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Resumo

Existem evidéncias contraditérias sobre uma possivel relacdo inversa entre a
exposicdo natural ao litio (Li) e a taxa de suicidio na populacao em geral. A maioria dos
estudos anteriores avaliaram a exposicdo ao Li apenas através da determinac¢do dos
seus teores na agua de consumo, assumindo que se correlacionam com o efetivo total
aporte deste elemento ao organismo, ou seja, ndo foi considerado o impacto de outras
fontes, o que pode justificar as discrepancias observadas. O nosso estudo focou-se na
avaliacdo dos niveis urinarios de Li, por parecer ser uma abordagem mais fiavel para
esclarecer esta questdo, ao permitir avaliar a real exposi¢do ao Li, independentemente
da fonte. Assim, foi conduzido um estudo comparativo entre os niveis de Li na urina, na
agua de consumo e na agua “ambiental” em trés regides de Portugal com diferente risco
relativo (RR) de suicidio, de acordo com dados publicados: Area Metropolitana do
Porto (AMP; baixo RR), Tras-os-Montes (TM; alto RR) e uma regido do centro de
Portugal (CTR; RR intermédio). A 311 voluntarios saudaveis foi solicitada uma amostra
de urina (primeira urina da manhd), uma amostra de 4gua de consumo doméstico e
uma amostra de “4gua ambiental” da regido de residéncia (proveniente de nascente,
poco, rio, riacho, lagoa, etc.) a fim de representar o ambiente geoldgico/geoquimico
local. Foi também solicitado o preenchimento de um questionario de frequéncia
alimentar, com vista a identificar outras fontes de Li para o organismo. A determinacao
do Li nas amostras foi feita por ICP-MS. Os niveis de Li nas dguas de abastecimento
publico foram tipicamente muito baixos (média + DP e intervalo): 3,3 £ 3,5 (0,7-29,6)
ug/L em AMP (n=72); 3,8 + 7,7 (0,1-45,8) ug/L em TM (n=80) e 3,4 + 5,5 (0,2-35,2)
ug/Lem CTR (n=83), e apenas se observou uma diferenca estatisticamente significativa
entre a mediana da regido AMP e as outras duas (p<0,005). Nas aguas “ambientais”,
também ndo foram encontradas diferencas estatisticamente significativas entre as
regides e inversamente associadas ao RR. Os teores de Li foram de 8,1 + 18,8 (0,7-
110,9) pg/L em AMP (n=40); 7,0 £ 18,0 (0,2-101,2) em TM (n=31) e 31,4 + 121,9 (0,2-
666,0) pg/L em CTR (n=56). Por fim, também nao foi encontrada uma relacao inversa
entre os niveis urinarios de Li e o RR de suicidio. Os niveis médios foram de 66,7 + 128,1
(5,9-871,3) pg/L em AMP (n=91); 59,0 * 120,6 (5,4-708,5) pg/L em TM (n=90) e 39,1
+ 98,0 (3,4-917,5) ug/L CTR (n=130). Estes resultados demonstram que, para além da
agua de consumo, outras fontes contribuem significativamente para a ingestao diaria
de Li e que ndo existe necessariamente uma correlacdo entre os niveis de Li na agua de
consumo e a exposicdo ao Li (conforme avaliada pelos niveis urinarios). Por outro lado,
também nao foi possivel documentar uma significativa associacdo inversa entre os
préprios niveis urinarios de Li e um menor RR de suicidio. Assim, o eventual papel
“protetor” do Li contra a tendéncia para o suicidio nos niveis de exposi¢ao tipicos em
Portugal permanece incerto.
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Abstract

There is contradictory evidence regarding a possible inverse relationship between
natural exposure to lithium (Li) and the suicide rate in the general population. Most
previous studies have evaluated exposure to Li only by determining its levels in
drinking water, assuming that they correlate with the actual total supply of this element
to the organism, i.e., the contribution of other possible sources has not been considered,
which may explain the observed discrepancies. Our study focused on the determination
of urinary Li levels, as it appears to be a more reliable approach to clarify this issue, as
it allows the assessment of actual Li exposure, regardless of the source. In this context,
a comparative study was carried out between Li levels in urine, drinking water and
“environmental” water in three regions of Portugal with different relative risks (RR) of
suicide, according to published data: Porto Metropolitan Area (PMA; low RR), Tras-os-
Montes (TM; high RR) and a region in central Portugal (CTR; intermediate RR). Healthy
volunteers (n=311) from the three regions were asked to provide a urine sample (first
morning urine), a sample of domestic drinking water and a sample of an
“environmental water” from the area of residence (from a spring, well, river, stream,
pond, etc.), in order to represent the local geological/geochemical environment.
Participants were also asked to fill out a food frequency questionnaire, aiming to
identify other sources of Li for the body. The determination of Li was performed by ICP-
MS. Li levels in drinking water from the public water supply systems were typically very
low (mean #* SD and range): 3.3 + 3.5 (0.7-29.6) pg/L in PMA (n=72); 3.8 + 7.7 (0.1-
45.8) pg/Lin TM (n=80) and 3.4 + 5.5 (0.2-35.2) pg/L in CTR (n=83), with a statistically
significant difference only between the median of the PMA region and the other two
(p<0.005). In “environmental” waters, no statistically significant differences were also
found between regions (p > 0.05) nor an inverse association with RR. Li content was
8.1 + 18.8 (0.7-110.9) pg/L in PMA (n=40); 7.0 £ 18.0 (0.2-101.2) in TM (n=31) and
31.4+121.9 (0.2-666.0) pg/L in CTR (n=56). Finally, no inverse association was found
between urinary Li levels and the RR of suicide (p > 0.05). Mean levels were 66.7 *
128.1 (5.9-871.3) pg/L in PMA (n=91); 59.0 + 120.6 (5.4-708.5) pg/L in TM (n=90) and
39.1 £ 98.0 (3,4-917,5) pg/L in CTR (n=130). These results show that, in addition to
drinking water, other sources contribute significantly to daily Li intake and that there
is not necessarily a correlation between Li levels in drinking water and Li exposure (as
assessed by urinary levels). On the other hand, it was also not possible to document a
significant inverse association between Li urinary levels and a lower RR of suicide.
Thus, the possible “protective” role of Li against suicide at exposure levels typical in
Portugal remains uncertain.

Keywords

Lithium; suicide rate; urinary levels; natural exposure; drinking water.
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Niveis urinarios de litio e taxa de mortalidade por suicidio em Portugal

1. Introducao

1.1 Suicidio

O suicidio constitui um importante problema de satide publica, estimando-se que
seja a causa de morte de mais de 700.000 pessoas por ano em todo o mundo. Sendo
que, por cada suicidio consumado, se estima que ocorram mais de 20 tentativas [1]. Em
2019 o suicidio foi considerado a quarta principal causa de morte entre individuos na
faixa etaria dos 15 aos 29 anos de idade (142 a nivel mundial), com um valor médio da
taxa de suicidio no sexo masculino (2,52 por 100 mil habitantes) muito superior ao do
sexo feminino (1,2 por 100 mil habitantes) [1,2,3]. No entanto, o sexo feminino é o que
apresenta taxas mais elevadas de tentativa de suicidio ou autolesdes nao fatais [3,4].

A propensao para o suicidio é considerada um fenémeno complexo, ndo dependente
apenas de condic¢oes individuais, mas sim de multiplos fatores, desde fatores bioldgicos
e psicolégicos, a fatores econémicos, ambientais e sociais [1]. Habitualmente, o suicidio
estd associado a doencas do foro mental, como a depressdo ou a bipolaridade, a
circunstancias da vida de extremo stress (problemas financeiros, desemprego, etc.), ou
a situagoes de violéncia ou abuso. Do mesmo modo, a sua taxa de incidéncia tende a ser
superior em grupos de minorias, sejam elas étnicas, sociais, religiosas, etc. [5,6]. Devido
a grande diversidade destes fatores, a taxa de suicidio varia consideravelmente de pais
para pais. Em 2019, os valores por 100 mil habitantes, chegaram a atingir valores tao
altos quanto 28,6 na Coreia do Sul, 25,1 na Ruassia e 23,5 na Africa do Sul; ou de apenas
1,6 na Jordania, 2,1 na Venezuela e Honduras e 2,2 nas Filipinas [7]. Estes sdo dados
oficiais, segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), no entanto, podem nao
refletir rigorosamente a realidade, existindo diferen¢as em relacdo aos dados reais, por
exemplo, devido a diferentes politicas de notificacdo de casos.

Em Portugal Continental, num estudo realizado com os dados sobre a mortalidade
por suicidio no periodo entre 1980 e 2015, registaram-se 31.131 &bitos,
correspondendo a uma taxa média anual de 8,8 suicidios por 100 mil habitantes [6].
Verificou-se ainda que, de 2006 a 2015, a taxa de suicidio apresentou uma tendéncia
evolutiva crescente. Além disso, os periodos de aumento desta taxa parecem coincidir
com os periodos de crise econémica e financeira, o que evidencia, como referido
anteriormente, o forte impacto dos fatores de natureza socioeconémica, como fatores
de risco para comportamento suicida. Segundo estatisticas mais recentes da OMS, a
taxa de suicidio em Portugal foi de 11,5 por 100 mil habitantes em 2019 [2].

Em suma, embora existam varias estratégias e medidas eficazes para prevenir o
risco de suicidio, quer seja de caracter individual (antidepressivos, estabilizadores de
humor, etc.), quer sejam direcionadas para a populagdo em geral (iniciativas de
prevencao do suicidio), as elevadas taxas de suicidio que ainda se verificam, evidenciam
a necessidade de continuar a investir nesta area, podendo melhorar a abordagem dos



fatores de risco mais comuns, nomeadamente a depressdo, e implementando
programas de prevencao / intervencao nas comunidades [1,8].

1.2 Litio

O litio (Li) é um metal alcalino relativamente raro, descoberto em 1817 por Johan
August [9]. A eficacia do Li (geralmente administrado sob a forma de carbonato) para
fins terapéuticos tornou-se evidente a partir de 1949 no tratamento da mania. Desde
entdo, que a sua administragdo oral se tem mostrado muito eficaz como estabilizador
de humor, tendo-se tornado amplamente utilizado como farmaco no tratamento e
prevencdo de diversas doencas psiquiatricas, especialmente a doenca bipolar [10,11].
Atualmente, sdo numerosos os estudos observacionais que mostram a eficacia do Li na
reducdo do risco de suicidio em pacientes com doengas psiquidtricas [12,13,14]. Numa
revisdo sistemdtica recente, onde foram analisados 18 estudos prospetivos e 10
estudos retrospetivos, ficou demonstrado que na maioria dos casos, em doses
terapéuticas, o Li mostrou-se eficaz na diminui¢do da taxa de suicidio em doentes com
perturbacoes de humor e que um tratamento de longa duracdo traz mais efeitos
benéficos do que tratamentos de curta duragdo [14].

A dose terapéutica diaria geralmente varia entre 400 mg e 1200 mg de carbonato
de Li (400 mg de carbonato de Li corresponde a 75,1 mg de Li, ou seja, 10,8 mmoles),
sendo que o objetivo é colocar os niveis plasmaticos de Li no intervalo de 0,5 a 1,0
mmol/L, sem nunca ultrapassar 1,5 mmol/L, devido a risco de toxicidade [15,16].

