_Observar as Doencgas Nao Transmissiveis

_Ha muito que as doengas nao transmissiveis (DNT) tém vindo a assumir
preponderéncia como problema de saude em Portugal. J& no inicio do
séc. XX a frequéncia crescente de cancro motivava um importante relatdrio
pela comisséo dirigida por Azevedo Neves que fundamentou a criagéo dos
Institutos de Oncologia. Ainda nas primeiras décadas do século passado
se estruturou a Assisténcia aos Diabéticos tendo Ernesto Roma como a
figura principal. Nos anos 40, Jodo Porto desdobrou-se em esforgos para
criar um Instituto para cardiacos no ambito da cardiologia social.

_De entéo para ca as DNT aumentaram incessantemente como resultado
dos novos estilos de vida, da evolugdo demogréfica e, indiretamente, pelo
controlo das doencas transmissiveis. A este desafio tém o Ministério da
Saude e diversas instituigdes procurado responder implementando programas
de intervencéo, desenvolvendo servigos direcionados e até promovendo
legislagdo com impacte preventivo.

_Recentemente, as DNT tornaram-se um problema politico a nivel global.
Reconheceu-se que atingiam significativamente os paises em
desenvolvimento, e ndo s6 os desenvolvidos, com 0s consequentes
onus para os individuos, para os sistemas de salde e para a sociedade em
geral. Assim, em 2011 foi aprovada uma resolugao na Assembleia Geral
das Nagdes Unidas, cometendo a OMS o desenvolvimento de uma estratégia
mundial, hoje j& em vigor.

_Neste contexto alargado, e considerando ainda a propria estratégia
europeia sobre as DNT, j& entdo existente, acentuou-se a necessidade de
uma concertac@o sobre os indicadores de saude mais apropriados ao
diagnéstico de situagdo, monitorizagao e avaliagdo das DNT, a todos os
niveis.

_Assim sendo, pode dizer-se que este numero do “Observagdes” tem uma
grande oportunidade: alerta para um problema premente a escala nacional
mas, que o é também, a nivel da Europa e do Mundo. Entre outras questoes
cabe perguntar se estamos ou quando viremos a estar apetrechados com
os indicadores relevantes e a informacéo necessaria para melhor orientarmos
as intervengdes (leia-se, 0s préprios programas nacionais) e ndo temermos
o confronto internacional que a partir de agora sera cada vez mais patente.
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_Acrescentariamos, ainda, que “observar saude” se ndo deve restringir
aos indicadores de morbilidade e mortalidade habituais. Novos desafios
se colocam com a necessidade, imperiosa em Portugal, da medicdo rigorosa
e monitorizagdo sustentada de fatores de risco (consumo de sal, tabaco
e alcool, por ex.), fatores protetores (atividade fisica e alimentacéo saudavel).

_A caracterizacéo e andlise das distribuicdes daqueles fatores devera ser
feita tendo em consideracéo e explicitando os seus determinantes sociais,
de modo a identificar as desigualdades inaceitaveis, e permitir a advocacia
da sua mitigacéo.

_Creio serem estes alguns dos grandes desafios que temos pela frente,
carecendo do envolvimento de toda a sociedade e todas as politicas.
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_Tendéncias na taxa de letalidade
intra-hospitalar por enfarte agudo
do miocardio em Portugal no periodo
2000-2011

Mariana Neto 1, Carlos Matias Dias !, Baltazar Nunes 1,
José Calheiros 2

(1) Departamento de Epidemiologia, INSA.
(2) Conselho Diretivo, INSA.

_Introdugéo

As doencas do aparelho circulatério constituem a principal causa de
morte em Portugal (1), sendo o acidente vascular cerebral e a doenca
isquémica cardiaca (DIC) as suas manifestagdes mais frequentes.

_O enfarte agudo do miocardio (EAM) é uma forma clinica de DIC que
tem vindo a beneficiar do desenvolvimento e aplicagdo de medidas
terapéuticas cada vez mais eficazes que permitem uma sobrevivéncia
aumentada e com qualidade de vida.

_Por outro lado, dispomos hoje em dia de conhecimentos que permitem
desenvolver medidas de prevengdo secundaria dirigidas ao diagndstico
precoce, medidas de prevencado primaria dirigidas a fatores de risco,
como a hipertens&o arterial e o colesterol elevados, e a adogao de
estilos de vida favoraveis a satde (promocéo da atividade fisica, abstengéo
de fumar, consumo moderado de alcool e outros).

_Em Portugal, foram implementadas medidas especificas destinadas
a limitar a exposicéo a dois destes fatores de risco - a entrada em vigor
da lei de prevencéo e controlo do consumo do tabaco e suas
consequéncias (%), em 2007, e a limitagdo do teor de sal no pao em
2010 ).

_Por outro lado, desde 2007, através do programa da “Via Verde
Coronaria” (VVC), que se pretende “promover a melhoria da acessibilidade
ao atendimento de situagdes criticas, o mais atempadamente possivel,
no local mais adequado, com recursos e tecnologia especializada para
o melhor tratamento”.

_Este estudo tem por objetivo analisar a letalidade por EAM ocorrida
em contexto hospitalar em Portugal Continental no periodo 2000 a 2011,
e interpretar o possivel impacto das medidas anteriormente mencionadas,
num contexto de diminuicdo mantida das taxas de mortalidade por esta
causa (%),

_Materiais e métodos

Estudo ecoldgico de séries temporais com base nos dados extraidos
da base de dados anonimizada dos Grupos de Diagndstico Homogéneos
(GDH) relativos a todos os casos de internamento registados no
periodo 2000-2011 com: 1) enfarte agudo do miocérdio (EAM)
como diagnéstico principal de alta (Codigo CID-9 — 41xxx); 2) a partir
dos quais foram identificados os casos de dbito por EAM e
3) os casos de EAM com, pelo menos, um internamento hospitalar (<),

_Procedeu-se ao cdlculo das taxas brutas de letalidade intra-hospital e
a respetiva padronizagao para a idade nos 6bitos com 25 e mais anos
de idade (método direto, populagdo padrdo europeia). Calcularam-se
as respetivas tendéncias lineares e projecdes para o periodo 2008-2011.

_Resultados

Entre 2000 e 2011 foram registados nos hospitais publicos de Portugal
continental que utilizam a classificacdo GDH 141 615 internamentos por
EAM, correspondentes a 120 605 doentes.

_A propor¢do de homens internados era de 65% (n=78747) e a de
mulheres internadas de 34,7% (n=41857). A idade média a data do
internamento era de 67,8 anos (64,7 nos homens e e 73,7 nas mulheres).

_Nesta populagéo ocorreram 16 013 dbitos por EAM em ambiente
hospitalar durante o periodo considerado, sendo 52,6% (n=8429) em
homens e 47,4 (n=7584) em mulheres, com idade média & data do 6bito
de 74 anos (mediana 76 anos) e 79 anos (mediana 80 anos),
respetivamente.

_A taxa bruta de letalidade intra-hospitalar evidencia uma diminui¢cao
acentuada das taxas, sendo mais evidente nas mulheres, que revelam
valores iniciais também mais elevados que os homens

_Ap6s padronizacdo das taxas pelo método direto, verifica-se que a
diminui¢&o da letalidade é semelhante em ambos sexos, mantendo-se,
de forma consistente, os valores mais elevados no sexo feminino

_O calculo da tendéncia e projecéo para o periodo 2008-2011, permite
observar uma inversao da tendéncia durante este periodo, verificada
sobretudo no sexo feminino.

Estratificando por idade, verificou-se que a diferenca entre as taxas
padronizadas projetadas e observadas era mais acentuada nos grupos
de mulheres mais jovens (25-54 anos) e de meia-idade (55-74), ndo
se registando alteragdes taxas do grupo com idade igual ou superior a
75 anos

continua



(’ institito_Nacional de Saude Observagées_ Boletim Epidemiolégico

Doutor Ricardo Jorge

artigos breves_ 1. 1 |

Grafico 1: [} Taxa bruta de letalidade intra-hospitalar por enfarte agudo do miocédio no periodo 2000-2011.
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Tabela 1: '] Portugal-Taxa padronizada de letalidade intra-hospitalar por EAM e projecdes para 2008-2011 (25 e mais anos) por 1000 doentes internados.

1
|
2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011

Total 47,13 41,55 46,36 42,96 38,55 46,00 32,90 30,83 32,11 28,79 34,90 28,76

Projecéo 32,06 30,12 28,18 26,25

Diferenca -0,05 1,33 6,71 2,52

Homens 4491 35,67 43,99 37,74 36,56 43,30 32,01 35,61 30,99 2420 27,87 25,49

Projecéo 34,08 33,05 32,02 30,99

Diferenca 3,09 8,85 4,16 5,50

Mulheres 55,30 66,55 55,75 54,72 44,34 53,19 34,57 37,16 33,79 47,88 41,48 35,74

Projecéo 33,86 30,23 26,60 22,97

Diferenca 0,07 -17,65 -14,88 -12,77
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_Discussao e conclusdes
Da anélise dos dados podemos concluir que ocorreu uma diminui¢ao
importante na letalidade intra-hospitalar por EAM no periodo considerado.

_Esta diminuicdo podera indiciar uma melhoria substancial na qualidade
dos cuidados prestados em meio hospitalar, bem como da eficacia ou
otimizagao dos meios terapéuticos disponiveis, mas também podera
estar associada a um melhor controlo dos fatores de risco a montante,
a melhoria da assisténcia pré-hospitalar ou & agao conjunta destes
mecanismos.

_De forma semelhante ao observado por Silva e Gouveia () para a
Via Verde AVC, ndo verificdmos alteracdes que possam ser atribuidas,
de forma inequivoca, ao impacto de medidas tais como a VVC ou a lei
de controlo do consumo do tabaco, mas admitimos que o tempo
decorrido para efeitos de estudo pode néo ter sido suficiente para
evidenciar esse efeito. Para tal, alargar o tempo de observacéo e conjugar
com outros tipos de anélise, tais como o comportamento da letalidade
hospitalar nas primeiras 24 horas de internamento ou proceder a uma
analise conjunta com a mortalidade por EAM durante o periodo
considerado, poderéo ser estratégias a sequir (*).

_Aobservagdo de uma taxa de letalidade intra-hospitalar consistentemente
mais elevada nas mulheres foi também detetada em outros estudos (7),
sendo referido que tal se podera dever ao facto de o diagnéstico ser
mais dificil nestes casos por se tratarem, em geral, de doentes de idade
mais avangada. Com efeito, observou-se que a idade média foi mais
elevada nas mulheres e admite-se que 0s sintomas sejam menos
evidentes nestes casos, dificultando ou atrasando o diagndstico e
transporte para o hospital, ou condicionando a aplicacdo de medidas
terapéuticas mais agressivas.

_Mas a inversao da tendéncia verificada nos ultimos anos do periodo
em andlise, induzida por alteragbes da mortalidade intra-hospitalar
causada por 6bitos em mulheres jovens (25-54 anos) e de meia-idade
(55-74) sugere outros mecanismos envolvidos, para além da idade, que
podem estar relacionados com os habitos tabagicos, outros
comportamentos aditivos ou a toma de medicacéo contracetiva.
Esta situagdo devera ser melhor esclarecida mediante monitorizagao e
investigacdo adicional.

_A fonte de informagdo (GDH) tem sido usada em estudos nacionais
e internacionais semelhantes (8.9). Esta fonte foi desenvolvida
para finalidades administrativas e baseia-se nos registos do processo
hospitalar e inter-hospitalar de prestacéo de cuidados, o que dificulta a
sua utilizagéo, além de eventuais erros de registo e transcricdo de
informac&o. A considerac@o do nimero de doentes internados ao invés
do numero de internamentos por EAM é uma outra limitac&o do presente
estudo.
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_Evolucao e tendéncias das estimativas
de prevaléncia de hipertensao arterial
autodeclarada em Portugal entre 2002

e 2010

Mafalda de Sousa Uva, Carlos Matias Dias

Departamento de Epidemiologia, INSA.

_Introdugéo

A hipertenséo arterial (HTA) é o fator de risco mais relevante para
as doencas cardiovasculares e cerebrovasculares, as mais
importantes causas de morbilidade e mortalidade em todo o mundo (7).

_Durante os ultimos 30 anos, a populagdo portuguesa tem sido
descrita como tendo elevados niveis de presséo arterial média (2).
Uma recente revisdo sistematica da literatura, sobre tendéncias
de prevaléncia de HTA em Portugal, concluiu que a prevaléncia
de HTA autodeclarada aumentou, no total, 0,7% ao ano entre
1990-2005, sendo mais elevada nas mulheres do que nos homens (),

_A informacgéo sobre a evolu¢do e tendéncias da prevaléncia de
hipertensao arterial em Portugal assume elevada importancia em Saude
Publica ao contribuir para aumentar o conhecimento acerca do seu peso
na populagdo, e melhorar o planeamento e avaliagcdo dos programas
de intervencéo nesta area (4:5),

_O objetivo do presente trabalho € descrever a evolugao e as tendéncias
das estimativas de prevaléncia de HTA autodeclarada em Portugal,
através da analise de dados dos estudos ECOS (Em Casa Observamos
Saude) realizados nos anos 2002, 2007 e 2010.

_Métodos

Estudo ecoldgico de séries temporais utilizando dados gerados
pela amostra de unidades de alojamento ECOS, desenvolvida e
mantida desde 1998 pelo Departamento de Epidemiologia do INSA.
Até 2010 a amostra ECOS teve como populagdo-alvo as Unidades
de Alojamento de Portugal continental com telefone fixo, e integrou, a
partir daquele ano unidades de alojamento do Continente contactaveis
através de telefone movel.

_Nos anos 2002, 2007 e 2010, no decurso da renovagao da amostra
de familias ECOS, os inquiridos responderam a pergunta “...sofre de
hipertensao arterial?”. A prevaléncia de inquiridos que responderam
“sim” & pergunta anterior, foram ponderadas para a estrutura da populagdo
portuguesa, de acordo com os dados oficiais do Instituto Nacional de
Estatistica (). O efeito das diferentes estruturas de idade da populagéo
durante a série temporal em andlise foi eliminado através da estratificagao
das estimativas por grupo etério e, num segundo momento,
através da padronizagdo para a idade através do método direto, utilizando
a populagéo padrdo europeia o,

_Resultados e Discussao

Em todas as amostras ECOS em anélise, a prevaléncia de
HTA autodeclarada aumenta em ambos 0s sexos com a idade, até
a0s 75 anos , tal como descrito na literatura (8.9,

_Nas amostras ECOS 2002 e 2007 observa-se uma prevaléncia mais
elevada de HTA autodeclarada no sexo feminino, em todos os
grupos etarios em andlise , em concordancia com outros
estudos similares (3:8), Na amostra ECOS 2010, apenas se
verifica essa prevaléncia mais elevada no sexo feminino nos grupos
etarios 35-44; 65-75; e +75 anos, observando-se nos restantes grupos
etarios prevaléncias superiores no sexo masculino. Tal facto ndo se
encontrou descrito na literatura nacional.

_Ap6s remocao do efeito da idade, observa-se uma ligeira variagao
na prevaléncia de HTA autodeclarada, entre 2002 e 2007, em ambos
0S Sexos , com valores mais elevados no sexo feminino
(15,9%; 16,1%). De 2007 a 2010 observa-se, contudo, uma inversao
dessa tendéncia, com a diminui¢do da prevaléncia de HTA autodeclarada
no sexo feminino (de 16,1% para 13,2%) e 0 aumento no sexo masculino
(12,5%; 14,3%). Em 2010 a prevaléncia de HTA padronizada para a
idade torna-se mais elevada no sexo masculino.

_Como hipéteses explicativas do aumento da prevaléncia no sexo
masculino incluem-se, por um lado, 0 aumento do nimero de casos
novos de HTA, e por outro, 0 aumento nos Ultimos anos do nimero de
casos diagnosticados, e uma eventual classificacao e notificacdo mais
eficientes dos casos, levando a maior conhecimento e reporte da doenga
por parte dos doentes, em especial do sexo masculino, tradicionalmente
com menor utilizagao de cuidados de saude. De facto, a literatura indica
que a prevaléncia de hipertenséo diagnosticada (> ou = 140/90 mmHg)
€ mais elevada nos homens do que nas mulheres, o que pode apoiar
esta hipétese (3:10),

_Por outro lado, a prevaléncia mais elevada de HTA entre os homens,
podera dever-se a um real aumento da hipertensao arterial diagnosticada
nos homens. Porém, a literatura indica que entre 1980-2008 tera ocorrido
uma diminuigdo da mesma em ambos os sexos (1) e ndo se obteve
informac&o nacional sobre essa tendéncia em anos posteriores a 2008.

