao.

Todos os métodos anteriormente descritos ddo uma in-
formacao diferente e pertinente para o estudo da composi-
cao das florescéncias cianobacterianas (figura 2).

A identificacao e enumeracdo ao microscépio podem ser demo-
radas e trabalhosas mas fornece informacao detalhada sobre a
composicao de espécies. A detegdo imunoldgica de toxinas € um
método rapido e sensivel para a quantificagdo de toxinas na dgua
potavel antes e depois do tratamento. O imunoensaio em conjunto
com a identificacdo e quantificacdo microscopica da informagao
util sobre a composicéo e abundéncia da comunidade e quantida-
de de toxina para as analises de rotina de amostras ambientais.

A deteg@o molecular de genes responsaveis pela produgao de cia-
notoxinas informa se 0s organismos presentes na amostra tém ou
nao o potencial para a sua producao, o que se torna muito Util como
ferramenta de rastreio para as varias toxinas que possam estar pre-
sentes e direcionando qual 0 imunoensaio que deverd ser aplicado
para a detegdo de uma toxina especifica.

Figura 2: [ Multidisciplinaridade na identificagdo e monitorizagéo
de cianobactérias potencialmente tdxicas.
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O PCR em tempo-real faculta a quantificacao precisa de um deter-
minado gene, permitindo assim obter informagdo sobre composi-
cdo de gendtipos toxicos que aliado ao imunoensaio indica estirpes
tdxicas e néo toxicas e se estdo em producao ativa de toxina. Esta
abordagem é também bastante Util na quantificagéo de espécies di-
ficeis de identificar e contar por microscopia dtica.

Outros métodos que tém limitagcdes para ser aplicados em rotina
podem fornecer informagdes importantes para complementar e fa-
cilitar a monitorizagdo. A analise aprofundada do perfil toxicoldgico
dos isolados por HPLC, ou a identificacdo das espécies por anali-
se filogenética permite saber que toxinas e que espécies podemos
observar nas amostras de campo. O estudo da regulagéo genética
da produgao de cianotoxinas por PCR em tempo-real permite com-
preender em que condi¢des 0s organismos produzem toxina, e que
fatores influenciam a sua produgéo.

De forma a dar respostas na prevencao da exposi¢éo a cianotoxi-
nas em salde publica, o estudo e monitorizacao de cianobacté-
rias e cianotoxinas deve recorrer as varias metodologias de uma
forma multidisciplinar, em que cada uma delas se complementa
e contribui com uma pequena pecga do grande puzzle que s&o as
florescéncias cianobacterianas.
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_Introdugéo

Algumas das toxinas mais comuns presentes na agua doce sao
produzidas por cianobactérias, em particular as microcistinas (MC)
Estas toxinas s&o conhecidas por causar hepatotoxicidade aguda
em humanos e animais e por atuarem como promotores tumorais
sendo reconhecidas pela International Agency for Research on
Cancer (IARC), como agentes potencialmente carcinogénicos para
o ser humano (1), Em células de mamiferos, 0 mecanismo de to-
xicidade das microcistinas ¢ atribuida a um processo que envol-
ve varias vias, um deles relacionado com a inibicao das fosfatases
proteicas PP1/ PP2A e a producéo de espécies reativas de oxigé-
nio (ROS) (2). Porém, a informagao toxicoldgica e epidemiolégica
disponivel ndo permite ainda estabelecer inequivocamente uma re-
lagdo causa-efeito entre a exposicdo humana as MC e efeitos ad-
versos na saude.