Relativamente ao mecanismo de agdo, este ainda ndo é completamente conhecido.
No entanto, por ter propriedades semelhantes as do sédio (Na), o Li podera atuar como
um seu substituto nas fun¢des de transporte e na geracao de potencias de acdo. Além
disso, também parece ter uma fun¢do na neuroproliferacdo e na neuroproteccao
[11,17].

Na natureza, por ser muito reativo, o Li é encontrado sempre sob a forma de
diversos minerais (nas rochas), encontrando-se distribuido de forma ndo uniforme
[9,11]. Dai, o Li é transferido para as aguas e para o solo, de onde é absorvido pelas
plantas, entrando assim na cadeia alimentar [11]. Contudo, devido a ja destacada
distribuicdo ndo uniforme na Natureza, os alimentos podem apresentar niveis de Li
muito varidveis consoante a regido [11,18]. Alguns dos alimentos com maiores
concentragoes de Li sdo os leguminosas/graos (70 pg/kg), crustaceos e moluscos (70
ug/kg), agua de consumo (70 pg/kg), café (40 ug/kg) e massa (40 pg/kg) [19]. Estima-
se que a sua ingestdo didria, resultante da exposi¢do natural ao Li, seja entre 7,16 -
29,15 pg/dia [20]. Na populagdo francesa, um estudo realizado em 2011 estimou que a
sua ingestdo didria seja cerca de 48 pg/dia [19]. Note-se que esta dose é muitissimo
inferior, na ordem de milhares de vezes, a utilizada na terapéutica, pelo que ndo se deve
cair na tentacdo de procurar extrapolar os efeitos (positivos e negativos) das doses



terapéuticas (mg/dia) para as doses que resultam da exposicdo natural ao Li (pg/dia).
No organismo humano, a quantidade total de Li é cerca de 7 mg [21].

Uma vez ingerido, o Li é absorvido no intestino através dos canais de Na e
distribuido de forma homogénea na agua corporal, podendo os seus niveis serem
quantificados no plasma sanguineo, saliva ou urina. A excrecdo é feita sobretudo pelos
rins [18,22].

1.2.1 Litio na agua

Com uma concentracdao média de 170 pg/L [23] o Li é o décimo quarto elemento
mais abundante na d4gua do mar. Nas aguas superficiais (ribeiras, rios, lagos) os seus
niveis sdo significativamente mais baixos, situando-se habitualmente entre 1 e 10 pg/L
[23]. ]Ja em aguas subterraneas (lengois de agua), os niveis de Li podem atingir os 500
ug/L, estando descritas algumas “4guas minerais” com niveis de 100 mg/L [18]. Ainda
assim, seria necessario beber entre 2-3 litros destas aguas extremamente
mineralizadas para se atingir as doses que os individuos em tratamento com carbonato
de Li para a doenga bipolar ingerem.

Segundo o Atlas Geoquimico Europeu [23], no ambito do qual foram analisadas 807
amostras de dguas correntes (superficiais), os niveis de Li encontrados variaram entre
<0,1 e 356 pg/L, com uma média de 2,1 pg/L. As concentra¢des mais baixas foram
observadas em paises do norte da Europa (Noruega, Suécia, Finlandia, Irlanda e
Escdécia) e regido ocidental da peninsula balcanica (Eslovénia, Croacia Ocidental e norte
da Albania). As concentragdes mais elevadas foram encontradas no sudeste da
Inglaterra, sul e leste da Espanha, Alemanha, Hungria, Eslovadquia e centro e sul da Italia
[23]. Também estdo publicados dados para outros paises europeus como a Austria [24]
e Grécia [25]. Existem também muitos estudos sobre aos niveis de Li nas 4guas dos EUA.
Num deles foi reportada uma concentracao média de 8,1 pg/L em agua de pogos de
abastecimento publico e 6 pg/L em agua de pogos de abastecimento doméstico [26].
No Texas, o intervalo de concentracdes em aguas de consumo publico foi de 2,8 pg/L a
219 pg/L [27]. No Japao obtiveram-se concentra¢des mais baixas, variaveis entre “ndo
detetavel” e 12,9 pg/L [28].

Em Portugal, no estudo de Neves et al. [21], o teor de Li nas aguas de abastecimento
publico apresentou uma mediana de 4 pg/L e de 16 pg/L nas aguas engarrafadas. As
aguas engarrafadas foram ainda divididas entre aguas de nascente (teores de Li entre
2 e 44 pg/L) e dguas minerais (< 1 e 2210 ug/L).

1.3 Litio e suicidio

Embora nao seja considerado um elemento fisiologicamente essencial, a um elevado
aporte dietético de Li tém vindo a ser associados efeitos benéficos, nomeadamente a
diminuicdo da taxa de suicidio [29], o que ficou bem evidenciado em diversas revisdes



sistemdticas com meta-andlise dos dados obtidos em numerosos estudos ecolégicos
em que foi estudada a relacdo entre os niveis de Li na 4gua de consumo e a taxa de
mortalidade por suicidio na populacdao em geral [14,17,30,31,32].

Ainda que tratando-se de aportes didrios muito inferiores (centenas ou milhares de
vezes inferiores, como ja foi referido) as doses utilizadas na pratica clinica para
profilaxia e tratamento da perturbagao bipolar e da depressdo major recorrente, em
que se recorre a doses diarias de 400 a 1200 mg de Li [33], muitos estudos
demonstraram a existéncia de uma relacdo inversa entre as duas variaveis, ou seja, nas
regides onde os niveis de Li na 4gua de consumo sdo superiores, a taxa de suicidio tende
a ser menor [27,34,35]. No entanto, também existem estudos, incluindo em Portugal,
onde tal relacdo inversa nao foi observada. Em Portugal, num estudo conduzido entre
2011 e 2016, foram analisadas as taxas de mortalidade por suicidio e os niveis de Li na
agua de consumo em 54 municipios. A concentracdo média de Li na agua de consumo
foide 10,9 pg/L (com um desvio padrao de 27,2 pg/L) [36] e ndo se observou qualquer
relacdo estatisticamente significativa com a taxa de mortalidade por suicidio.

Diversos fatores podem justificar esta discordancia. Entre eles esta o facto de
parecer que o efeito “protetor” do Li apenas se faz sentir para concentracdes na agua
de consumo acima de 30 pug/L. Esta observacgao foi feita por Knudsen et al. [37] num
estudo coorte de follow-up de 22 anos (1991 a 2012) realizado na Dinamarca,
envolvendo 3,7 milhdes de pessoas e no qual foram analisados os niveis de Li em 151
sistemas publicos de abastecimento de agua (em 19 deles, os dados foram recolhidos
entre outubro de 2009 e junho de 2010; nos restantes 139, os dados foram obtidos
entre abril e junho de 2013). Durante o periodo considerado, 0,38% da populagdo em
estudo (14.151/3.740.113 individuos) cometeu suicidio e a média dos niveis de Li nas
aguas foi de 11,6 pg/L. Outra explicacdo para as discrepancias entre estes estudos ditos
“ecologicos” pode estar associada com uma sua importante limitacdo, que é a de
assumirem que o teor de Li na agua de consumo se correlaciona com o efetivo aporte
deste elemento ao organismo, ndo atendendo ao contributo de outras fontes. Ora,
principalmente quando a concentragao de Li na agua de consumo é baixa, outras fontes
poderdo assumir uma maior importancia relativa [32,36,38].

Além disso, estes estudos pressupdem que a populacdo consome essencialmente
agua e alimentos da prépria regido, admitindo-se que, num local com elevados teores
de Li nas aguas, isso refletird uma riqueza geoldégica em Li, e consequentemente
elevados teores deste elemento nos solos e alimentos da regido, o que leva a uma
grande ingestdo de Li por parte dos habitantes. No entanto, hoje em dia é cada vez mais
provavel que a populacdo ndo consuma agua e alimentos com origem na sua area de
residéncia. Logo, a correlacdo entre o teor de Li na agua de consumo e a real ingestao
deste elemento pela populacdo pode falhar, uma vez que a agua de consumo
proveniente da rede de abastecimento publico, pode ter origem numa regido bem
afastada daquela onde se reside, ou seja, podemos residir numa regido geologicamente
rica em Li, mas consumirmos dgua com baixos niveis desse elemento, e vice-versa. Mais
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ainda, atualmente, grande parte dos alimentos que consumimos sdo adquiridos em
supermercados, onde existem alimentos provenientes de diferentes regides do pais, e
mesmo importados, o que torna irrelevante residir numa regiao rica ou pobre em Li em
termos do real aporte deste elemento ao organismo. E por essa razdo que se torna
fundamental medir os niveis de Li na “4gua de consumo” (a dgua usada para beber e/ou
cozinhar os alimentos), de forma a avaliar a ingestao de Li pro essa via, mas também
nas “4guas naturais” da regido (superficiais e subterraneas), a qual fornece informacdes
sobre o ambiente geoldgico local quanto aos niveis de Li.

A limitacdo acima referida, isto é, a possibilidade da 4gua de consumo ndo ser um
bom indicador do aporte de Li ao organismo foi destacada por Prazeres (2019) [38],
tendo sido sugerida a realizacdo de estudos de biomonitorizagdo humana, com a
determinacdao dos niveis de Li em amostras biologicas [11]. Nesta perspetiva,
atendendo a que o Li é essencialmente eliminado na urina, uma das alternativas para
avaliar a quantidade de Li efetivamente ingerida diariamente podera ser através da
determinacdo dos seus niveis urindrios.

Loureiro et al. (2018), utilizando os dados referentes ao periodo 1980-2015 do
Instituto Nacional de Estatistica (INE), elaboraram um mapa de “clusters espacio-
temporais” da taxa de mortalidade por suicidio em Portugal Continental. Neste mapa,
observam-se clusters (de municipios) com grandes diferencas nas taxas de suicidio.
Temos assim, por exemplo, um cluster na regido de Tras-os-Montes (cluster E, no
trabalho original) com um risco relativo (RR) de 1,67, o terceiro mais elevado a nivel
nacional, um cluster (H) na regido centro com um RR intermédio (0,58), e um cluster
(F), grosso modo correspondendo a regido da Area Metropolitana do Porto, com um RR
de 0,28, correspondendo a regido com menor RR de suicidio em Portugal [6] (Figura
1).
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Figura 1 - Clusters espacio-temporais de taxa de mortalidade por suicidio. Retirado
de [6].

Neste contexto, o trabalho por nds realizado visou avaliar se em Portugal se observa
alguma relacdo inversa entre a taxa de suicidio e a ingestao de Li, avaliada através da
determinac¢do dos seus niveis urinarios na populacdo nas trés regidoes mencionadas
acima. Como objetivo secundario, pretendeu-se avaliar se a principal fonte de aporte
de Liao organismo é a 4gua de consumo doméstico ou se outras fontes assumirdo maior
importancia.



2. Materiais e métodos

2.1 Regides e populacao em estudo

A nossa investigacdo foi dividida num estudo piloto e no estudo principal. O estudo
piloto foi conduzido em duas regides de Portugal Continental: a regido da Area
Metropolitana do Porto (AMP; baixo RR) e a regido de Tras-os-Montes (TM; alto RR).
Para além das amostras de agua, no total envolveu amostras de urina de 182 individuos
residentes nessas regioes (n=131 na regido AMP; n=51 na regiao TM).

