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As funcoOes essenciais sao necessariamente
colaborativas, em beneficio da Saude Publica

Essential funcions are necessarily colaborative, for
the benefit of Public Health

Este vigésimo sétimo nimero da segunda edigao do Boletim
Epidemiologico Observag¢des (BEO 27) publicado pelo Insti-
tuto Nacional de Saude Doutor Ricardo Jorge (INSA) inclui
diversos artigos que ilustram a relagao entre algumas das
fungdes essenciais que 0 INSA mantém em tempo de pan-
demia, nomeadamente enquanto observatério de saulde,
instituig@o de investigacdo e desenvolvimento e difusora da
cultura cientifica, e as politicas e os servigos de saude.

No ambito da funcao essencial que o INSA desempenha en-
guanto observatério de salde, sdo publicados cinco artigos.
Os dois artigos na area da alimentacao e nutricao traduzem
evidéncia encorajadora ao relevar uma reducé@o progressiva
do teor de agucar pela industria alimentar em alguns alimen-
tos, sugerindo também, que é possivel atingir as metas pro-
postas em normativos nacionais relativamente ao sal e ao
agucar noutros alimentos. Também os dois artigos relativos
a Rede de Vigilancia de Vetores (REVIVE) confirmam o papel
imprescindivel das redes de monitorizagdo e vigilancia de
vetores para o diagnostico precoce e para a intervencao em
doencas ligadas a fatores ambientais e com elevado poten-
cial de disseminacéao, neste caso em particular sobre ixodi-
deos e bactérias patogénicas detetadas em Portugal e sobre
a monitorizagdo do mosquito invasor Aedes albopictus,
um importante vetor na transmisséo de virus como o chikun-
gunya, o dengue e o Zika. Ainda no &mbito desta fungéo
essencial, € publicado o artigo “Prevaléncia de nados-vivos
com sindrome de Down: indicador conjunto da gravidez
tardia e das politicas de diagndstico pré-natal”, o qual ilustra
uma importante aplicacdo dos registos nosoldgicos, como
€ 0 caso do Registo Nacional de Anomalias Congeénitas
(RENAC), ao evidenciar o diagnostico desta condicdo na
fase pré-natal em mais de 80% dos casos, resultado apenas
possivel devido aos servigos de diagndstico precoce ampla-
mente disponiveis no nosso pais.

02

2020

nimero

Neste vigésimo sétimo numero do BEO fica também ampla-
mente ilustrado o trabalho que o INSA desenvolve na sua
fungdo essencial de "investigacdo, desenvolvimento e ino-
vacao". Neste campo sdo publicados trés artigos. Um acerca
da prevaléncia da perturbacdo do espectro do autismo, que
confirma a pertinéncia dos inquéritos epidemioldgicos em
populacdes especificas, como a populagcdo escolar, com
0 objetivo de planear, monitorizar e avaliar os servigos de
apoio em meio escolar a portadores deste tipo de doencas.
Considerando uma fase mais precoce da historia natural dos
problemas de saude e doengas, é publicado um artigo que
reporta resultados de um estudo sobre as exposicdes pre-
coces das criangas a micotoxinas e o seu potencial impacto
na saude, e um outro artigo que defende o estudo genético
e molecular da sindrome de quilomicronemia familiar, uma
doenca rara. Ambos ilustram a ligagéo entre a investigacao e
o desenvolvimento de propostas de produtos e servicos com
aplicacdo a prevengao primaria e secundaria de doengas
devidas a exposigOes alimentares e genéticas.

Finalmente, no ambito da funcao do INSA como difusor da
cultura cientifica, podemos ler o artigo sobre os métodos
utilizados em estudos populacionais de associacéo geno-
tipo-fendtipo com base em genes candidatos, os quais
tém contribuido de forma relevante para a identificacdo de
variantes genéticas causais e para a nossa compreensao
da arquitetura genética das doengas humanas.

Um outro aspecto que merece realce neste niumero do BEO
¢ o facto de que seis dos nove artigos publicados tém coau-
tores afiliados a instituicdes externas ao INSA, quer institui-
coes publicas, como as cinco Administragdes Regionais de
Salde e os seus Departamentos de Saude Publica e uma das
Regides Auténomas, 14 hospitais através dos seus servigos
clinicos, incluindo uma das Regides Autonomas, ou os 10
Institutos de investigacéo ligados as universidades, além
dos servigos incluidos em centros universitarios hospitalares
e um centro de investigacao, incluido numa Fundacdo de

iniciativa privada.
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Embora ja patente nos nimeros anteriores deste Boletim,
este, em especial, evidencia a abertura do INSA e dos seus
Departamentos Técnico-cientificos, traduzida na colabo-
ragdo com a comunidade que trabalha e tem interesse na
Saude Publica em Portugal.

Esta colaboragdo interinstitucional, a par da necessaria inde-
pendéncia cientifica e técnica, contribuem de forma impor-
tante para a complementaridade e desenvolvimento de todas
as instituicdes, num espirito de relacdo transparente e mutua-
mente benéfica, sem comprometer a funcédo de referéncia no
sector da saude, o trabalho com as Autoridades de Saulde,
com as instituicdes oficiais nacionais e com as instituicdes
europeias e internacionais de referéncia.

Sera nesta malha que se podera, talvez, procurar e aperfei-
coar um dos pilares centrais para a atualizacdo estratégica
do Instituto, no panorama, ainda incerto, ap6s a pandemia.

Carlos Matias Dias

Médico especialista em Saude Publica
Departamento de Epidemiologia

Instituto Nacional de Satude Doutor Ricardo Jorge
carlos.dias@insa.min-saude.pt

Marta Barreto

Investigadora, Departamento de Epidemiologia
Instituto Nacional de Saude Doutor Ricardo Jorge
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_Resumo

E globalmente reconhecido que o consumo excessivo de aglcar esta
relacionado com o desenvolvimento de doengas cronicas, nomeadamen-
te a obesidade e a diabetes tipo 2, conforme o evidenciam diversos estu-
dos cientificos. Para diminuir a prevaléncia deste tipo de doencgas, o
Governo portugués aprovou a Estratégia Integrada para a Promogéao da
Alimentagao Saudavel (EIPAS), assente na promoc¢do de um padrao de
alimentacdo saudavel que, entre outros objetivos, pretende uma reducao
progressiva do consumo diario de aglcar. O Instituto Nacional de Saude
Doutor Ricardo Jorge, na qualidade de parceiro estratégico na implemen-
tacdo da EIPAS, através do seu Departamento de Alimentacao e Nutrigao,
procedeu a monitorizagao do teor de aglcar em diversas categorias de
alimentos, designadamente iogurtes (sélidos e liquidos), leites aromatiza-
dos e refrigerantes, disponiveis no mercado portugués. Os dados foram
recolhidos em websites de comércio eletrénico das principais cadeias de
distribuicéo alimentar em Portugal, durante o ano de 2019. As medianas
dos teores de agucar, excluindo a lactose, foram 7,7 e 7,2 g/100 g para os
jogurtes sélidos e liquidos, respetivamente e 3,8 e 4,5 g/100 mL para os
leites aromatizados e refrigerantes, respetivamente. Para a categoria dos
jogurtes, e comparando os valores atuais com os valores do estudo de
monitorizagao do teor de agucar nestes alimentos realizado em 2018, em
que se utilizou a mesma metodologia, os resultados revelam uma reducao
progressiva do teor de aglcar pela industria alimentar.

_Abstract

It is widely recognized that excessive sugar consumption is related to
the development of chronic diseases, namely obesity and type 2 diabe-
tes, according to evidence from several scientific studies. To reduce the
prevalence of this type of diseases, the Portuguese Government appro-
ved the Integrated Strategy for the Promotion of Healthy Eating (EIPAS),
based on the promotion of a healthy eating pattern that, among other
objectives, aims at a progressive reduction of daily sugar consumption.
The National Institute of Health Dr Ricardo Jorge, as a strategic partner
in EIPAS implementation, through its Food and Nutrition Department,
monitored the sugar content in several food categories, namely yoghurts
(solid and liquid), flavored milks and soft drinks, available on the Portu-
guese market. Data were collected on e-commerce sites of the main food
distribution chains in Portugal during 2019. Medians of sugar content,
excluding lactose, were 7.7 and 7.2 g/100 g for solid and liquid yoghurts,
respectively and 3.8 and 4.5 g/100 mL for flavored milks and soft drinks,
respectively. For the category of yoghurts, and comparing the current
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values with the values from the monitoring sugar content study in these
foods conducted in 2018, in which the same methodology was used, the
results reveal a progressive reduction in the sugar content by the food
industry.

_Introdugéo

Estudos recentes reportam que cerca de 5,9 milhdes de
portugueses (quase 6 em cada 10) tém excesso de peso
(pré-obesidade e obesidade), sendo que nas criancas (<10
anos) e nos adolescentes (10-17 anos) ja se verifica uma per-
centagem bastante consideravel de pré-obesidade (17% e
24%, respetivamente) e de obesidade (7,7% e 8,7%, respeti-
vamente). Também a prevaléncia de outro tipo de doengas
crénicas, das quais se destaca a diabetes, revela-se muito
elevada na populacdo portuguesa (cerca de 10%) (),

A Organizacao Mundial de Saude (OMS) e a Comisséo Euro-
peia recomendam que as estratégias nacionais de alimen-
tacdo e nutricdo devem: assentar numa abordagem de
intervencao multissetorial, designadamente com o objetivo
de modificar a oferta alimentar de determinados alimentos,
nomeadamente 0s que apresentam elevado teor de agucar;
incentivar acdes de reformulagao nutricional dos produtos
alimentares através de uma agéo articulada com a industria
alimentar; capacitar os cidaddos e profissionais que traba-
lham ou influenciam o consumo de alimentos para as esco-
lhas alimentares saudaveis.

A OMS recomenda que menos de 10% do nosso consumo
energético total seja proveniente de agucares livres, 0 que
¢ equivalente a 50 g por dia (aproximadamente 12 colheres
de chd) e, idealmente, abaixo dos 5%, para se obter maiores
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beneficios na saude. Segundo a mesma organizagao, aguca-
res livres sdo todo o tipo de aglcares que sao adicionados a
alimentos e bebidas, quer pelo produtor quer pelo consumi-
dor, assim como aqueles que estdo naturalmente presentes
no mel, xaropes, sumos de fruta ou concentrados de fruta.

Os resultados do Inquérito Alimentar Nacional e de Atividade
Fisica (2015-2016) indicam que, para a ingestao de acucares
livres, 0 aclUcar de mesa/de adicdo é o maior contribuidor,
seguindo-se os refrigerantes e 0s iogurtes, que detém um
contributo relevante (2). De referir ainda que os iogurtes con-
tribuem com uma importante percentagem para a ingestao
de agucar nas criancas. Cerca de 10% da ingestao de agu-
cares livres nas criancas portuguesas é proveniente do con-
sumo de iogurtes (3.