Neste trabalho pretendeu-se usar a levedura Saccharomyces ce-
revisiae como modelo para compreender melhor 0s mecanismos
de toxicidade induzidos pela microcistina-LR. Este é 0 organismo
eucariotico mais simples e estudado que tem sido amplamente
utilizado como modelo no estudo de mecanismos de toxicidade,
devido a facilidade de acesso a informacéo sobre o seu genoma
(totalmente sequenciado e anotado), proteoma e processos bio-
quimicos correspondentes. Acresce que cerca de 31% das protei-
nas codificadas no genoma da levedura tém um ortélogo humano
e aproximadamente 50% dos genes de doencas humanas tém um
ortélogo na levedura. Existe ainda uma elevada conservagao das
estruturas celulares e enzimaticas e resposta ao stress oxidativo

como nos eucariotas superiores (3.

_Objetivos

Neste estudo pretendeu-se avaliar 0s efeitos de varias concentra-
coes de microcistina-LR (MCLR) no crescimento, niveis de ROS,
resposta do sistema antioxidante e indugao de apoptose na leve-
dura Saccharomyces cerevisiae.

_Metodologia

Nafigura 1 esta representada a abordagem metodoldgica empre-
gue para avaliar os efeitos da MCLR nas células da levedura
comercial Saccharomyces cerevisiae VL3 (Zymaflore).

Figura 1: 1 Abordagem metodolégica empregue para avaliar os
efeitos da MCLR nas células da levedura comercial
Saccharomyces cerevisiae VL3 (Zymaflore).
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_Resultados e discusséo

Verificou-se que o crescimento microbiano no foi inibido na presen-
ca das varias concentragdes de toxina testadas (1 nM, 10 nM, 1 uM,
10 pM e 100 pM), relativamente ao controlo.

Contudo, apds coloragao das células com fluorocromos, verificou-se
que a exposicao das células a toxina induziu um aumento dos niveis
intracelulares dos ROS totais, como se pode verificar no grafico 1. A
presenga de 1 nM de MCLR provocou um aumento de 11% enquanto
a concentracdo de 1 yM de MCLR levou a um aumento de 14% dos
niveis de fluorescéncia. A presenga de H,0, foi usada como contro-
lo positivo, em que a concentragdo de 3 mM causou um aumento de

11% vs. 57% de aumento induzido pela presenca de 25 mM de H,O5.

Gréafico 1: [ Fluorescéncia mediana (x desvio padrdo) das
células coradas com Dihidrorodamina 123 (DHR123)
para avaliar os niveis intracelulares globais de ROS
(n=200).
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* Diferengas significativas entre as células tratadas e as células controlo (p < 0,05).

Este aumento provocou uma ativagdo do sistema antioxidante, es-
pecialmente na resposta da catalase, em que se observou o dobro
da atividade relativa com 1 nM de MCLR e um aumento de 60%
com 1 pM de MCLR. Além disso, observou-se uma inibicdo da
SOD1,com uma diminuigao de 40% com 1 nM de MCLR e menos
20% com 1 uM MCLR. Este resultado, em conjunto com o0s tipos
de ROS possivelmente presentes, sugere que a espécie reativa de
oxigénio maioritariamente induzida seja o peroxido de hidrogénio
(Hy0,) (4.

Podemos supor que 0 aumento da atividade relativa da catalase

foi a forma das células superarem o aumento dos niveis de ROS,
levando a eliminacdo dos mesmos, o que pode explicar a auséncia
de impacto da presencga da toxina no crescimento da levedura.

Observaram-se ainda sinais de apoptose apo6s coloragao das célu-
las in vivo com DAPI e também apds avaliagao das células coradas
com um kit de Anexina V-FITC / iodeto de propideo por citometria
de fluxo (gréfico 2).