No estudo principal foi incluida uma terceira regido, a regido Centro (CTR; RR
intermédio). Para além das amostras de agua, envolveu amostras de urina de 311
individuos residente nessas regioes (n=91 na regido AMP; n=90 na regido TM; n=130
na regiao CTR).

Os dados sobre a mortalidade por suicidio em Portugal Continental foram retirados
do estudo de Loureiro et al. [6], publicado em 2018 e conduzido sobre dados obtidos
entre 1980 e 2015.

2.2 Critérios de inclusao

No estudo piloto, como critérios de inclusdo apenas se exigiu que as amostras de
urina fossem de individuos que residissem numa das areas em estudo. No estudo
principal, além do local de residéncia, também se exigiu que fossem individuos
aparentemente saudaveis, tendo sido excluidos participantes portadores de quaisquer
condi¢cdes médicas conhecidas.

2.3 Recolha de amostras
2.3.1 Estudo piloto

No total foram colhidas 140 amostras de agua (n= 77 na regido TM; n=63 na regiao
AMP) e 182 amostras de urina (n=51 na regidao TM e n=131 na regiao AMP).

As amostras de dgua foram colhidas para garrafas de plastico (33 cl) totalmente
preenchidas, maioritariamente em casas de habitacdo, restaurantes, cafés,
supermercados e postos de abastecimento de combustiveis, representando agua
potavel, para consumo humano. Algumas amostras foram colhidas em fontes,
nascentes, pequenas lagoas e riachos, etc., de modo a representarem o ambiente
geoldgico natural da regido.

As amostras de urina (primeira urina da manha) foram colhidas em recipientes de
plastico padrao, e eram de individuos que recorreram a Laboratérios Clinicos para
analises laboratoriais de rotina. Todas as amostras foram sempre conservadas a
temperaturas entre 2 2C e 8 °2C.



Uma limitacdo deste estudo reside no facto de ter sido realizado com amostras de
individuos cujo estado de sadde é desconhecido, por esse motivo foi conduzido o
estudo principal com voluntarios (aparentemente) saudaveis.

2.3.2 Estudo principal

A cada participante foi entregue um recipiente padrdo de plastico para colheita de
urina (12 urina da manhd) e dois tubos de laboratério, também de plastico (15 mL),
para a colheita de agua, correspondendo o tubo 1 a agua que o participante
normalmente bebia (“agua de consumo”), e o tubo 2 a uma agua “ambiental” da regido
(de fontes, repuxos, rios, lagos, pocos, minas, etc.), de modo a representar o ambiente
geoldgico local (Anexo I). O estudo foi explicado a todos os participantes de forma oral
e através de um folheto informativo (Anexo II). Todas as amostras foram sempre
conservadas a temperaturas entre 2 2C e 8 2C.

As colheitas foram realizadas entre outubro de 2022 e maio de 2023 e no total foram
recolhidas 311 amostras de urina, 300 amostras de dgua de consumo (agua 1) e 278
amostras de aguas “ambientais” (agua 2).

A todos os participantes foi também solicitado o preenchimento de um questionario
de forma a recolher informacdo individual relativamente a idade, sexo e local de
residéncia (cddigo postal), bem como sobre a bebida habitual as refeicdes, consumo de
café e tabaco, frequéncia do consumo de alimentos conhecidos por terem teores médios
de Li mais elevados (moluscos e crustaceos, leguminosas e cereais) e ainda a indicacao
da origem da dgua 1 (agua de consumo) e da dgua 2 (dgua “ambiental”) entregues
(Anexo III). Todos os participantes consentiram a sua participa¢ao no estudo de forma
voluntdria e andnima, assinando uma declaracao de consentimento informado (Anexo
V).

2.4 Preparacao das amostras

Todas as solu¢des foram preparadas com agua ultrapura (> 18,2 MQ.cm a 25 °C)
obtida com um sistema de purificacdo de agua Sartorius Arium® pro (Gottingen,
Alemanha). O 4cido nitrico (HNO3; 67-69% p/p PrimarPlus - Trace Analysis Grade) foi
obtido da Fisher Scientific (Loughborough, Reino Unido). O Triton X-100 foi obtido da
Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EUA).O etanol absoluto anidro foi obtido da Carlo Erba
Reagents (Val de Reuil, Franga).

Todo o material de laboratério (frascos, tubos, baldes volumétricos, etc.) era feito
de polipropileno ou polietileno de alta densidade (HDPE) e foi sempre devidamente
descontaminado por imersao em solu¢dao de HNO3 a 10% v/v durante pelo menos 24
horas, seguido de lavagem abundante com agua ultrapura e secagem a temperatura
ambiente sob condic¢des livres de poeira.



A determinacdao de elementos vestigiais foi realizada com um instrumento de
espectrometria de massa com plasma de acoplamento indutivo (ICP-MS), da marca
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA EUA), modelo iCAP™ Q (Figura 2), equipado
com um nebulizador concéntrico de quartzo TQ+ da Meinhard® (Golden, CO, EUA), uma
camara de nebulizagdo ciclénica de quartzo de alta pureza e uma tocha de quartzo
desmontavel com um injetor de quartzo de diametro interno de 2,5 mm. A interface
consistia de dois cones de niquel (cone amostrador e cone skimmer). Como gas de
nebulizagdo e de formacgdo do plasma foi usado argon de elevada pureza (99,9997%),
fornecido pela Gasin (Matosinhos, Portugal).

Antes da realizacdo das séries analiticas, o instrumento foi ajustado para maxima
sensibilidade e estabilidade do sinal e para minima formacao de 6xidos e ides de dupla
carga. Os principais parametros de operacao do ICP-MS foram os seguintes: fluxo de gas
do nebulizador, 1,08 L/min; fluxo de gas auxiliar, 0,79 L/min; fluxo de gas do plasma,
13,9 L/min; poténcia do gerador de radiofrequéncia, 1550 W; tempo de permanéncia,
10-100 ms.

A andlise das amostras de urina foi realizada com base num procedimento
publicado pelos Centers for Disease Control and Prevention (CDC), dos EUA [39]. As
amostras foram diluidas 1:10 com uma solugdo diluente contendo 2% v/v de HNOs3,
500 pg/L de Au (preparado a partir de Gold standard for ICE 1000 mg/L, Fluka,
Steinhein, Alemanha), 1,5% v/v de etanol e 10 pg/L de °Li (preparado a partir de
Internal standard mix 1-SCP-1S7, 10 mg/L, PlasmaCAL (da SCP Science, Baie D'Urfé,
Quebec, Canada), Ga (preparado a partir de Galium standard for AAS, 1000 mg/L,
Fluka), Rh (preparado a partir de Rhodium ICP standard solution, 1000 mg/L, Fluka) e
Ir (preparado a partir de Iridium standard for ICE 1000 mg/L, PlasmaCAL, SCP Science),
como padrdes internos (IS).

A andlise das amostras de dgua foi realizada de modo semelhante, exceto quanto a
solucdo diluente, que ndo continha etanol. Para andlise de Li, foi uma curva de
calibracdo com 7 pontos (1,0, 5,0, 10, 25, 50, 100 e 200 pg/L) usando solu¢cdes padrao
preparadas através da diluicdo adequada de uma solugdo comercial multi-elementar
(ICP multi-element standard solution XVI, 100 mg/L, Certipur®, Supelco, Steinhein,
Alemanha).

As solugdes de calibracdo assim preparadas foram diluidas 1:10 com o mesmo
diluente usado para diluir todas as amostras.

Os isotopos elementares Li, ?Be, >5Mn, 59Co, ¢ONi, 65Cu, 66Zn, 75As, 82Se, 87Rb, 88Sr,
98Mo, 111Cd, 121Sh, 133Cs, 137Ba, 202Hg, 205T], 206Pb, 207Ph e 208Pb foram medidos para
determinacdo analitica, e os is6topos elementares ©°Li, 71Ga, 103Rh e 193Ir foram
monitorados como IS.

Uma solugdo contendo 5% v/v de HNO3s, 1,5% v/v de etanol, 0,002% v/v de Triton
X-100 e 500 pg/L de Au foi usada para lavagem do sistema de introdu¢do de amostras
entre cada andlise de amostras de urina, de modo a evitar a contamina¢do entre uma



amostra e a seguinte (carry-over). A solucdo de lavagem utilizada na andlise das
amostras de agua era semelhante, mas sem a presencga de etanol.

Apds homogeneizagdo completa com um agitador de vortex, as amostras diluidas e
as solucdes padrao de calibragdo foram apresentadas ao equipamento de ICP-MS
utilizando um amostrador automatico CETAC ASX-520 (Teledyne CETAC Technologies,

Omaha, NE, EUA).
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Figura 2 - Equipamento de ICP-MS: marca Thermo Scientific, modelo iCAP™ [40].
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2.5 Espectrometria de massa com plasma de acoplamento
indutivo (ICP-MS)

A técnica de ICP-MS é uma técnica analitica correntemente muito utilizada para
analisar elementos em amostras bioldgicas. As suas vantagens, como alto rendimento
analitico (alta velocidade de andlise), capacidade de detecdao de multiplos elementos e
baixos limites de detecdo, fazem com atualmente seja considerada a melhor técnica
para a detecdo e quantificacdo de elementos bioquimica ou toxicologicamente
relevantes [41,42,43].

O principio desta técnica consiste na introdu¢do da amostra (no estado liquido)
num nebulizador, onde é convertida num aerossol de pequenas goticulas dispersas no
gas argon. Esse aerossol segue para uma camara de nebulizacdo, onde as goticulas de
maiores dimensdes sdo removidas e apenas as particulas mais finas seguem para a
tocha. Na tocha é formado um plasma (por uma acdo de uma bobine ligada a um
gerador de radiofrequéncia (RF)), também formado a partir do gas argon, e que se
encontra a elevada temperatura (6.000-10.000 K). As entrarem neste plasma as
goticulas de amostra sdo dessolvatadas, a matéria volatiliza e decompde-se, originando
atomos que depois ionizam (por perda de 1 eletrdo). Obtém-se assim uma elevada
populacdo de ides elementares monovalentes, de carga +1. Estes ides seguem para o
espectrometro de massa, através de uma interface contendo um sistema de lentes
ionicas que os atrai e foca. No espectrémetro de massa os ides sdo sequencialmente
separados de acordo com a sua razdo massa/carga. Por fim, a corrente de ides é
convertida num sinal elétrico, através de um detetor, sendo que em condigoes
adequadas esse sinal é diretamente proporcional a quantidade de ides do analito no
plasma e também a concentracdo do analito na solu¢do em analise [17,41].