Em Portugal, a Estratégia Integrada para a Alimentacao Sau-
déavel (EIPAS), implementada desde 2017, embora com efei-
tos praticos a partir de 2018, invoca um esforgo integrado
para a criacdo de ambientes promotores da salde, pelo que
incentiva a reformulagao dos produtos no mercado. Assim,
no que respeita ao consumo de agucar, preconiza que o teor
de acucar devera ser inferior a 5 g por 100 g de alimento
sélido e menos de 2,5 g por 100 mL para os liquidos (4).

O Departamento de Alimentacdo e Nutricdo do Instituto
Nacional de Saude Doutor Ricardo Jorge, em articulagao
com 0s objetivos da EIPAS procedeu a monitorizagdo do
teor de acucar nas categorias de alimentos, iogurtes (soli-
dos e liquidos), leites aromatizados e refrigerantes.

_Objetivo

Monitorizar o teor de aglcar nas categorias de alimentos
iogurtes, leites aromatizados e refrigerantes disponiveis no
mercado portugués, para conhecimento da realidade nacio-
nal atual e consequente apoio as autoridades de saude, com
0 proposito de se atingirem as metas preconizadas pela
Estratégia Integrada para a Alimentacao Saudavel.
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_Material e métodos

Procedeu-se a avaliacdo do teor de agucar nas categorias
alimentares iogurtes (solidos e liquidos), leites aromatizados
e refrigerantes. Os dados foram recolhidos através da infor-
macao constante dos rétulos disponibilizados no comércio
eletrénico das maiores cadeias de supermercados a operar
no mercado portugués. Os valores obtidos foram compara-
dos com as recomendagdes explanadas na EIPAS para 2020
para o teor de acucar: 5 g/100 g para alimentos solidos e
2,5 g/100 mL para os liquidos. Para a categoria dos iogur-
tes foram ainda comparados os valores obtidos com os valo-
res apurados no estudo de monitorizagao de acgucar nestes
alimentos realizado em 2018, em que se utilizou a mesma
metodologia (5).

Tendo em consideracao que o rotulo exibe o teor total de
acgucar, posteriormente, para os lacteos, a este valor foi sub-
traido o teor médio de lactose, acucar naturalmente presente
nestes produtos. Para o efeito utilizou-se como referéncia o
quia Perfil Nutricional - Restricbes a publicidade alimentar
dirigida a criancas - 2019, publicado pela Diregdo-Geral da
Saude, por ser o documento em que se estabelecem os valo-
res de lactose, com base nos teores maximos encontrados
no leite disponivel no mercado portugués. Os valores referi-
dos neste documento sao de 3,8 g/ 100 g de lactose para 0s
iogurtes e de 5,5 g / 100 mL para os leites (3).

_Resultados e discussédo
Os resultados obtidos apresentam-se nos graficos 1-4.

No total de 305 iogurtes solidos considerados (grafico 1),
55 apresentaram teores de agUcar total (rotulado) de acordo
com as recomendacoes da EIPAS para 2020, de 5 g/100 g, o
que se traduz numa taxa de satisfagao do valor preconizado
de 18%. Para esta categoria a mediana foi de 11,5 g/100 g.

Numa amostra de 208 iogurtes liquidos (grafico 2), observou-
-se a mediana de acucar total (rotulado) de 11,0 g/100 g,
ligeiramente inferior a categoria anterior.

A informagao nutricional dos iogurtes liquidos é rotulada por
100 g, pelo que nado foi possivel a sua comparagao com o
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Gréafico 1: [l Teor de aglcar em iogurtes sélidos.
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Graéfico 3: 1 Teor de aglicar em leites aromatizados.
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limite desejavel para os alimentos liquidos preconizado pela
EIPAS, 2,5 g/100 mL. No comércio eletronico apenas uma
marca dispunha de dados para o calculo da massa especi-
fica, sendo o seu valor de 1,07 g de iogurte por cada mL.

O estudo realizado em 2018 revelou para os iogurtes solidos
e liquidos medianas de 12,0 e 12,1 g/100 g, respetivamente,
0 que revela um esforgo da industria no sentido da reducéo.

Gréfico 2: [ Teor de aglicar em iogurtes liquidos.

n=208
18
16
> g
o 14 fe—
o R,
> .
= s
g 10 .
S o
& 8 x5
0] ~
T 5 -~
o
A E\_
\o—
2 xS
0
\ \ \ \ \
0 50 100 150 200 250
amostra n°®
Grafico 4: [] Teor de aglcar em refrigerantes.
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No total de 31 leites aromatizados compilados (gréafico 3), a
mediana foi de 9,3 g /100 mL e o valor minimo observado
correspondeu a 4,1 g/ 100 mL, encontrando-se ainda acima
do valor desejado de 2,5 g/ 100 mL. Importa referir que esse
valor minimo corresponde a um unico leite adocado com
stevia (adocante natural).
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Subtraindo ao agucar total rotulado o teor de lactose, obti-
veram-se 0S seguintes valores para as medianas; 7,7 e
7,2 g/100 g para os iogurtes solidos e liquidos, respetiva-
mente e 3,8 g/100 mL, para os leites aromatizados.

Importa ainda realgar que no caso dos iogurtes com fruta,
para além da lactose (acucar naturalmente presente prove-
niente do leite), estes contém acucar naturalmente presente
proveniente da fruta, principalmente frutose.

No total de 169 refrigerantes considerados (grafico 4), a me-
diana para o teor de acucar foi de 4,5 g/100 mL, verifican-
do-se que 47 cumprem as recomendacdes (2,5 g/100 mL), o
que se traduz numa taxa de satisfacao face ao preconizado
na EIPAS de 28%. Nesta categoria, verificou-se que nos pro-
dutos com baixo teor de agucar este componente foi parcial
ou totalmente substituido por adogantes.

Se recriarmos um dia alimentar, com base nos valores
obtidos para as medianas, onde incluimos uma porgao de
leite aromatizado ao pequeno-almoco (7,6 g/200 mL), um
refrigerante ao almogo (9,0 g/200 mL) e um iogurte sélido
para o lanche (9,6 g/125 g), obtemos 26,2 g de aglcar que,
face ao consumo limite recomendado pela OMS de 50 g de
agucares livres por dia apresenta um contributo de 52,4%.
Para o cenario ideal, estes trés alimentos apresentam um
contributo de 104,8%, excedendo o limite diario de 25 g.

Conclusoes

As medianas calculadas para o teor de agUcar dos iogurtes
solidos e liquidos (em g/100 g) e leites aromatizados (em
g/100 mL) foram 11,5; 11,0 e 9,3, respetivamente e de 7,7; 7,2
e 3,8 para as mesmas categorias de produtos, excluindo a
lactose. Neste contexto, considerando que a EIPAS preconiza
os limites de 5 g/100 g e 2,5 g/100 mL para os alimentos soli-
dos e liquidos, respetivamente, o esforco para a reducéo do
teor de acucar adicionado tera que continuar, especialmente
para as categorias dos iogurtes, o que evidencia a colabora-
¢ao da industria alimentar na melhoria dos produtos destas
categorias que disponibiliza ao consumidor.

Acresce ainda que na categoria dos iogurtes solidos, 28,5 %
eram naturais ou com alguma alegagao nutricional (magros,
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0%) e para este conjunto a mediana do teor de acgucar
total (incluindo os acUcares naturalmente presentes) foi de
5,0 g/100 g.

Para os refrigerantes obteve-se uma mediana de 4,5 g/
100 mL, o que indica a necessidade de a industria baixar
este valor para se atingir a meta da EIPAS, 2,56 g/100 mL.
Apesar dos refrigerantes apresentarem uma mediana
do teor de acucar inferior a dos iogurtes nao significa
que sejam mais saudaveis, ja que nao contribuem para a
ingestao de nutrientes como proteina, vitaminas e minerais.
Para além disso, nos refrigerantes, observou-se a presenca
de adocantes, facto que poderd motivar a ocorréncia de
novos estudos que avaliem o impacto do aumento da
exposicdo/consumo de adocantes, atendendo aos limites
méaximos admissiveis.
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_Resumo

Tendo em conta a associagao universalmente estabelecida entre o consu-
mo excessivo de aglcar e de sal com o desenvolvimento de doengas
cronicas, foi aprovada em Portugal a Estratégia Integrada para a Promo-
¢ao da Alimentagao Saudavel (EIPAS), assente na promogao de um padrao
de alimentagao saudavel que, entre outros objetivos, pretende uma redu-
cao progressiva do consumo diario de aglcar e de sal por parte da popu-
lacdo em geral. O Instituto Nacional de Saude Doutor Ricardo Jorge tendo
como missao contribuir para os ganhos em saude publica, através do seu
Departamento de Alimentacdo e Nutrigdo, monitoriza dados relativos aos
géneros alimenticios presentes no mercado portugués, nomeadamente 0s
referentes @ composicao nutricional. Os dados utilizados neste trabalho
foram recolhidos durante o ano de 2019 nas lojas online de hipermercados
presentes em Portugal, e referem-se a energia e aos teores de agucar e
de sal de bolachas e cereais de pequeno-almogo. As medianas de valores
encontrados para as bolachas foram de 470 kcal/100 g para a energia, de
25,0 g/100 g para o agucar e de 0,7 g/100 g para o sal. Para os cereais
de pequeno-almogo as medianas foram de 391 kcal/100 g para a energia,
de 21,0 g/100 g para o agucar e de 0,5 g/100 g para o sal. Comparando
os valores obtidos com os valores preconizados na EIPAS, 98,3% das
bolachas e 89,2% dos cereais de pequeno-almogo estavam rotulados com
teores de sal e/ou agucar superiores aos desejaveis.

_Abstract

Taking into account the universally established association between
the excessive consumption of sugar and salt with the development of
chronic diseases, the Integrated Strategy for the Promotion of Healthy
Eating (EIPAS) was approved in Portugal, based on the promotion of a
healthy eating pattern that, among other objectives, aims at a progres-
sive reduction in the daily intake of sugar and salt by the general popu-
lation. The National Institute of Health Dr Ricardo Jorge with a mission
to contribute to the gains in public health, through its Department of
Food and Nutrition, it monitors data related to foodstuffs present in the
Portuguese market, namely those related to nutritional composition.
The data used in this work was collected during the year 2019 in the
hypermarket online stores present in Portugal, and refer to the ener-
gy and the sugar and salt content of biscuits and breakfast cereals.
The median values found for biscuits were 470 kcal/100 g for energy,
25.0 g/100 g for sugar and 0.7g/100 g for salt. For breakfast cereals
the medians were 391 kcal/100g for energy, 21.0 g/100 g for sugar and
0.5 9/100 g for salt. Comparing the values obtained with the values recom-
mended in EIPAS, 98.3% of the biscuits and 89.2% of the breakfast cereals
were labeled with higher than desirable levels of salt and/or sugar.
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_Introdugéo

Os resultados obtidos pelo Inquérito Alimentar Nacional e
de Atividade Fisica, 2015-2016 (IAN-AF) reportam um consu-
mo médio nacional de agucares simples de 84 g/dia. Destes,
35g/dia correspondem a acucares livres. Cerca de 2,5
milhdes de portugueses (24%) consomem acgucares livres
acima do limite recomendado pela Organizacdo Mundial de
Saude (OMS) (10% do aporte energético), sendo esta preva-
Iéncia superior nos adolescentes (48,7%) e nas criangas
(40,7%) (1),

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

Quanto ao excesso de peso, o IAN-AF indica que cerca de
5,9 milhdes de portugueses (quase 6 em cada 10) tém exces-
s0 de peso (pré-obesidade e obesidade).