_0O estudo mais recente neste contexto descreve a ocorréncia de
um aumento da prevaléncia total de HTA autodeclarada de 0,7% ao
ano entre 1990-2005, 0 que apoia os resultados agora observados %),

_Conclusodes

A andlise das amostras populacionais ECOS permitiu concluir que
a prevaléncia de HTA autoreportada sofreu uma ligeira alterac@o de
2002 a 2007. Entre 2007 e 2010 observa-se uma diminuicao da
prevaléncia de HTA autoreportada pelas mulheres e um aumento nos
homens, fazendo com que em 2010 0os homens passassem a ter uma
prevaléncia superior de HTA autodeclarada do que as mulheres.

continua
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Tabela 1: [] Estimativas ponderadas da prevaléncia de hipertenséo arterial autodeclarada pela amostra de familias ECOS, representativa
da populacéo de Portugal continental, estratificadas por sexo e idade.

15-24 25-34 35-44 45-54 55-64 65-74 +75 Total
Ecos 2002 0,3% 2,8% 7,6% 18,0% 36,3% 41,4% 41,3% 13,9%
Ecos 2007 1,8% 2,5% 7,6% 21,5% 32,2% 42,8% 30,2% 14,5%
Ecos 2010 1,2% 2,9% 8,3% 22,3% 35,3% 52,3% 45,4% 17,0%

Ecos 2002 2,1% 4,4% 16,1% 25,8% 34,0% 50,8% 38,9% 19,1%
Ecos 2007 3,7% 4.2% 10,2% 27,3% 38,3% 53,0% 42,3% 20,8%
Ecos 2010 0,2% 2,8% 9,9% 15,1% 31,1% 54,6% 47,9% 18,4%

Total (Homens e Mulheres)

Ecos 2002 16,6%
Ecos 2007 17,8%
Ecos 2010 17,7%

Grafico 1:["] Estimativas da prevaléncia de hipertenséo arterial autodeclarada pela amostra ECOS, representativa da populagdo de
Portugal continental, estratificada por sexo e padronizada para

a idade.
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_0 sal é simultaneamente um ingrediente, um condimento e um alimento.
Desempenha um papel elementar na alimentagdo humana, sobretudo
pela sua acao a nivel da textura e sabor que confere aos alimentos.
No entanto, 0 seu uso esta associado a um problema de satde publica,
a Hipertensao Arterial. Estima-se que esta patologia esteja na origem
de 7,5 milhdes de mortes por ano (1), A ingestdo excessiva de sal esta
intimamente relacionada com esta patologia, sendo os alimentos
processados 0s que mais contribuem para esta ingestdo. Assim,
a Organizacdo Mundial de Sadde recomenda que a ingestéo de sal
seja inferior a 5 g por dia (1).

_Relativamente a identificagdo das principais fontes de sal na
alimentagao, os meios disponiveis atualmente para obter esta informacéo,
em Portugal, sdo: a Tabela da Composicdo de Alimentos, os rétulos
dos alimentos, os dados fornecidos pela industria alimentar e por dltimo,
os trabalhos cientificos publicados.

_A Tabela da Composicao de Alimentos é um documento de referéncia
nacional para a composi¢éo dos alimentos consumidos em Portugal,
que retine informacéo sobre o teor de 42 componentes/nutrientes em
962 alimentos. Neste documento é possivel obter informacgéo
fundamental que permite comparar o teor de sodio individual dos
alimentos, comparar entre os grupos dos alimentos, bem como avaliar
a influéncia do método de processamento culinario.
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_No que diz respeito aos rétulos dos alimentos, o Regulamento (UE)
n.2 1169/2011 (2) vem trazer novas exigéncias relativamente aos termos
sal e s6dio. O que acontece muitas vezes é que no rétulo do alimento
aparece a denominacgdo sddio em vez de sal. Por este motivo,
este regulamento refere que se deve usar o termo sal e que o teor de
sal passa a fazer parte da declarag@o nutricional obrigatéria. Devido
as discrepancias que existem na forma como a informacéo é
apresentada ao consumidor e devido a falta de informagao nos rétulos
de alguns alimentos, nomeadamente os alimentos processados,
¢ fundamental que sejam realizados estudos no &mbito da determinagéo
do teor de sal dos géneros alimenticios. O Departamento de
Alimentacéo e Nutricdo (DAN) do INSA tem realizado alguns trabalhos
nesta tematica.

_Em 2008 - 2009, Albuquerque et al. (2012) (%), analisaram 18 marcas
de batatas fritas de pacote (em rodelas) com vista a determinagao dos
teores de gordura total, sal e perfil em acidos gordos. Para além destes
aspetos, compararam-se os valores obtidos analiticamente com os
valores referidos no rétulo. Relativamente ao teor de sédio determinado
e referido no rétulo, sd foi possivel comparar 11 marcas, verificando-se
que a maioria das marcas apresentava valores no rétulo inferiores aos
determinados, mas também houve dois casos em que aconteceu o
contrario. O teor de sal nas amostras analisadas variou entre 0,13
€ 2,77 g/100 g de amostra

_O estudo de Paiva et al. (2011) (%), diz respeito ao baixo valor calérico
e elevado teor de sal das refeicdes servidas em cantinas escolares.
O objetivo deste trabalho foi determinar a composigao nutricional das
refeicdes servidas em cantinas escolares do 1° ciclo do ensino publico.
Foram colhidas 32 refeicbes em 8 escolas da regido do Porto.
0 que se verificou foi que, de forma geral, as refei¢des forneciam um
aporte energético baixo, mas em relacéo ao teor de sal, o valor era
elevado (3,40 g/100 g de amostra).

Teor de sal (3/100g de amostra) em 18 marcas de batatas fritas de pacote.

0,0

Marcas de batatas fritas de pacote

continua
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_Entre 2006 e 2007, Reis et al. (2008) ) apresentaram os seus resultados
no que diz respeito a determinacéo do teor de sal de 119 amostras de
sopa provenientes de diversos hospitais, estabelecimentos de ensino,
empresas e restaurantes da zona norte do pais. Verificou-se que, em
média, as sopas servidas em hospitais tinham menores teores de sal
(0,54 g/100 g de amostra) quando comparadas com os restantes locais
(0,66 a 0,78 g/100 g de amostra). Os dados obtidos neste trabalho
permitem considerar que so através da ingestao de sopa séo consumidas
diariamente quantidades muito significativas de sal.

_No trabalho de investigagdo apresentado por Castanheira et al.
(2009) (¢) foram selecionadas 10 marcas de péo diferentes e recolhidas
em varios supermercados da regido de Lisboa, no periodo compreendido
entre maio de 2006 e maio de 2007. A amostra que apresentou o
maior teor de sal foi 0 pao branco, e a amostra com menor teor foi 0
pao de centeio. Portugal tem efetuado esfor¢os para diminuir a
quantidade de sal no pao, tendo entrado em vigor em 2010 a
Lei n.2 75/2009 de 12 de agosto (7), que define o valor méximo de sal
admissivel no pao como 1,4 g/100 g de péo.

_Em relagéo a perspetivas futuras, o DAN iniciou em janeiro do presente
ano um trabalho de investigacdo intitulado “Avaliacdo de &cidos
gordos trans, gordura saturada e sal em alimentos processados
(PTRANSALT)”, que pretende contribuir com dados fundamentais para
o Programa Nacional para a Promog¢ao da Alimentagdo Saudavel.
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_De acordo com os dados recentemente publicados no relatério da
Organizagdo Mundial da Satde ('), o tabaco € responsével pela morte
de 50% dos seus consumidores, correspondendo a mais de
5 milhdes de mortes anuais. A este valor acrescem as mais de 600 mil
mortes anuais de ndo fumadores expostos ao fumo passivo (FP).
Em 2004, 28% destas mortes corresponderam a criangas expostas
ao FP. De acordo com as previsoes, 0 nimero de mortes pode superar
o0s 8 milhdes em 2030, se ndo forem tomadas medidas urgentes de
prevencéo e controlo.

_O FP é uma mistura de mais de 4000 compostos, que ¢ libertada
quando se queima qualquer produto do tabaco. A sua composicao
inclui 250 substancias perigosas para a saude e mais de 50 sdo
reconhecidas como cancerigenas (?). Em espagos fechados, como
bares e restaurantes, estes compostos contaminam o ar interior e podem
persistir nos seus materiais.

_Em 2009, o Instituto Nacional de Saude Doutor Ricardo Jorge iniciou
um estudo que visava, numa primeira fase, a avaliacdo simultanea da
qualidade do ar em espacos de restauracéo e da exposicdo dos seus

trabalhadores ao FP (%), Os resultados revelarem que as medidas de
proibicdo parcial de fumar, inscritas na atual lei do tabaco, ndo garantem
a total protegéo dos trabalhadores da restauragéo (). Um dos parametros
estudados, os hidrocarbonetos policiclicos aromaticos associados as
particulas do FP, apresentava niveis estimados nas areas com fumo (Sala
F; 110 ng/m3) significativamente superiores as areas sem fumo (Sala NF;
30 ng/m3) desses mesmos espagos

_Numa segunda fase do estudo, procedeu-se a pesquisa de eventuais
alteragdes induzidas pela exposicao ao FP, designadamente marcadores
bioquimicos de stress oxidativo e alteragdes ao nivel molecular
(ADN e proteinas), no sangue destes trabalhadores (°). Através da
metodologia de protedmica, que investiga em larga escala as proteinas
expressas pelas células ou tecidos, observaram-se alteragdes na estrutura
e abundancia de proteinas de resposta inflamatéria aguda nos trabalhadores
que estdo expostos ao FP (¢), Destas, destaca-se a Ceruloplasmina,
também conhecida por Ferroxidase, uma enzima transportadora de cobre.
A sua funcdo fisioldgica ndo estd completamente esclarecida, embora
seja referenciada como tendo um papel na prote¢do contra o stress
oxidativo (7).

_Uma vez que estes trabalhadores apresentavam pardmetros
bioquimicos e funcéo respiratdria normal, estas alteracdes moleculares
subclinicas podem indicar o inicio de alteragdes patoldgicas, induzidos
pela exposicao ao FP. Um estudo mais aprofundado pode constituir uma
importante ferramenta, na monitorizagao dos efeitos desta exposi¢cao ou
mesmo na sua prevencao, uma vez que uma dete¢do precoce pode evitar
o desenvolvimento de doencas dai decorrentes, como a DPOC e o cancro
do pulmao.

Grafico 1: Mediana das concentragées de particulas finas (PM, ;) e dos valores estimados de hidrocarbonetos policiclicos aromaticos
associados as particulas finas (PPAH), no ar interior dos espacos em estudo: cantinas, restaurantes sem fumo
(Rest. Sem fumo) e restaurantes mistos com areas para ndo-fumadores (Sala NF) e para fumadores (sala F).
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_A elevada morbilidade devida a Acidentes Vasculares Cerebrais (AVC)
€ um problema grave de saude publica dado que 15 a 30% dos pacientes
ficam permanentemente incapacitados, e cerca de 20% permanecem
internados trés meses apos o evento (1), A resolugéo deste problema
requer a identificacdo e caraterizacdo dos fatores que determinam a
variabilidade inter-individual na recuperagdo apés um AVC. Uma boa
ou ma recuperagdo é provavelmente determinada por mdltiplas
condicionantes, incluindo a gravidade do evento, fatores clinicos,
género, idade e condicao fisica do doente e ainda por fatores genéticos.
Estudos em modelos animais de AVCs tm implicado genes que regulam
a angiogénese, regeneragao e proliferacéo neuronal e neuroinflamacéo
na recuperagao de isquémia ou hemorragia cerebral (%), Os mecanismos
genéticos envolvidos na recuperacgéo de pacientes apds um AVC sao,
no entanto, ainda mal conhecidos.

_Genes envolvidos nos processos neuroinflamatdrios que se
desencadeiam em resposta a danos cerebrais ou isquémia sdo
exemplos de candidatos funcionais plausiveis com impacte na
recuperacdo de um AVC. A sua expressdo excessiva leva a morte
neuronal, mas tem também efeitos benéficos paradoxais, dependendo
da janela temporal em observagdo (*). Por exemplo, as metaloproteinases
da matriz (matrix metaloproteinases, MMPs) contribuem para os danos
cerebrais imediatamente apos um AVC, mas séo mais tarde importantes
para a reparacdo e proliferacdo neuronal mediada por fatores de
crescimento tais como o brain-derived neurotrophic factor (BDNF),
heparin-binding growth factor 2 (HBGF-2), codificado pelo gene fibroblast
frowth factor 2 (FGF-2) e ainda o vascular endothelial growth factor A
(VEGF) (),

_No presente trabalho analisamos o papel de alguns destes genes
candidatos, nomeadamente dos genes MMP2, MMP9, BDNF, FGF2 e
VEGFA, na recuperacao ap6s um AVC avaliada 3 e 12 meses apds o
evento (5:6). O estudo incidiu sobre uma populagéo de 568 pacientes
que sofreram um AVC com idade inferior a 65 anos. Os doentes foram
recrutados no ambito de um trabalho prévio sobre a prevaléncia do
AVC e factores de risco associados em Portugal, realizado por um
consorcio de clinicos portugueses em colaboragao com o INSA, sob a
coordenacdo do Professor José Ferro (Hospital de Santa Maria e
Faculdade de Medicina de Lisboa) e do Dr. Marinho Falcao (INSA) (7).

Neste &mbito, foi estabelecida uma base de dados contendo informagéo
demografica, de estilo de vida e clinica, e incluindo a avaliagéo do grau
de incapacidade 1, 3 e 12 meses apds o AVC. Como parte do projeto
foram ainda determinados, no INSA, mltiplos parametros bioquimicos
(por exemplo perfil lipidico) e foi mais tarde feito o isolamento de
material genético (DNA). As caracteristicas demogréficas e clinicas da
populagdo incluida no presente estudo sdo apresentadas na

_Para o estudo de associa¢@o aqui descrito foram genotipadas variantes
nucleotidicas nos genes selecionados, nomeadamente Haplotype-tagging
Single Nucleotide Polymorphisms (tag SNPs), distribuidas de forma a
cobrir a variabilidade genética de cada um dos genes. A recuperacéo
dos doentes foi avaliada 3 meses apés o AVC utilizando a escala de
incapacidade de Rankin (Modified Rankin Scale, mRS), que classifica
o0 grau de incapacidade de cada doente numa escala de 0 (sem
incapacidade) a 6 (morte) (). De acordo com o nivel de incapacidade
determinado por esta escala, é estabelecido um limite para a boa
recuperacdo (mRS<ou=1) ou mé recuperacdo (mRS>1).

_Oimpacte de parametros ndo genéticos na recuperagéo (tipo de AVC,
idade, género, fatores de risco para AVC e varidveis clinicas durante
hospitalizacéo) foi estimado por analise univariada. Foi encontrada uma
associacdo do tipo de AVC e de cinco pardmetros clinicos indicativos
da gravidade do AVC (histéria de hipertens@o, afasia, paresis, perturbagéo
de consciéncia e complicagdes médicas durante hospitalizagao) com
uma ma recuperacao, enquanto a idade, género e fatores de risco para
AVC tinham propor¢ées semelhantes nos grupos de boa e ma
recuperacio (5.6),

_O efeito de cada variante genética nos genes MMP-2 ¢ MMP-9 na
recuperagdo ap6s um AVC foi determinado por regresséo logistica,
ajustando para as varidveis ndo genéticas significativas ®),
Seis SNPs no gene MMP-2 apresentaram uma associagao significativa
na populagdo total; dois destes SNPs, rs2241145 e rs1992116,
mantiveram a significancia apds corre¢ao para testes multiplos utilizando
o método SNPSpD (que testa o efeito de testes multiplos corrigindo
para desequilibrio de linkage entre os SNPs testados), sendo o alelo
menos frequente um preditor significativo de uma ma recuperacéo.
Os mesmos dois SNPs mantem uma associago significativa no subset
de doentes com AVC isquémico apds correcao para testes multiplos.
Ambos os SNPs sdo intrénicos e ndo fazem parte de sequéncias
regulatdrias (analise in silico ndo mostrada), pelo que se consideram
como marcadores em desequilibrio de linkage com uma variante funcional
localizada na proximidade, a qual podera ser identificada através de
sequenciacdo genética. O gene MMP-9 ndo apresentou resultados
significativos de associagao (*).

continua
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_Sabe-se que uma desregulacdo das MMPs ocorre apés um AVC,
levando a degradacéo da matriz neurovascular, enfraquecendo a barreira
hemato-encefdlica e contribuindo para morte celular, neurotoxicidade,
edema e hemorragia; estas observacdes sugerem que inibidores das
MMPs poderéo constituir a base de um tratamento para o AVC ().
No entanto, as MMPs tém um efeito benéfico paradoxal nos processos
de recuperagdo que ocorrem mais tardiamente, contribuindo para a
angiogénese, remielinizacéo, migracao neuronal e recuperagao geral
da unidade neurovascular (). Estudos funcionais seréo necessarios

Tabela 1:

para distinguir se as variantes do gene MMP-2 associadas & recuperagéo
contribuem principalmente para os danos cerebrais que ocorrem logo
apds um AVC, para os efeitos benéficos da resposta tardia ou para
ambos. Os resultados deste estudo contestam eventualmente a utilidade
de inibidores da MMP-2 para o tratamento de AVCs, ndo sé porque
seriam benéficos apenas numa estreita janela temporal, mas também
porque a sua eficécia seria dependente do gendtipo MMP-2 de cada
individuo.