Introducao da amostra

Para facilitar o trabalho, s amostras liquidas podem ser colocadas num amostrador
automatico (autosampler) (Figura 3), o qual, automaticamente, com auxilio de uma
bomba peristaltica um brago mecéanico capaz de realizar movimentos segundo os eixos
X,Y e Z,leva a amostra até ao nebulizador (Figura 4). No nebulizador, devido a um fluxo
de gas constante (argon), a amostra é convertida num aerossol, o qual entra na camara
de nebulizacdo (Figura 4). Na cAmara de nebulizacdo, as particulas de maior tamanho
sdo removidas e drenadas, e apenas as goticulas mais pequenas (< 10 um de diametro)
entram no plasma (tocha). Assim, apenas 1-2% do volume de amostra aspirado e
nebulizado chega realmente ao plasma. Esta separagdo das goticulas é importante
porque o plasma € ineficaz na dissocia¢do de particulas de maiores dimensdes [41,42].
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Figura, 3 - Amostrador Figura 4 - Nebulizador (seta azul)
automatico ("autosampler”). e camara de nebulizacdo (seta
vermelha).

Fonte de plasma (ICP)

0 aerossol de amostra que sai da cAmara de nebulizacdo entra na tocha através de
um tubo mais interno (injetor). De facto, a tocha tipicamente consiste num conjunto de
trés tubos concéntricos de quartzo: o tubo injetor (tubo interno), o qual transporta o
aerossol de amostra até ao plasma; um tubo intermédio, por onde flui o gas auxiliar
(que pode também ser argon, se ndo for necessario usar um outro gas adicional); e o
tubo mais externo, que onde flui um caudal elevado de gas argon, que da forma ao
plasma e arrefece a tocha (Figura 5) [42].

Figura 5 - Tocha.

Na extremidade da tocha encontra-se uma bobine ligada a um gerador de
radiofrequéncia (RF). Ao aplicar um sinal de RF a bobine, esta é percorrida por uma
corrente alternada (AC), criando um campo magnético variavel no tempo. Devido ao
fenomeno de induc¢do eletromagnética, este campo magnético acelera particulas
carregadas (eletrdes, ides Ar+*), que por sua vez colidem com os d&tomos de argon (que
continuam a chegar a tocha), ionizando-os também. Destas colisdes resultam mais ides
Ar*), bem como mais eletrdes. O processo repete-se sucessivamente, permitindo obter

12



um plasma autossustentado. Como a energia é fornecida pela bobine RF (indutor),
chama-se a isto um plasma indutivamente acoplado [41,42,44].

No interior do plasma, existem zonas com temperaturas variaveis (Figura 6). E
nesse ambiente de elevada temperatura que o aerossol entra, passando depois por
processos de dessolvatagdo, vaporizacao, atomizac¢do e, por fim, ionizagao, como se
encontra explicado na figura 7 [41].

6500K 7500K B8000K Preheating
6000 K zone

Normal l lml.al
analytical 10,000 K diation
one one

Figura 6 - Temperatura no plasma do tipo ICP [38].

Droplet (Desolvation) Solid (Vaporization) Gas (Atomization) Atom (lonization) lon
M(H,0)' X~ ——————— (MX), > MX - M — M
From sample injector » 10 mass spectrometer

Figura 7 - Mecanismo de ionizacdo dos analitos no plasma: transformacao da matéria presente no
aerossol em ides monovalentes positivos [38].

Interface

Os ides produzidos no plasma a partir da matéria da amostra entram no
espectrometro de massa através de um interface (Figura 8), que constitui um dos
componentes mais importantes do equipamento, uma vez que é fundamental que os
i0es sejam transportados para o analisador do espectrémetro de massa com elevada
eficiéncia para se ter elevada sensibilidade [41].
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Figura 8 - A interface entre o plasma e espectrometro de massa mostrando os cones e o sistema
de lentes ionicas [38].

A interface tipicamente consiste em dois cones metdalicos (niquel, platina) que se
encontram entre o plasma (a pressao atmosférica de 760 torr) e a cimara de alto vacuo
do espectrometro de massa (a pressao de 10-¢ torr). A pressao nesta zona é mantida
através de uma bomba de vacuo mecanica, e situa-se entre os 1-2 torr [41].

Ao serem extraidos do plasma, os iGes sdo orientados para o pequeno orificio (0.8-
1.2 mm de didmetro) do primeiro cone (“sample cone”) (Figura 9). Devido a grande
diferenca de pressao, ocorre uma expansao da nuvem de ides que, logo de seguida, sdo
atraidos para o segundo cone (“skimmer cone”), onde atravessam um orificio ainda
menor (0.4-0.8 mm de didmetro) e entram na camara de alto vacuo, atraidos e
direcionados por um sistema de lentes ionicas [41,42]. Devido a alta temperatura do
plasma, esta interface tem de ser arrefecida, para ndo derreter, o que é feito com
circulagdo de agua fria [41].

Figura 9 - Sample cone” e “skimer cone”.Cone de amostragem, mostrando o orificio por onde os
ides extraidos do plasma passam para o espectrometro de massa.
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Sistema de lentes i6nicas

Situadas entre o cone “skimmer” e o espectrometro de massa, numa zona em que a
pressdo ja diminui para cerca de 10-3 - 10-* torr, encontra-se um conjunto de lentes
eletrostaticas. Estas lentes tém a fungdo de focar e direcionar o feixe de ides vindo do
plasma até ao espectrémetro de massa, garantindo ao mesmo tempo que fotdes (luz),
neutrdes e outras particulas indesejadas ndo atinjam o detetor. Estas particulas sdo a
causa de ruido de fundo e instabilidade de sinal [41,42]. Com a diminui¢do da pressao,
os eletroes difundem do feixe de ides, resultando um feixe globalmente carregado
positivamente (Figura 10) [41].

Operating vacuum

of 107 *to 10~ * torr

lon lens =
components

Skimmer cone

Diffused _—~

electrons ~—__ Paositively

charged ions

Figura 10 - Difusao do feixe de ides devido a diminuicao de pressao dos eletrées, resultando num
feixe de ides com carga positiva [38].

Espectrometro de massa (MS) - quadrupolo

Focado pelo sistema de lentes, o feixe de ides entra no espectrémetro de massa. O
espectrometro de massa tem a fun¢do de separar os ides em fungdo da sua razado
massa/carga, e rejeitar os ides sem interesse. Sdo varios os tipos de “analisadores” que
podem estar presentes nos espectrémetros de massa, sendo o mais utilizado o
quadrupolo (Figura 11) [41].

O quadrupolo é assim chamado por ser constituido por quatro barras cilindricas
paralelas, as quais sdo aplicadas, em extremos opostos, uma corrente alternada de
radiofrequéncia (AC) e uma corrente continua (DC). Diferentes combinacdes de AC/DC
vao permitir focar o feixe sucessivamente no plano longitudinal e no plano transversal,
0 que leva a uma trajetéria oscilante. Em determinadas condi¢des, apenas os ides com
uma especifica relacio massa/carga vao poder seguir uma trajetoria estavel nas duas
direcdes, e apenas essa espécie idnica, com essa especifica relagio m/z consegue
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atravessar o quadrupolo. Os restantes ides entram em trajetérias instaveis e sdo
ejetados do quadrupolo, ndo seguindo para o detetor [45,46]. Esse procedimento é
repetido de modo que todos os analitos (diferentes relacdes massa/carga), possam ser

medidos.
(Sl
.ﬂ lon
g “~ flow
Quadrupole rods o=y _,“"

Figura 11 - Analisador de espectrometro de massa do tipo quadrupolo [38].

Detetor

O detetor é o componente do equipamento que tem por funciao detetar e
quantificar os iGes que a ele chegam vindos do quadrupolo. Utilizando um circuito de
medic¢do integrado, o detetor converte o “impacto” dos ides em pulsos elétricos (Figura
12). A magnitude da corrente elétrica gerada é diretamente proporcional a intensidade
do feixe de ides do analito [41]. O detetor mais utilizado em ICP-MS é o multiplicador
de ides (EM). Este é constituido por uma série de dinodos, que sdo componentes
importantes no processo de amplificacdo de sinal. Quando os ides chegam, vindos do
quadrupolo, embatem no primeiro dinodo, levando a libertagdo de varios eletroes. Os
eletrdes assim libertados sdo acelerados e vdo atingir outro dinodo, causando a
emissdo de eletrdes secundarios, ou seja, ocorre a “multiplicacdo” de eletrdes. Este
processo é repetido diversas vezes, originado um sinal eletrénico mensuravel,
proporcional a concentracao do analito [41,42].

Figura 12 - Detetor de ides [40].

;\g@\

16



2.6 Controlo de qualidade

As amostras foram analisadas em ordem aleatoria para evitar efeitos de sequéncia
(efeito de série). Para garantir a qualidade dos resultados obtidos na andlise das
amostras de urina e de agua, foram analisadas periodicamente (no inicio, meio e fim de
cada série analitica) amostras de controlo de qualidade: Seronorm™ Trace Elements
Urine L-1 e L-2 (obtidos da SERO AS, Billingstad, Noruega) e EnviroMAT Drinking Water
EP-H (SCP Science), respetivamente.

2.7 Analise estatistica

A analise estatistica dos dados foi realizada utilizando o programa SPSS (Statistical
Package for the Social Sciences), versao 29.0, de 2022. Devido a natureza das variaveis
em estudo e tamanho da amostra, a condi¢do de distribuicao normal ndo se cumpria (o
que foi verificado através do teste de Kolmogorov-Smirnov), pelo que se recorreu a
testes ndo paramétricos: o teste de Mann Whitney para verificar se havia diferencas
entre dois grupos independentes e o teste de Kruskal-Wallis para verificar eventuais
diferencas entre mais de dois grupos; a relacdo entre duas variaveis foi avaliada através
do coeficiente de correlacdo de Spearman. Em todos os testes foi adotado o nivel de
significancia estatistica de 0,05. As medidas estatisticas calculadas foram: frequéncia
absoluta (n) e frequéncia relativa (%); medidas de tendéncia central: média aritmética
e mediana; medidas de dispersdo: desvio padrdo, valor minimo e valor maximo.
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3. Resultados e discussao

3.1 Estudo piloto

O estudo piloto serviu para testar a abordagem experimental que se pretendia
seguir no estudo desta tematica da eventual relacao entre a exposi¢cdao natural ao Li e
taxa de suicidio na populagdo em geral.

Como referido atras, o estudo consistiu essencialmente na comparacao dos teores
de Li na 4gua da regido da Area Metropolitana do Porto (AMP), uma regido de baixo RR
de suicidio, e da regido de Tras-os-Montes (TM), uma regido de elevado RR, bem como
dos teores de Li na urina de individuos residentes nessas duas regioes.

3.1.1 Niveis de Li na agua

Numa andlise estatistica inicial, ndo se encontrou uma diferenca estatisticamente
significativa (p = 0,2608; teste t de Student ndo emparelhado, bilateral) entre os niveis
médios de Li nas aguas das duas regides. Apds a exclusao de “outliers”, a diferenca
tornou-se estatisticamente significativa (p = 0,034), mas com niveis médios de Li mais
baixos na regido com a menor RR de suicidio (AMP). O valor mediano, porém, era maior
na AMP (Tabela 1).

Tabela 1 - Estatisticas descritivas dos teores de Li na agua das regides Area Metropolitana do Porto
(AMP) e Tras-os-Montes (TM)*.

Li AMP ™
(ng/L) (n=59%) (n=72%)
Média 3,4 5,3

Desvio padrao 1,9 6,6
Mediana 3,4 2,5
Minimo 0,34 0,11
Maximo 9,7 37,0

*Resultados apos remocéo de “outliers” (4 em AMP e 4 em TM) pelo teste de Iglewicz & Hoaglin para multiplos
outliers (bilateral); critério para “outlier”: Z score modificado = 10.