Para a promogao da saude, a OMS reforca que adultos que
pratiguem uma dieta rica em frutos e cereais e pobre em gor-
duras, acucar e sal apresentam menor risco de desenvolver
uma ou mais doencas cardiovasculares e certos tipos de
cancro (2),

Assim, no contexto portugués, a Estratégia Integrada para a
Alimentacao Saudavel (EIPAS), em vigor desde 30 de dezem-
bro de 2017, incentiva a reformulacdo dos géneros alimen-
ticios presentes no mercado nacional, com o objetivo de
reduzir o consumo de alguns componentes alimentares,
nomeadamente acucar e sal. Esta Estratégia estabelece teo-
res maximos de aclcar de 5 g/100 g para alimentos sélidos
e teores maximos de sal de 0,2 g/100 g para sopas e pratos
principais e de 0,3 g/100 g para os restantes alimentos (3.
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O Instituto Nacional de Saude Doutor Ricardo Jorge tendo
como missdo contribuir para os ganhos em salde publica,
através do seu Departamento de Alimentacao e Nutricao, mo-
nitoriza dados relativos aos géneros alimenticios presentes no
mercado portugués, nomeadamente os referentes a composi-
¢ao nutricional, contribuindo para, com o conhecimento da
realidade nacional, apoiar as autoridades de saude na defini-
céo e avaliagdo das medidas de saude publica relacionadas
com a alimentagao.

_Objetivo

Monitorizar a energia e 0s teores de agucar e sal nas catego-
rias de alimentos cereais de pequeno-almoco e bolachas dis-
poniveis no mercado portugués. Procedeu-se a comparagéo
dos teores de sal e agucar obtidos na monitoriza¢ao dos pro-
dutos com as metas preconizadas para 2020, pela Estratégia
Integrada para a Alimentacao Saudavel.

_Material e métodos

Procedeu-se a recolha dos teores de acucar, de sal e o valor
energético dos produtos correspondentes as categorias ali-
mentares cereais de pequeno-almoco e bolachas. Esta reco-
lha de dados foi efetuada através da consulta da informacéo
constante dos rotulos disponibilizados por duas cadeias de
supermercados a operar no mercado portugués nas respe-
tivas lojas online. A recolha de dados ocorreu durante o ano

de 2019.

Os valores obtidos foram comparados com as recomenda-
cOes apresentadas na EIPAS, de teor de acucar de 5 g/100 g
e de teor de sal de 0,3 g/100 g.

Para avaliar a relacdo entre os teores de sal e aglcar em
bolachas foram excluidos os dois valores mais elevados de
teor de sal (>3,0 g/100 g), por se considerarem outliers.

_Resultados e discussao

Recolheram-se os dados de composicao relativos a energia,
teor de acucar e de sal de 702 bolachas e de 193 cereais
de pequeno-almoco. Destes s6 foram considerados 0s que
apresentavam, na informagao nutricional online, valores para
0s trés parametros indicados.
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Bolachas

O numero total de bolachas consideradas para este trabalho
foi 594 das 702 inicialmente identificadas, correspondendo
a 15,4% de produtos que nao apresentam a informacao nutri-
cional completa para os parametros considerados: energia,
acucar e sal.

Foram determinados os par@metros estatisticos média, me-
diana, maximo e minimo dos teores de energia, aglcar e
sal, em bolachas, para o conjunto das 594 amostras consi-
deradas (tabela 1).

Tabela 1: L1 Média, mediana, maximo e minimo dos teores
de energia, agucar e sal, em bolachas (n=594).
Energia Aclcar Sal
(kcal/100 g) (97100 q) (97100 g)
Média 465 22,9 0,9
Mediana 470 25,0 0,7
Maximo 848 66,0 11,0
Minimo 91 0,0 0,0

Relativamente ao teor de acgucar (grafico 1), tendo-se obser-
vado uma mediana de 25,0 g/100 g, superior ao objetivo pro-
posto na EIPAS de 5 g de aglcar/100 g.

No que respeita ao teor de sal (grafico 2), tendo-se obtido
amediana de 0,7 g/100 g, também superior ao objetivo pro-
posto na EIPAS de 0,3 g de sal/100 g.

Foi também avaliado o valor energético (energia), em que se
verifica uma mediana de 470 kcal/100 g. No entanto, a EIPAS
nao define um limite maximo para a energia.

Da totalidade dos produtos considerados, na categoria bola-
chas, 113 (19,0%) cumprem a recomendacado da EIPAS de
teor maximo de acucar de 5 g/100 g, 77 (13,0%) cumprem
a recomendacgao teor maximo de sal de 0,3 g/100 g. No
entanto, apenas 10 (1,7%) cumprem simultaneamente ambos
0s teores maximos (acucar e sal) preconizados pela EIPAS.

No gréafico 3 estdo representados os teores de sal e agucar
para cada amostra de bolachas.
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Grafico 1: L Teor de aclcar em bolachas.
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Grafico 3: [ Relacao entre o teor de aglicar e o teor de sal
em bolachas.
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Aparentemente existe uma relacdo inversa (n@o linear,
r2 = 0,2288) entre o teor de sal e o de agucar. No grafico 3
encontra-se a representacéo gréafica desta relagao.

Cereais de pequeno-almogo

O numero total de cereais de pequeno-almoco considerados
para este trabalho foi de 167 das 193 amostras inicialmente
identificadas, correspondendo a 13,5% de produtos que néo
apresentam a informagao nutricional completa para os paréa-
metros considerados: energia, agucar e sal.

Foram determinados os parametros estatisticos média, me-
diana, maximo e minimo dos teores de energia, acucar e sal,
em cereais de pequeno-almogo, para o conjunto das 167
amostras consideradas (tabela 2).

Tabela 2: [1 Média, mediana, maximo e minimo dos teores
de energia, agucar e sal, em cereais de pequeno-
-almogo (n=167).

Energia Acucar Sal

(kcal/100 g) (9/100 g) (9/100 q)
Média 395 19,7 0,6
Mediana 391 21,0 0,5
Maximo 504 48,0 3,0
Minimo 114 0,7 0,0

Relativamente ao teor de aglcar (grafico 4), com a mediana
de 21,0 g/100 g, bastante superior ao objetivo proposto na
EIPAS de 5 g /100 g.

No que respeita ao teor de sal (grafico 5), com a mediana de
0,5 g/100 g, também superior ao objetivo proposto na EIPAS
de 0,3 g de acucar/100 g.

Foi também avaliado o valor energético (energia), em que se
verifica uma mediana de 391 Kcal/100 g. No entanto, a EIPAS
ndo define um limite maximo para a energia.

Da totalidade dos produtos considerados, na categoria cere-
ais de pequeno-almogo, 25 (15,0%) cumprem a recomenda-
cdo da EIPAS do teor maximo de agucar de 5 g/100 g, 63
(87,7%) cumprem a recomendagao do teor maximo de sal de
0,3 g/100 g. No entanto, apenas 18 (10,8%) cumprem ambos
os teores maximos (acUcar e sal) preconizados pela EIPAS.
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Procurou-se ainda verificar a eventual existéncia de relacédo
entre os teores de sal e de aglcar bem como a relagao entre
o valor energético e os teores de sal e de agucar, mas ao con-
trario do que sucedeu com as bolachas, nao parece haver
uma relagao (ajuste linear, r2 =0,0198).

_Conclusdes

As bolachas disponiveis no mercado eletronico das grandes
superficies em Portugal no ano de 2019 tinham um teor de
acucar (mediana 25,0 g/100 g) ligeiramente superior ao dos
cereais de pequeno-almogo (mediana 21,0 g/100 g), e bas-
tante superior ao preconizado na EIPAS (5 g/100 g). No que
respeita ao teor de sal, era também mais elevado nas bola-
chas, com uma mediana de 0,7 g/100 g face a 0,5 g/100 g
nos cereais de pequeno-almogco, ambos superiores ao valor
referido na EIPAS (0,3 g/100 g). O valor energético das bola-
chas era superior ao dos cereais de pequeno-almogo, com
medianas de 470 e 391 kcal/100 g, respetivamente. Também
a analise dos valores maximos encontrados reforca a indica-
¢cdo obtida da analise das medianas, apresentando-se as
bolachas com teores maximos mais altos do que 0s cereais
de pequeno-almogo para todos os par@metros considerados.

O facto de 10,8% dos cereais de pequeno-almoco e 1,7% das
bolachas apresentarem teores de aglcar e sal, simultanea-

Grafico 5: L Teor de sal em cereais de pequeno-almogo.
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mente, inferiores ou iguais aos valores referidos na EIPAS,
demonstra que é possivel atingir as metas propostas, pelo
menos para algumas subcategorias destes produtos e que é
desejavel uma reformulacdo progressiva pela industria, tendo
em consideragao o elevado consumo destes alimentos.

Através da recolha dos dados de rotulagem nas lojas online
verificou-se que 15% da totalidade dos produtos seleciona-
dos ndo apresentavam pelo menos uma das informacdes
necessarias para a realizagao deste trabalho (energia, teor de
acUcar e teor de sal), obrigatérias ao abrigo do Regulamento
(UE) n° 1169/2011, do Parlamento Europeu e do Conselho,
de 25 de outubro de 2011. Esta taxa de incumprimento sera
potencialmente superior para estes produtos comercializados
online, se se considerarem todos 0s restantes elementos
obrigatérios de rotulagem.
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_Resumo

A exposigao a contaminantes quimicos nos primeiros 1000 dias de vida
tem sido associada a alteracdes de saude, constituindo um dominio
emergente de pesquisa fundamental para o conhecimento do exposoma
humano. As micotoxinas produzidas por fungos integram a lista de conta-
minantes quimicos téxicos presentes nos alimentos e tém efeitos carcino-
génicos, nefrotoxicos, hepatotdxicos e imunossupressores. A mucosa
intestinal é a primeira barreira bioldgica encontrada pelos alimentos con-
taminados por micotoxinas apds a ingestao, sendo pouco conhecidos 0s
potenciais efeitos decorrentes de uma exposicdo humana precoce a estes
contaminantes. Estudos recentes obtidos no ambito do projeto MYCOMIX
evidenciaram que as criangas portuguesas até aos 3 anos estao expostas
a multiplas micotoxinas através do consumo de alimentos a base de
cereais, 0 que constitui um risco potencial para a sua saude. Este estudo
revelou a ocorréncia de ocratoxina A, zearalenona e deoxinivalenol em,
respetivamente, 65%, 48% e 44% das amostras analisadas, confirmando
a exposicdo das criangas a varias micotoxinas através da alimentagéo.
Em virtude da toxicidade associada a estes contaminantes e a particular
vulnerabilidade deste grupo populacional, estes resultados abrem novas
perspetivas de investigacao e reforcam a necessidade de avaliar a exposi-
¢ao precoce das criangas a micotoxinas e o seu potencial impacto na
salde, o que constitui o principal objetivo do projeto earlyMYCO.