Caracteristicas clinicas e demogréficas dos pacientes com AVC.

Idade e género

(*) Mann-Whitney test ou Xz test.  SD - standard deviation.

continua



(’ insttsto_Nacional de Saude Observagées_ Boletim Epidemioldgico

Doutor Ricardo Jorge

artigos breves_ N, 5 |

Tabela 2: Distribuigdo das frequéncias genotipicas e associacdo com a recuperagdo apds um AVC dos SNPs testados no gene MMP-2.

Amostra total * Subset de pacientes com AVC isquémico
Frequéncia Genétipica Frequéncia Genétipica
Gendtipo ——— OR[95%CI] ———  — OR[95%CI]
Boa Ma Boa Ma
recuperagao, recuperacao, recuperacao, recuperacao,
n (%) n (%) n (%) n (%)
rs243866
G/G 142 (67.6) 117 (57.9) 1.67[1.10-2.52] 0,0143 125 (67.6) 83 (56.8) 1.78[1.13-2.80] 0,0128
AG 66 (31.4) 76 (37.6) 59 (31.9) 55 (37.7)
NA 2(1.0) 9(45) 1(05) 8(5.5)
rs243865
clc 141 (67.8) 117 (57.9) 1.65 [1.09-2.50] 0,0162 124 (67.8) 83(56.8) 1.76 [1.12-2.78) 0,0143
cr 65 (31.2) 76 (37.6) 58 (31.7) 55 (37.7)
T 2(1.0) 9 (4.5) 1(0.5) 8(5.5)
rs857403
AA 124 (59.3) 138 (68.3) 0.71[0.48-1.06] 0,0909 105 (57.1) 103 (70.5) 0.62 [0.40-0.97] 0,0349
TA 75 (35.9) 56 (27.7) 70 (38) 37 (25.3)
m 10 (4.8) 8(4.0) 9(4.9) 6(4.1)
rs1477017
AA 100 (47.6) 81(40.1) 1.42[1.01-2.00] 0,0415 86 (46.5) 55 (37.7) 1.51[1.04-2.20] 0,0306
GIA 91 (43.3) 98 (48.5) 82 (44.3) 72 (49.3)
G/G 19(9.0) 23(11.4) 17(9.2) 19 (13)
rs17301608
C/C 94 (45.0) 75(37.3) 1.40[1.00-1.95] 0,0510 80 (43.5) 50 (34.5) 1.47[1.01-2.12] 0,0412
crr 94 (45.0) 100 (49.8) 85 (46.2) 73 (50.3)
m 21 (10.0) 26 (12.9) 19 (10.3) 22(15.2)
rs1053605
C/C 188 (89.5) 170 (84.2) 2.02[1.09-3.75] 0,0227 166 (89.7) 127 (87.0) 1.82[0.93-3.58] 0,0817
cr 22(10.5) 28 (13.9) 19(10.3) 16(11.0)
T 0(0.0) 4(2.0) 0(0.0) 3(2.0)
rs2241145
GG 79 (37.8) 56 (27.9) 1.66 [1.20-2.30] 0.0021¥ 68 (37.0) 39 (26.9) 1.67 [1.17-2.40] 0,0044
GIC 100 (47.8) 101 (50.2 88 (47.8) 72 (49.7)
clc 30 (14.4) 44(21.9) 28 (15.2) 34 (23.4)
rs243849
clc 131 (62.7) 143 (71.5) 0.70 [0.46-1.07] 0,0948 112 (60.9 108 (75) 059 [0.36-0.96] 0,0314
T/IC 70 (33.5) 52 (26.0 65 (35.3) 33(229)
T 8(3.8) 5(2.5) 7(38) 3(2.1)
15183112
GG 134 (64.1) 145 (72.9) 0.66[0.43-1.03] 0,0669 115 (62.5) 110 (76.9) 0.54[0.32-0.90] 0,0162
AG 70 (33.5) 51(25.6) 65 (35.3) 32 (22.4)
AA 5(2.4) 3(1.5) 4(22) 1(0.7)
151992116
GG 87 (41.6) 65 (32.3) 1.67[1.20-2.31] 0.0018¥ 76 (41.3) 48 (33.1) 1.68[1.17-2.42] 0,0042
AG 97 (46.4) 94 (46.8) 86 (46.7) 67 (46.2)
A 25 (12.0) 42 (20.9) 22 (12.0) 30 (20.7)

95% Cl - 95% Intervalo de confianca. * OR [95% Cl] e P para modelo genético log-aditivo ajustado para co-varidveis significativas

1 OR [95% Cl] e P para modelo genético log-aditivo ajustado para co-varidveis significati $ Resultado significativo apds correcao para testes miltiplos

Os resultados apresentados foram ajustados para co-varidveis significativas; OR>1 indica probabilidade da de uma ma recuperagéo para os portadores do do alelo de menor frequéncia;
apenas SNPs associados a P<0,05 antes de correcéo para testes multiplos sdo mostrados.
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_Aandlise de associacdo entre SNPs nos genes BDNF, FGF-2e VEGFA
e a boa ou m4 recuperagéo ndo forneceu nenhuma evidéncia para um
papel individual de cada um destes genes na recuperagdo apos um
AVC (5). No entanto, a analise de interagdes epistaticas (néo aditivas)
entre estes genes, utlizando o Multifactor-dimensionality Reduction
Method (MDR), identificaram dois modelos preditivos da recuperagéo

(6). Um modelo de interag&o entre um SNP no gene BDNF e
trés SNPs no gene FGF2 classificou corretamente 59,2% dos individuos
deste dataset como pertencentes ao grupo de boa ou ma recuperacéo
(Testing Balanced Accuracy, TBA=0,592, P=0,026 com 1000
permutacGes) sendo este modelo selecionado 6 vezes de 10
cross-validation subsets (Cross-validation Consistency CVC=6/10),
OR=4,14 (Cl=2,86-6,04). O segundo modelo, incorporando a interacéo
entre um SNP no gene FGF2 e dois SNPs no gene VEGFA, tem um
maior poder preditivo da boa ou ma recuperagdo (TBA=0,61, P=0,002
apos 1000 permutagdes, CVC=3/10), com OR=2,54 (Cl=1,76-3,67).

_Estes resultados sugerem que a recuperagao apés um AVC pode ser

modulada por interagdes epistaticas entre os genes BDNF, FGF2 e
VEGFA (©). A interpretagéo dos resultados necessita agora de estudos

Tabela 3:

funcionais em linhas celulares e modelos animais, dado que as variantes
genéticas testadas se localizam em intrées e ndo parecem ter por si s6
um significado funcional. No entanto, € interessante que as interagdes
entre variantes genéticas descritas venham corroborar observacées
anteriores de interacdes funcionais entre estes mesmos genes. Por
exemplo, sabe-se que HBGF-2 (proteina codificada pelo gene FGF2)
regula a angiogénese induzida por VEGF-A, e que efeitos funcionais
sinergisticos entre HBGF-2 e BDNF melhoram a sobrevivéncia
neuronal e promovem a regeneragao do axonio (1), Adicionalmente, a
administracdo de fatores de crescimento em modelos animais de AVC
em murganho leva a uma melhoria da fungao neurolégica e a indugéo
de mecanismos neuroprotetores e de recuperacdo neuronal (1),

_Mdttiplas vias fisiol6gicas sdo ativadas apos um AVC, resultando numa
série de alteragdes bioquimicas, hemodindmicas e neurofisioldgicas
cuja orquestragao temporal precisa determina as consequéncias do AVC
e o grau de recuperacdo do doente. As observagdes aqui descritas
reforcam a importancia de genes que codificam moléculas mediadoras
da neurogénese, angiogénese e de mecanismos de neuroprote¢ao e,
em particular, das interagdes entre estes genes, para a recuperagao
apds um AVC.

Modelos de interagdo gene-gene gerados pelo método MDR.

BDNF_FGF2

rs10835210_BDNF 1s167428_FGF2 rs308379_FGF2

1s3804158_FGF2

238:262

4.15[2.86-6.04] 6/10 0,592 0,026

" T AT GA 7.71(1.09-62.18)
BONF_VEGFA 1$833069_VEGFA 153025035_VEGFA 156905288_VEGFA 246:258 2.15[1.50-3.07) 4110 0559 0,143
FGF2_VEGFA 15167428_FGF2 153025000_VEGFA 1$6900017_VEGFA 232251 2.54(1.76-367) 3110 0611 0,002
"""""""""""""""""" cm™ e oopitesy
"""""""""""""""""" cc e e saspeemrl
BONF_FGF2_VEGFA  r510835210_BDNF 15308441_FGF2 15308379_FGF2 15833069_VEGFA 223239 4,07[2.765.99) 2110 0553 0,236

2 Apenas combinagdes genotipicas signifcativas sdo apresentadas. bp para TBA (baseado em 1000 permutagdes)
0O parametro CVC (numero de vezes que um modelo é selecionado de 10 subsets de cross-validation) € utilizado para selecionar o melhor modelo, mas ndo como teste estatistico primario; o paramtero TBA estima a exatidao do método na classificacéo dos

individuos nas categorias corretas (boa ou ma recuperacao); um valor de P significativo para a TBA com 1000 permutagdes é indicativo de um modelo de interag@o verdadeiro.
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_Introducéo

A dislipidemia € um dos fatores de risco cardiovascular com maior
prevaléncia na nossa populacdo. A sua origem pode ser primaria
(frequentemente monogénica), secundaria a outras condi¢des patoldgicas,
como a obesidade, diabetes mellitus ou hipotiroidismo (1), ou até ter
uma causa poligénica/ambiental 2). Sabendo que a dislipidemia, e outros
fatores de risco, persistem até  vida adulta (°), e que a combinagao
de mdltiplos fatores de risco estd associada a um maior risco
cardiovascular, é importante a identificacdo e estratificacdo do risco
cardiovascular em criangas, para que a implementacéo de medidas
terapéuticas e/ou de estilos de vida saudaveis contribuam para uma
diminuig&o do seu risco cardiovascular (1:5),

_A Hipercolesterolemia Familiar (FH) é a doenca genética do
metabolismo lipidico mais frequentemente diagnosticada em criangas
e adolescentes e possui uma frequéncia de 1:400/500 na maioria
das populagdes europeias ©). A FH é uma doenga autossémica dominante,
que resulta de mutaces nos genes LDLR, APOB e PCSK9, e clinicamente
caracteriza-se por concentragdes muito elevadas de colesterol LDL
(LDL-C) no plasma desde o nascimento (7). Os doentes com FH possuem
um risco elevado de desenvolverem aterosclerose e uma doenga
cardiovascular prematura, no entanto a identificacdo precoce de
criangas com FH, associado a um aconselhamento de estilos de vida
saudaveis e tratamento adequado, contribuem para a reducéo do risco
cardiovascular, justificando assim um diagnéstico precoce desta
doenca (689,

_Neste sentido, a distingao entre dislipidemia monogénica e dislipidemia
de causa poligénica/ambiental revela-se fundamental para a avaliacdo
do risco cardiovascular, aconselhamento e tratamento de doentes com

dislipidemia; a dislipidemia monogénica estd associada a um maior
risco cardiovascular e requer a implementacdo precoce de terapéutica
farmacoldgica adequada para reduzir o elevado risco cardiovascular,
enquanto numa dislipidemia de causa externa, na maioria dos casos,
o risco é diminuido apenas através da implementacao de estilos de
vida saudaveis (5.6.10),

_Objetivo

O presente trabalho tem como objetivo avaliar e estratificar o risco
cardiovascular num grupo de criangas com dislipidemia, identificar
biomarcadores que permitam uma melhor distincdo entre uma
dislipidemia monogénica e poligénica, e com base nos resultados obtidos
determinar novos critérios clinicos para a identificacdo de criangas
com FH.

_Métodos e resultados

Os principais fatores de risco cardiovascular foram analisados numa
coorte de 237 criangas com diagnéstico clinico de FH (critérios de
admissao adaptados de Simon Broome). Cerca de 40.0%
possuiam pelo menos dois fatores de risco cardiovascular e em 37.6%
foi identificada uma mutagéo nos genes LDLR e APOB, possuindo deste
modo um diagndstico genético de FH. As criancas com FH apresentaram
marcadores aterogénicos significativamente mais elevados, como
colesterol total (CT), LDL-C, razéo colesterol nao HDL/colesterol HDL
(razéo n-HDL - C-HDL-C) apoB, razéo apoB/apoA1, small dense LDL
(sdLDL) e menor concentracéo de particulas antiaterogénicas como
colesterol HDL (HDL-C), apoA1, apoA2. O grupo de crian¢as com
mutagdes de alelo nulo no gene LDLR revelou um fenétipo mais severo,
apresentando niveis mais elevados de CT e LDL-C quando comparado
com o grupo de criangas com mutagdes de alelo defeituoso. Embora
nao sendo estatisticamente significativo, o grupo de criangas com
mutagdes no gene APOB apresenta niveis mais baixos de CT e
LDL-C quando comparado com o grupo de criangas com mutacGes de
alelo defeituoso. O grupo de criangas referenciadas ao estudo como
caso-index possui um fendtipo mais severo que o grupo de criancas
identificadas através do método de cascade screening, apresentando
niveis significativamente mais elevados de CT, LDL-C e sdLDL.

_As criangas nas quais ndo foi encontrada uma alteracdo causadora
de doenca, ou seja, sem diagndstico genético de FH (62.4%)
apresentavam uma dislipidemia menos severa e uma maior prevaléncia
de excesso de peso/obesidade, niveis ligeiramente mais elevados de
triglicéridos (TG) (estatisticamente ndo significativo) e niveis
significativamente mais elevados de lipoproteinas associadas aos
TG (apoC2, apoC3) sugerindo que os fatores externos (estilos de vida
menos saudaveis, tais como maus habitos alimentares e/ou inatividade
fisica) poderdo ser a causa subjacente da sua hipercolesterolemia.
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_Apds a andlise do perfil lipidico das criancas de acordo com o
diagnéstico molecular de FH, foram selecionados pardmetros bioquimicos
com diferencas estatisticamente significativas entre os dois grupos de
modo a identificar os melhores biomarcadores que permitissem
distinguir criancas com FH de criangas com outro tipo de dislipidemia
ndo monogénica. Os valores de corte que melhor otimizam a discriminagéo
entre estes dois grupos foram obtidos através de curvas ROC para os
biomarcadores TC, LDL-C, razdo apoB/apoA1, razéo n-HDL-C/HDL-C,
apoA1, apoB e encontram-se no .0 ilustra as curvas
ROC obtidas para os 3 melhores biomarcadores; a razao apoB/apoA,
com um valor de corte >0.68, foi identificado como sendo o melhor
biomarcador (AUC = 0.835) para diferenciar a FH de outras dislipidemias.

_Os critérios atualmente utilizados para o diagnéstico clinico de
criangas com FH (Simon Broome) consistem em valores de corte de
CT 2260 mg/dL ou LDL-C >155 mg/dL, em conjunto com

uma histdria familiar de hipercolesterolemia e/ou doenca cardiovascular
prematura. Com base nos resultados obtidos anteriormente, foram
testadas 4 alteragOes a estes critérios que incluem a introducéo de um
novo biomarcador (razdo apoB/apoA1 >0.68) e de um novo valor de
corte para o LDL-C (>190 mg/dL). Os diferentes critérios foram avaliados
e comparados com o critério de Simon Broome atualmente utilizado,
com determinacdo da sensibilidade e especificidade para
cada um dos critérios. A utilizagdo de CT >260 mg/dL ou
LDL-C >190 mg/dL como valores de corte, em simultdneo com
uma histéria familiar de hipercolesterolemia ou doenca cardiovascular
prematura, e incluindo também as criancas que ndo cumpram estes
critérios, ou para 0s quais a auséncia de dados como valores pré-
tratamento ou histdria familiar, mas que possuam uma razéo apoB/apoAt
>0.68, conduziu a um aumento da sensibilidade (56% para 85%) apenas
com uma ligeira diminuicdo na especificidade (80% para 71%).