As concentragdes mostraram-se muito mais homogéneas na regido AMP (Tabela 3),
onde 93,6% (59/63) das amostras apresentaram valores <10 pg/L. As quatro excecdes
(valores excluidos da andlise apresentada na Tabela 3) correspondiam a uma amostra
de agua recolhida numa fonte publica e as outras trés a amostras colhidas em postos
de abastecimento de combustiveis (d4gua para abastecimento dos radiadores e
depésitos dos limpa para-brisas dos veiculos automéveis), pelo que, na realidade,
poderia ser agua proveniente de captacdes locais e ndo da rede publica.

Na regido TM, as amostras também apresentaram maioritariamente (79%) valores
<10 pg/L. As maiores concentracdes (> 20 pg/L) foram encontradas em agua de
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captacgdes locais (pog¢os artesianos) ou fontes publicas. Uma amostra (TM52) colhida
na fonte existente na pracga central de uma aldeia apresentou mesmo o valor maximo
obtido neste estudo (154 pg/L).

3.1.2 Niveis de Li na urina

Por outro lado, as concentragdes urindrias de Li entre os individuos das duas regides
apresentaram uma diferenca estatisticamente significativa (p = 0,03786; teste t de
Student nao emparelhado, bilateral) (Tabela 2). Além disso, era evidente em ambos os
casos uma grande variabilidade inter-individual (elevado desvio padrao), com a
existéncia de um importante nimero (11/131 = 8,4% no total) de valores
especialmente elevados (“outliers”, de acordo com o teste robusto de Iglewicz &
Hoaglin para multiplos “outliers”) na regido AMP.

Tabela 2 - Estatisticas descritivas dos teores de Li na urina de individuos residentes nas regioes
Area Metropolitana do Porto (AMP) e Tras-os-Montes (TM).

Li AMP ™
(ng/L) (n=120%) (n=51)
Média 31,6 37,6

Desvio padrao 25,8 30,5
Mediana 20,7 27,5
Percentil 5% 8,7 6,8

Percentil 95% 85,5 111,9

*11 resultados foram excluidos com base no teste de Iglewicz & Hoaglin para multiplos “outliers” (bilateral).
Critério para “outlier”: Z score modificado = 6.

Uma vez que se dispunha de um elevado nimero de amostras da regido AMP (n =
131), foi feita uma sub-analise, agrupando-as em 3 sub-regides: sul da cidade do Porto
(Ps), periferia da cidade de Ermesinde (PE) e periferia da cidade de Penafiel (PP). Em
todas elas existiam alguns valores significativamente mais elevados, assim
distribuidos: 266,2 - 153,4 - 399,5 - 257,6 - 709,2, na sub-regido Ps; 172,5 - 142,9 -
175,1, na sub-regido PE; 141,1 - 378,7 - 557,1, na sub-regido PP. Excluidos esses valores
“ouliers”, ndo existiam diferencas estatisticamente entre as trés sub-regioes (Tabela 3).
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Tabela 3 - Estatisticas descritivas dos teores de Li na urina de individuos residentes na Area
Metropolitana do Porto (AMP), agrupados em 3 sub-regioes.

Li Ps PE PP
(ng/L) (n=25%) (n=29%) (n=66%)
Média 29,2 35,3 30,8

Desvio padrao 24,7 27,8 25,6
Mediana 20,7 24,9 18,8
Percentil 5% 9,0 7,7 10,0
Percentil 95% 75,2 91,7 82,2

*5 resultados em Ps, 3 em PE e 3 em PP foram excluidos com base no teste de Iglewicz & Hoaglin para
multiplos “outliers” (bilateral). Critério para “outlier”: Z score modificado = 6. Ps - sul da cidade do Porto,
PE - periferia da cidade de Ermesinde, PP - periferia da cidade de Penafiel.

A significativa variabilidade inter-individual e em especial a ocorréncia de niveis
urinarios de Li particularmente elevados podia corresponder a uma ingestao
particularmente elevada de Li. No entanto, como este estudo piloto foi realizado com
amostras de urina de individuos dos quais se desconhecia o estado de saude, esses
valores elevados (“outliers”) podiam também estar relacionados com alguma condigao
clinica do individuo.

3.2 Estudo principal

Como detalhado atras, no estudo principal introduziu-se uma terceira regido, na
zona centro de Portugal (CTR), correspondendo, de acordo com a informagao
disponivel sobre a matéria, a uma regido com RR para suicidio intermédio
relativamente as regides AMP e TM. Além disso distinguiram-se claramente as
amostras de agua de consumo, das amostras de agua “ambiental”, indicadoras do
ambiente geoldgico em termos de teores de Li. Adicionalmente foi ainda aplicado um
questionario para identificar habitos alimentares e outros que pudessem explicar os
niveis de Li na urina dos participantes. Finalmente, ao contrario do que aconteceu no
estudo piloto, as amostras de urina foram obtidas de participantes voluntdarios
aparentemente saudaveis.

3.2.1 Dados do questionario

No total, o estudo englobou 311 individuos (AMP: n=91, TM: n=90 e CTR: n=130),
porém nem todos os responderam a todas as questdes do questionario.

Dos 292 participantes que responderam a questdo “sexo”, 71% (n=208) eram do
sexo feminino e apenas 29% (n=84) eram do sexo masculino. Esta maior percentagem
de participantes do sexo feminino verificou-se em todas as regides (Figura 13).
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Figura 13 - Caracterizagao sociodemografica dos participantes: grupo etario.

A idade dos participantes variou entre 5 e 95 anos, sendo a média global de 46,5 +
16,6 anos. A distribuicdo por grupos etarios nas trés regides foi de algum modo distinta,
especialmente na regido AMP, onde houve uma maior predominancia do grupo etario
de 20-30 anos (Figura 14).
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Figura 14 - Caracterizacédo sociodemografica dos participantes: sexo.

A bebida mais habitual as refeigdes nas trés regides foi a dgua de abastecimento
publico (44%), seguida da 4gua engarrafada (32%) (Tabela 4). Dos 301 participantes
que responderam a esta questdo, 20% (n=61) escolheram a opg¢do “outra”, a qual
registou respostas como “adgua de nascente”, “fonte/fontanario publico”, “cerveja” e
“vinho” (Tabela 4). Na regido CTR foi onde se observou um maior nimero de pessoas a

consumir aguas de nascente.
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Sumos e refrigerantes foram as bebidas identificadas como menos consumidas as
refeicdes, sendo que nas regidoes AMP e TM ndo houve nenhuma resposta na opc¢ao

“sumos”.

Tabela 4 - Bebida habitual as refeicées nas trés regides.

Bebida a refeicao AMP ™ CTR Total
(n=89) (n=86) (n=126) (n=301)
Agua a:z;:f:;me“m 38 (43%)  38(44%) 57 (45%) 133 (44%)
Agua engarrafada* 32 (36%) 34 (40%) 29 (23%) 95 (32%)
Sumos 0 (0%) 0 (0%) 5 (4%) 5 (2%)
Refrigerantes 1 (1%) 3 (4%) 3 (2%) 7 (2%)
Outra 18 (20%)  11(13%)  32(25%) 61 (20%)

* As aguas engarrafadas mais consumidas as refeicdes eram de marca branca (Continente, Aldi, Lidl, Porsi,
Pingo Doce) e das marcas Luso, Vitalis e Penacova.

Quanto ao consumo de café e tabaco, observou-se que a maioria dos participantes
consumiam café (68%) (Tabela 5), mas apenas 14% (n=41) fumavam tabaco (Tabela
6). O numero de cafés por dia variou entre 1 e 6, sendo o valor médio de 2,3 * 1,0,
enquanto a quantidade de cigarros variou entre 1 e 20, com um valor médio de 9,1 +

5,5 cigarros/dia.

Tabela 5 - Consumo de café nas trés regides.

AMP ™ CTR Total
(n=90) (n=86) (n=125) (n=301)
Sim 69 (77%) 56 (65%) 81 (65%) 206 (68%)
Ndo 21 (23%) 30 (35%) 44 (35%) 95 (32%)
Tabela 6 - Consumo de tabaco nas trés regioes.
AMP T™ CTR Total
(n=88) (n=81) (n=122) (n=291)
Sim 17 (19%) 9 (11%) 15 (12%) 41 (14%)
Ndo 71 (81%) 72 (89%) 107 (88%) 250 (86%)
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Em relacdo as questdes sobre a frequéncia alimentar, houve uma prevaléncia
significativa das respostas “muito raramente” e “raramente” no que se refere ao
consumo de crustaceos ou moluscos (Tabela 7), representando, respetivamente, 41%
e 46% das respostas. No que diz respeito ao consumo de leguminosas (Tabela 8), a
resposta mais prevalente foi “frequentemente”, dada por 61% dos participantes. Por
fim, representando 69% das respostas, os participantes declararam consumir cereais
“muito frequentemente” (Tabela 9).

Tabela 7 - Frequéncia de consumo alimentar de crustaceos ou moluscos nas trés regioes.

Frequéncia AMP ™ CTR Total
9 (n=90) (n=86) (n=125) (n=301)
Muito raramente 38 (42%) 34 (40%) 52 (42%) 124 (41%)
Raramente 41 (46%) 44 (51%) 53 (42%) 138 (46%)
Frequentemente 11 (12%) 8 (9%) 18 (14%) 37 (12%)
Muito
0 (09 0 (09 2 (29 2 (19
frequentemente (0%) (0%) (2%) (1%)
Tabela 8 - Frequéncia de consumo alimentar de leguminosas nas trés regioes.
Frequéncia AMP ™ CTR Total
14 (n=90) (n=86) (n=125) (n=301)
Muito raramente 4 (4%) 1 (1%) 8 (6%) 13 (4%)
Raramente 12 (13%) 21 (24%) 21 (17%) 54 (18%)
Frequentemente 55 (61%) 50 (58%) 80 (64%) 185 (61%)
Muito
19 (219 14 (169 16 (139 49 (169
frequentemente (21%) (16%) (13%) (16%)
Tabela 9 - Frequéncia de consumo alimentar de cereais nas trés regioes.
Frequéncia AMP ™ CTR Total
1 (n=90) (n=86) (n=126) (n=302)
Muito raramente 2 (2%) 0 (0%) 2 (2%) 4 (1%)
Raramente 0 (0%) 1 (1%) 4 (3%) 5 (2%)
Frequentemente 12 (13%) 29 (34%) 43 (34%) 84 (28%)
Muit
uito 76 (84%) 56 (65%) 77 (61%) 209 (69%)
frequentemente
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No que diz respeito a agua de consumo (agua 1, a agua usada para beber e
cozinhar), no total foram entregues 300 amostras. Globalmente, a grande maioria dos
participantes indicou que a 4gua de consumo era agua da rede de abastecimento
publico (n=244; 81%), com a percentagem mais elevada (97%) na regido TM (Figura
15). Naregiao AMP, uma percentagem significativa (n=12; 14%) indicou consumir agua
de poc¢o/furo/mina, o que nio aconteceu nas outras duas regides. A zona CTR
distinguiu-se das restantes pela elevada percentagem de participantes (29%, n=36)
que declararam usar “outro tipo de dgua” - de fonte/fontanario publico, agua de
nascente - como dgua de consumo (Figura 15), enquanto nas regioes AMP e TM apenas
1% (n=1) indicou essa opg¢do. Dos participantes que entregaram agua de abastecimento
publico como sendo a “4gua de consumo”, 12% (n=37) indicaram usa-la apenas para
cozinhar, sendo que para beber usavam agua engarrafada.