_Abstract

Exposure to hazardous chemicals during the first 1000 days of life
has been linked to an increased risk of a number of health disorders.
Early-life exposure to chemicals is an emerging research field that
needs to be explored to contribute to the understanding of human
exposome. Mycotoxins are food chemical contaminants, well known for
their carcinogenic, nephrotoxic, hepatotoxic and immunosuppressive
effects. Intestinal mucosa is the first biological barrier encountered
by ingested mycotoxins and potential consequences of an early-life
exposure to these compounds is poorly documented. Recent studies
obtained under the MYCOMIX project showed that Portuguese children
up to 3 years old are exposed to multiple mycotoxins through consump-
tion of cereal-based foods, which constitutes a potential health threat.
This study revealed the occurrence of ochratoxin A, zearalenone and

5) Centro de Neurociéncias e Biologia Celular, Universidade de Coimbra, Coimbra, Portugal.
6) Centro de Investigagdo em Saude Publica. Escola Nacional de Saude Publica, Universidade NOVA de Lisboa, Lisboa, Portugal

deoxynivalenol in, respectively, 65%, 48% and 44% of the analyzed
samples, confirming children exposure to several mycotoxins through
food. Given the toxicity of these compounds and that children are a
particularly vulnerable group, there is an urgent need to assess the
impact of early-life exposure to mycotoxins and their potential impact
on human health, which is the main goal of earlyMYCO project.

_Introdugéo

A exposicao a contaminantes nos primeiros 1000 dias de
vida tem sido associada a alteracdes de salde, constituindo
um dominio emergente de pesquisa (). Os primeiros 1000
dias de vida, que incluem os primeiros trés anos de vida,
desde o momento da concecdo até aos dois anos de idade,
constituem um periodo determinante durante o qual ocorrem
processos cruciais de desenvolvimento e crescimento da
crianga. O que acontece durante este periodo é fundamen-
tal para a salde do lactente e crianga, mas também a longo
prazo para a saude do futuro adulto, afetando o seu desen-
volvimento imunitario, metabolico e a sua microbiota resi-
dente. Os avancos na investigacdo tém demonstrado que a
exposicao a determinados compostos durante a vida pré-na-
tal ou pds-natal podera estar associada ao desenvolvimento
de doencas que incluem asma, leucemia, obesidade, doen-
cas cardiovasculares, entre outras (2). E, pois, urgente ava-
liar 0 impacto da exposigao precoce a contaminantes, como
as micotoxinas, na salude humana.

As micotoxinas sao toxinas naturais produzidas por fungos,
resistentes ao processamento industrial e culinario e podem



ter consequéncias para a saude humana, estando associa-
das a efeitos carcinogénicos, nefrotéxicos, hepatotdxicos,
estrogénicos e imunotoéxicos (3:4). Uma das principais vias de
exposicdo a estes contaminantes é a alimentagao pelo que
se torna importante avaliar 0 seu impacto no trato gastroin-
testinal (TGI) (5). O intestino constitui 0 maior compartimento
do sistema imunitario representando 70% das defesas imu-
nolégicas do organismo e € a primeira barreira de defesa do
individuo encontrada pelos contaminantes presentes nos ali-
mentos ingeridos, tais como as micotoxinas (). Devido & sua
prevaléncia em produtos alimentares, as micotoxinas podem
afetar a homeostase intestinal, efeito muitas vezes negligen-
ciado, podendo determinar os estados de satde e doenca (7).

_Objetivos

Neste estudo pretendeu-se quantificar os teores de 13 mico-
toxinas em 52 amostras de alimentos a base de cereais, des-
tinados ao consumo para criancas, analisadas no ambito
do projeto MYCOMIX e apresentar os objetivos do projeto
earlyMYCQ, a fim de contribuir para avaliar os niveis de ex-
posicao de criancas a micotoxinas, durante o seu desenvol-
vimento e numa fase precoce da vida.

_Materiais e métodos

Para o estudo da ocorréncia de micotoxinas em alimentos
infantis, foram adquiridos entre 2014 e 2015, em supermer-
cados da Area Metropolitana de Lisboa, 52 cereais e produ-
tos derivados, comercializados principalmente para criangas:
26 cereais pequeno-almoco, 20 cereais infantis e seis bola-
chas. Posteriormente, procedeu-se a determinacdo anali-
tica de 13 micotoxinas nestes produtos, nomeadamente,
aflatoxinas (AFB4, AFB,, AFG4, AFG,, AFMy), ocratoxina A
(OTA), fumonisinas (FBy, FBj), tricotecenos (DON, nivale-
nol-NIV; toxina T-2 e toxina HT-2) e zearalenona (ZEN). A
determinacdo analitica foi efetuada por diferentes técnicas
cromatograficas: as aflatoxinas e a OTA foram determina-
das por cromatografia liquida de alta eficiéncia com detegao
por fluorescéncia (HPLC-FLD), os tricotecenos por croma-
tografia gasosa com detec@o por espectrometria de massa
(GC-MS), e as fumonisinas e zearalenona por cromatogra-
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fia liquida com detecdo por espectrometria de massa (LC-
-MS/MS), conforme descrito em Martins e colaboradores (8).

_Resultados e discussédo

A tabela 1 refere a percentagem de amostras positi-
vas (teores superiores ao limite de detecdo) e valores
médios (ug/kg) para cada toxina nas categorias de cereais
pequeno-almoco, cereais infantis e bolachas. Foram identifi-
cadas todas as toxinas analisadas com excecédo da AFG, e
das toxinas T-2 e HT-2. Quarenta e nove das 52 amostras
(94%) apresentaram pelo menos uma das toxinas analisadas.
O presente estudo revelou a ocorréncia de OTA, ZEN e DON,
respetivamente, em 65%, 48% e 44% das amostras analisa-
das, com teores médios méaximos de 95,9 ug/kg para a DON,
sendo a totalidade dos valores encontrados inferiores aos
legislados (quando existentes). Estes resultados confirmam
a presenca de micotoxinas nos produtos alimentares vendi-
dos na Area Metropolitana de Lisboa, no periodo de tempo
reportado, sugerindo uma exposicdo das criangas estudadas
a varias micotoxinas, através do consumo dos alimentos a
base de cereais analisados. As micotoxinas detetadas inclui-
ram AFTs (sobretudo AFB4), OTA e FMs, DON, ZEN e NIV,
considerados, respetivamente, como cancerigenos (grupo 1),
possiveis cancerigenos (grupo 2B), e sem evidéncia de car-
cinogenicidade para humanos (grupo 3), conforme classifi-
cagao da Agéncia Internacional de Investigacdo em Cancro
(IARC, na sigla em inglés) (9),

Os resultados obtidos no &mbito do projeto MYCOMIX -
Estudo exploratério dos efeitos toxicos de misturas de mico-
toxinas em alimentos para criancas e potencial impacto na
salde (https://www.youtube.com/watch?v=CsKaz3mt2J4), e
apresentados nesta tabela, revelaram que as criancas por-
tuguesas até aos 3 anos de idade estdo expostas a multi-
plas micotoxinas através do consumo de alimentos a base
de cereais (12), 0 que constitui um risco potencial para a sua
salde. Os resultados de avaliacdo da exposigao e a caracte-
rizacao do risco indicaram que, embora os teores de micoto-
xinas detetados nos alimentos analisados fossem inferiores
aos legislados, a presenca de algumas micotoxinas, nomea-
damente de aflatoxinas (sobretudo a aflatoxina By, um dos
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Tabela 1: [1 Ocorréncia de micotoxinas em alimentos para criangas a base de cereais, comercializados na Area Metropolitana de
Lisboa e analisados no @mbito do projeto MYCOMIX.
Cereais e Cereais pequeno-almogo Cereais infantis Bolachas N° total de
derivados (n=26) (n=20) (n=6) amostras (n=52)
Amostras Média Maximo Teor Amostras Média Maximo Teor Amostras Média Maximo Teor Amostras
Micotoxinas positivas (ug/kg) (bg/ka) mz’{xinjo positivas (Hg/kg) (ug/kg) mégirr?o positivas (ug/kg) (ug/kg) mé.xm}o positivas
(%) admissivel (%) admissivel (%) admissivel (%)
(Hg/kg) (10) (Hg/kg) (10) (Hg/kg) (1)
AFB 19 (73%) 0,036 0,130 2,0 0 ND ND 0,10 0 ND ND 2,0 19 (37%)
AFB, 12 (46%) 0,007 0,011 = 1(5%) NA 0,002 = 0 ND ND = 13 (25%)
AFG, 1 (4%) NA 0,017 = 2 (10%) 0,014 0,016 = 0 ND ND = 3 (6%)
AFG, 0 ND ND = 0 ND ND = 0 ND ND = 0
AFM, 3 (12%) 0,017 0,024 = 8 (40%) 0,068 0,190 = 0 ND ND = 11(21%)
AFTs 19 (73%) NA NA = 9 (45%) NA NA = 0 NA NA = 28 (54%)
OTA 18 (69%) 0,047 0,100 3,0 10 (50%) = 0,061(11) | 0,263 (11) 0,50 6 (100%) 0,086 0,134 3,0 34 (65%)
FB, 15 (58%) = 22,00 67,00 = 7 (35%) 0,44 0,86 = 0 ND ND = 22 (42%)
FB, 10 (39%) 5,10 14,00 - 0 ND ND - 0 ND ND - 10 (19%)
FMs 15 (58%) NA NA 200 7 (35%) NA NA = 0 NA NA = 22 (42%)
ZEN 19 (73%) 1,20 5,61 50 6 (30%) 0,48 0,98 20 0 ND ND 50 25 (48%)
DON 16 (62%) 95,9 207,8 500 4 (20%) 41,8 71,0 200 3 (50%) 43,8 73,3 500 23 (44%)
NIV 1 (4%) NA 27,1 = 0 ND ND = 0 ND ND = 1 (2%)
T-2 0 ND ND = 0 ND ND = 0 ND ND = 0
HT-2 0 ND ND - 0 ND ND - 0 ND ND - 0

ND, néo detetado; NA, néo aplicavel, AFM,, aflatoxina My; AFB,, aflatoxina By; AFB,, aflatoxina B,; AFGy, aflatoxina G{; AFG,, aflatoxina G,; AFTs, aflatoxinas;

OTA, ocratoxina A; FBy, fumonisina By; FB,, fumonisina B,; FMs, fumonisinas; DON, deoxinivalenol; NIV, nivalenol; T-2, toxina T-2; HT-2, toxina HT-2; ZEN, zearalenona.

mais potentes hepatotdxicos conhecidos), poderiam estar
associadas a um risco significativo para a saude das crian-
cas (12,13),

Verificou-se ainda que os valores mais elevados de ingestao
diaria eram atribuidos a micotoxina desoxinivalenol (DON),
que se sabe ter efeitos imunolégicos e gastrointestinais, o
que reforca a necessidade de avaliar o impacto das micoto-
xinas no TGI, em particular em populagdes vulneraveis como
as criancas.