Quadro 1: Valores de corte estabelecidos para os seis biomarcadores que melhor otimizam a descriminagdo entre criancas com FH e criancas
sem FH; comparagéo da capacidade discriminativa (sensibilidade e especificidade) entre os novos valores de corte e os valores de
corte de Simon Broome.
1
1
Sensibilidade 72,6% Sensibilidade 70,7%
cr 0743 oAyl pooviicidade  68,5% B0my/dl Eopeciicidade  71.9%
Sensibilidade 72,5% Sensibilidade 87,7%
LDL-C 0743 18993 my/dl  Eonoricidade  70.3% 185mgl  oociidade  234%
- Sensibilidade 80,0%
Razéo apoB/apoA1 0.835 0.6848 Especificidade  76,9%
- Sensibilidade 71,7%
Razéo n-HDL-C/HDL-C 0.736 3.708 Especificidade  67.4%
Sensibilidade 73,1%
apoAt 0.750 W5mydl Eoeviicidade 67,4%
Sensibilidade 77,9%
apoB 0.620 96.95 mg/dL Especificidade ~ 76,0%

AUC: area under the curve; CT: colesterol total; LDL-C: colesterol LDL; HDL-C: colesterol HDL; n-HDL-C: colesterol ndo-HDL; apoB: apolipoproteina B; apoA1: apolipoproteina A1

Grafico 1:

Curvas ROC para os trés biomarcadores que melhor descriminam entre criancas com FH e criangas sem FH:

raz&o apoB/apoA1 (AUC=0.835); apoB (AUC=0.820); LDL-C (AUC=0.743).
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_Conclusodes

Os resultados obtidos no presente trabalho comprovam que a
determinacdo dos pardmetros apoB e apoA1, e consequentemente a
determinacéo da raz&o apoB/apoA1, podem contribuir para uma melhor
identificacdo de doentes em risco, como sugerido nas guidelines europeias
ESC/EAS, para casos de dislipidemia severa (©).

_Aidentificacé&o precoce de criangas em risco e a estratificagdo do seu
risco cardiovascular, em conjunto com um aumento de iniciativas de
educagéo para a saude, implementagéo de estilos de vida saudaveis
e/ou tratamento farmacoldgico adequado em criangas com FH, terdo
como consequéncia, a longo prazo, uma redugdo da mortalidade por
doenca cardiovascular.
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_Cancro colo-retal hereditario: pesquisa
de mutagOes em familias portuguesas

Gloria Isidro, Patricia Theisen, Iris Pereira, Jodo Goncalves
Unidade de Genética Molecular. Departamento de Genética Humana, INSA.

_0 cancro colo-retal é a segunda causa de morte por tumores
malignos em Portugal, sendo que 10 a 15% dos casos estéo relacionados
com formas hereditarias da doenca, associadas a alteragbes
patogénicas (mutagcdes) em varios genes de predisposi¢ao para cancro
colo-retal. De entre as vérias sindromes de predisposicéo para este tipo
de cancro distinguem-se: a polipose adenomatosa familiar do célon
classica (FAP) e atenuada (AFAP), associada a mutagdes germinais
no gene APC; a polipose adenomatosa com mutagbes no gene
MUTYH (MAP); o cancro colo-retal hereditario sem polipose (HNPCC),
ou sindrome de Lynch, devido a mutagbes germinais nos genes de
reparacdo de erros de emparelhamento do DNA, nomeadamente
MSH2 e MLH1; e a sindrome de Peutz-Jeghers, na qual mutagoes
germinais no gene STK11 podem levar também ao desenvolvimento
de cancro colo-retal (1),

_Do ponto de vista clinico, o cancro do célon pode ser tratado com
sucesso desde que detetado numa fase precoce. Assim, a implementacao
de programas de prevencéo visando a reducéo da mortalidade associada
a esta patologia tem como principal objetivo a dete¢do de lesdes
precursoras benignas — adenomas —, ou malignas precoces, facilmente
trataveis. A identificacdo da mutag@o causadora da doenga num
individuo afetado com cancro colo-retal hereditario (caso index) permite
aumentar a eficdcia dos rastreios clinicos ao possibilitar a
identificacdo dos familiares, portadores da mutagdo, que possuem assim
um risco acrescido para o desenvolvimento de tumores colo-retais.

_Desde 1994 que o Departamento de Genética Humana (DGH) do INSA
tem estado envolvido na pesquisa de mutacdes no &mbito de sindromes
de cancro colo-retal hereditério. Este estudo foi reforcado em 1997 com
o inicio de um projeto em familias portuguesas afetadas com cancro
colo-retal que visava a pesquisa de mutagdes germinais nos genes APC,
MSH2 e MLH1. Inicialmente, este projeto consistiu numa cooperagao
entre varios hospitais de Lisboa, Aimada, Porto, Coimbra e Madeira, o
DGH e o laboratério de Genética do Instituto Portugués de Oncologia
do Porto, tendo como financiamento externo um projeto do
PRAXIS (1997-2000; PRAXIS XXI e FEDER 2/2.1/SAU/1397/95).
Um dos objetivos foi identificar familias portuguesas com FAP e HNPCC
com base em critérios clinicos para posterior pesquisa de mutagdes nos
genes implicados. Assim, no DGH foram efetuados desde 1994 até
a presente data, 1054 estudos genéticos nos varios genes envolvidos
em cancro colo-retal hereditério (casos index e familiares)

_Apos aconselhamento genético e consentimento informado,
procedeu-se a colheita de sangue para pesquisa de mutagdes germinais
em 273 doentes registados com suspeita de FAP (gene APC) e em
332 com suspeita de HNPCC sendo que destes foram pesquisados
201 casos para 0s genes MSH2 e MLH1. Na sequéncia da identificacéo
em 2003 do gene MUTYH, foram reavaliados, para muta¢des germinais
neste gene, 220 doentes registados com suspeita clinica de FAP,
FAP atenuada ou com adenomas mdlltiplos, nos quais ndo tinham sido
encontradas mutagdes germinais no gene APC. Mais tarde, e com o
objetivo de estabelecer a pesquisa de mutaces no gene STK11, foram
estudados 9 doentes caracterizados clinicamente com a sindrome de
Peutz-Jeghers. No total, foram identificadas mutagdes germinais em
185 doentes com a seguinte distribui¢do: 82 no gene
APC (30%), 43 com mutacdes bialélicas em MYH (20%), 34 no gene
MSH2 (15%), 23 no gene MLHT (11%) e 3 no gene STK11 (33%).

Distribuicdo de amostras analisadas no Departamento de Genética Humana ao longo dos anos, com flutuagées que refletem

Familiar=439
Index=615
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_A possibilidade de identificar mutagdes em doentes com cancro
colo-retal permite facultar o teste pré-sintomatico aos membros da familia
que assim o desejem, apds aconselhamento genético, bem como oferecer
uma vigilancia clinica mais apertada aos familiares portadores da
mutagdo. Até a data foram ja efetuados 436 testes pré-sintomaticos
em familiares de doentes com mutagéo identificada, tendo sido
detetada a presenca da respetiva mutagao familiar em 149 individuos
(32%; ), nomeadamente 63/190 em APC (33%), 59/160 em
MSH2 (37%), 11/32 em MLH1 (34%), 1/2 em STK11 (50%) e 15/55
(27%) portadores de mutacdes bialélicas e 25/55 (45%) portadores de
mutacdes monoalélicas para o gene MUTYH.

Resumo dos resultados da pesquisa de mutacoes em
615 doentes e 439 familiaresaboratdrios privados.

Grafico 2 :

Resultados (1994-2013)
450
400
350
300
250
200

N de Casos

150
100
50

Casos Index = 615 Familiares = 439

Com mutagdo Sem mutagdo

_Estes resultados revelam a importancia dos programas de rastreio
genético com vista a prevencao do cancro colo-retal familiar. Por outro
lado, este estudo ajudou a confirmar a existéncia de uma nova forma
de polipose adenomatosa do célon, devida a mutagdes bialélicas
no gene MUTYH (MAP) na populagdo portuguesa, uma vez que 0
DGH no INSA foi o primeiro laboratério portugués a efetuar a
pesquisa de mutagdes neste gene tendo, assim, contribuido para
um melhor conhecimento desta patologia a nivel internacional (34).

_Aidentificagdo e caracterizacdo de mutagdes nos genes APC, MUTYH,
MSH2, MLH1 e STK11 envolvidos respetivamente na polipose
adenomatosa (FAP, AFAP e MAP), na HNPCC e na PJS em familias
portuguesas teve implicacdes a nivel cientifico, clinico, econémico e
social, melhorando o conhecimento da epidemiologia das mutacdes e
sua natureza, proporcionando um melhor entendimento do padréo de
mutagdes presentes nos varios genes. Apesar do sucesso na
implementagéo destes testes genéticos, 0 nimero de familias portuguesas
afetadas pelos referidos sindromes de cancro colo-retal hereditério ainda
permanece desconhecido, sobretudo fora dos centros urbanos, sendo
desejavel um levantamento mais sistematico nos servigos clinicos e
registos oncoldgicos.
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_Introducgéo

As micotoxinas sdo metabolitos secundarios produzidos por fungos,
abrangendo mais de 500 compostos diferentes, de entre os quais se
salientam as aflatoxinas (AF), a ocratoxina A (OTA), os tricotecenos, a
zearalenona, as fumonisinas e a patulina (). De entre as AF, a aflatoxina
B, (AFB,) é a mais abundante em alimentos & base de cereais e
também a mais téxica, sendo cancerigena para o homem (2:%); o seu
metabolito hidroxilado, a AFM;, tem sido detetado em leites e derivados
e a sua toxicidade e mecanismo de acdo estdo ainda pouco
estudados (4:%6). A OTA contamina principalmente cereais e derivados,
possuindo propriedades nefrotdxicas, hepatotdxicas, imunotdxicas,
genotdxicas e possivelmente carcinogénicas para o homem (7:8),
A exposicdo humana a micotoxinas ocorre, principalmente, através da
ingestao de alimentos contaminados e pode dar origem a patologias
graves (8). Em particular, a contaminagéo de alimentos para criangas
com micotoxinas, tais como AF e OTA, tem sido motivo de grande
preocupago para a satde publica (%), especialmente considerando o
seu potencial para induzir efeitos genotdxicos e potencialmente
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carcinogénicos. Estudos recentes tém demonstrado a possibilidade de
co-ocorréncia de baixas concentragdes de AF e OTA em alimentos para
criancas (19:11) um grupo especialmente vulneravel, pelo que urge
avaliar o efeito téxico combinado de misturas destas toxinas e o seu
potencial impacto na saude. No entanto, sdo ainda escassos 0s estudos
que abordam os efeitos de misturas e os resultados tém sido
discrepantes (21314 O presente estudo teve como objetivo caracterizar
os efeitos citotoxicos de misturas de AFM, e OTA, comparativamente
aos seus efeitos individuais, utilizando como modelo experimental uma
linha celular (Caco-2) derivada do epitélio intestinal humano que
representa o primeiro local de contacto de ambas as toxinas no organismo,
apds a sua absor¢do por via oral.

_Resultados e Discusséao

A exposicéo de culturas de células Caco-2 a varias concentragdes
de AFM, e de OTA causou um decréscimo da viabilidade celular
dependente da dose (ensaio de incorporagao do vermelho neutro (12),
sendo que os valores das concentrages de AFM; e OTA necessarios
para causar a morte de 50% das células (IC5y), foram de, respetivamente,
25,7 uM e 16,98 uM

_No apresentam-se dois exemplos da citotoxicidade
combinada das duas micotoxinas, relativamente ao seu efeito individual.
Comparou-se o efeito observado para cada mistura com o efeito esperado,
calculado a partir da toxicidade de cada micotoxina, por forma a investigar
a existéncia de eventuais interagdes entre ambas, nomeadamente
sinergismo, antagonismo, ou efeitos dependentes da dose. Assim, 0s
dados experimentais foram modelados recorrendo-se a dois modelos
de referéncia, o da Adicdo da Concentragdo (AC) e o da Agdo
Independente (Al). O primeiro assume que a acado combinada dos
compostos com modo de acdo (MoA) idéntica é a soma das suas
toxicidades individuais (16). Sabendo-se que a toxicidade da OTA pode
ser mediada por uma acéo lesiva direta ao nivel da molécula de DNA

Viabilidade das células Caco-2 apds exposicdo a (A) AFM1 e (B) OTA durante 48h.
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e por uma acdo indireta, através de uma interferéncia com o sistema
redox da célula (%) e inferindo-se que a AFM, podera induzir stress
oxidativo na célula (%), poderia preconizar-se alguma sobreposicao nos
seus MoA. Contudo, considerando as incertezas ainda existentes
neste dominio, assumiu-se a possibilidade de qualquer um dos dois
modelos poder explicar o seu efeito téxico combinado. Considerando
0 modelo mais conservador, 0 da AC, os resultados sugeriram que a
AFM; e OTA, quando em mistura, produzem um efeito toxico
antagonistico. O modelo da Al - baseado na hipétese de um MoA
diferente em que a probabilidade de toxicidade associada a um dado
composto é independente da do outro composto - indicou um efeito
dependente da dose, sugerindo que as micotoxinas em doses mais
baixas s&o antagonistas enquanto em doses mais elevadas se poderao
tornar sinergisticas. Dado que num cenério de contaminagdo por via
alimentar o homem estara exposto a doses baixas de cada micotoxina,
o efeito antagonistico serd, possivelmente, o mais realista.

_Conclusao

Em conclusédo, o presente estudo evidenciou a existéncia de
efeitos interativos entre as micotoxinas AFM; e OTA em células do
epitélio intestinal humano, revelando a predominancia de um padréo
de antagonismo. Assim, ndo se espera que a mistura destas micotoxinas
possa constituir um perigo para a salde, superior ao exercido
individualmente. Os estudos prosseguirdo no sentido de compreender
0 modo de agdo dessas micotoxinas quando em mistura, com vista
a explicar o efeito observado. Serd também relevante, em termos de
saude humana, abordar os efeitos genotéxicos combinados destas
e de outras micotoxinas que podem co-ocorrer num mesmo alimento.

_Agradecimentos
Este estudo foi parcialmente financiado pela FCT, através do financiamento
plurianual PEst-OE/SAU/UI0009/2011 e do projeto PTDC/DTP-FTO/0417/2012.

Artigo baseado em: Tavares AM, Alvito P, Loureiro S, et al. Multi-mycotoxin determination
and in vitro combined cytotoxic effects of aflatoxin M1 and ochratoxin.
World Mycotoxin Journal. 2013;6(4): 375-388. doi: 10.3920/WMJ2013.1554

Referéncias bibliograficas:

(1) Koppen R, Koch M, Siegel D, et al. Determination of mycotoxins in foods: current state
of analytical methods and limitations. Appl Microbiol Biotechnol. 2010;86:1595-1612.

(2) IARC Working Group on the Evaluation of Carcinogenic Risks to Humans. Some Traditional
Herbal Medicines, Some Mycotoxins, Naphthalene and Styrene. Lyon: WHO/IARC, 2002:171-248.
(IARC monographs on the evaluation of carcinogenic risks to humans ; 82)

(3) Caloni F, Cortinovis C, Pizzo F, De Angelis |. Transport of Aflatoxin M(1) in Human Intestinal
Caco-2/TC7 Cells. Front Pharmacol. 2012 Jun 11;3:111.

(4) Caloni F, Stammati A, Frigge G, et al. Aflatoxin M"1 absorption and cytotoxicity on human
intestinal in vitro model. Toxicon. 2006 mar; 47(4): 409-415.

(5) Neal GE, Eaton DL, Judah DJ, et al. Metabolism and toxicity of aflatoxins Mj and B,
in human-derived in vitro systems, Toxicol. Appl. Pharmacol. 1998:151:152-158.

(6) Shibahara T, Ogawa HI, Ryo H, et al. DNA-damaging potency and genotoxicity of aflatoxin M1
in somatic cells in vivo of Drosophila melanogaster. Mutagenesis. 1995 may;10(3):161-4.

(7) Pfohl-Leszkowicz A, Manderville RA. An update on direct genotoxicity as a molecular
mechanism of ochratoxin a carcinogenicity. Chem Res Toxicol. 2012 Feb 20;25(2):252-62

(8) Bennett JW, Klich M. Mycotoxins. Clin Microbiol Rev. 2003 Jul;16(3):497-516.