Gréfico 2: 1 Percentagem de células (média + o) em inicio
de apoptose (azul), apoptose tardia (amarelo) e
necrose (laranja) apds exposi¢do a MCLR (n = 3).
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Determinagéo por citometria de fluxo apds coloragdo das células com um
kit de Anexina V/lodeto de propidio

_Conclusdes

Os resultados obtidos neste estudo demonstram que a levedura
Saccharomyces cerevisiae VL3 apresenta alguns dos principais
efeitos tdxicos induzidos pela microcistina-LR em eucariotas su-
periores. Esta levedura, comprovou assim ser um simples e bom
modelo eucariodtico para futuramente estudar em mais detalhe os
mecanismos moleculares de toxicidade induzidos pela microcis-
tina-LR.
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_Introdugéo

A B-oxidagdo mitocondrial dos acidos gordos é uma via metabdli-
ca chave na producao de energia, nomeadamente em situagdes de
jejum e de stress metabolico (1 2). Para que todo o processo decor-
ra de uma forma eficaz, mais de 25 proteinas tém de desempenhar
a sua fungdo de uma forma coordenada, sendo que deficiéncias em
cerca de quinze delas esto associadas a doencas humanas (2 9.
Os défices da B-oxidacdo mitocondrial dos &cidos gordos sdo um
grupo de doengas metabdlicas, com um modo de transmisséo au-
tossomico recessivo, que podem apresentar fendtipos clinicos bas-
tante heterogéneos que afetam fundamentalmente o coragédo, o
figado e 0 musculo esquelético (). Alguns doentes podem ter uma
apresentacao multissistémica grave, que pode incluir a morte no
periodo neonatal, enquanto outros podem apresentar crises de hi-
poglicemia hipocetética durante periodos de doenca (febre), episo-
dios de rabdomiolise provocados por exercicio fisico vigoroso, ou
ainda manter-se assintomaticos (). Supdem-se que a fisiopatolo-
gia se deva fundamentalmente a deficiente produgédo de energia, a
acumulagdo de intermediarios metabolicos toxicos ou de proteinas
mutadas, e em alguns casos a deple¢do de carnitina. O apareci-
mento dos sintomas é em muitas situagdes despoletado por situa-
coes de stress, como o jejum ou infegdes (°). O tratamento assenta

fundamentalmente em evitar o jejum prolongado, e em alguns casos

na suplementag&o com carnitina, riboflavina ou coenzima Q10 (¢) e
geralmente conduz a uma diminuigdo da mortalidade e morbilida-
de associadas a este grupo de patologias, nomeadamente quando
este se inicia num periodo pré-sintoméatico (7). A existéncia de um
tratamento eficaz, associado a existéncia de um método de detecéo
pré-sintomatica, faz deste grupo de doengas um objetivo primordial
dos Programas de Rastreio Neonatal.

Os Programas de Rastreio Neonatal, para além de programas
de saude publica, que visam evitar a progressao da doenga nas
criangas, através da institucionalizagéo precoce de tratamento,
sdo igualmente fontes privilegiadas de dados epidemiolégicos
sobre as doengas rastreadas. Com base em dados de progra-
mas de rastreio neonatal, estima-se que este grupo de patolo-
gias tenha uma prevaléncia ao nascimento de aproximadamente
1:9.000 recém-nascidos, embora estejam reportadas diferencas
significativas entre varios grupos populacionais (tabela 1). Com o
intuito de estimar a prevaléncia ao nascimento dos diferentes dé-
fices da B-oxidagao mitocondrial dos &cidos gordos na Peninsula
Ibérica e compara-los com o publicado para outras populagdes,
foram neste trabalho recolhidos dados de varios Programas de
Rastreio Neonatal Ibéricos. Um melhor conhecimento dos dados
epidemiolégicos das doengas rastreadas possibilita ndo s6 um
melhor conhecimento da sua historia natural, mas também definir
estratégias mais eficazes em termos de saude publica.

_Objetivo
Determinar a prevaléncia ao nascimento dos défices da p-oxidacao
mitocondrial dos acidos gordos na Peninsula Ibérica.