A toxicidade das micotoxinas detetadas nos produtos alimen-
tares, associada ao facto de as criancas constituirem uma
faixa particularmente vulneravel da populagdo, conduziu a
necessidade urgente de desenvolver um novo projeto que
visasse avaliar o impacto na saude da exposicao precoce das
criangas a estes contaminantes quimicos. Neste sentido, esta
em curso o projeto earlyMYCO - Exposicao precoce a mico-
toxinas e potencial impacto na salde. Segundo a hipotese
colocada no projeto, a exposicao a micotoxinas tem impacto
no desenvolvimento do sistema imunitario intestinal do feto e
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do lactente, na defesa intestinal contra agentes patogénicos
e no estabelecimento da microbiota intestinal. Assim, este
projeto ird integrar a avaliagdo da exposicdo a micotoxinas
de pares mae-filho(s) através da biomonitorizagao, avaliagao
do impacto de micotoxinas no sistema imunitario intestinal e
microbiota intestinal através de ensaios toxicoldgicos in vivo
(em murganhos/ratinhos), e caracterizacdo do risco e impacto
na saude associados a exposicdo a estes contaminantes,
reunindo dados toxicolégicos de exposicdo e in vivo. Estes
tépicos constituirao os trés principais pilares deste projeto,
conforme ilustrado no quadro conceptual (figura 1).

Por forma a avaliar esta hipotese, o projeto earlyMYCO pre-
tende responder a varias questdes: i) estarao as gravidas e
lactentes até aos 6 meses de idade expostos a micotoxinas?
ii) Esta exposicao representa um risco para a sua saude?
iii) A exposicao precoce a micotoxinas produz alteracées no
desenvolvimento do sistema imunitario gastrointestinal? e
iv) Qual é a carga de doenca (burden of disease) atribuida a
esta exposicdo? Para responder a estas questdes, serdo de-
senvolvidas atividades em cinco dominios: i) recrutamento de
gravidas e lactentes, colheita de alimentos e amostras biolé-
gicas; ii) avaliagcdo da exposi¢ao a micotoxinas na populagao
recrutada; iii) ensaios experimentais in vivo para avaliar 0s

efeitos da exposigao precoce a micotoxinas no sistema imu-
nitario gastrointestinal; iv) abordagem metagenomica para
avaliar os efeitos da exposicao precoce a micotoxinas na mi-
crobiota intestinal; e v) integracao final dos dados epidemio-
l6gicos e experimentais para caracterizar o risco e impacto
na saude associado a exposicao precoce a micotoxinas.

_Conclusdes

Os resultados obtidos no &mbito do projeto MYCOMIX confir-
maram a exposicdo das criancas portuguesas a varias mico-
toxinas, como AFTs (sobretudo AFBy), OTA e FMs, DON, ZEN
e NIV, compostos classificados pela IARC relativamente a
sua atividade carcinogénica em humanos. Face a toxicidade
associada a estas micotoxinas, investigacao futura devera
permitir confirmar o cenario obtido neste projeto. Adicional-
mente, o projeto MYCOMIX identificou a DON como a micoto-
xina com valores mais elevados de ingestéo diaria através do
consumo de produtos a base de cereais. Dada a associagao
habitualmente identificada entre a exposi¢ao a esta micoto-
xina e 0s efeitos para a saude, estes resultados sugerem uma
possivel ocorréncia de alteracdes ao nivel do sistema imuni-
tario e gastrointestinal nos individuos expostos. As criangas
constituem uma populagéo particularmente vulneravel, pelo

Figura 1: [ Descricdo conceptual do Projeto earlyMYCO.
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que a sua protegao devera constituir uma prioridade relati-
vamente a implementacdo de medidas de protecao da salde
publica. Os resultados obtidos abrem assim novas perspe-
tivas para a investigacdo da exposicdo humana a micotoxi-
nas e o0 seu impacto na satde num periodo precoce da vida,
objetivo do presente projeto earlyMYCO.
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_Resumo

Os estudos populacionais de associagdo genotipo-fenotipo com base
em genes candidatos (Candidate gene Association Studies - CGAS)
conhecem um recente incremento resultante das abordagens baseadas
na sequenciagdo de nova geracdo. Este artigo resume os principios
gerais do método CGAS que tem vindo a contribuir para a identificagéo
de variantes genéticas causais e para a nossa compreensao da arquite-
tura genética das doengas humanas.

_Abstract

Population based genotype-phenotype association studies using the
candidate gene approach (Candidate Gene Association Studies - CGAS)
have seen a recent increase resulting from the use of next generation
sequencing methodologies. This article summarizes the general princi-
ples of CGAS, that have contributed to the identification of causal
genetic variants and to our understanding of the genetic architecture of
human diseases.

_Introducéo

Os estudos populacionais de associacao gendtipo-fenétipo
com base em genes candidatos (Candidate gene Associa-
tion Studies — CGAS), tais como os estudos de associacao
do genoma completo (Whole genome Association Studies -
WGAS), integram o ambito da epidemiologia genética, uma
vaste area de interface cientifica nas Ciéncias da Saude.
Estes estudos tém vindo a contribuir significativamente para
a identificacdo de variantes genéticas causais e para o au-
mento da nossa compreensao da arquitetura genética das
doengas humanas.

Vérios fatores contribuem para o recente incremento da utili-
zacdo do CGAS em estudos populacionais, sendo que um
dos maiores incentivos resulta das abordagens baseadas na

sequenciacao de nova geragao (Next generation sequencing
- NGS), que se tém revelado eficazes na determinagao das
sequéncias de ADN dos genes (regides codificantes, regides
flanqueadoras, locais de splicing e locais regulatérios) e de
regides nao codificantes. Este avanco tecnoldgico foi deter-
minante para a genética humana na encruzilhada da investi-
gacao em genética clinica com as abordagens baseadas em
estudos populacionais.

_Objetivo

Este artigo resume os principios gerais do método CGAS
aplicado a estudos populacionais como um incentivo para
esta abordagem no contexto favoravel atual.

_Método CGAS
CGAS versus WGAS

Estudos de associacdo genoétipo-fendtipo recorrem tipica-
mente a métodos de CGAS ou WGAS. Ambas as abordagens
resultaram em importantes contributos para o conjunto
de modificadores genéticos hoje conhecidos em medicina
humana. Considerando que WGAS é uma estratégia de
associacéao livre de hipdteses a priori e ndo direcionada para
a totalidade do genoma, a abordagem CGAS do gene candi-
dato é racional na medida em que o(s) gene(s) e a(s) varian-
te(s) sao selecionados com base numa hipdtese a priori
sobre a sua implicagéo causal na doenga (7). Estes estudos
envolvem a genotipagem destes genes candidatos em gru-
pos de individuos com fenétipos cuidadosamente definidos,
e a analise funcional subsequente de variantes identificadas
como estando em associagao.



Etapas na realizacédo de CGAS

Existem varias etapas criticas para os CGAS (figura 1). Estas
incluem a elaboragdo do protocolo cientifico, o projeto de
estudo, a definicdo de fendtipo, a selegao dos genes candida-
tos, a selecdo de variantes candidatas, a analise de haplétipos
e de desequilibrio de ligacéo (linkage desiquilibrium - LD),
a estimativa do tamanho de amostra, a significancia estatis-
tica e valor-p, o controle de qualidade dos dados de genoti-
pagem, a analise exploratéria dos dados (AED), os testes de
associagao estatistica e a subsequente andlise funcional.
Estas etapas sdo seguidamente detalhadas:

= (O protocolo cientifico

O protocolo cientifico, estabelecido antes da realizagcdo dos
testes de associacéo, deve especificar a pergunta cientifica
e 0s objetivos, o desenho do estudo, a hipbtese a priori e
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a selegao dos genes candidatos e/ou variantes. Deve ainda
incluir os testes estatisticos que seréo utilizados na analise
de associacao, a estimativa do tamanho da amostra e a ana-
lise do seu poder estatistico.

= Desenho do estudo

Quer a abordagem seja a de um estudo de caso-controlo ou
de coorte, individuos afetados sdo comparados a individuos
nao afetados. Os estudos de caso-controlo s&o retrospetivos,
sendo menos caros e de duragao mais curta do que os estu-
dos de coorte. Por sua vez, estes Ultimos sdo geralmente
prospetivos e de longa duragao. A implicagao de variantes
genéticas na doenca requer que 0 alelo de risco seja mais
frequente, do que seria de esperar apenas pelo acaso, no
grupo de individuos afetados em compara¢do com 0 grupo
de individuos nao afetados (figura 2).

a logica do estudo, incluindo a definigdo do(s) fendtipo(s) e

Figura 1: [ Etapas dos estudos populacionais de associacdo genétipo-fenétipo com base em genes candidatos.

Projeto de estudo

—> (Caso-controlo/coorte Qual é a variante causal?

Definicao de fenétipo
—> Enriquecer o alelo de risco no grupo dos casos

Selecdo dos genes e variantes candidatos
—> Revisao da literatura

Ferramentas bioinformaticas

Andlise de haplotipos e de desequilibrio de linkage
—> Utilizacdo de SNPs “marcadores” (tag SNPs)

Estimativa do tamanho de amostra e do valor-p
Genotipagem

Controle de qualidade dos dados de genotipagem
—> Verificacao dos pressupostos de Hardy-Weinberg

Andlise exploratéria dos dados
—> Identificar tendéncias e possiveis deficiéncias

Testes estatisticos
—> 0 alelo de risco é mais frequente do que seria de esperar no grupo dos casos?
Resultados incluindo a medida do efeito e o intervalo de confianca

Qual é a funcao?

Andlise funcional
> Validacao da hipotese causal
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Figura 2: Implicacdo de variantes genéticas na doenca
- alelo de risco é mais frequente no grupo de
individuos afetados (casos) do que no grupo de
individuos nao afetados (controlos).