(9) Etzel RA. What the primary care pediatrician should know about syndromes associated
with exposures to mycotoxins. Curr Probl Pediatr Adolesc Health Care. 2006 Sep;36(8):282-305.

(10) Alvito, PC, Sizoo EA,. Aimeida CMM, et al. Occurrence of Aflatoxins and Ochratoxin A in
Baby Foods in Portugal. Food Analytical Methods. 2010;3(1): 22-30.

(11) Baydar T, Erkekoglu P, Sipahi H, et al. Aflatoxin B1, M1 and ochratoxin A levels in infant formulae
and baby foods marketed in Ankara, Turkey. Journal of Food and Drug Analysis.
2007;15(1):89-92.

(12) Corcuera LA, Arbillaga L, Vettorazzi A, et al. Ochratoxin A reduces aflatoxin B1 induced
DNA damage detected by the comet assay in Hep G2 cells. Food Chem Toxicol. 2011
Nov;49(11):2883-9.

(13) Ruiz MJ, Macékova P, Juan-Garcia A, et al. Cytotoxic effects of mycotoxin combinations
in mammalian kidney cells. Food Chem Toxicol. 2011 Oct;49(10):2718-24

(14) Manderville RA, Pfohl-Leszkowicz A. Bioactivation and DNA adduction as a rationale for
ochratoxin A carciongenesis. World Mycotoxin J. 2008;1:357-367.

(15) Repetto G, Peso AD, Zurita JL. Neutral red uptake assay for the estimation of cell
viability/ cytotoxicity. Nature Protocols. 2008;3:1125-1131.

(16) Jonker MJ, Svendsen C, Bedaux JJ, et al. Significance testing of synergistic/ antagonistic,
dose level-dependent, or dose ratio-dependent effects in mixturedose-response analysis.
Environ Toxicol Chem. 2005 Oct;24(10):2701-13.



artigos breves_  n. 9 [ERCICHEEEE.

_Agentes infecciosos e cancro

Monica Oleastro !, Nuno Verdasca ?

(1) Laboratdrio Nacional de Referéncia das Infecoes Gastrintestinais.
Departamento de Doencas Infeciosas, INSA.

(2) Laboratdrio Nacional de Referéncia das Infecdes Sexualmente Transmissiveis.
Departamento de Doencas Infeciosas, INSA.

_Introducgéo

O cancro é atualmente um problema de saude publica major em todo
0 mundo, estimando-se que seja a causa de morte em cada 1 de 4
casos de dbito. Certas infe¢des por virus, bactérias ou parasitas tém
sido identificadas como fatores de risco para alguns tipos de cancro,
sendo os agentes implicados classificados como carcinogéneos para o
homem pela IARC (The International Agency for Research on Cancer).
Estima-se que cerca de 10% dos casos de cancro nos paises
desenvolvidos e perto de 30% nos paises em desenvolvimento tem
uma etiologia infeciosa (1). Entre os agentes etiolégicos mais
importantes estdo o virus do papiloma humano (HPV), ao qual se
atribuem 30% dos novos casos de cancro associados a agentes infeciosos,
estando implicado em 10 a 15% de todos os casos de cancro que
afetam as mulheres, e Helicobacter pylori com uma fragdo de 32.5%
nos novos casos de cancro de etiologia infeciosa (1,2),

Nimero de novos casos de cancro em 2008 atribuidos
aos principais agentes infeciosos carcinogénicos para
o homem segundo a IARC (The International Agency for
Research on Cancer).
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_As infe¢des com microrganismos patogénicos podem aumentar o risco
de cancro por diferentes vias: promogéo de um processo inflamatério
crénico, supressao do sistema imunitario; efeito direto no DNA das
células humanas.

Neste artigo s@o abordados de forma sucinta aspetos epidemiol6gicos
e mecanismos moleculares relativamente a agentes infeciosos e cancro,
nomeadamente H. pylorie HPV, sendo dos tipos de cancro mais comuns
em Portugal

_Helicobacter pylori e cancro do estdmago

Existe uma evidéncia epidemioldgica muito forte que mostra claramente
a associacdo entre a condi¢ao de inflamago cronica e a subsequente
transformacgédo do tecido inflamado para uma condicdo maligna.
O carcinoma gastrico associado a infecdo por H. pylori € um exemplo
classico deste paradigma. H. pylori infecta a mucosa géastrica de mais
de 50% da populagdo mundial, sendo que Portugal apresenta uma das
taxas de infe¢éo mais elevadas da Europa, com prevaléncias de 80%
na populagao adulto e 32% na populagéo pediétrica (*4). A infegao por
H. pylori causa sempre uma inflamacao crénica, na forma de gastrite
crénica superficial, que na maioria dos casos € assintomatica. Nos casos
mais severos, esta inflamagdo pode originar quadros clinicos
divergentes que incluem a Ulcera péptica e o cancro gastrico, o que €
determinado pela severidade e distribuicdo da gastrite induzida
pela bactéria. O carcinoma gastrico vai ocorrer num ambiente gastrico
caracterizado por inflamacdo severa, hipocloridria e atrofia,
condicdes estas que precedem por décadas as transformacdes malignas.
Um dos mecanismos que contribuem para transformacéo maligna séo
os efeitos mutagénicos dos mediadores e dos produtos resultantes do
processo inflamatdrio. Por outro lado, a exposi¢ao cronica a bactéria e
a sua capacidade para induzir uma transi¢ao de tecido epitelial para
tecido mesenquimal, através da injecéo nas células gastricas epiteliais
de fatores bacterianos, podera ser o evento que despoleta o processo
de carcinogénese (°). Durante a adeséo da bactéria as células epiteliais
gastricas, através das suas miltiplas adesinas, a oncoproteina bacteriana
CagA (cytotoxin-associated gene A) é translocada para o interior das
células. Uma vez no interior da célula géstrica, CagA interfere com
inimeras vias de sinalizagao do hospedeiro, promovendo alteracdes a
nivel de mobilidade celular e invaséo (aumento da proliferagdo celular),
disrup¢do da polaridade celular e também alteragdes morfoldgicas
profundas (6). Este mecanismo de carcinogénese promovido pela bactéria
e seus fatores ndo esta ainda totalmente esclarecido, nem estéo
identificadas quais as células que irdo sofrer o processo de transformagéo
maligna (7).

_A progressdo para o carcinoma gastrico € sempre multifactorial,
dependendo para além da viruléncia da estirpe infetante, da suscetibilidade
genética do hospedeiro e de fatores ambientais. De facto, os individuos
infetados com estirpes mais virulentas (CagA+) e portadores de
polimorfismos nos genes implicados na resposta inflamatdria (p.e. as
interleucinas (IL) IL1B, IL1RN, IL8, IL10), tém um risco aumentado de
desenvolverem gastrite severa, gastrite atrdfica progressiva, hipocloridria
e finalmente cancro gastrico (8.9),

continua
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_Virus do Papiloma Humano e o cancro do colo do utero

O cancro do colo do utero é o exemplo mais forte da associagéo
entre um agente infecioso e o cancro, sendo o HPV responsavel por
99,7% dos casos deste tipo de cancro (19). Estima-se que, anualmente,
existam 500.000 novos casos de cancro, sendo o terceiro cancro mais
comum nas mulheres a nivel mundial. Em alguns paises menos
desenvolvidos o cancro do colo do Utero € mesmo a segunda causa de
morte por cancro nas mulheres. Portugal possui uma elevada taxa de
incidéncia, com cerca de 12,2 novos casos por 100.000 pessoas por
ano (2

_Os HPVs estdo classificados de acordo com o seu potencial oncogénico
em HPVs de alto e de baixo risco; somente os HPVs de alto risco estao
associados com o0s casos de cancro. Dos mais de 200 tipos identificados,
40 infetam a regido anogenital, incluindo 15 HPVs de alto risco.
Os HPVs de alto risco mais comuns séo os gendtipos 16, 18, 31, 33,
45, 52 e 58, sendo responsaveis por 90% dos casos de cancro do colo
do Utero; dentro destes, 0s que possuem um potencial oncogénico mais
elevado s@o o HPV 16 e 18, estando associados a cerca de 70% dos
casos ('1). Na populagéo feminina portuguesa este dois genétipos tém
uma prevaléncia de 1,7% e 0,4%, respectivamente (12). A infegéo por
HPV é a infec@o de transmissdo sexual mais comum. Estima-se que
cerca de 70% da populag@o seja infetada por HPV num determinado
periodo da sua vida. A maioria dessas infe¢des serdo subclinicas e
benignas e s6 uma pequena parte é que ird dar origem a lesdes de alto
grau, podendo evoluir para cancro. 90% das infecdes por HPV séo

A
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Incidéncia estimada estandardizada por idade, e taxa de mortalidade para varios tipos de cancros em Portugal.
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eliminadas pelo sistema imunitério num periodo de 3 anos apds a infecéo,
5% das infe¢des por HPV de alto risco (aproximadamente 23% das
infecdes por HPV sdo por gendtipos de alto risco) persiste para
além dos 3 anos e progride para uma lesdo de alto grau - neoplasia
intraepitelial de grau 2 e 3 (CIN 2/3) - reconhecida como les&o precursora
de cancro (13). A evolugao de CIN 3 para cancro invasivo é um processo
lento: em 20% dos casos esta evolugdo ocorre apos 5 anos e, em 40%
dos casos, apos 30 anos (14). Desde a infecao inicial até ao cancro
existem varios aspetos moleculares indicativos da possibilidade da lesao
evoluir para um caso de cancro do colo do utero, nomeadamente a
persisténcia da infecdo por um HPV de alto risco, sobre-expressao dos
oncogenes E6/E7 e integracdo do DNA do HPV no genoma da célula
hospedeira. A integragao do DNA ¢é considerado um ponto sem retorno
no processo de carcinogénese. Com a introducéo da vacina contra a
infecdo por HPV 16 e 18 ¢ espectavel a reducéo dos casos de cancro
associados a estes dois tipos de HPV, que se estima ser na ordem dos
70% no caso cancro do colo do Utero. O efeito da vacina na redugéo
dos casos de cancro s6 se vai verificar daqui a algumas décadas, ndo
se devendo no entanto, descurar a importancia do rastreio.

_No Departamento de Doengas Infeciosas do INSA estdo sediados
os Laboratérios nacionais de Referéncia para o estudo das infe¢des por
H. pylori e HPV, cujo trabalho desenvolvido tem contribuido para o
melhor conhecimento destas infecdes, nos seus aspetos epidemioldgicos
e moleculares.

continua
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_Os hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (HAPs) sdo compostos
que apresentam um elevado potencial mutagénico e carcinogénico e
tém sido também classificados como desreguladores enddcrinos.

_As &guas superficiais podem ser contaminadas com HAPs através
de descargas de efluentes industriais nao tratados e de &guas residuais
municipais. Os fogos florestais libertam, para a atmosfera, este tipo de
compostos que se podem depositar nas dguas, podendo também ocorrer
a contaminacéo de aguas devido a solubilizagdo da matéria organica
proveniente de solos poluidos. Consequentemente, a formagéo de
HAPs clorados (CI-HAPs) durante o processo de cloragem da agua é
possivel, permanecendo os compostos mais estaveis dissolvidos
nas aguas tratadas. Esta assungdo é também consubstanciada pela
detecdo de CI-HAPs em amostras ambientais como o ar de zonas
urbanas, gases de exaustao de automdveis, residuos de incineragéo
industriais e, mais importante ainda, em aguas tratadas para consumo
humano (1:2),

Figura 1:
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Estruturas do BaP, 6-Cl-BaP, Fluo, 3-Cl-Fluo e 1,3-Cl,-Fluo.

_Os objetivos deste trabalho foram sintetizar e caracterizar os principais
derivados clorados do benzo[a]pireno (BaP) e do fluoranteno (Fluo),
desenvolver metodologias analiticas para a sua quantificagio em amostras
de &gua e analisar os seus efeitos genotdxicos em células humanas.

Os derivados clorados foram preparados utilizando um método inovador
que se baseou na utilizagdo de um sistema bifésico de agua/n-hexano
na presenca de hipoclorito de sddio. O derivado 6-cloro-benzo[a]pireno
(6-CI-BaP) foi seletivamente obtido a partir do seu precursor BaP,
enquanto que a partir do Fluo se obteveram dois derivados clorados:
3-cloro-fluoranteno (3-Cl-Fluo) e 1,3-dicloro-fluoranteno (1,3-Cl,-Fluo)

. A formacao dos derivados clorados do BaP e Fluo foi
confirmada em solugdes aquosas tratadas com o agente do cloragem
hipoclorito de sdio, utilizando uma metodologia cromatografica otimizada.

_Os efeitos citotoxicos e genotdxicos dos trés derivados clorados foram
estudados, em comparagéo com os efeitos dos seus precursores BaP
e Fluo, na linha celular humana HepG2, utilizando os ensaios do vermelho
neutro e do cometa, respetivamente.

_Por comparacao dos dados de viabilidade celular, obtidos para as
concentragbes mais baixas testadas (10 e 50 pM), verificou-se que o
BaP é cerca de duas vezes mais citotéxico do que o 6-Cl-BaP.
No entanto, a exposicdo das células a concentracdes mais elevadas
(100 and 125 uM), resultou numa reducéo da viabilidade celular (app.
40%) semelhante para 0s dois compostos (e.g., p = 0,044 e 0,048, para
125 uM de BaP e 6-CI-BaP, respetivamente). Por outro lado, ndo se
observou qualquer efeito citotdxico do Fluo e dos seus derivados clorados
nas condicdes testadas

_Os efeitos genotdxicos dos mesmos compostos e derivados foram
analisados através do ensaio do cometa que permite, de uma forma
rapida e sensivel, quantificar as lesdes induzidas na molécula de
DNA . 0 6-CI-BaP induziu um aumento significativo da
percentagem de DNA na cauda, para as concentragoes de 100 uM e
125 UM (p = 0,012 € 0,017, respetivamente), por comparagdo com o
controlo do solvente . Os resultados obtidos demonstraram
também que, para concentragdes equimolares de 100 e 125 uM, o
composto 6-Cl-BaP induz um nivel significativamente superior de danos
no DNA em relagdo ao BaP (p = 0,041 e 0,038, respetivamente),
sugerindo um potencial genotdxico superior. Em contraste, o Fluo e os
seus derivados clorados ndo mostraram atividade genotdxica na mesma
linha celular.
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Grafico 1:

Viabilidade das células HepG2, apds 24h de exposicéo a varias concentragées de:

(A) BaP (m) ¢ 6-CI-BaP (10); (B) Fluo (#), 3-Cl-Fluo (¢ e 1,3-Cly-Fluo ().
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Resultados expressos como percentagem média da viabilidade celular (+ erro padréo) de 3 experiéncias independentes.
Grafico 2: Danos no DNA apds exposigdo das células HepG2 a:
(A) BaP, 6-Cl-BaP, (B) Fluo, 3-CI-Fluo e 1,3-Cl,-Fluo e avaliados pelo ensaio do cometa.
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0 M corresponde ao controlo do solvente. Os resultados sao expressos como a percentagem média de DNA na cauda (+ erro padrdo) de 3 experiéncias independentes.
(*) Diferencas estatisticamente significativas quando comparadas com o controlo do solvente;
+ Diferencas estatisticamente significativas entre concentragdes equimolares de BaP e de 6-CI-BaP.

_Em concluséo:

1) Os resultados obtidos suportam a possivel ocorréncia de derivados
clorados do BaP e do Fluo em &guas, apds o seu tratamento com
desinfetantes clorados;

2) Os derivados 1,3-Cl,-Fluo e 3-Cl-Fluo ndo se mostraram genotoxicos
em células HepG2, nas condi¢des testadas. No entanto, verificou-se
que o 6-CI-BaP, em concentragdes elevadas, induziu um maior nivel de
danos no DNA do que o seu precursor BaP, em condicdes de
equitoxicidade. Estes resultados sugerem que o 6-Cl-BaP pode ser um
composto ainda mais perigoso que o seu precursor BaP, ja classificado,
pela IARC, como cancerigeno (©).

_A identificacdo de subprodutos de desinfe¢do da &gua formados a
partir de HAPs evidencia a necessidade de desenvolvimento e
implementac&o de novos métodos de tratamento de dguas mais eficazes
e seguros por forma a proteger a saide humana.
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_Introdugéo

A Diabetes Mellitus é uma das mais frequentes causas de morbilidade
e mortalidade a nivel global ('), incluindo a retinopatia diabética,
insuficiéncia renal e a amputagéo (2). As complicagdes cardiovasculares
estdo, alids, associadas a 50 a 80% das mortes nos diabéticos (3.
Em Portugal, estima-se que a prevaléncia de Diabetes Mellitus seja de
12,4%, (10,2% nas mulheres e 14,7% nos homens) () sendo o pais
da Uniao Europeia com prevaléncia mais elevada desta doenga (%),

_Objetivo

Este estudo teve como objetivo analisar a evolucéo das estimativas da
taxa de incidéncia de Diabetes Mellitus entre 1992 e 2012, na populagao
sob observagéo pela Rede Médicos-Sentinela.