Tipos de agua de consumo
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Figura 15 - Caracterizacdo das amostras de agua de consumo.

Relativamente as aguas “ambientais” da regido (4gua 2), no total foram analisadas
278 amostras, das quais 49% (n=135) eram dguas de fonte, fontanario ou repuxo, 24%
(n=67) eram aguas subterraneas (de poco, furo ou mina) e 10% (n=29) eram aguas
superficiais (de rio, ribeiro ou lago). As restantes, 17% (n=47), eram aguas de outras
origens, como aguas de nascente, 4guas termais, etc. A distribuicdo das amostras por
cada tipo de 4gua em cada regido encontra-se graficamente indicada na Figura 16.

Deve notar-se que na regido CTR, ao contrario do que aconteceu nas outras duas
regioes, apenas 38,5% (n=50) das amostras de “4gua ambiental” foram diretamente
entregues pelos participantes. As restantes amostras (n=80) foram colhidas pelos
investigadores, de modo a melhorar a caracterizacdo do ambiente geolégico da regido.
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Tipos de agua ambiental
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Figura 16 - Caracterizacdo das amostras de agua "ambiental”.

3.2.2 Niveis de Litio

3.2.2.1 Agua de abastecimento publico

Neste estudo foram analisadas, no total, 305 amostras de “agua de consumo” (dgua
1). Como descrito atras, a agua da rede de abastecimento publico era a “4gua de
consumo” para a grande maioria das pessoas (n=235), sendo, portanto, a 4gua a que a
grande maioria da populacao se encontra exposta nas trés regioes tanto por via da sua
utilizagdo para cozinhar os alimentos como para beber.

No “DotPlot” que constitui a Figura 17 sdo apresentados todos os teores individuais
de Li obtidos na agua de abastecimento publico das trés regides, apresentados numa
escala exponencial, para mais facil visualizacdo de todos os dados, e onde é possivel
observar que as regides TM e CTR apresentaram um maior niumero de valores
“atipicos” (mais elevados). Uma amostra entregue por um participante da regido AMP
apresentou um valor muito elevado (110,6 pg/L), significativamente discrepante
mesmo em relacdo aos valores mais altos das outras regides, e foi considerado um valor
“outlier”, ndo tendo sodo considerada para efeito da analise estatistica dos resultados
(até porque podia simplesmente corresponder a uma amostra indevidamente
rotulada). Globalmente, 95% (n=223) das amostras apresentaram concentracdes
inferiores a 10 ug/L (Figura 17).
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Figura 17 - DotPlot dos teores de litio nas aguas de abastecimento publico das trés regides. Nota:
valores apresentados em escala exponencial, para mais facil visualizacdo. AMP - Area
Metropolitana do Porto; TM - Tras-os-Montes; CTR - regiao Centro.

Em termos médios, estas aguas de abastecimento publico apresentaram niveis
muito semelhantes nas trés regides: 3,8 + 7,7 pug/L na regido TM; 3,4 + 5,5 pg/L na
regido CTR; 3,3 = 3,5 pg/L na regido AMP (Tabela 10).

Tabela 10 - Estatisticas descritivas dos teores de Li nas aguas de abastecimento publico das trés
regioes.

Li AMP ™ CTR Total
(ng/L) (n=72)a (n=80)" (n=83)¢ (n=235)
Média 3,3 3,8 3,4 3,5

Desvio padrao 3,5 7,7 5,5 5,8
Mediana 3,1 1,3 1,6 1,8
Minimo 0,7 0,1 0,2 0,1
Maximo 29,6 45,8 35,2 45,8

AMP - Area Metropolitana do Porto, TM - Tras-os-Montes, CTR - regido Centro

De acordo com o teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis, havia uma diferenca
estatisticamente significativa nos niveis medianos de Li entre as regioes AMP e TM e
entre as regioes AMP e CTR (p<0,005), mais elevados na regido AMP (3,1 ug/L), mas
nao entre as regioes TM e CTR (1,3 pg/L e 1,6 ug/L, respetivamente; p>0,005) (Tabela
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10). Para mais facil comparagdo, este resumo dos resultados é apresentado
graficamente, num grafico tipo “BoxPlot”, na Figura 18.

S0
k3
40
o b
*
30~ £
"
0= o
—
® 8 X
=
| Q
10 O
- o
67 .
4-1 a-b: p<0,005
. b-c: p=>0,005
- s
19 a-c: p<0,005
. = - :
I I |
ANP ™ CTR
Regido

Figura 18 - BoxPlot dos teores de litio nas aguas de abastecimento publico das trés regides.
Nota: valores apresentados em escala exponencial, para mais facil visualizacdo. AMP - Area
Metropolitana do Porto; TM - Tras-os-Montes; CTR - regido Centro.

Importa notar que, considerando globalmente todas as amostras entregues como
sendo “dgua de consumo”, foi encontrada uma diferenca estatisticamente significativa
entre as regioes AMP e TM e entre as regides TM e CTR (p<0,005), mas ndo entre as
regides AMP e CTR (p>0,005), o que se devia a presenca, entre as aguas de consumo,
de algumas aguas de natureza “ambiental” (minas, furos, pogos, etc.) para além da agua
da rede.

Alguns participantes entregaram como amostra de “4gua de consumo”, ou seja, da
agua que costumam beber e utilizar para cozinhar, uma amostra de agua engarrafada
(comercial). Ainda que o nimero de amostras seja reduzido (n=13), existia uma grande
diversidade de marcas, pelo que os resultados servem como uma amostragem do
panorama nacional. O valor médio de Li nestas dguas foi de 7,6 + 10,5 pg/L, com uma
variacao entre 2,7 pg/L e 32,3 pg/L. Comparando com o teor de Li nas aguas de
abastecimento publico, este valor foi ligeiramente mais elevado, contudo nao
representa uma diferenca significativa na exposicdo ao Li entre as trés regides.

Como foi destacado na Introdugdo deste trabalho, os niveis de Li na agua de
consumo tém vindo a ser relacionados de forma inversa com a taxa de mortalidade por
suicidio em muitos estudos [17,30,31,32].
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Ainda bem recentemente, na Lituania, em municipios com uma alta prevaléncia de
perturbacoes do humor, foi observada essa relacdo inversa entre elevados niveis de Li
na agua de consumo e as taxas de suicidio, sugerindo um possivel efeito protetor do Li
aquando de uma exposi¢do de longa duracao [34]. E essa associa¢do inversa tem sido
encontrada em muitos outros locais, um pouco por todo o mundo, como sejam estudos
conduzidos no Texas, EUA [27], em Oita, no Japao [35] e na Austria [47].

Os nossos resultados ndo permitem claramente suportar tal relacao (porque nao
existe se consideramos os valores médios), embora ela exista se atendermos aos
valores medianos de cada regido (3,1 pg/L na regiao AMP, de menor risco; 1,6 ug/L na
regido CTR, de risco intermédio; e 1,3 pg/L na regiao TM, de maior risco).

Importa referir que também ha estudos onde ndo foi encontrada essa relagao
inversa entre os niveis de Li na agua de consumo e a taxa de suicidio, como seja um
estudo em Inglaterra, que registou niveis de Li na dgua entre <1 - 21 pg/L (n=47) [48],
ou um estudo realizado em Miyazaki, Japao, que encontrou niveis de Li entre 0,2 - 12,3
ug/L (n=78) [49].

Knudsen et al. [37] demonstrou que o efeito protetor do Li (relagdo inversa entre
concentra¢do na agua de consumo e taxa de suicidio) parece so se tornar evidente para

teores de Li acima de 30 pg/L. No nosso estudo, apenas 2% (4/235) das amostras de
agua de abastecimento publico apresentaram teores de Li acima dos 30 ug/L.

Como ja foi indicado, 81% (n=235) das amostras de “agua de consumo” entregues
pelos participantes correspondiam a 4gua da rede de abastecimento publico. Os nossos
resultados mostraram-se mais baixos que os reportados por Neves et al. [21] (n=45),
que obtiveram uma mediana de 4 pg/L, com uma variacdo entre <1 e 191 ug/L e com
75% das amostras a apresentarem concentragdes inferiores a 10 pg/L. Sdo também
mais baixos que os obtidos por Oliveira et al. [36], onde o valor médio foi de 10,9 + 27,2
ug/L (n=54). Neste contexto, o nosso estudo constitui-se como um importante
contributo, por envolver um nimero de amostras significativamente mais elevado e
cobrir uma significativa percentagem da area total de Portugal Continental.

3.2.2.2 Agua ambiental

Neste nosso estudo foram também analisadas 298 aguas “ambientais”, designacao
dada a 4guas que pudessem ajudar a caracterizar, do ponto de vista da presenca de Li
no ambiente, as diferentes regides. Foram consideradas neste grupo todas as aguas de
pogos, furos, minas, rios, ribeiros, lagos, nascentes, etc. Foram excluidas as amostras de
agua colhidas em fontes, fontanarios e bebedouros publicos, uma vez que, tratando-se
de agua potavel, disponivel para consumo publico, poderiam na realidade ser agua da
rede de abastecimento publico (Figura 19).

Globalmente, os valores de Li variaram entre 0,2 e 666,0 pg/L, sendo que 85% das
amostras (n=108) apresentaram niveis inferiores a 10 pg/L. O valor médio mais

elevado foi obtido na regido CTR (31,4 + 121,9 pg/L), regido onde encontrou também
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o valor maximo encontrado (666,0 pug/L), registado numa agua termal (Rapoula do
Coa). Aregido TM teve a concentracdo média mais baixa: 7,0 + 18,0 ug/L (Tabela 11).
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Figura 19 - DotPlot dos teores de litio nas aguas “ambientais” das trés regides. Nota: valores
apresentados em escala exponencial, para mais facil visualizacdo. AMP - Area Metropolitana do

Porto; TM - Tras-os-Montes; CTR - regidao Centro.

Utilizando o teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis, os niveis medianos de Li

nestas aguas “ambientais” ndo mostraram uma diferencga estatisticamente significativa

entre regioes (p>0,005) (Tabela 11 e Figura 20).

Tabela 11 - Estatisticas descritivas dos teores de Li nas aguas “ambientais” das trés regioes.

Li AMP2 CTRe Total
(ng/L) (n=40) (n=56) (n=127)
Média 8,1 31,4 18,1

Desvio padrao 18,8 121,9 82,5
Mediana 2,8 4.5 3,2
Minimo 0,7 0,2 0,2
Maximo 110,9 666,0 666,0

AMP - Area Metropolitana do Porto, TM - Tras-os-Montes, CTR - regido Centro.