Caso0s Controlos
o e o e 6 6 0 o
® O [ ) ® 0 o o
® O [ ) ® 0 o
o ® o o ® 0 o
o O o ® O o O

® Alelo/Gendtipo comum

Alelo/Genétipo de risco

= Definicdo de fendtipo

O objetivo dos CGAS ¢é detetar a base molecular de uma
doenca ou ainda das suas demais caracteristicas biolégicas
podendo ser traduzidas em termos fenotipicos, como recen-
temente exemplificamos (12). A selecdo do fenétipo é uma
etapa decisiva porque diferentes definigdes de fendtipo
podem levar a resultados diferentes (11). Da mesma forma,
para garantir o sucesso de um estudo poderéa nao ser sufi-
ciente garantir apenas um tamanho de amostra adequado
para os testes a realizar. Serd também necessario todo o
cuidado para reduzir a heterogeneidade nas amostras, resul-
tante, por exemplo, da origem geografica da populacéo, de
fatores ambientais e de diferencas entre grupos de doentes,
e das opcoes de tratamento entre hospitais e servigos hospi-
talares. Os controlos (grupo de individuos nao afetados) séao
selecionados de forma a serem o mais parecidos possivel
com 0s casos (grupo de individuos afetados), relativamente a
todos os atributos relevantes, exceto no caso de nao serem
afetados ou serem afetados mas de forma diferente. Limitar
a definigdo da doenga a um subfendtipo com base em carac-
teristicas clinicas particulares também pode ser Util para
reduzir a heterogeneidade. Tém sido utilizadas com sucesso
varias solugdes para enriquecer o alelo de risco no grupo
dos casos em estudo, incluindo a sele¢do de formas mais
graves da doenca, i.e., "fenotipos extremos", a selecao de
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formas "proximais" da funcao do gene (mais "bioldgicas"), ou
de formas relacionadas com o inicio precoce da doenga em
que se pode esperar uma maior penetrancia da variante (pro-
porcao de individuos portadores do gendtipo que também
expressam a caracteristica associada) (figura 2).

= Selecdo de genes candidatos

Tal como a definicdo do fenotipo, a selegao criteriosa de
genes candidatos é um dos maiores desafios na utilizacao
de CGAS. Como suporte nas estratégias de selecao, véarias
ferramentas de bioinformatica estdo disponiveis (8). Estas
incluem ferramentas para pesquisar informacdes disponiveis
na literatura e analisar as vias biolégicas participantes, para
a priorizagao dos genes, a analise funcional dos genes e das
suas variantes e para explorar correlagdes entre genotipos
e fendtipos. Aqui referimos o Online Mendelian Inheritance
in Man (OMIM) ® (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/omim), que
compila relacdes gendtipo - fendtipo conhecidas (2). Para
uma analise abrangente, que fornece informagdes gerais
sobre a estrutura do gene, a expressao, as variantes trans-
critas, as proteinas codificadas, os elementos reguladores,
0s polimorfismos de nucleotideo Unico (Single Nucleotide
Polymorphisms — SNPs) e a conservagao evolutiva, referimos
o Ensembl (http://www.ensembl.org) (5) e 0 UCSC Genome
Browser (http://genome.ucsc.edu/) (6).

= Selecdo de variantes genéticas candidatas

A selecdo de genes candidatos é frequentemente asso-
ciada a selegao de variantes genéticas candidatas. O 1000
Genomes Project (http://www.1000genomes.org/) (1) e a
sua atualizada montagem do genoma humano, GRCh38
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/genome/assembly/grc/)
¢ um recurso importante que fornece aos investigadores
frequéncias de alelos de SNPs num catalogo que abrange
variantes de vérias popula¢des humanas.

= Andlise de hapldtipos e desequilibrio de ligagéo (LD)
O genoma humano contém um numero importante de SNPs
com tendéncia para a co-segregacao, i.e., serem herdados
em conjunto, de modo que é conceptualmente possivel sele-
cionar um numero limitado de SNPs, ou SNPs “marcadores”
(tag SNPs), que, na sua totalidade, vao reter a grande parte
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da variabilidade genética do conjunto (4.9) Um haplotipo é
um conjunto de alelos em variantes genéticas, num Unico cro-
mossoma, que estdo suficientemente proximos para serem
herdados em conjunto. O desequilibrio de ligagao (linkage
disequilibrium - LD) refere o facto de alelos especificos das
variantes genéticas poderem co-ocorrer no mesmo haplétipo
numa frequéncia maior de que a esperada ao acaso (10),
Uma associagao genétipo-fenétipo pode ser direta, quando
0 locus tag representa a propria mutagao causal do fenotipo
de doenga em apreco, ou indireta, quando este esta proximo
e co-segrega com o locus da doenca. No caso de uma asso-
ciagao indireta, para que a associac¢do entre o alelo marcador
e 0 estado da doenga seja observada, os alelos da doenca e
do locus tag devem estar em LD.

= Fstimativa do tamanho da amostra

No teste estatistico, a analise de poder pode ser utilizada
para obter uma estimativa do tamanho minimo da amostra
necessario para detetar uma associacao, dado o nivel de
significancia desejado, o tamanho do efeito esperado e o
poder estatistico (i.e., a probabilidade de detetar um efeito,
se houver um efeito verdadeiro presente para detetar).

= Significancia estatistica e valor-p

O valor-p (p-value), ou a probabilidade calculada num teste
de hipotese, é a probabilidade de obter uma estatistica de
teste igual ou mais extrema que a estatistica observada,
assumindo a hipétese nula como verdadeira. O resultado do
teste é considerado estatisticamente significativo quando o
valor de p é inferior a um nivel predefinido de significancia,
ou probabilidade de um erro de tipo |, alfa (geralmente defi-
nido como 0,05).

= Controlo de qualidade dos dados de genotipagem

A qualidade dos dados da genotipagem é fundamental para o
sucesso de um CGAS. A qualidade do DNA ¢, claramente, um
fator importante para garantir a qualidade da genotipagem.
No entanto, como os atuais procedimentos de atribuigao de
SNP sdo automatizados, podem ser propensos a introdugao
de genotipos errbneos. Uma das principais adverténcias
sobre esta situacdo é a nao satisfagdo dos pressupostos
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de Hardy-Weinberg (Hardy-Weinberg equilibrium - HWE).
Assim, a verificacdo do HWE é frequentemente utilizada no
sentido de alertar para possiveis problemas na qualidade da
genotipagem.

= Andlise exploratdria dos dados

A analise exploratéria dos dados (AED) é uma etapa funda-
mental utilizada para identificar tendéncias nos dados, bem
como possiveis deficiéncias no conjunto de dados. A AED
inclui a avaliacdo da qualidade dos dados de genotipagem
e é Util na selegao de estratégias para aumentar a poténcia
do estudo, por exemplo, reduzindo o numero de testes a efe-
tuar. Pode assim ser evitado o problema dos testes multiplos
que ocorre quando muitos testes de hipdtese sao realizados
sobre a mesma amostra, 0 que pode levar a um aumento de
resultados falso positivos (11).

= Testes estatisticos

Os métodos estatisticos para testar uma possivel associacao
estdo rigorosamente descritos (11). Assim, a implicagéo de
variantes genéticas na doenca requer que o alelo de risco
seja mais frequente, do que aquilo que seria de esperar ape-
nas pelo acaso, no grupo de individuos afetados (casos) em
comparacao com o grupo de individuos néao afetados (con-
trolos). Inversamente, a frequéncia da variante devera ser
mais baixa no grupo controlo (individuos ndo afetados), bem
como na populacdo geral em que o estudo se realiza, assu-
mindo um valor consistente com o tipo de hereditariedade
proposto. Em regra, os resultados das andlises estatisticas
devem ser relatados com a medida do efeito correspondente
e o intervalo de confianca apropriado para a medida de efeito
subjacente.

= Meta-analise

A meta-analise é um elemento de uma revis@o sistematica,
embora nem todas as revisdes sistematicas incluam uma
meta-analise. A meta-analise é um método estatistico de anéa-
lise de uma grande colecdo de resultados de varios estudos
cientificos independentes. A meta-analise pode ser um recur-
S0, com boa relagao custo-beneficio, para integrar os resulta-
dos de varios estudos e aumentar o seu poder estatistico.
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= Andlise funcional

Quando o critério de significancia estatistica de uma asso-
ciacdo, nao é suficiente para implicar uma relacéo de causa-
lidade, serd necessario realizar uma compilacao abrangente
de evidéncias de fontes genéticas, bioinforméticas e experi-
mentais para a validacdo da hipétese causal (7).

_Conclusdo

A epidemiologia genética, por meio da selecdo de “novos”
genes e variantes candidatos, a analise funcional destes e
a analise das vias bioldgicas em que participam, tem vindo
a aumentar a nossa compreensao das doencas humanas.
A utilizagao generalizada dos estudos de associacdo genoti-
po-fendtipo, CGAS e WGAS, mudou o paradigma dos estudos
convencionais de agregacao familiar para os estudos popu-
lacionais. Houve, assim, uma evolucdo dos conceitos Men-
delianos, de base monogénica com total penetrancia e uma
relacdo causal clara, para a integracao de distdrbios comple-
X0Ss resultantes de componentes poligénicos ou monogénico
geneticamente heterogéneos mas fisiologicamente homogé-
neos, de baixa penetrancia (3). Espera-se que num futuro
proximo estes desenvolvimentos possam ainda contribuir
para novas intervencdes em saude, incluindo no diagnostico,
na previsdo do risco de doenca, na preven¢ao, na tomada de
decisdes terapéuticas, na avaliacdo da resposta terapéutica
e no progndstico, assim como no cumprimento das metas de
salde publica (iniciativa da OMS Human Genomics in Global
Health, https://www.who.int/genomics/about/en/).

Referéncias bibliograficas:

(1) 1000 Genomes Project Consortium; Abecasis GR, Auton A, Auton A, et al. Anin-
tegrated map of genetic variation from 1,092 human genomes. Nature. 2012;491
(7422):56-65. https://doi.org/10.1038/nature11632

(2) Amberger J, Bocchini C, Hamosh A. A new face and new challenges for Online
Mendelian Inheritance in Man (OMIM®). Hum Mutat. 2011;32(5):564-67.
https://doi.org/10.1002/humu.21466

(3) Casanova JL, Abel L. The human genetic determinism of life-threatening infectious
diseases: genetic heterogeneity and physiological homogeneity?. Hum Genet.
2020;139(6-7):681-94. https://doi.org/10.1007/s00439-020-02184-w

(4) Chapman JM, Cooper JD, Todd JA, et al. Detecting disease associations due to
linkage disequilibrium using haplotype tags: a class of tests and the determinants
of statistical power. Hum Hered. 2003;56(1-3):18-31.
https://doi.org/10.1159/000073729

21

Hubbard TJP, Aken BL, Ayling S, et al. Ensembl 2009. Nucleic Acids Nucleic Acids
Res. 2009;37(suppl 1):0690-D697. https://doi.org/10.1093/nar/gkn828

(6) Kuhn RM, Karolchik D, Zweig S, et al. The UCSC Genome Browser Database: upda-
te 2009. Nucleic Acids Res. 2009;37(supp! 1):D755-D761.
https://doi.org/10.1093/nar/gkn875

(7) MacArthur DG, Manolio TA, Dimmock DP, et al. Guidelines for investigating causality
of sequence variants in human disease. Nature. 2014;508(7497):469-476.
https://doi.org/10.1038/nature13127

(8) PatnalaR, Clements J, Batra J. Candidate gene association studies: a comprehen-
sive guide to useful in silico tools. BMC Genet. 2013;14:39.
https://doi.org/10.1186/1471-2156-14-39

(9) Stram DO. Tag SNP selection for association studies. Genet Epidemiol. 2004;27
(4):365-74. https://doi.org/10.1002/gepi.20028

(10) Wall JD, Pritchard JK. Haplotype blocks and linkage disequilibrium in the human

genome. Nat Rev Genet. 2003;4(8):587-597. https://doi.org/10.1038/nrg1123

Ziegler A, Konig IR, Pahlke F. A Statistical Approach to Genetic Epidemiology:

Concepts and Applications. 2nd ed. Weinheim : Wiley-VCH, 2010.