_Meétodos

Desenvolveu-se um estudo ecoldgico de séries temporais. Entre 1992
e 2012, com excegdo de 2001 e 2002, os médicos de familia da
rede Médicos-Sentinela notificaram de forma voluntaria todos os novos
casos de Diabetes Mellitus nas suas listas de utentes. De 1992 a 1995

apenas o0s Médicos de Familia do continente participaram no estudo.
A Regido Auténoma da Madeira e a Regido Auténoma dos Agores
iniciaram a participacdo na Rede em 1996 e 1997, respetivamente. Para
calculo das estimativas de incidéncia de Diabetes Mellitus foram utilizadas
como denominador as populagdes sob observacdo efetiva pela rede
Médicos-Sentinela nos periodos temporais em estudo. As taxas
de incidéncia foram ajustadas & distribuicao etéria da populacéo
Portuguesa, segundo as estimativas do Instituto Nacional de
Estatistica (). As estimativas da incidéncia s&o apresentadas por 100.000
habitantes, por triénio, e desagregados por sexo e grupo etario.

_Resultados

Verificou-se um aumento da taxa de incidéncia anual de 261,7/10
habitantes [IC95% 248,1 — 275,8] em 1992-1994 para 647,9/10°
habitantes [IC95% 599,7 — 699,1] em 2010-2012. Até 1998-2000, a
taxa de incidéncia foi superior nas mulheres, porém, apés 1998-2000
e até 2010-12, passou a ser mais elevada nos homens

_Os valores mais elevados das taxas de incidéncia de Diabetes Mellitus
verificaram-se nos grupos etérios mais avangados, designadamente
55-64 anos e 65-74 anos, em ambos 0s sexos .
A incidéncia mais elevada de doenca no sexo feminino, verificou-se no
grupo etario 65-74 anos, , enquanto nos homens foi 0 grupo
etario 55-64 anos o mais atingido

_Aincidéncia da Diabetes Mellitus aumentou mais pronunciadamente
a partir do periodo 2001-2003 nos grupos etarios 45-54, 55-64, 65-74,
+75 anos. Neste periodo, 0 maior aumento da taxa de incidéncia
em todos os periodos estudados foi observado nos homens, no grupo
etario dos 55-64 anos.

Grafico 1: Evolugéo das taxas de incidéncia de Diabetes Mellitus na rede Médicos Sentinela, por sexo.
Taxa de Incidéncia ajustada a populagao portuguesa
800,0
9 7000
S 600,0
|
S 5000
T 4000
=3
g 3000 a—
T 2000
100,0
0,0
1992-1994 1995-1997 1998-2000 2001-2003 2004-2006 2007-2009 2010-2012
Homens 241,0 264,6 331,5 4157 552,7 604,0 7417
Mulheres 280,9 283,8 318,4 312,7 493,1 514,4 562,3
= Total 261,70 274,50 324,70 362,40 521,80 557,40 647,90
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Grafico 2: Evolugéo das taxas de incidéncia de Diabetes Mellitus nos homens por grupo etario.
2500,0
Taxa de Incidéncia de Diabetes nos Homens (n2 novos casos / 100000 / ano)
2000,0
1500,0
1000,0
500,0
0,0 mmasgsSSSSSSSeSessesssssoooeeesessseses: |
1992-1994 1995-1997 1998-2000 2001-2003 2004-2006 2007-2009 2010-2012
e (0-14 ====== 1524 25-34 35-44 45-54 55-64 65-74 75+

Grafico 3: Evolugéo das taxas de incidéncia de Diabetes Mellitus nas mulheres por grupo etdrio.
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_Discussao

A tendéncia crescente da taxa de incidéncia de Diabetes Mellitus
observada entre 1992 e 2012 encontra-se em concordancia com outros
estudos realizados com dados da Rede MS, que estimaram a prevaléncia
desta doenca em 2% em 1993, e em 5,5% em 2005 (7). A tendéncia
crescente observada podera estar relacionada, por um lado, com um
acréscimo da frequéncia de obesidade em Portugal (®), uma vez que a
obesidade é conhecida como um dos principais fatores de risco da
Diabetes Mellitus do adulto () e, por outro lado, com o envelhecimento
populacional cada vez mais acentuado nos Ultimos anos, uma vez que
as estimativas de incidéncia de Diabetes Mellitus neste estudo séo
superiores em idades mais avancadas e existe evidéncia global de que
a frequéncia desta doenga aumenta com a idade (%),

_Ainverséo das estimativas de incidéncia de Diabetes Mellitus entre os
sexos, que até 1998-2000 séo superiores no sexo feminino, e a partir
desse periodo s&o superiores no sexo masculino, podera estar relacionada
com um aumento do nuimero de casos diagnosticados nos homens,
relacionado com a maior procura de cuidados de saude em anos mais
recentes, ou, por outro lado, devido a eventuais alteracdes positivas nos
hébitos alimentares nos Ultimos anos, mais acentuadas nas mulheres
(5,10) ou, ainda, a uma maior frequéncia de obesidade nos homens (),

_A ndo diferenciacédo entre os diferentes tipos de Diabetes Mellitus
utilizada na definicdo de caso nesta andlise impede a estimativa da
incidéncia e tendéncias das diferentes apresentagdes da doenca.
No entanto, a observacéo de aumentos aprecidveis na incidéncia a partir
dos 55-64 anos indicia que o maior contributo de casos notificados seja
devido a diabetes de tipo Il.

continua
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_Introdugao

A diabetes tipo MODY (Maturity-Onset Diabetes of the Young) é um tipo
de diabetes mellitus autossdmica dominante, monogeénica e geneticamente
heterogénea. E caracterizada por uma manifestag&o precoce (na infancia,
adolescéncia ou em adultos jovens até aos 25 anos), por uma transmissao
autossémica dominante (com pelo menos 3 geracoes afetadas pela
diabetes), por uma apresentagdo ndo insulino-dependente durante um
periodo de pelo menos 2 anos e corresponde a uma alteracéo na funcéo
da célula p pancreatica (1). Estima-se que, na Europa, cerca de 2% dos
diabéticos sejam do tipo MODY (), Admitindo que em Portugal existem
mais de 600.000 doentes diabéticos, pelo menos cerca de 12.000 destes
terdao MODY, embora podendo estar classificados como diabéticos do
tipo 1 ou do tipo 2.

_Estao identificadas alteragdes em seis genes diferentes, dando origem
aos subtipos MODY1-6. Cinco destes genes codificam para fatores
de transcricdo (MODY1, 3, 4, 5, e 6), expressos na célula f§ pancredtica
e um deles codifica para a enzima glucoquinase ( GCK) (MODY2) (%),
Doentes com mutagdes no gene da glucoquinase (MODY2) séo
geralmente assintomaticos, apresentam uma hiperglicemia ligeira e
estavel desde o nascimento, necessitando raramente de intervencéo
terapéutica e apresentam um baixo risco de complicagdes. Por outro
lado, os doentes portadores de mutacdes nos genes que codificam para
os fatores de transcricdo HNF1A (MODY3) e HNF4A (MODY1)
apresentam um défice progressivo na secre¢éo de insulina que resulta
frequentemente numa hiperglicémia progressiva e grave na idade adulta
(“). MODY2 e

MODY?3 constituem os subtipos mais comuns na Europa. Os diferentes
subtipos de MODY apenas podem ser determinados através
do diagnéstico molecular. O diagndstico genético pode alterar o tratamento,
pois os portadores de mutagdes no gene GCK raramente necessitam
de medicacgéo, enquanto os portadores de mutagdes nos genes HNF1A
e HNF4A s&o sensiveis a sulfonilureia. Assim, os doentes MODY2
e MODY?3 diferem, ndo s6 na alteragdo genética, mas também no facto
de necessitarem de diferentes abordagens terapéuticas (°). Devido ao
numero de genes envolvidos, existe uma grande heterogeneidade clinica
entre os doentes MODY e a cada gene esta associado um fenétipo

_Metodologia

Foram recrutados para este estudo 19 casos index com diagnéstico
clinico de diabetes tipo MODY (idades de diagndstico entre 4 e 44 anos)
e 10 familiares, provenientes de vérias consultas de pediatria,
endocrinologia e nefrologia de varios centros a nivel nacional.

_Para identificagdo dos diferentes subtipos MODY foram estudados
os genes HNF4A (MODY1), GCK (MODY2), HNF1A (MODY3) e
HNF1B (MODYS5). Conforme a informacdo clinica o estudo foi dirigido
inicialmente para os genes GCK ou HNF1A. Quando néo foi encontrada
nenhuma alteragdo, foram estudados os restantes genes. Fragmentos
contendo cada exao e regides de splicing foram amplificados por PCR
e sequenciados diretamente, para identificacéo de pequenas alteracdes.
A técnica de MLPA (Multiplex Ligation-dependent

Probe Amplification), para detecéo de grandes dele¢des/duplicacbes
nos genes envolvidos, estd a ser otimizada. A metodologia utilizada foi
desenvolvida de acordo com o consenso do Grupo MODY ). O controlo
de qualidade externo da EMQN (European Molecular Genetics Quality
Network) é também realizado no nosso laboratério pelas mesmas
metodologias.

_Resultados

Dos 19 doentes recebidos, em 17 o estudo molecular para pesquisa
de pequenas alteragdes ja foi realizado e em 12 foi encontrada uma
possivel mutacdo causadora de doenca. Todas as alteragdes identificadas
sdo unicas e s6 foram encontradas num caso index: 10 foram
anteriormente descritas e 2 s&o novas . Das 12 alteragdes,
7 encontram-se no gene GCK ,4no gene HNF1Ae 1 no gene
HNF1B . O doente com alteragéo no gene HNF1B, assim como
a sua irma, sofreram um transplante renal em idade jovem, o que orientou
0 estudo molecular logo para este gene. O estudo de grandes rearranjos
nos 5 casos index, em que nao foi encontrada uma alteragdo pontual,
estd em curso. Adicionalmente foram identificados 6 familiares
provenientes de 6 familias diferentes, com as alteragdes encontradas;
das restantes familias ainda nao foi possivel estudar os seus familiares.

_Os estudos familiares séo de elevada importancia, pois permitem
identificar o mais precocemente possivel outros familiares afetados e
confirmar a co-segregacao de uma alteragdo funcional com o fendtipo
na familia.

_Conclusao

E importante efetuar o diagndstico genético dos doentes com diagndstico
clinico de MODY, ja que este permite a confirmagao do diagnéstico
da diabetes monogénica, a definicdo do subtipo, adiciona informacdo
relativamente ao progndstico, fundamenta a utilizagao da terapéutica
adequada de modo a minimizar os efeitos da diabetes e ainda permite
a determinagao do risco para os familiares dos individuos afetados.

continua



artigos breves_ n. 12

Tabela 1: Mutagées detetadas em 12 casos index das 19 familias estudadas.

GCK Missense Exao 3 ¢.214G>A (Gly72Arg) 7)

Figura 1: Arvore genealdgica de uma familia com diabetes tipo MODY, subtipo MODY2.
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nt TGGTCTCGGCGG
ID9 T
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Dieta

A seta indica o caso index. Os simbolos pretos representam os individuos com diagnéstico clinico de diabetes. N e M representam o alelo normal e o alelo mutado, respetivamente.

Por baixo dos simbolos estéo representados a idade de diagndstico (ID) em anos e os valores da glicémia em jejum em mg/dL. No caso index, estd indicado o tratamento com dieta.

A direita da &rvore genealdgica encontra-se a sequéncia de parte do exao 10 do gene GCK de um individuo normal e do caso index onde se observa a alteragao C>T na posicéo c.1358 que resulta na
alteragdo de aminodcido p.Ser453Leu. Foi detetada a presenca desta alteracdo, em heterozigotia, no caso index (11:2) e no familiar diabético estudado (11:3). No familiar néo diabético (11:4) foi verificada
a sua auséncia confirmando a co-segregagéo da alteracdo com o fenétipo.

continua
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arﬁgos breves_ _Alergias e Intolerancias

_Alergenicidade de soja e milho
geneticamente modificados é
equivalente a das variedades controlo

Cétia Fonseca, Maria Margarida Oliveira, Rita Batista

Departamento de Alimentac&o e Nutrigao, INSA.

_Introdugéo

A engenharia genética (também denominada tecnologia de DNA
recombinante) permite a transferéncia de genes entre organismos ndo
relacionados, um feito impossivel de obter através do melhoramento
convencional. Como resultado um organismo geneticamente modificado
(OGM) contera uma ou mais caracteristicas modificadas ou adicionais,
codificadas pelos genes introduzidos/ alterados. Até a presente data,
na Unido Europeia, s&0 apenas 5 as culturas geneticamente modificadas
(GM) aprovadas para consumo humano - a soja, o0 milho, a colza,
0 algodao e a beterraba - e basicamente duas as caracteristicas que
se tém introduzido neste tipo de alimentos - a tolerancia a herbicidas
e a resisténcia a insetos (http://www.gmo-compass.org). Para a
tolerancia a herbicidas séo essencialmente utilizados dois genes, o gene
CP4EPSPS e o gene PAT que conferem, respetivamente, tolerancia
aos herbicidas glifosato (também conhecido por Roundup) e
L-fosfinitricina (também denominado PPT, glufosinato de aménio, BASTA
ou Bialaphos) (). Relativamente & resisténcia a insetos a nivel comercial
tém sido basicamente utilizados genes Cry provenientes de Bacillus
thuringiensis (muitas vezes também designados de genes Bt) (2).

_Os beneficios desta nova tecnologia s@o potencialmente ilimitados
e tém vindo a ser comprovados através da criagao de espécies vegetais
mais produtivas, mais nutritivas, mais resistentes a pragas etc.
Apesar dos comprovados potenciais beneficios, a utilizagao da tecnologia
de DNA recombinante, na producéo de alimentos, tem levantado enorme
preocupacéo por parte dos consumidores (©).

_As alergias alimentares s&o um problema nutricional severo em adultos
e criancas, podendo ser causadas por qualquer proteina contida num
alimento. A potencial alergenicidade dos alimentos GM é uma das
principais preocupagées dos consumidores. E, assim, de extrema
importancia, avaliar os possiveis efeitos pleiotrdpicos da expressao das
novas proteinas, introduzidas nos alimentos GM, em termos de potencial
alérgico.

_Objetivo

Foi objetivo deste trabalho, comparar o potencial alérgico de amostras
diferentes de soja e milho GM, aprovadas para consumo humano na
Unio Europeia, com 0 dos seus controlos ndo geneticamente modificados.
Pretendemos ainda contribuir para a identificagdo de novos potenciais
alergénios nas amostras em estudo.

_Métodos

Neste trabalho foram utilizadas diferentes técnicas e abordagens:
Real Time RT-PCR

Quantificdmos a expressao de alergénios ja conhecidos em amostras
de milho MON810 geneticamente modificado vs controlo, ao longo do
desenvolvimento da semente (10, 16 e 23 dias ap6s polinizacao).
Teste de “prick”

Avalidmos a reagdo de individuos com alergia alimentar a extratos
proteicos de amostras de milho (Bt11, Bt176, T25 e MON810) e soja
(RoundUpReady) GM, em comparagdo com os controlos,
ndo modificados.

Ensaios de Western com plasmas humanos e identificacéo por
Espectrometria de massa

Comparamos a reacéo das IgE de individuos alérgicos ao milho e soja,
as amostras em teste (milho MON810 e soja Roundup Ready) com a
reagao aos respetivos controlos. Esta abordagem compreendeu 3 fases:

12 Fase: Separacéo das proteinas por electroforese bidimensional em
gel de poliacrilamida e subsequente transferéncia para membrana de
Nitrocelulose.

2% Fase: Ensaio de Western blot utilizando plasmas de pacientes
alérgicos ao milho e soja (IgE immunoblot). Esta fase teve como objetivo
comparar a ligacao entre as IgE presentes nos plasmas testados e as
proteinas dos alimentos GM vs. controlos ndo geneticamente modificados.

37 Fase: Identificacdo, por espectrometria de massa, das proteinas
reativas (Parceria com o Centre de Recherche Public - Gabriel Lippmann).
Nesta fase pretendeu-se ndo s6 identificar as potenciais diferencas
identificadas na fase anterior, mas também contribuir para a identificacéo
de novos potenciais alergénios da soja e milho.