700

x
&00—
S00
400
3004
ﬁl 200
=
= *
4+
1001 *
Flim
S0-1 * o
30 o o a-b: p=0,005
b-c: p=0,005
10
a-c: pe0.005
JP ' b L
AR T CTR
Regiio

Figura 20 - BoxPlot dos teores de litio nas aguas “ambientais” das trés regides. Nota: valores
apresentados em escala exponencial, para mais facil visualizacao. AMP - Area Metropolitana do
Porto; TM - Tras-os-Montes; CTR - regiao Centro.

O Atlas Geoquimico Europeu [23] indica para o Li em dguas correntes (dguas
superficiais) valores médios de 2,1 pg/L, com um intervalo de valores de <0,005 a 356
ug/L (n=807, em toda a Europa). Para Portugal, o mapa desenvolvido indica valores
entre 0,7 - 1,3 pg/L na zona correspondente a regido AMP; entre 1,3 - 2,1 pg/L na zona
correspondente a regido TM; e 1,3 e 3,4 pg/L na zona correspondente a regido CTR.
Trata-se de valores mais baixos que os obtidos no nosso estudo, mas referem-se
exclusivamente a aguas superficiais, enquanto o nosso estudo contemplou também a
andlise de dguas subterraneas (pocos, furos, minas, etc.), as quais, de acordo com os
dados da ERSAR (Entidade Reguladora dos Servigos de Aguas e Residuos) [50], também
representam uma importante fonte para obten¢do de agua destinada ao consumo
humano, seja pelas entidades que gerem as redes de abastecimento publico, seja
sobretudo por particulares.

Esta componente do estudo reveste-se de grande importancia porque, como foi
discutido anteriormente, os niveis geolégicos (ambientais) de Li numa regido acabardo
de algum modo por se refletir nos teores no solo e nos alimentos dessa regido - e,
portanto, mais do que a agua de consumo (sobretudo se ela for da rede de
abastecimento publico, em que pode ser proveniente de uma regiao mais ou menos
afastada), os niveis de Li nas dguas “ambientais” (superficiais e subterraneas) podem
refletir melhor o efetivo aporte diario de Li a populacdo numa determinada regiao.
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Comparando os niveis médios de Li na d4gua de abastecimento publico e nas aguas
“ambientais”, estas apresentaram teores mais elevados. Na agua de abastecimento
publico o valor mediano mais elevado foi observado na regidao AMP (3,1 pg/L, versus
1,3 ug/L e 1,6 pg/L, em TM e CTR, respetivamente) (Tabela 10), enquanto nas dguas
ambientais o valor mediano mais elevado foi observado na regidao CTR (4,5 pg/L versus
2,8 ug/L nas outras duas regioes) (tabela 11).

3.2.2.3 Urina

Este estudo envolveu a andlise de um total de 311 amostras de urina (1.2 urina da
manha) fornecidas por individuos voluntarios aparentemente saudaveis. O conjunto
dos resultados encontra-se graficamente apresentado na Figura 21.
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Figura 21 - DotPlot dos teores de litio nas amostras de urina das trés regides. Nota: valores
apresentados em escala exponencial, para mais facil visualizacdo. AMP - Area Metropolitana do
Porto; TM - Tras-os-Montes; CTR - regidao Centro.

Com uma importante variabilidade inter-individual (distribuicdo heterogénea,
refletida nos elevados valores de desvio padrao), globalmente, a concentragdo de Li na
urina variou entre 3,4 € 917,5 pg/L, com uma média de 53,0 + 114,4 ug/L (Tabela 12).
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Tabela 12 - Estatisticas descritivas dos teores de Li nas urinas das trés regioes.

Li AMP2 TMP CTRc Total
(ng/L) (n=91) (n=90) (n=130) (n=311)
Média 66,7 59,0 39,1 53,0

Desvio padrao 128,1 120,6 98,0 114,4
Mediana 21,9 24,2 19,0 21,2
Minimo 5,9 5,4 3,4 3,4
Maximo 871,3 708,5 917,5 917,5

AMP - Area Metropolitana do Porto, TM - Tras-os-Montes, CTR - regido Centro.

A regido AMP (menor RR de suicidio) apresentou o valor médio mais elevado (66,7
+ 128,1 pg/L), mas o valor mediano mais elevado (24,2 pg/L) observou-se na regiao
TM (a regido de maior RR). Além disso, recorrendo ao teste ndo paramétrico de
Kruskal-Wallis, ndo havia qualquer diferen¢a estatisticamente significativa nos niveis
medianos de Li entre das trés regides (p>0,005) (Tabela 12 e Figura 22), o que significa
que nao se observou uma associacdo inversa entre os niveis urindrios de Li e a taxa de

suicidio.

A Figura 22 resume os resultados obtidos quanto aos teores de Li nas amostras de
urina das trés regides, evidenciado também a presenca de um pequeno conjunto de

resultados significativamente elevados relativamente aos restantes.
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Figura 22 - BoxPlot dos teores de Li nas amostras de urina das trés regides. Nota: valores
apresentados em escala exponencial, para mais facil visualizacdo. AMP - Area Metropolitana do

Porto; TM - Tras-os-Montes; CTR - regiao Centro.
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Atendendo a estes resultados, ndo existia qualquer correlacao entre os niveis de Li
na urina e na agua de consumo entregue pelos participantes (p>0,005; R2=0,008)
(Figura 23), o que pode ser entendido como uma indicacdo de que a d4gua de consumo
ndo representa a principal fonte de aporte de Li ao organismo, sobretudo nestes casos
em que se observa uma elevada excre¢do urinaria.
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Figura 23 - Regresséo linear entre os niveis de Li nas urinas e os niveis de Li nas aguas de
consumo.

Deve notar-se, porém, que embora a regiao AMP ndo fosse a que apresentou o valor
mediano mais elevado, era a que tinha o maior valor médio (Tabela 12) e também a que
apresentou uma maior percentagem de individuos com concentragdes urindarias de Li
significativamente mais elevadas. Assim, por exemplo, com valores acima de 50 pg/L
tinhamos 24% das amostras na regido AMP, e apenas 19% na regido TM e 12% na
regido CTR. Se se admitir que o efeito “protetor” do Li s6 se faz sentir acima de um
determinado nivel de ingestdo, entdo é possivel admitir que na regido AMP tinhamos
uma maior percentagem de individuos protegidos, refletida na maior percentagem de
valores elevados, o que poderia justificar o menor RR de suicidio.

Relativamente a diferenca entre sexos, utilizando o teste de Mann-Whitney, ndo foi
encontrada qualquer diferenca estatisticamente significativa nos niveis de Li urinario
em qualquer regido (AMP p=0,691; TM p=0,351; CTR p=0,067), embora globalmente
se tenham observado teores médios ligeiramente mais elevados nos individuos do sexo
feminino.
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Embora as tentativas de suicidio ou auto-lesdes nao fatais sejam mais frequentes no
sexo feminino, a morte por suicidio é mais prevalente entre o sexo masculino
[3,4,51,52]. Estudos realizados no Japao [53] e na Lituania [54] evidenciaram um maior
efeito positivo dos niveis de Li na 4gua de consumo no sexo masculino. No maior estudo
epidemioldgico nacional no Japao durante 2010 e 2016, foram avaliados os niveis
médios de Li de dguas de consumo em 808 cidades. Neste estudo foram criados trés
modelos: 0 modelo bruto, ou seja, a andlise conjunta de todos os resultados obtidos; o
modelo com ajustes (modelo 1), onde se atendeu a fatores como a percentagem de
pessoas idosas, pessoas que viviam sozinhas, trabalhadores do setor primadrio, taxa de
desemprego, taxa anual de casamentos, temperatura anual e total anual de horas de
sol; e ainda um modelo que foi ajustado a propor¢do média de residentes que
permaneceram sempre na mesma cidade ao longo dos anos (modelo 2). O modelo 1
mostrou uma associagdo inversa dos niveis de Li na 4gua de consumo com a taxa de
suicidio global e no sexo masculino [55].

3.2.3 Niveis de litio na urina e bebida as refeicées

No que toca a bebida habitual as refei¢cdes, o grau de associacao entre as diferentes
opg¢des de bebida e os niveis de Li na urina foi muito fraco nas trés regioes estudadas
(correlacdo de Spearman; AMP: p=0,119; TM=0,161; CTR=0,178). Ou seja, a bebida
consumida as refeicdes ndo tem grande impacto nos niveis urindrios de Li. A titulo de
curiosidade, diga-se que a concentracdo urinaria de Li mais elevada (917,5 pg/L) foi
encontrada num individuo da regido CTR e a dgua de consumo correspondente,
entregue por esse participante, apresentou um teor de Li de apenas 1,30 pg/L.

3.2.4 Niveis de litio na urina e consumo de café e tabaco

Relativamente ao consumo de café, em nenhuma das regides foi observada qualquer
diferenca estatisticamente significativa nos niveis urinarios de Li entre os participantes
que habitualmente bebiam café e os que ndo bebiam (teste ndo paramétrico Mann-
Whitney; AMP: p= 0,521; TM: p=0,235; CTR: p=0,928). Globalmente, porém, o valor
médio de Li na urina foi mais elevado nos individuos que bebiam café (n=203;
55,6+110,3 ug/L) (Figura 24).
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Figura 24 - DotPlot dos teores de litio na urina em funcdao do consumo de café. Nota: valores
apresentados em escala exponencial, para mais facil visualizacao.

Quanto ao consumo de tabaco, também ndo foi encontrada uma diferenca
estatisticamente significativa entre os participantes que fumavam regularmente tabaco
e os que ndo fumavam (teste de Mann-Whitney; AMP: p=0,723; TM: p=0,564; CTR:
p=0,154). Globalmente (conjunto de todos os individuos), os valores médios eram
perfeitamente sobreponiveis: 51,6 + 106,1 pg/L nos individuos que nao fumavam
(n=249) versus 50,4 £ 109,6 pg/L nos fumadores (n=39) (Figura 25). E também nao se
observou qualquer associacdo com o numero de cigarros fumados diariamente
(correlacdo de Spearman; AMP: p=-0,162; TM: p=-0,319; CTR=-0,146).
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Figura 25 - DotPlot dos teores de litio na urina em funcao do consumo de tabaco. Nota: valores
apresentados em escala exponencial, para mais facil visualizacao.
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3.2.5 Niveis de litio na urina e consumo de crustaceos/moluscos, leguminosas
e cereais

Como mencionado anteriormente, os alimentos com maior teor de Li sdo os
crustaceos e moluscos, cereais, batatas, legumes/vegetais, frutas secas, vinho tinto e
queijo fresco. A ingestdo diaria de Li por via dos alimentos sera por isso bastante
variavel, tendo sido estimada, num estudo em Italia, em cerca de 18 pg/dia [20]. Além
dos alimentos, certos materiais de cozinha, principalmente de ceramica e esmaltados,
podem libertar Li [56].

Neste estudo os participantes foram questionados relativamente a frequéncia do
consumo de crustdceos/moluscos, leguminosas e cereais (cf. Questiondrio anexo).
Relativamente ao consumo de crustaceos/moluscos, predominaram naturalmente as
frequéncias “muito raramente” e “raramente”, e, como de pode observar na Figura 26,
nao € possivel inferir sobre um eventual impacto nos niveis urindarios de Li (correlagao
de Spearman).