_Materiais e métodos

O presente estudo inclui dados do rastreio metabolico por espec-
trometia de massa em tandem de 1.672.286 recem-nascidos da Pe-
ninsula Ibérica (812.902 portugueses e 859.384 espanhois) (tabela
1). Os dados s@o de seis programas de Rastreio Neonatal, o pro-
grama portugués e de cinco programas espanhdis (Galiza, Murcia,
Andaluzia oriental, Andaluzia ocidental e Aragao/La Rioja). Os pro-
gramas participantes séo todos programas de saude publica bem
implementados e que rastreiam todos 0s recém-nascidos das suas
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Tabela 1: [ Nimero de défices da -oxidagao dos 4cidos gordos detetados nos Programas de Rastreio Neonatal participantes e respetivas prevaléncias ao nascimento estimadas,
assim como os dados disponiveis na bibliografia para outras populagdes.

Regiao

Recém-nascidos rastreados

Défices da B-oxidagcdo mitochondrial dos acidos gordos

Peninsula Ibérica SCADD MCADD VLCADD LCHADD MADD CPT1 CPT2 CuD Total
Portugal 812.902 not screened 97 1/8.380 8 1/101.613 7 1/116.129 3 | 1/270.967 2 | 1/406.451 3 | 1/270.967 8 1/101.613 1/6.351
Galiza 278.371 5 1/55.674 14 | 1/19.884 0 0 3 1/92.790 0 0 0 0 0 0 0 0 1/12.653
Mdrcia 124.942 1 1/124.942 3 1/41.647 0 0 2 1/62.471 1 1/124.942 0 0 0 0 1 1/124.942 1/15.618
Andaluzia ocidental 272.462 3 1/90.981 15 1/18.196 0 0 0 0 1 1/272.462 1 1/272.462 0 0 1 1/272.462 1/12.997
Aragao/La Rioja 54.901 1 1/54.901 3 1/18.300 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1/13.725
Andaluzia oriental 128.228 3 1/42.743 8 | 1/16.029 0 0 0 0 0 0 0 0 3 1/42.743 2 1/60.114 1/8.014

Total 1.672.286 13 1/66.106 140 1/11.945 8 | 1/209.036 12 | 1/139.357 5 | 1/334.457 3 1/657.429 6 1/278.714 bl 1/139.357 1/7.914
IC 95% IC 95% IC 95% IC 95% IC 95% IC 95% IC 95% IC 95% IC 95%
(1/113.111 - 1/38.634) (1/14.093 - 1/10.122) (1/415.522 - 1/105.923) (1/243.6083 - 1/79.720) (1/783.014 - 1/142.860) (1/1.639.060 - 1/189.576) (1/608.135 - 1/127.737) (1/272.250 - 1/84.891) (1/9.054 - 1/6.916)

Austria (9) 622.489 1/155.622 1/24.900 1/88.927 1/69.165 1/311.245 0 0 1/311.245 1/12.704

Alemanha (10) 583.555/1.084.195° 1/64.8392 1/14.080° 1/180.699 ° 1/216.839° 1/194.517 2 1/1.084.195° 1/1.084.195° 1/194.5182 1/9.198

Dinamarca (11) 190.287 2/504.049 °/363.538 1/190.287 2 1/9.164° 1/168.016° 1/168.016° 0 1/363.538 0 1/100.810° 1/7.691

Italia ? 640.707 1/27.857 1/22.882 1/45.765 1/640.707 0 1/640.707 1/640.707 1/128.141 1/8.777

Grécia (12) 45.000 0 1/45.000 0 0 0 0 0 0 1/45.000

Suica (13) 57.000 1/11.500

Reino Unido (14) 1.500.000 1/10.204

Bélgica (15) 120.000 1/15.000

Holanda (16) 182.850 1/9.624

EUA
Nova Inglaterra (17) 164.000 1/32.800 1/16.400 1/164.000 0 0 0 1/164.000 0 1/9.647
Carolina do norte (18) 944.078 1/118.010 1/12.933 1/78.673 1/314.693 0 0 1/472.039 0 1/9.633
Califérnia (19) 353.894 1/19.661 1/27.223 1/353.894 1/353.894 1/176.947 0 0 0 1/10.111
Michigan b 708.257 1/16.097 1/13.620 1/88.532 1/708.257 1/354.129 0 1/708.257 1/354.129 1/6.439