David S, Aguiar P, Antunes L, et al. Variants in the non-coding region of the TLR2

gene associated with infectious subphenotypes in pediatric sickle cell anemia.

Immunogenetics. 2018;70(1):37-51. https://doi.org/10.1007/s00251-017-1013-7

)

(11)

(12)



isttuto_Nacional de Saude

Doutor Ricardo Jorge

O

artigos breves_ n.5

Observagoes_ Boletim Epidemioldgico F‘! 2020
nimero

__ ¢ _Doencas genéticas e cromossomicas

T M

-
Iy
3

3

_Sindrome de quilomicronemia familiar em Portugal, agosto 2020
Familial chylomicronemia syndrome in Portugal, August 2020

Ana Catarina Alves "2, Silvia Sequeira®, Oana Moldovan*, Henedina Antunes®, Esmeralda Martins®, Rute Gongalves’,
Jodo Sequeira Duarte®, Antonio Guerra®'?, Miguel Salgado'', Aida Azevedo 2, Ana Gaspar '3, Isabel Palma'*, Quitéria Rato '°,

Mafalda Bourbon'?

mafalda.bourbon@insa.min-saude.pt

(1) Grupo de Investigacdo Cardiovascular. Unidade de Investigacdo e Desenvolvimento. Departamento de Promogdo da Saude e Doencas Crdnicas,

Instituto Nacional de Saude Doutor Ricardo Jorge, Lisboa, Portugal

(2) Biosystems & Integrative Sciences Institute. Faculty of Sciences, Universidade de Lisboa, Lisboa, Portugal

(3) Unidade de Doengas Metabdlicas. Hospital de Dona Estefania, Centro Hospitalar de Lisboa Central, Lisboa, Portugal

(4) Servico de Genética Médica. Departamento de Pediatria, Hospital de Santa Maria, Centro Hospitalar Lisboa Norte, Lisboa, Portugal
(5) Consulta de Gastrenterologia. Hepatologia e Nutricdo - Servico de Pediatria, Hospital de Braga, Braga, Portugal

(6) Unidade de Doengas Metabdlicas. Centro Materno Infantil do Norte, Centro Hospitalar Universitério do Porto, Porto, Portugal

(7) Servico de Pediatria, Hospital Dr. Nélio Mendonca, Funchal, Madeira, Portugal

(8) Servico Endocrinologia. Hospital Egas Moniz, Centro Hospitalar Lisboa Ocidental, Lisboa, Portugal

(9) Servico de Pediatria. Centro Hospitalar de Sdo Jodo, Porto, Portugal

(10) Centro de Investigacdo em Tecnologias e Servigos de Saude. Faculdade de Medicina, Universidade do Porto, Porto, Portugal

(11) Servigo de Pediatria. Hospital Senhora da Oliveira, Guimarées, Portugal

(12) Servico de Pediatria. Centro Hospital do Médio Ave, Vila Nova de Famalicéo, Portugal

(13) Servigo de Pediatria, Hospital de Santa Maria, Centro Hospitalar Lisboa Norte, Lisboa, Portugal
(14) Servigo de Endocrinologia. Hospital Santo Antdnio, Centro Hospitalar do Porto, Porto, Portugal
(15) Servico de Cardiologia. Hospital de Sdo Bernardo, Centro Hospitalar de Setubal, Setubal, Portugal

_Resumo

A sindrome de quilomicronemia familiar (FCS) é uma doenca rara, com
hereditariedade recessiva, envolvendo o metabolismo das lipoproteinas.
Carateriza-se por um aumento acentuado dos triglicéridos (TGs) e quilo-
micras no plasma. Os doentes apresentam plasma lipémico, pancreatite
recorrente, xantomas eruptivos, hepatoesplenomegalia e lipemia reti-
niana. O presente estudo tem como objetivo a caraterizagdo molecular
de individuos com quadro clinico de FCS. Até a data foram referenciados
a este estudo 26 individuos com diagnéstico clinico de FCS. O estudo
inclui uma analise biogquimica do perfil lipidico e uma analise molecular
dos 5 genes envolvidos. Foi possivel identificar uma possivel causa
genética para a doenga em 8/17 casos index que apresentam variantes
potencialmente patogénicas nos genes LPL, APOC2 e LMF1. Em 7 doen-
tes s6 foi identificada uma variante genética em heterozigotia no gene
LPL e APOA5, desconhecendo-se qual o seu impacto no metabolismo
da LPL. Dois doentes tém estudo genético negativo e 9 ainda se encon-
tram em estudo. Os doentes com FCS devem ser identificados o mais
precocemente possivel, a fim de minimizar ou prevenir os efeitos nefas-
tos desta condigao. Nas situagdes em que temos diagnoéstico molecular,
este permite um diagnéstico preciso e uma melhor gestdo das morbilida-
des, contribuindo para uma melhoria do prognostico.

_Abstract

Familial chylomicronemia syndrome (FCS) is a rare recessive disorder,
involving lipoprotein metabolism. It is characterized by a severe increase
in plasma triglycerides (TGs) and chylomicrons. Patients have lipemic
plasma, recurrent pancreatitis, eruptive xanthomas, hepatosplenomegaly
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and retinal lipemia. The aim of the present study is the molecular charac-
terization of individuals with a clinical diagnosis of FCS. To date, 26 indivi-
duals with a clinical diagnosis of FCS have been referred to this study. The
study includes a biochemical analysis of the lipid profile and a molecular
analysis of the 5 genes involved. A possible genetic cause for the disease
was identified in 8/17 index cases that present potentially pathogenic
variants in LPL, APOC2 and LMF1 genes. In 7 patients, only one genetic
variant in heterozygosity was identified in LPL and APOAS genes, and
its impact on LPL metabolism is unknown. Two patients have a negative
genetic study and 9 are still under study. FCS patients should be identified
as early as possible in order to minimize or prevent the harmful effects
of this condition. In situations where we have a molecular diagnosis, this
allows for a correct diagnosis and better management of morbidities, con-
tributing to an improvement in the prognosis.

_Introdugéo

A sindrome de quilomicronemia familiar (FCS) é uma doenca
rara, com hereditariedade recessiva, envolvendo o metabo-
lismo das lipoproteinas (1). Carateriza-se por um aumento
acentuado dos triglicéridos (TGs) e quilomicras no plasma.
Os doentes apresentam plasma lipémico, pancreatite recor-

rente, xantomas eruptivos, hepatoesplenomegalia e lipemia
retiniana (2). A pancreatite induzida por niveis muito eleva-
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dos de TGs esta associada a uma evolugao clinica grave
e a pior prognostico do que 0s com outras causas ) por
este motivo, é importante identificar-se a etiologia da hiper-
trigliceridemia, de modo a efetuar-se o diagndstico correto
0 mais precocemente possivel e a iniciar-se o tratamento
adequado.

A FCS é geralmente causada por mutacdes bialélicas no
gene LPL, que codifica a lipoproteina lipase, ou menos fre-
guentemente nos genes que codificam para a apolipopro-
teina C2 (APOC2), apolipoproteina A5 (APOA5), fator de
maturacao da lipase (LMFT) ou a proteina-1 de ligacao ao
HDL com ancora GPI (GPIHBP1), que codificam cofatores
da LPL ou para proteinas de interacao (2).

A prevaléncia da FCS é desconhecida, contudo a prevaléncia
da deficiéncia em LPL e APOC?2 foi estimada em 1:1 000 000
(http://www.orpha.net/).

_Objetivo

O presente estudo tem como objetivo a caraterizacao
molecular de individuos com quadro clinico de sindrome
de quilomicronemia familiar (FCS). Nesta publicacdo sdo
apresentados os casos de FCS ja estudados bem como os
que se encontram, até agosto de 2020, ainda em estudo
no Departamento de Promocéo da Saude e Prevencao de
Doencas néao Transmissiveis (DPS), do Instituto Nacional de
Saude Doutor Ricardo Jorge (INSA).

_Métodos

Critérios de inclusdo

Os critérios clinicos estabelecidos para incluséo no estudo
da FCS sao: i) triglicéridos acima de 800 mg/dL, ii) idade
inferior a 40 anos, iii) exclusdo de causas secundarias de
hipertrigliceridemia (como outros disturbios metabdlicos
ou consumo excessivo de alcool) e iv) a presenca de pelo
menos uma das seguintes situagdes:

a) Resisténcia a restricao lipidica na dieta associada a
terapia hipolipemiante;

b) Presencga de quilomicras e/ou VLDL no plasma;
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¢) Histéria clinica de pelo menos um episddio de pancre-
atite nos ultimos 10 anos;

d) Presenca de xantomas eruptivos e/ou lipemia retiniana
e/ou hepatoesplenomegalia.

No entanto, optamos por incluir também no estudo doentes
com idade inferior a 65 anos de idade, com valores de TGs
acima de 600 mg/dL, sem critérios de exclusdo devidos a
causas secundarias de hipertigliceridemia (referidas acima) e
que apresentassem resisténcia ao tratamento. Esta clausula
foi estabelecida para melhor caraterizar o perfil de doentes
portugueses com o diagnostico clinico de FCS.

Estudo bioquimico

No ambito deste estudo, o perfil lipidico de cada caso index,
incluindo marcadores da rotina da quimica clinica (colesterol
total (CT), colesterol LDL (LDL-C), colesterol HDL (HDL-C) e
TGs, ApoAl, ApoB e Lp(a)) e outros marcadores mais espe-
cificos (ApoA2, ApoC2, ApoC3, ApoE e sdLDL), sao analisa-
dos no DPS, INSA. O perfil lipidico béasico é determinado
COMm recurso a ensaios comerciais num equipamento auto-
mético, modelo COBAS Integra 400 Plus (Roche). O perfil
lipidico mais especifico é determinado também por ensaios
comerciais, mas no equipamento Dayotna (Randox). O dose-
amento destes parametros especificos encontra-se em tran-
si¢ao para 0 COBAS Integra 400 Plus (Roche).