1000

8007

600

8

Z

‘= 4004 °

:_’ ® o
g S o
2

2 200 S o %
-~ ° o

Crustaceos

Figura 26 - DotPlot dos teores de litio na urina em funcado da frequéncia do consumo de crustaceos
(ou moluscos). Nota: valores apresentados em escala exponencial, para mais facil visualizacao.
MR - Muito Raramente; R - Raramente; F - Frequentemente; MF - Muito Frequentemente.

O consumo de leguminosas foi maioritariamente classificado como frequente. A
Figura 27 mostra a distribui¢do dos niveis urinarios de Li de acordo com a frequéncia
desse consumo, ndo observando diferencas significativas entre os 4 grupos.
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Figura 27 - DotPlot dos teores de litio na urina em funcdao da frequéncia do consumo de
leguminosas. Nota: valores apresentados em escala exponencial, para mais facil visualizacao. MR
- Muito Raramente; R - Raramente; F - Frequentemente; MF - Muito Frequentemente.

Relativamente aos cereais, as respostas sobre a frequéncia de consumo
concentraram-se em “muito frequentemente” e “frequentemente”. Os dois grupos
mostraram uma distribuicdo de valores urinarios de Li muito semelhantes entre si
(Figura 28).
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Figura 28 - DotPlot dos teores de litio na urina em funcdo da frequéncia do consumo de cereais.
Nota: valores apresentados em escala exponencial, para mais facil visualizacdo. MR - Muito
Raramente; R - Raramente; F - Frequentemente; MF - Muito Frequentemente.
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4. Conclusao

Este é o primeiro estudo a investigar a relacdo entre os niveis urinarios de Li e a taxa
de mortalidade por suicidio. Foi avaliado se existia uma associacdo entre os niveis de Li
na urina e o risco relativo (RR) de suicidio em trés regides de Portugal com muito
diferentes RR (Tras-os-Montes, risco elevado; regido Centro-interior, risco intermédio;
regido da Area Metropolitana do Porto, risco baixo), de acordo com a informagio
disponivel sobre essa matéria. Paralelamente foi estudado se existia uma associagdo
entre os niveis de Li na dgua de consumo (maioritariamente agua da rede de
abastecimento publico) ou entre os niveis de Li em aguas “ambientais” (superficiais e
subterraneas) da regido e a exposi¢do ao Li (avaliada pelos niveis urinarios), bem como,
naturalmente, uma associa¢do ao RR para suicidio.

Nao foi evidenciada uma relagdo inversa significativa entre os niveis urindarios de Li
e o RR de suicidio. Contudo, a regido com menor RR (AMP) apresentou um valor médio
de Li na urina mais elevado e também uma maior percentagem de valores elevados, o
que nado exclui a possibilidade de o Li poder ter um efeito “protetor” acima de
determinados niveis de ingestdo.

Globalmente, também nao houve nenhuma associagdo estatisticamente significativa
entre os teores de Li na agua de abastecimento publico ou nas aguas “ambientais” (que,
alids, se mostraram maioritariamente muito baixos, apenas alguns pg/L) e os niveis de
Li na urina, o que indica que a 4gua de consumo ndo é a principal fonte de Li para o
organismo.

O nosso estudo incluiu ainda a aplicagdo de um questiondrio de frequéncia
alimentar, mas também nao foi possivel associar os niveis de Li na urina com a maior
ou menor frequéncia do consumo de trés grupos de alimentos conhecidos por serem
particularmente ricos em Li: crustdceos/moluscos, leguminosas e cereais. O mesmo se
observou relativamente ao consumo de café e de tabaco e a bebida consumida a
refeicdo.

Em conclusao, o efeito protetor da exposicao natural ao Li relativamente ao risco de
suicidio permanece incerto. A existir, parece que so6 se observa para niveis de exposicao
mais elevados que os observados no nosso estudo.

Os nossos resultados vém mostrar que sdo necessarios mais estudos que
relacionem diretamente a concentracdao de Li no organismo humano (estudos de
biomonitoriza¢do) com a taxa de mortalidade por suicidio, controlando todos outros
fatores relevantes.

Numa outra vertente, futuros estudos devem também focar-se na identificacao das
fontes de exposicdo ao Li mais relevantes para a populacdo (fontes alimentares e
outras), seja para aumentar o aporte dentro de niveis considerados benéficos, seja para
evitar sobre-exposi¢do ao Li, a qual ndo estd isenta de efeitos secundarios.
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0 nosso estudo tem algumas limitacdes. Uma é que nao foi considerado o tempo de
residéncia dos participantes na regiao (logo, o tempo de exposi¢do aquelas particulares
condi¢des). Igualmente, ndo foi considerada a possibilidade de os participantes
poderem trabalhar diariamente numa zona diferente daquela onde residem. Depois,
nao foram tidos em consideracdo quaisquer fatores socioecondmicos, culturais,
psicoldgicos ou outros. Finalmente, o risco relativo de suicidio em cada uma das trés
regioes estudadas é reportado por Loureiro et al. [6], calculado com dados ja bastante
antigos (1980 a 2015), pelo que a situacao atual pode ja ser algo diferente.
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6. Anexos

6.1. Anexo | - Kit de colheita de amostras
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6.2. Anexo Il - Folheto Informativo

Folheto Informativo

) ) ] Titulo de estudo: ]
«MIVEIS URINARIOS DE UITIO E TAXA DE MORTALIDADE POR SUICIDIO EM PORTUGAL:

0 suicidio constitui um importante problema de saude publica, estimando-se que sejaa
causa de morte de mais de 700.000 pessoas por ano em todo o mundo. Em Portugal, no
periodo de 1980 a 2015 registaram-s¢ mais de 30 mil mortes por suicidio,
comrespondendo a uma taxa média anual de 8 8 suicidios por 100 mil habitantes. Mas a
taxa de mortalidade & muito variavel nas diferentes regites do pais.

Alguns estudos mostram que o litio pode constituir um “fator protetor” contra a
tendéncia para o suicidio, parecendo existir uma relacdo inversa entre a concentragao
de litic na dgua de consumo e a taxa de suicidio na populacdo em geral. Mas tambem
ha estudos onde issondo se tem verificado, pelo gue importa continuar a aprofundar os
estudos sobre esta guestao.

Eisso gue nos propomos Tazer. Sendo que, neste estudo, pretendemos relacionar a taxa
de suicidio em diferentes regides do pais com a concentragao de litio na urina das
pessoas residentes nessas regioes. Isto porque a concentragao de litio na uring da uma
boa indicacdo da quantidade de litio ingerida diariamente por cada pessoa!

Epnr issoque precisamos da sua colaboracdo. Precisamos gue nos fomeca uma amaostra
de urina (a primeira_uring da_manhd)] para nela fazermos a determinacdo de litio (e
eventualmente alguns outros metais que os investigadores possam achar relevants
determinar também).

Objetivo do estudo: avaliar se existe uma relacdo entre a ingestdo didana de litio
{avaliada pela concentragdo de litio na urina) e a taxa de suicidio na populagio.

Riscos da participacdo neste estudo: nenhuns. Apenas necessitamos gue nos fomega
uma amostra de urina (a primeira urina da manhi). Para o efeito ser-lhe-a fomecido o
recipiente apropriado.

Beneficios da participacdo neste estudo: ndo havera propriamente nenhum beneficio
direto para si. No entanto, podera contribuir para o esclarecimento de um assunto de
grande importancia para toda a sociedade.

Em nome da equipa responsavel pelo estudo, desde j@ lhe agradecemos a sua
colaboracao!

Em caso de duvidas ou para quaisquer esdarecimentos adicionais, pode contactar-nos atraves
do telemdvel 915319263,

Muito obrigado!
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6.3. Anexo llI- Questionario

QUESTIONARIO

Sexo: Idade: Codigo postal:
Amostra de agua (1) é a “agua que uso para Amostra de dgua (2) é uma “dgua |4 da regido”.
cozinhar e beber*”. E corresponde a agua: E corresponde a agua de:

[0 Da rede de abastecimento puablico (torneira) O Rio / ribeirc / lago

O Pogo / fure / mina [ Fonte, fontandrio, repuxo...

O outraorigem.Qual? O Pago / furo / mina

[0 *Para beber consumo dgua engarrafada. (ver abaixo) O Qutra origem. Qual?

Qual a bebida habitual as refeicbes?
(I Agua de abastecimento publico {torneira)
O Agua engarrafada (supermercado). Qual a marca mais habitual (Luso, Vitalis, ...)?
I Sumos (Compal, Bongo, Ceres, ...)
O Refrigerantes (Sumal, Jgy, Fanta, Coca-cola, ...)
O Outra. Qual?

Toma habitualmente café?

O Néo [0 Sim. Em média, quantos cafés por dia?
Fuma tabaco?
O Nao [ Sim. Em média, quantos cigarros por dia?

Consome crustaceos (camarao, lagosta) ou moluscos (mexilhdo, caracdis, lulas, polvo)?
O Muite raramente (< 1 vez/més) O Frequentemente (cerca de 1 vez/semana)
[ Raramente (aproximadamente 1 vez/més) O Muito frequentemente (quase diariamente)

Consome leguminosas (feijdo, grao-de-bico, ervilhas, amendoim...)?
I Muito raramente (< 1 vez/més) [ Frequentemente (cerca de 1 vez/semana)
[ Raramente (aproximadamente 1 vez/més) O Muito frequentemente (quase diariamente)

Consome cereais (arroz, aveia, trigo, centeio, milho, cevada...)?
O Muito raramente (< 1 vez/més) O Frequentemente (cerca de 1 vez/semana)
[ Raramente (aproximadamente 1 vez/més) O Muito frequentemente (quase diariamente)
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6.4.

Anexo |V- Declaracao de consentimento informado

DECLARACAO DE CONSENTIMENTO INFORMADO PARA INVESTIGACAO
CLiNICA!

Eu, abaixo assinado, . & relativamente ao estudo
intitulado # Niveis urindrios de litic e taxa de mortalidade por suicidio em Portugal®, confirmo que:
Compreendi a explicagdo que lhe foi dada acerca do mesmo, designadamente os seus objetivos, os métodos,
o5 beneficios previstos e o5 riscos potenciais.

- Pude solidtar todas as informagdes que entendi necessarias no sentido de perfeitamente entender os
objetivos e procedimentos do estudo e esclarecer todas dividas de modo a poder tomar uma dedsdo
fundamentada e consciente.

— Fui informade da possibilidade de lvremente recusar ou abandonar a gualguer momento a participagao no
estudo, sem que isso possa ter qualquer prejuizo no servige ou na atencdo que me foi ou que me ird ser
prestada.

-Tive oportunidade de refletir sobre esta proposta de participagao e de decidir voluntaria e lvremente.

Assim, aceito participar neste estudo, de acordo com os esclarecimentos gue me foram prestados, oralmente
& no Folheto Informativo anexo, do qual me foi entregue uma copia.
Identificacdo do Participante

MNome:

Data: [/

Assimatura:

O responsavel pelo recrutamento do participante:

Data: __/_f

Nome legivel Assinatura

! DeclaragSo da AszocizcSo Midica Mundial felsinguia 1064; Téquin 1875; Venezs 1953; Hong Kong 1689; Somarset West 1008,

Edimbunzo 2000, S5eoul 2008, Fortaleza 2013).
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