Japdo (15) 102.000 1/51.000

Ardbia Saudita (20) 237.812 1/18.293

Australia (21) 362.000 1/72.400 1/21.294 1/120.667 0 0 0 0 1/120.667 1/12.929

2 Os dados de Italia foram extraidos dos relatérios nacionais de rastreio neonatal de 2006 a 2012 (http:/www.simmesn.it/it/documents/rt_screening/index.html; consult. dez. 2013); b 0s dados do estado do Michigan foram extrafdos dos relatérios do
Programa de 2006 a 2011 (http://www.michigan.gov/mistudentaid/0,4612,7-128-2942_1950-233593--,00.html; consult. set. 2013).
VLCADD - Défice da desidrogenase dos &cidos gordos de cadeia muito longa; LCHADD - Défice da desidrogenase dos &cidos gordos 3-hidroxilados de cadeia longa; MADD - Défice multiplo das desidrogenases; MCADD - Défice da desidrogenase dos
acidos gordos de cadeia média; SCADD - Défice da desidrogenase dos &cidos gordos de cadeia curta; CPT1 - Deficiéncia em carnitina palmitoiltransferase 1; CPT2 - Deficiéncia em carnitina palmitoiltransferase 2; CUD - Défice primario em carnitina.
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regides. No seu conjunto, 0s programas participantes rastreiam
46.2% de todos os recém-nascidos anuais da Peninsula Ibérica.
A detecao de recém-nascidos afetados com défices da B-oxidagao
mitocondrial dos acidos gordos é efetuada em todos os programas
de acordo com as melhores préticas internacionais, através da ana-
lise de perfis de acilcarnitinas em cartdo de Guthrie. A confirmacao
de todos os casos identificados foi efetuada através de estudos mo-
leculares e/ou enzimaticos.

_Resultados e discusséo

Analisando as prevaléncias ao nascimento verificadas (tabela 1),
torna-se claro que a prevaléncia conjunta dos diferentes défices
da B-oxidacdo mitocondrial dos &cidos gordos, é em Portugal
(1/6.351) 0 dobro da observada em Espanha (1/12.104). Se efetuar-
mos a comparagao excluindo a deficiéncia na desidrogenase dos
&cidos gordos de cadeia curta (SCADD), nao rastreada em Portu-
gal, a diferenca é ainda superior (1/6.351 versus 1/14.817). Sem
duvida que a deficiéncia na desidrogenase dos acidos gordos
de cadeia média (MCADD) é quem mais contribui para esta dife-
renga, com uma prevaléncia ao nascimento de 1/8.380 (IC 95%;
1/10.221 a 1/6.869), a mais elevada de entre as populagbes com
dados publicados. Esta elevada prevaléncia da MCADD em Por-
tugal pode ser justificada pelo facto da grande maioria dos doen-
tes (>90%) ser de origem cigana, uma comunidade caracterizada
por elevados niveis de consanguinidade. O mesmo é observado
em Espanha, mas nao na mesma propor¢ao. Esta é uma diferenca
epidemiologica significativa entre os doentes com MCADD da Pe-
ninsula Ibérica em comparagdo com 0s outros paises Europeus,
onde os doentes na sua maioria néo sao de etnia cigana ().

No seu conjunto, a Peninsula Ibérica apresenta uma prevaléncia
ao nascimento dos défices da B-oxidagdo mitocondrial dos acidos
gordos de 1/7.914, uma das mais elevadas da Europa, apenas com-
paravel a da Dinamarca e aos dados reportados para o estado do
Michigan nos EUA.

_Concluséo
Em concluséo, Portugal apresenta a maior prevaléncia ao nasci-

mento para défices da B-oxidagdo mitocondrial dos acidos gordos
reportada até a data. A Peninsula Ibérica no seu todo apresenta
uma prevaléncia alinhada com o que se encontra reportado para
outras populagdes caucasianas, mas exibindo dos valores mais
altos publicados.