_Resultados:

Real Time RT-PCR

No estdo apresentados os resultados referentes a quantificagao
do alergénio de milho Zea m50, ao longo do desenvolvimento da semente.
Nao foram encontradas diferencas significativas de expressao deste
alergénio entre a amostra Controlo (C) e a amostra GM (milho MON810),
em nenhum dos 3 estadios de desenvolvimento analisados. Este
mesmo resultado foi observado para todos os outros alergénios de milho
testados (Zea m14, Zea m25, Zea m27, Zea m50, Trypsin Inhibitor) (4),

continua
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Grafico 1: [] Resultados da expresséo relativa obtida por
“Quantitative real time RT-PCR” do alergénio Zea m50
ao longo do desenvolvimento da semente.
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10d- 10 dias apés polinizagao; 16d- 16 dias apds polinizagéo;
23d- 23 dias apds polinizagdo; C- Controlo; GM- Milho MON810 geneticamente modificado.

Teste de “prick”

Apenas os individuos com alergia ao milho e/ou soja apresentaram
reatividade aos extratos proteicos em teste, no entanto, nenhum
dos individuos reagiu diferentemente as amostras GM vs controlos.
Todos os voluntarios apresentaram halos superiores a 3mm
para o controlo positivo, histamina, e nenhum reagiu ao controlo
negativo. Na 7zh¢/2 1 estdo sumarizados os resultados obtidos (%),

Tabela 1: [ Resultados dos testes de “prick”.

Teste de Prick

Numero de
Individuos

Respostas
Diferenciadas

Proteina introduzida:

PAT 77 0
CrylA(b) 77 0
CP4EPSPS 27 0

PAT- Phosphinotricine acetyl transferase;
CP4EPSPS- CP4-5-Enolpyruvylshikimate-3-phosphate synthase.

Ensaios de Western com plasmas humanos e identificagéo por
Espectrometria de massa

Os individuos envolvidos apresentaram reagoes diversas contra o
proteoma das amostras testadas (“:). Um exemplo disso esta patente
nos resultados presentes na Figura 1, onde se constatam reacgoes
dispares dos dois individuos representados contra uma mesma amostra
de milho. Este resultado veio comprovar a enorme diversidade de
proteinas alergénicas presentes nas amostras testadas (soja e milho).
Apesar desta diversidade de reagdo entre individuos, constatou-se a
auséncia de diferencas significativas entre a reacao dos individuos em
teste contra as amostras geneticamente modificadas quando comparadas
com a reagao aos respetivos controlos.

Figura1: [ Exemplo de um ensaio de reactividade das IgE de dois
individuos alérgicos ao milho, contra uma amostra de

milho ndo GM.
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Individuo Alérgico | - Milho néo GM

Individuo Alérgico I- Milho ndo GM

Individuo Alérgico 2 - Milho néo GM Individuo Alérgico 2 - Milho ndo GM

Filme de quimiluminescéncia Filme de quimiluminescéncia sobre membrana

de nitrocelulose corada com “deep purple”

1 e II-Electroforese bidimensional em gel de poliacrilamida de um extrato proteico total de milho.
Setas vermelhas- “spots” imunoreactivos, k = kDa.

Nota: Geis de poliacrilamida de 12,5%. Tiras de 13cm com gama de gradiente ndo linear de 3a 11.
Géis corridos com 400ug de proteina.

_0 uso da técnica de espectrometria de massa (MS/MS) permitiu-nos
proceder a identificagcdo de alguns dos “spots” imunoreactivos
selecionados. Na 7ahela 2 é apresentada uma compilagéo de todos os
potenciais alergénios da soja e milho identificados até a presente data,
bem como dos potenciais alergénios identificados no decurso deste
trabalho.

_Consideramos, assim, que embora seja necessario avaliar caso a caso
a potencial alergenicidade dos alimentos geneticamente modificados,
com base nos estudos efetuados até a data, pensamos néo existirem
razbes para afirmar que existem alteracdes significativas do potencial
alérgico destes alimentos comparativamente aos seus controlos ndo
modificados.

— continua
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Tabela 2: Novos alergénios de milho identificados neste estudo (a rosa) e alergénios ja reportados por outros autores (a verde).

Zeamil Trypsin inhibitor /2S albumin family GlymIAand Glym 1B Soybean hydrophobic protein
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_Doenca celiaca: contributo da analise
laboratorial para uma dieta isenta de gluten

Filipa Nunes Matias, Mariana Santos, Maria Antdnia Calhau

Departamento de Alimentacdo e Nutricao, INSA.

_Introdugéo

A seguranca dos alimentos continua a mobilizar todos os intervenientes
da cadeia alimentar, desde os operadores econdmicos aos consumidores.
Desta forma, a rotulagem tem-se revelado uma importante ferramenta
na decisao de compra: o rétulo constitui o primeiro elo de ligacéo entre
o produto e os consumidores. Fornecendo-lhes informagéo relevante
acerca do produto, permite-lhes fazer escolhas conscientes, saudaveis
e seguras, em especial aqueles que sofrem de alergias ou intolerancias
alimentares.

_Adoenca celiaca, ou intolerancia permanente ao gluten, é caracterizada
por uma reacgao inflamatdria crénica, de natureza auto-imune, que
altera a mucosa do intestino delgado, dificultando a absor¢ao de macro
e micronutrientes. Ainda nao foi possivel estabelecer uma dose diaria
admissivel, pelo que o tratamento desta doenga deve consistir numa
dieta isenta de gluten ao longo de toda a vida.

_O Codex Alimentarius define Gluten como sendo a “frac¢éo proteica
do trigo, centeio, cevada e aveia ou suas variedades cruzadas e
respetivos derivados, a que algumas pessoas sdo intolerantes, e que
é insoltvel em dgua e numa solugéo de cloreto de sodio a 0,5 M” (1),

_O Gluten consiste numa mistura de proteinas presentes no endosperma
de alguns tipos de gréos de cereais. Estas proteinas sao classificadas
em dois grupos: as prolaminas e as gluteninas. As prolaminas apresentam
uma maior evidéncia de toxicidade, em relacdo as gluteninas, sendo
responsaveis pelo desenvolvimento de lesdes na mucosa intestinal dos
doentes celiacos. As suas designaces diferem conforme o cereal de
onde provém: gliadinas (trigo), aveninas (aveia), hordeinas (cevada) e
secalinas (centeio).

_Hoje em dia, o nimero de pessoas com intolerancia ao gluten
tem vindo a aumentar e, neste sentido, a industria alimentar tem
demonstrado uma maior preocupagao em produzir alimentos que possam
ser consumidos em seguranga por este grupo de pessoas.

_De acordo com o regulamento n° 1169/2011 (2), j& em vigor, é obrigatério
incluir no rétulo as substancias ou produtos que provocam alergia ou
intolerancia alimentar. A nivel europeu, os alimentos destinados a
uma alimentag&o especial tém um regulamento préprio, 0 n® 41/2009,
aplicavel desde Janeiro de 2012, relativo & composicéo e rotulagem de
géneros alimenticios adequados a pessoas com intolerancia ao
gluten (). De acordo com este regulamento, podem ser colocadas duas

mengdes nos rétulos dos alimentos comercializados para responder as
necessidades alimentares das pessoas com intolerancia ao gluten:

_“Isento de gluten” — rétulo colocado em alimentos com teor
de gluten inferior a 20 mg/Kg.

_“Teor muito baixo de gluten” — rétulo colocado em alimentos
com teor de gluten entre 20 e 100 mg/Kg.

_De forma a cumprirem este regulamento, e a inserirem informagéo
fidedigna nos rétulos dos alimentos, as empresas da industria
alimentar recorrem ao Laboratério de Quimica do Departamento de
Alimentagéo e Nutricdo do INSA, IP para serem realizadas analises de
deteccdo e quantificacdo de gluten em novos alimentos a colocar no
mercado.

_O Laboratério também tem colaborado com a Entidade de Controlo Oficial
e com uma Associacdo de Apoio ao Doente Celiaco, num programa de
monitorizagdo de alimentos destinados a uma alimentagao especial, com
0 objectivo de avaliar alimentos rotulados como “isento de gluten”.

_Materiais e Métodos

Neste ambito, o Laboratério de Quimica analisou, no Ultimo triénio,
44 amostras usando o método imunoenzimatico ELISA-R5 “sandwich”
(RIDASCREEN®Gliadin) (+-5)

_0O método ELISA-R5, é proposto pela Comissdo do Codex
Alimentarius para a andlise de gluten em alimentos, permitindo a
detecdo de a-, -, 7- e w-prolaminas. Encontra-se disponivel em kits
comerciais, sendo ainda o método oficial proposto pela Association
of Official Analytical Chemists (AOAC). O Laboratério efetuou uma
validagao “in house” do método, incluindo a confirmagao dos limites de
detecdo e quantificacdo, para determinacdo de gltten em diversos tipos
de alimentos ()

Tabela 1: Limites analiticos do Método Imunoenzimatico ELISA-R5.
1
|
Limite de Detecéo (LD) 3mg/Kg
Limite de Quantificacéo (LQ 5mg/Kg
Tabela 2: Amostras analisadas por grupos de alimentos.
1
|
Formulas infantis 3
Cereais e derivados 11
Carne e derivados 18
Acticares e derivados 5
Matérias-primas 2
Refeicoes prontas a consumir 5

continua
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_Resultados e conclusao

Nas amostras provenientes da Industria Alimentar, os resultados obtidos,
inferiores ao limite de dete¢éo, permitem que a menc&o “isento de gluten”
possa ser inserida nos rétulos dos alimentos analisados. Relativamente
ao programa de monitorizagdo, os resultados confirmaram a menc¢ao
“isento de gluten” apresentada nos rétulos, ou seja, todos cumpriam o
limite de 20 mg/Kg

Tabela 3: Resultados obtidos laboratorialmente.

Foérmulas infantis <LD
"""" Cereaisederivados <0
"""" Cameedervads <D
"""" Aclcaresederivados <D
"""" Matérias-ptimas <D
"""" Refeigdes prontasaconsume <D

_O Laboratério de Quimica tem dado e continua a dar um forte contributo
para que os doentes celiacos possam consumir, com confianca, 0s
alimentos disponiveis no mercado adequados a uma dieta isenta
de gluten, permitindo a pratica de uma alimentacdo mais segura.
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_Introducéo

As anomalias congénitas (AC) afetam 1 em cada 33 nascimentos
por ano, segundo dados da Organiza¢do Mundial de Satde, e tém forte
impacte na mortalidade neonatal. A etiologia das AC pode ser
genética, infecciosa ou ambiental, sendo em muitos casos dificil identificar
a sua origem (1),

_Diversos estudos sugerem que as doengas cronicas maternas, como
a diabetes, as doengas da tiroide, ou a epilepsia, aumentam o risco de
malformagdes fetais, relacdo que pode estar associada a alteragdes
no metabolismo materno, com implicagdes na embriogénese,
como é o caso das doengas da tiroide, ou secunddria ao efeito
teratogénico de medicamentos, como no caso da epilepsia (2:24:5.6),

_O presente estudo tem por objetivo descrever a ocorréncia de AC
fetais nas gravidas com doenca cronica, utilizando os dados do
Registo Nacional de Anomalias Congénitas (RENAC), entre os anos
2000 a 2010.

_Material e métodos

Analisaram-se os dados do Registo Nacional de Anomalias Congénitas
(RENAC), registo de base populacional que tem como misséo a vigilancia
epidemioldgica e a investigacdo das AC em Portugal criado em
1995 pelo INSA, gerido desde 2000 pelo extinto Observatdrio Nacional
de Saude (ONSA) e, atualmente, pelo Departamento de Epidemiologia
do Instituto Nacional de Satde Doutor Ricardo Jorge (DEP/INSA).

Gréfico 1:
doenca cronica materna entre 2000 a 2010.
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_Calcularam-se as taxas de prevaléncia de AC utilizando como
numerador o nimero de casos notificados por médicos especialistas
que registam AC diagnosticadas em recém-nascidos (até ao final do
periodo neonatal), fetos mortos e interrupgdes médicas de gravidez (7).
As AC foram posteriormente codificadas no DEP/INSA, de acordo com
o capitulo Q da 102 versédo da Classificacao Internacional de Doengas
e causas de morte (8),

_Arecolha de informacéo foi realizada com o apoio de um questionario
recebido periodicamente pelo Registo Central por via informatica, através
da internet, ou em suporte em papel.

A significancia estatistica das associacdes foi estudada utilizando o teste
de Qui-quadrado ou Qui-Quadrado para a tendéncia (), com um nivel
de significancia de 5%.

_Resultados

No periodo de 2000 a 2010, a prevaléncia de doenca crénica materna
no RENAC era de 9,1%, tendo aumentado de 6,9% em 2000 para 14,0%
em 2010. Em 10,3% dos registos enviados ao RENAC, nao existia
referéncia a presenca, ou ndo, de qualquer doenga crénica materna.
De referir que esta sub-notificacdo de item sofreu uma reducéo para
cerca de 5% em 2009 e 2010

_Nas gravidas com doenca cronica, 8,9% abortou espontaneamente,
9,2% teve feto morto ou optou por interrup¢ao médica da gravidez devido
a anomalia fetal e 10,3% teve um recém-nascido vivo. A relagéo entre
a existéncia de doenga crénica materna e o tipo de nascimento ndo se
revelou estatisticamente significativa (p=0,478).

_A anélise dos dados revelou, no entanto, uma relacéo estatisticamente
significativa (p<0,001) entre a existéncia de doenga cronica materna e
a idade da gravida, com 14,7% das gravidas com idade igual ou superior
a 40 anos a referirem a presenca de pelo menos uma doenga cronica.
Estes resultados sdo comparaveis aos de outros estudos em que se
observa uma maior presenga de doenga crénica em grupos populacionais
com idade mais avangada (10).

Prevaléncia de gravidas registadas no Registo Nacional de Anomalias Congénitas com pelo menos uma

0,0%

Doenga crénica

2000 2001 2002 2003 2004 2005

2006 2007 2008 2009 2010

Sem informagéo
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_As doengas crénicas maternas mais registadas foram a asma (22,5%),
as patologias da tirdide (12,6%), a epilepsia (8,2%) e a diabetes mellitus
(5,9%). Em 44,2% das gravidas foram referidas outras doencas crénicas,
nomeadamente patologia renal, psiquiatrica, diversas doencas
metabdlicas, entre outras

_Nas gravidas com doenca crénica, a distribuicéo de nascimentos com
pelo menos uma AC, verificou-se maioritariamente em quatro grandes
grupos de anomalias, nomeadamente anomalias cardiacas (29,5%),
anomalias do sistema musculoesquelético (18,6%), anomalias do sistema
urinario (13,3%) e anomalias do sistema nervoso central (6,3%)

Analisada individualmente a relagao entre cada um dos tipos de doenca
cronica materna e cada um dos grandes grupos de AC referidos
anteriormente, observou-se uma relagéo estatisticamente significativa
entre a ocorréncia de epilepsia materna e o nascimento de uma crianca
com AC do sistema nervoso central (p=0,002). Também se verificou
uma relagdo entre a diabetes mellitus NOS materna e a presenca de
anomalias cardiacas nos fetos/recém-nascidos, apesar de néo se
observar um resultado estatisticamente significativo (p=0,09).
Nas AC do sistema musculoesquelético e do sistema urinario, verificou-
se que a asma e as doencas da tiroide séo as doengas crénicas maternas
mais vezes referidas, ndo se observando uma associacdo estatisticamente
significativa, sem prejuizo da sua relevancia clinica para a prevencéo
das AC.

Grafico 2: Distribuicdo percentual de doencas cronicas maternas registadas no Registo Nacional de Anomalias Congénitas
entre 2000 e 2010.
Obesidade 5,2%
HTA 5,5%
Hipertiroidismo NOS* 8,1%
Diabetes mellitus NOS* 10,7%
Hipotiroidismo NOS* 14,7%
Epilepsia NOS* 14,9%
Asma NOS* 40,9%
0,0% 5,0% 10,0%  15,0% 20,0% 25,0% 30,0% 35,0% 40,0% 45,0%
(*) NOS (not otherwise specified)
Grafico 3: Distribui¢do da doenca cronica materna por grandes grupos de Anomalias Congeénitas registadas no

Registo Nacional de Anomalias Congénitas entre 2000 e 2010.
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_Discussao

Os resultados principais deste estudo séo coincidentes com os de
diversos estudos internacionais que sugerem uma relac@o entre a
presenca de diferentes doencas crénicas maternas e o nascimento de
uma crianga com AC (%),

_Nao obstante, estes resultados deverdo ser lidos com alguma precaucéo,
sobretudo porque a percentagem de mulheres portadoras de doenca
cronica notificadas ao RENAC, nédo é muito elevada.