Considerando as vantagens decorrentes do rastreio, e do conse-
quente inicio de uma terapia precoce num periodo pré-sintomati-
co, dos défices da B-oxidagdo mitocondrial dos &cidos gordos, 0s
presentes resultados evidenciam a vantagem de rastrear todos 0s
recém-nascidos da Peninsula Ibérica para este grupo de doencas.

Artigo adaptado de: Rocha H, Castifieiras D, Delgado C, et al. Birth Prevalence
of Fatty Acid B-Oxidation Disorders in lberia. JIMD Rep. 2014;16:89-94, < unk
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_Introdugéo

Apesar de considerados como ingredientes modernos pelo consumi-
dor, 0s edulcorantes intensos sdo utilizados hd mais de um século.
Com poder adogante superior ao da sacarose, os edulcorantes
podem ser adicionados em concentragdes muito baixas, permitindo
uma significativa redug&o nos custos de producao e uma contribui-

¢éo calérica reduzida para o produto alimentar final (1),

O ciclamato de sodio ¢ um dos edulcorantes intensos mais consu-
midos na Unido Europeia e esta aprovado para uso geral desde

1994 através da Diretiva 94/35/CE (2),

De todos 0s géneros alimenticios aprovados para o uso de ciclama-
to, 0s adogantes de mesa sdo 0s Unicos produtos para 0s quais nao
esta estabelecido Limite Maximo de Utilizag&o (LMU) nem obrigato-
riedade de inclusao do teor em ciclamato no respetivo rétulo (2). Isto
confere uma grande “liberdade” aos produtores alimentares que po-
dem utilizar as quantidades consideradas necessarias e vantajosas
a formulagéo dos adogantes de mesa.

Independentemente do produto alimentar onde é utilizado, o cicla-
mato apresenta uma Dose Diaria Admissivel (DDA) de 7 mg/kg de
peso corporal/dia que, ao ser ultrapassada, pode representar um

fisco para a satide humana ().

Deste modo, a monitorizagao do teor de ciclamato em adogantes
de mesa por métodos analiticos robustos é de elevada importan-
cia para avaliar a exposi¢ao alimentar e verificar qual o verdadeiro
impacto do consumo destes produtos na sadde humana.

_Objetivos

O presente trabalho teve por objetivos a determinacao do teor
de ciclamato em diferentes adogantes de mesa e a consequente
avaliagdo do risco de ultrapassar a DDA pelo consumo destes

produtos.

_Materiais e métodos

Vinte e oito amostras de adogantes de mesa de quatro marcas di-
ferentes, uma de granulado, uma de comprimidos e duas de liqui-
do, foram adquiridas na regido de Lisboa em 2012.

Com base na norma EN 12857 procedeu-se a optimizacéo e valida-
¢ao de um método analitico de HPLC-UV para a determinacéo do

ciclamato (),

As andlises foram efetuadas num sistema Waters A2690 HPLC
equipado com um detetor de fotodiodos 2996 e uma coluna Li-
Chrospher 60 RP-select B. Como fase movel foi utilizada uma mis-
tura de metanol e agua (80:20), em modo isocratico a um fluxo de
1,0 ml/min. A dete¢&o foi realizada a 314 nm e 0s resultados foram
recolhidos e analisados com o software Empower 2. A quantifi-
cagdo do ciclamato nas amostras foi realizada pelo método do
padrdo externo e a concentragao expressa em mg/kg e mg/L para

amostras sélidas e liquidas, respetivamente.

_Resultados e discusséo

Atabela 1 apresenta os resultados obtidos para os teores de cicla-
mato nos quatro tipos de adogantes de mesa, assim como as res-
petivas taxas de recuperacdo e valores rotulados.

Tal como era esperado devido a inexisténcia de LMU para este tipo
de produtos, o0s teores de ciclamato variaram significativamente nas

diferentes marcas, apresentando valores entre 2,9 e 73,9%.

Pelo facto dos adogantes de mesa serem usados como substitutos
do acgucar, os edulcorantes intensos estao normalmente presentes
em concentragdes muito elevadas. Esta realidade é especialmente
verificada para o ciclamato porque, tendo menor poder adogante,

pode estar presente em quantidades ainda maiores.
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Tabela 1: [ Teor em ciclamato de sddio, respetiva taxa de recuperagéo e
valores rotulados nos diferentes adogantes de mesa.

Adocante Concentragédo -
de mesa ciclamato de sédio Taxa de recuperagao Teor rotulado
% % %

Unidades g/kg
Granulado 77 - 80 7,7-8,0
Comprimido 702 -739 | 70,2-73,9
Unidades g/L %
Liquido 1 29 - 32 2,9-3.2
Liquido 2 139 - 148 13,9-14,8

93 - 102 8

96 - 107 Nao especificado
% %

98 - 108 Nao especificado

92 - 106 15

Por falta de dados sobre 0 consumo médio de adogantes de mesa
em Portugal, ndo foi possivel fazer uma avaliagdo real do impacto
dos resultados determinados na exposi¢ao alimentar.

Na tabela 2 sdo apresentadas as quantidades maximas aproxima-
das de cada um dos adogantes de mesa analisados que, ao serem
consumidas diariamente por um adulto ou por uma crianga, impli-
cariam atingir a DDA do ciclamato.

Tabela 2: 1 Quantidade de adogante de mesa necessario para
atingir a DDA do ciclamato.

Adocante de mesa Adulto (M/F)?® | Crianga (M/F)b

Granulado (gramas) 6,7 3,3
Comprimidos (unidades) 12 6
Liguido 1 (gotas) 650 8
Liuido 2 (gotes) woo 5

2 Com peso médio de 66,4 kg, altura média de 1,70 m e indice de massa corporal de 23 (5)
D De 10 anos com peso médio de 32,5 kg (percentil 50)

Analisando a tabela 2 conclui-se que a quantidade hipotética de
produto necesséria para atingir a DDA varia consideravelmente com
0 tipo de adogante, sendo o produto em comprimidos aguele cujo
consumo aparenta maior risco de incumprimento da DDA. Neste
caso, seriam apenas necessarios cerca de 12 e 6 comprimidos por
dia para atingir o limite maximo diario para um adulto ou uma crian-
¢a, respetivamente.

Estes valores, por si s6, ndo aparentam colocar em risco a saude
do consumidor comum. No entanto, se forem considerados con-
sumidores diabéticos, mais propensos a ingerir este tipo de pro-

dutos diariamente, pode afirmar-se que existem marcas de ado-
cantes de mesa no mercado cujo consumo pde em risco o0 cum-
primento da DDA de ciclamato. E importante, também, referir que
a ingestao desta dose hipotética exclui a contribuicao de outras
possiveis fontes de ciclamato de sddio, que podem ser contabi-
lizadas em estudos de estimativa da ingestdo deste edulcorante
(refrigerantes).

_Conclusdes

A partir deste estudo chegou-se a conclusao que existe uma grande
variacdo no teor de ciclamato nos diferentes adogantes de mesa.
Verificou-se, ainda que, numa das amostras analisadas (adogante
em comprimidos), o risco do seu consumo ultrapassar a DDA cons-

titui uma possibilidade real.

A larga gama de concentragdo de ciclamato que foi encontra-
da indica que o conteudo real deste edulcorante num determina-
do adocante de mesa depende de um conjunto de variaveis nao
controladas, tais como formulagdo do produto e tipo de matriz em
producao. Deste modo, seria aconselhavel que os produtores ali-
mentares incluissem no rétulo o teor em ciclamato, de modo a per-
mitir ao consumidor controlar a sua ingestao de forma informada.