_Outra limitacdo prende-se com o facto de neste estudo néo ter
sido avaliada a medicacdo utilizada pelas gravidas e o seu
potencial efeito teratogénico, o que pode influenciar alguns dos resultados
obtidos, conhecendo-se o papel de alguns medicamentos utilizados
no tratamento de doencas crénicas, na génese de algumas AC (19),

_Conclusdes

Nos casos de AC registados no RENAC entre 2000 e 2010 observou-
se um aumento de referéncia a existéncia de doenca crénica materna
de 6,9% em 2000 para 14% em 2010, valor estatisticamente significativo
(p <0,001). Observou-se uma associagao estatisticamente significativa
entre a presenca de AC no feto/recém-nascido e a epilepsia materna.
Também se verificou uma associa¢@o entre a presenca de doenca
cronica materna e a idade da gravida.Pretende-se que os resultados
deste estudo promovam a investigacdo nesta area, em Portugal,
permitindo um impacte nas atividades de prevencdo das AC.
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_Introducgéo

O Inquérito de Saude com Exame Fisico (INSEF) - Componente nacional
do Inquérito Europeu de Satide com Exame Fisico (European Health
Examination Survey - EHES) tem como objetivo elaborar um diagndstico
epidemioldgico da situacdo de saude da populacdo residente em
Portugal, através da descri¢do do seu estado de saude, determinantes
(utilizando dados clinicos e bioquimicos) e utilizagao de cuidados de
saude, contribuindo para o planeamento da saude e a investigagéo em
Portugal.

_De modo a avaliar a capacidade dos varios paises participantes em
construirem uma infraestrutura nacional capaz de implementar um
Inquérito Nacional de Satide com Exame Fisico foi desenvolvido um
estudo piloto entre 2010-2011, que culminou com a realizagéo de um
inquérito de saide com exame fisico a uma amostra da populacéo de
S. Brés de Alportel, no Algarve.

Figura 1:

-

_O presente artigo tem como objetivo apresentar alguns dos principais
resultados obtidos na fase piloto relativos as doengas crénicas, uma
componente importante no diagndstico de salude das populagdes.

_Material e métodos

Foi realizado um estudo epidemioldgico observacional, transversal,
descritivo com recolha de dados através de questionario, exame fisico
e andlises bioquimicas e hematoldgicas.

_A populacéo-alvo foi constituida por residentes na Regido do Algarve,
nomeadamente os utentes do Servico Nacional de Saude (SNS)
do Centro de Saude (CS) de S&o Bras de Alportel com idade superior
a 25 anos. A selecdo dos participantes foi feita a partir das listas de
utentes do SNS do CS de S&o Bras de Alportel e foi calculada uma
amostra aleatéria de 600 pessoas, trés vezes superior ao numero
pretendido (200 pessoas). O método de amostragem baseou-se numa
amostragem estratificada pela variavel sexo.

_As diferentes fases de execucdo do exame fisico e inquiricdo
encontram-se descritos na

_As medicoes antropométricas (peso e altura), a medi¢ao da pressao
arterial e a colheita de sangue foram efetuadas de acordo com
os procedimentos especificos adotados no EHES, os quais seguem
as guidelines internacionais (1), e adaptados para o efeito pela equipa
coordenadora no INSA. Foram considerados os seguintes valores
de corte para se considerar os parametros medidos como anémalos:
pressao arterial sistolica >ou= 140mmHg e/ou pressao arterial diastdlica
>ou= 90mmHg, glucose >ou=110 mg/dl, colesterol total >ou= 240mg/dl
e IMC>ou=30.

Esquema representativo do processo de execugdo do exame fisico e inquirig¢4o.

Aplicacéo de
Questionarios

-

Medic&o do Peso

Entrevista com o
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continua



artigos breves_  n. 16

_Relativamente ao questionario, a area relativa ao estado de saude,
onde se incluiam as questdes sobre doengas crénicas, foi aplicada por
um profissional de satde, sendo considerado como doengas cronicas
aquelas autorreportadas pelo préprio “com duracéo superior, ou que se
espere que venha a durar, mais de 6 meses” e tenham sido confirmadas
pelo médico assistente.

_O protocolo cientifico do estudo foi aprovado pela Comisséo de
Etica do Instituto Nacional de Satide Doutor Ricardo Jorge e pela
Comissdo Nacional de Prote¢do de Dados. Todos os participantes foram
incluidos no estudo apds a obtengéo do consentimento informado escrito.

_Resultados

Foram realizadas, com sucesso, 221 entrevistas (taxa de resposta de
36,8%). Os respondentes eram maioritariamente mulheres (57,9%),
38,5% tinham 65 e mais anos, com uma escolaridade basica (58,3%),
essencialmente trabalhadores nao ativos (59,2%) e com um estado civil
casado/unido de facto (72,3%).

_A referéncia a pelo menos uma doenga crdnica (confirmada por um
médico) foi feita por 63,3% dos inquiridos, sendo as mais prevalentes
a hipertenséo (45,7%), hipercolesterolemia (21,7%) e as caries dentérias
(16,7%)

_Considerando os resultados obtidos através do exame fisico,
verifica-se que 17,7% dos respondentes tinham valores de glicémia
iguais ou superiores a 110 mg/dl e 29,5% tinham o IMC igual ou superior
a 30 kg/m?

_Comparativamente a informagdo autorreportada ,
verifica-se uma proporcdo mais elevada de individuos com valores de
glucose ndo controlada e obesidade (nenhum respondente declarou ter
obesidade). Relativamente & hipercolesterolémia, embora 21,7% dos
individuos inquiridos reportasse o diagnéstico de hipercolesterolémia,
9,1% ainda desconhecia 0 seu estado ou n&o tinha os valores controlados.
O mesmo aconteceu em relagao a hipertensao em que 45,7% dos
inquiridos declarou o diagndstico de hipertensdo, observando-se
13,1% de individuos com valores de tensao arterial medida acima dos
valores maximos recomendados.

1 457(63)

40,0% 60,0% %

Grafico 2: Doengas cronicas autorreportadas mais frequentes (confirmadas pelo médico).
Hipertensao
Hipercolesterolemia 1 21,7(30)
Carie dentaria 1 16,7(23)
Dor lombar e cervical ——— 13,0(18)
Diabetes |~ F—1123(17)
Osteoartrite | F——— 109(19)
Ulcera no estémago / duodeno | —=————1 6.5(9)
Alergias (excl. asma alérgica), rinites | F————1 6,5(9)
Osteoporose | F———1 5.8(8)
Cancro (tumor maligno, leucemia, linfoma) | F———— 5.8(8)
0,0% 20,0%

Grafico 3: Frequéncia de respondentes com diabetes, hipercolesterolemia, hipertenséo e obesidade autorreportada e comparacédo
com frequéncia de respondentes com valores de glucose, hipercolesterolemia, hipertenséo e obesidade, respetivamente
alterados medidos pelo exame fisico.
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_Conclusodes

De acordo com os resultados obtidos no INSEF, a doenca crénica mais
frequente foi a hipertensao, tendo sido referido por 45,7% dos participantes.
Resultado que vai ao encontro das estimativas de prevaléncia de doenca
cronica referidas com maior frequéncia pela populagéo portuguesa,
através do Inquérito Nacional de Sadde (2005/2006) (2), com uma
prevaléncia de 19,8%. O resultado obtido neste estudo esté igualmente
enquadrado na prevaléncia de hipertensdo medida no estudo de Espiga
e Macedo (2007) que concluiu que 42,1% da populacdo adulta portuguesa
com idade entre 18 e 90 anos sofria de hipertensao arterial °) e no
estudo PHYSA de 2012, onde se estimou uma prevaléncia total de
42,2% (4,

_Neste piloto do INSEF, a diabetes constituiu a quinta doenga cronica
referida com maior frequéncia pela populagédo em anélise (12,3%).
No entanto, uma parte da populagdo afetada por esta doenga desconhecia
a sua situacao, visto que ao medir os niveis de glucose aos individuos
participantes 17,7% apresenta niveis de glucose no sangue superiores
ao considerado normal. O mesmo aconteceu em relagdo a
hipercolesterolémia, uma vez que 9,1% dos respondentes tinham valores
de colesterol total no sangue iguais ou superiores a 240 mg/dl.
Da mesma forma, embora nenhum inquirido tenha referido ser obeso,
verificou-se que 29,5% dos participantes eram obesos, com IMC igual
ou superior a 30 Kg/m2.

_Uma parte significativa dos individuos que declarou sofrer de hipertenséo,
diabetes, ou hipercolesterolémia, tomava medicacéo especifica para a
sua doenca (respetivamente 96,8%, 88,2% e 93,3% dos respondentes),
mas ainda assim néo revelava valores de glucose, pressao arterial e
colesterol controlados.

_Em Portugal, j& foram realizados estudos que incluiram uma
componente de exame fisico, nomeadamente estudos de prevaléncia
da obesidade (%), da diabetes (©), da hipertensao arterial ©®) e da obesidade
juvenil (7:8), Ainda que importantes do ponto de vista cientifico e da
salde publica, muitos destes estudos séo especificos de determinada
doencga, ou caracteristica, além de ndo terem, por vezes,
representatividade nacional.

_A recolha num mesmo momento e para cada pessoa de dados validos
que permitam a andlise rigorosa do estado de satde geral da populagédo
portuguesa, designadamente doencas crénicas, seus determinantes
e utilizac@o de cuidados de salde constitui-se assim como uma
abordagem essencial & identificacdo de necessidades em salide, apoiando
a definic@o de prioridades de intervencéo, a monitorizacéo e avaliagéo
de impactes das intervengdes.
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_Introdugéo

A associacdo entre a exposicao a metais pesados e a ocorréncia de
doengas nao transmissiveis, em especial renais e neuroldgicas, encontra-
se estabelecida, sendo que a maioria dos metais pesados séo classificados
como carcinogéneos e teratogénicos ().

_Estudos ambientais, realizados anteriormente, identificaram vérias
fontes de contaminacéo (industrial, antropogénicas nao-pontuais e
contaminagao proveniente do rio), no estudrio do rio Sado, contribuindo
para a acumulacdo de sedimentos contaminados com reconhecidos
impactes sobre o sistema ecolégico (2). No entanto, ndo havia sido
realizada investigacao sobre a associagao entre a contaminagdo ambiental
e potenciais efeitos na saude da populacéo residente no estuario do
Sado, a qual se justifica dada a exposigéo continua e prolongada (1:%).
O projeto HERA (Avaliagéo de risco ambiental de um ambiente estuarino
contaminado: um estudo de caso), financiado pela Fundagéo para a
Ciéncia e Tecnologia (FCT- PTDC/SAU-ESA/100107/2008) consiste
num estudo integrado e multidisciplinar para avaliar o risco ambiental,
incluindo ecoldgico e na salide humana.

_Neste projeto estd incluido um estudo epidemiol6gico que pretende
caraterizar as vias de exposicéo aos produtos do estuario e potenciais
efeitos na sauide ().

_Materiais e Métodos

Estudo epidemioldgico transversal com comparagao de duas populagdes:
residentes na Carrasqueira (pequena vila no canal sul do estuario do
Sado - populagéo alvo), e em Vila Nova de Mil Fontes (VNMF), que dista
200 km da primeira e que foi considerada como populagao nao exposta.
VNMF localiza-se nas proximidades de outro estuario (rio Mira) do
qual ndo ha conhecimento de poluicdo industrial/ outros contaminantes.

_Aamostra de residentes em cada localidade foi selecionada de forma
aleatoria simples, a partir da lista de utentes do Servico Nacional de
Saude. Foi realizado um inquérito com aplicagéo de um questiondrio via
CAPI (Computer Assisted Personal Interview) para a caracterizacdo de

informac&o referida pelo proprio sobre 1) efeitos na saude: que incluia
morbilidade (doenca diagnosticada por um profissional de saude,

medicacdo), efeitos sobre a reproducéo; 2) vias de exposicgao:
informacdo sociodemogréfica, ocupacional, habitos de lazer,
comportamentos e estilos de vida; 3) potenciais vias de contaminacéo
do estuario (inclui utilizagdo de dgua para a vida didria, pesca e
agricultura de subsisténcia). O trabalho de campo decorreu entre junho
e julho de 2011.

_Considerando apenas as doencas cuja plausibilidade etiolégica
possa estar relacionada com a exposicao a metais pesados e outros
contaminantes, nomeadamente doenga renal (incluindo insuficiéncia
renal), hepatica, neuroldgica, cutinea, e neoplasica, foi calculada a
frequéncia de pessoas que referiram a existéncia de pelo menos uma
das doencas referidas. Foi avaliada a existéncia de co-morbilidade
(presenca de duas ou mais das doencas consideradas relevantes).

_Todos os participantes foram incluidos no estudo apds a obtencao
do consentimento informado escrito, tendo o estudo sido aprovado pela
Comissdo de Etica do INSA e pela Comisséo Nacional de Protegdo
de Dados.

_A andlise estatistica centrou-se na andlise descritiva e das possiveis
associacoes, testadas através do teste de Qui-Quadrado, tendo-se
considerado um nivel de significancia de 5% para rejeicdo da
hipdtese nula. Os intervalos de confianca para 95% foram calculados.

_Resultados

Foram recolhidos dados de 202 participantes de todas as idades. Embora
n&o tenham sido observadas diferengas estatisticamente significativas
na prevaléncia de muitas das doencas estudadas, os participantes da
Carrasqueira revelaram um padréo de morbilidade globalmente mais
desfavoravel . As excegdes ao anterior s30 0 AVC, a insuficiéncia
renal e 0s tumores malignos que foram referidos com maior frequéncia
pelos participantes de VNMF. Apenas no caso da doenca renal a
populagdo da Carrasqueira revelou uma prevaléncia significativamente
mais elevada do que a populacéo de VNMF.

_Contrariamente ao verificado na andlise da frequéncia especifica
por doenca, os participantes da Carrasqueira revelam uma maior
propor¢do com presenga conjunta de doencas potencialmente
relacionadas com a exposi¢do em estudo . Considerando esta
co-morbilidade, os participantes da Carrasqueira revelam uma maior
proporcdo de doenca comparativamente aos residentes em VNMF.

continua
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Grafico 1: Prevaléncia de doencas auto-reportadas pelos residentes na Carrasqueira e VNMF.
Tumor maligno **
Insuficiéncia renal *** | e p— Carrasqueira
uficienci e — VNF
AVC ** e (¥) Percentagem em VNMF calculada com base
o p— num numerador inferior ou igual a 5;
. e E— **) Percentagens calculadas com base
Diabetes ¢ )num num%rador inferior ou igual a 5;
P " (***) Percentagem na Carrasqueira calculada com
Doencade pele* ————— base num numerador inferior ou igual a 5;
e —
Asma* - '
e g—|
ppOC* :
—
Doengas neuroldgicas* - )
g—
Doenca isquémica cardiaca* | - '
Doenca de figado : '
s —
Doenga dos rins* | :
Hipertenséo - - , '
Doenga osteoarticular - : , '
0,0% 10,0% 20,0% 30,0% 40,0% 50,0%
Quadro 1: £'2 Prevaléncia de doenca nos participantes da Carrasqueira e VNMF.
1
|
Doenca

n_numero de registos validos; p_refere-se & comparagao da proporgéo entre as classes da variavel teste Qui-Quadrado de Pearson; #_ percentagem calculada com base num numerador inferior ou igual a 5.

_Discussao

A populacéo residente na aldeia da Carrasqueira revelou indicadores
de morbilidade crénica mais desfavoraveis comparativamente a
populagdo ndo-exposta de VNMF. No entanto, apenas no caso das
doengas renais se observou uma diferenca estatisticamente significativa.
Os indicadores de satde em estudo incluiam a morbilidade crénica,
por causas especificas. Tendo em conta a dimensao da amostra,
condicionada pela dimenséo da populagao residente (aproximadamente
400 individuos), e a prevaléncia reduzida de algumas das doengas em
estudo, a sua medicao resultou em frequéncias reduzidas, o que dificultou
a comparagdo estatistica robusta das duas populagdes.

_Este problema foi abordado agregando a informacéo sobre as doencas
crénicas, ganhando-se em poténcia de andlise mas perdendo a
especificidade do efeito em estudo.

_Um possivel viés de informagao podera ter ocorrido dado que a informagéo
relativa aos efeitos na satde foi obtida por auto-reporte dos selecionados,
ou por proxy em menores de 14 anos. A qualidade da informacéo assim
obtida pode estar enviesada, uma vez que os expostos poderao ter maior
probabilidade em descrever piores estados de salide comparativamente
a uma populagao ndo exposta.
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