E de salientar a importancia que teria a realizagéo de inquéritos ao
consumo deste tipo de produtos no pais (inexistentes até a data)
para estimar a ingestao deste edulcorante. Se existisse risco de ex-
ceder a DDA de ciclamato pela populag@o ao consumir adogantes
de mesa disponiveis no mercado em Portugal, este estudo seria um
contributo importante para a possivel alteragéo da legislacao relati-
va a producgao e comercializagdo de adocantes de mesa.
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Projeto europeu ASDEU

Autism Spectrum Disorders in Europe

O Instituto Nacional de Satde Doutor Ricardo Jorge integra o grupo de
instituicbes que vao estudar o autismo na Europa e a forma de melho-
rar 0 apoio a estes doentes. Melhorar a qualidade de vida dos cidaddos
com autismo e analisar de forma abrangente a atual situacéo do autis-
mo na Europa é o objetivo do projeto europeu ASDEU (Autism Spectrum
Disorders in Europe), que foi selecionado para financiamento pela Dire-
cao-Geral da Saude e dos Consumidores (DG SANCO) da Comisséo Eu-
ropeia.

0 autismo é um distdrbio neurolégico que afeta o normal desenvolvimen-
to da crianga. Os sintomas ocorrem nos primeiros trés anos de vida e in-
cluem trés grandes dominios de perturbagao: social, comportamental e
comunicacional, dificultando a sua integragéo na sociedade e 0 seu rela-
cionamento com 0s outros.

Este projeto pretende efetuar um estudo de prevaléncia do autismo em
12 paises da Unido Europeia (Dinamarca, Finlandia, Italia, Espanha, Por-
tugal, Polénia, Roménia, Bulgaria, Franga, Austria, Islandia e Irlanda),
bem como a andlise dos custos econdmicos e sociais envolvidos. Além
disso, os participantes nesta iniciativa vao caracterizar o estado atual
de detecdo precoce deste disturbio, incluindo propostas para o desen-
volvimento de programas de detegao, e formagao de profissionais para
estas areas.

Um outro aspeto particularmente importante do projeto ASDEU esta re-
lacionado com a validag@o de biomarcadores e andlise da situagdo no
diagnostico desta perturbagéo. Isto porque ndo existe, no estado da arte
clinico atual, nenhum marcador biolégico especifico para identificar o au-
tismo, sendo 0 mesmo diagnosticado através dos comportamentos clini-
camente observaveis. Por fim, esta iniciativa europeia pretende também
analisar os cuidados e apoio necessarios a adultos e idosos com autis-
mo, bem como a comorbilidade associada a esta questdo de salde.

O orgamento global do ASDEU é de 2,1 milhdes de euros, assumindo o
Instituto de Investigac@o de Doencas Raras do Instituto de Saude Car-
los Ill, de Espanha, a coordenacao do projeto. O Instituto Ricardo Jor-
ge, através do seu Departamento de Promogado da Saude e Prevencao
de Doengas Nao Transmissiveis, € uma das entidades envolvidas neste
projeto, integrado num grupo de 19 instituicdes de 14 paises europeus.
0 estudo em Portugal seré efetuado em parceria com o Hospital Pedi-
atrico do Centro Hospitalar Universitario de Coimbra. O ASDEU come-
cou oficialmente no dia 15 de fevereiro de 2015 e terd a duragao de 36
meses. O projeto ird ainda relacionar-se com uma outra iniciativa euro-
peia em curso nesta area, denominada de European Autism Interven-
tions — a multicentre study for developing new medications (EU-AIMS).

astrid.vicente@insa.min-saude.pt

Departamento Promogéo da Satde e Prevengao de Doencas Nao Transmissiveis, INSA.
Saiba mais sobre EU-Autistic Spectrum Disorders (ASD):
http://ec.europa.eu/health/major_chronic_diseases/diseases/autistic/index_en.htm

Saiba mais sobre EU-AIMS: http://www.eu-aims.eu/
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