Estudo molecular

Os genes LPL, APOC2, LMF1, APOA5 e GPIHBP1 sao
sequenciados por Sequenciacdo de Nova Geragao (NGS)
com um painel de genes alvo no DPS, INSA. Nos casos refe-
renciados ao DPS, INSA ha mais tempo, apenas 0s genes
LPL e APOC2 foram estudados por PCR e sequenciagéo de
Sanger, e 0s casos negativos por esta metodologia encon-
tram-se de momento a ser sequenciados por NGS. Todas as
alteracoes encontradas por NGS sé&o posteriormente confir-
madas por sequenciacao de Sanger.

O estudo dos familiares é realizado sempre que possivel.



O

artigos breves_ n.5

_Resultados

Até agosto de 2020, este estudo incluiu 26 individuos com
diagnéstico clinico de FCS (tabela 1). Em 8 doentes foiiden-
tificada uma causa genética para a doenga (figura 1):

o 3 s&0 homozigotos para variantes no gene LPL, sendo
2 .[644G>A];[644G>A]/ p.[(Gly215GIu)];[(Gly215GlIu)] e
1 ¢.[701C>T];[701C>T)/ p.[(Pro234Leu)];[(Pro234Leu);

o0 3 s&0 heterozigotos compostos para o gene LPL
(c.[644G>A];[1030A>G]/p.[(Gly215GIu)];[(Ser286Gly)];
C.[644G>A];[953A>G]/ p.[(Gly215GIu)];[(Asn318Ser)] e
¢.[590G>AJ;[1030A>G]/ p.[(Arg197His)];[(Ser286Gly)]);

o 1 é homozigoto para a variante (c.[175T>G];[1756T>G]/
p.[(Tyr87Asp)];[(Tyr37Asp)]) no gene APOC2;

o 1 é homozigoto para a variante ¢.[725A>T];[725A>T]
p.[Tyr242Phe];[Tyr242Phe] no gene LMF1.

Em 7 doentes com um fendtipo grave e concentracdo de TGs
superior a 700 mg/dL, incluindo 2 que manifestaram pancre-
atite recorrente, so foi possivel identificar uma variante em
heterozigotia nos genes LPL e APOAS (tabela 1 e figura 1).
Cinco variantes no gene LPL j& foram descritas em doentes
com FCS em homozigotia ou heterozigotia composta (3-8),
sendo que apenas a variante ¢.1030A>G/p.(Ser286Gly) nao
foi descrita anteriormente. As variantes nos genes LMFT,
APOA5 e APOC2, nao foram descritas anteriormente.

N&o foram encontradas variantes nos 5 genes associados
a FCS em 2 doentes com fendtipo clinico de FCS e 9
casos ainda se encontram em estudo para os genes LMFT,
GPIHBP1 e APOAS.

Figura 1: ] Resumo dos individuos estudados com diagndstico de sindrome de
quilomicronemia familiar (FCS).

/ 3 hmz gene | | 3 htz compostos | 1 hmz gene | 1 hmz gene kk
LPL gene LPL APOC2 LMF1
N _
. /
2 estudo individuos 9 em
negativo = estudo

A

|

diagnéstico
de FCS

-

N

|

 shu gene
LPL

2 htz gene ‘
APOAS

Hmz - homozigoto; htz - heterozigoto
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Tabela 1: Carateristicas clinicas dos casos index em estudo.

Valores lipidicos (mg/dL)

na referenciagéo ao Valores lipidicos (mg/dL) determinados no INSA
estudo
ID Idade Pancreatite Ttrat.l Diagnéstico molecular Ref.
CT LDL HDL TGs Lp(a) ApoAl ApoB ApoA2 ApoC2 ApoC3 ApoE sdLDL il
45 419 * " 1095 = 8,0 1450 99,0 403 10,0 13,9 41 38,6 Nao Nao Gene APOA5: ¢.995_998delACAG/ Este
p.(Asp332Valfs*5) estudo
I 33 204 70 34 616 | 150 140,0 77,0 | 351 11,8 25,1 8,7 35,3 Nao Estatina/ Gene LPL: ¢.953A>G 4
fibratos /p.(Asn318Ser)
1] 47 790 * 20 2140 8,0 146,0 1470 251 29,5 37,2 12,0 52,4 Néo Nao Gene LMF1: c.[725A>T];[725A>T] Este
p.[Tyr242Phe];[Tyr242Phe estudo
% 13 148 13 19 923 | 21,0 | 98,0 | 580 255 0,1 33,6 17,7 10,3 Nao Nao Gene APOC2: Este
c.[175T>G];[175T>G]/ estudo
p.[(Tyr37Asp)l;[(Tyr37Asp)]
v 39 231 * 25 757 | 14,0 1540 31,0 | 275 4,9 7,3 3,5 9,8 Nao Néo Gene LPL: c.[644G>A];[953A>G]/ 3,4
p.[(Gly215Glu)];[(Asn318Ser)]
\ 26 753 97 32 7801 13,0 | 1050 82,0 - o - - o Nao Estatina/ Em estudo
fibratos
Vil 58 301 175 43 787 53,6 1410 | 795 - e - e e N&o Estatina/ Gene LPL: ¢.953A>G/ 4
fibratos p.(Asn318Ser)
Vil 14 139 * 8 1156 8,0 75,0 30,0 14,9 3,2 12,9 6,0 10,9 Sim Nao Gene LPL: c.[644G>A];[ 1030A>G]/ 3
p.[(Gly215Glu)];[(Ser286Gly)]
IX <1 497 * 19 5262 <8 18,0 | 240,0 " - o o - N&o Nao Em estudo
X 1 320 * 30 3615 18,0 82,0 43,0 122 6,9 8,1 8,0 6,9 Nao Fibratos Gene LPL: ¢.[590G>A];[ 1030A>G]/ 7
p.[(Arg197His)];[(Ser286Gly)]
Xl 34 114¥ | 19¥ 12¥ | 686Y 80 77,0 42,0 247 3,1 8,5 2,5 15,1 Sim Estatina/ Gene LPL: c.[644G>A];[644G>A]/ 3
fibratos p.[(Gly215Glu)];[(Gly215Glu)]
X 43 299 97 45 864 9,0 214,0 116,0 42,6 24,8 54,3 16,6 31,6 Sim Fibratos Em estudo
XM 31 858 * * 4371 12,0 | 120,0 63,0 33,6 8,3 7,9 3,4 12,8 Sim Fibratos Gene LPL: ¢.836T>G 6
/p.(Leu279Arg)
XIV 57 575 382 * 737 31,0 142,0 65,0 o = ** ” o ? Fibratos Em estudo
XV 61 296 62 43 1352 | 48,0 | 139,0 155,0 o o - - o ? Estatina/ Em estudo
fibratos
XVI 11 292 42 52 2093 39,0 93,0 64,0 21,2 71 10,0 4,6 19,7 Sim Estatina/ Gene LPL: ¢.644G>A]/p.(Gly215Glu) 3
fibratos
XVII 64 640 * 20 3260 1,8 | 123,0 97,0 21,7 18,7 25,0 8,0 31,1 N&o Nao Em estudo
XVIII 32 1282 * 40 6221 9,9 | 108,0 180,0 44,8 29,5 35,4 16,0 59,0 Sim Nao Em estudo
XIX 37 293 * 33 2542 79,9 1124 86,3 43,6 24,7 54,3 34,8 18,6 ? Nao Em estudo
XX 43 315 * * 1110 - o o o - o o - ? Estatina/ Em estudo
fibratos
XXI 52 116¥  47¥ 27¥ | 365¥ e 116,0 = 66,0 o = * A e Néo Estatina/ Estudo negativo
fibratos
XX <1 1208 * " 24129 | ** " - o - " - o Nao Nao Gene LPL: c.[644G>A];[644G>A]/ 3
p.[(Gly215Glu)];[(Gly215Glu)]
XX 40 127 7 6 1824 o “ - o - o - o Sim Estatina/ Gene LPL: ¢.[701C>T];[701C>T]/ 8
fibratos p.[(Pro234Leu)];[(Pro234Leu)]
XXIV 44 272 * 85 737 o o - o - o - o Nao Estatina/ Gene LPL: ¢.953A>G 4
fibratos /p.(Asn318Ser)
XXV 1 192 * 19 1158 o - - o - - - o Nao Nao Gene APOA5: ¢.995_998delACAG/ Este
p.(Asp332Valfs*5) estudo
XXVI 17 354 39 22 4283 e * * * * * * e Sim Nao Estudo negativo

Idade (anos); CT - colesterol total (mg/dL); LDL - lipoproteina de baixa densidade (mg/dL); HDL - lipoproteina de alta densidade (mg/dL); TG - triglicéridos (mg/dL); * Valor impossivel de
determinar através de calculo; ** Nao foi possivel determinar o valor durante o estudo; ? sem informacgao; ¥ valores em tratamento; INSA - Instituto Nacional de Saude Doutor Ricardo
Jorge; trat - tratamento; ref - referéncia.

Em negrito estao assinalados os doentes que sdo homozigotos (homozigoto verdadeiro ou heterozigoto composto). Os valores recomendados pelas Sociedades Cientificas internacionais
e pelo National Cholesterol Education Program guidelines (2019) para o perfil lipidico sdo: CT <200 mg/dL; LDL <130 mg/dL; HDL >40 mg/dL e TGs <150 mg/dL; ApoA1>120mg/dL; ApoB
<90 mg/dL; Lp(a) <560 mg/dL.

No que se refere aos marcadores do perfil lipidico mais especificos os valores recomendados pelo fabricante (Randox, www.randox.com) sdo: ApoA2 entre 25,1 e 34,5 mg/dL; ApoC2
entre 1,6 e 4,2 mg/dL; ApoC3 entre 5,5 e 9,56 mg/dL, ApoE entre 2,7 e 4,5 mg/dL e sdLDL< 35mg/dL.
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_Discusséo

Foi possivel identificar uma causa para a doenga em 8/17
casos index com o estudo dos 5 genes completo. Em outros
7 doentes s6 foi identificada uma variante genética em hete-
rozigotia, desconhecendo-se qual 0 seu impacto no metabo-
lismo da LPL. Para clarificar estas situacdes iremos proceder
ao estudo enzimético da LPL nestes individuos, para verificar
qual o nivel de atividade enzimatica residual (?). A possibili-
dade de variantes em heterozigotia em genes associados a
doencas recessivas serem a causa do fenotipo tem sido des-
crita para outras patologias. Os estudos de atividade enzima-
tica da LPL poderdo contribuir para esta discusséo. Destes 7
doentes, 2 ja tiveram pancreatite e apresentam valores muito
altos de TGs, sendo casos muito sugestivos de FCS, mas
gue a genética ndo consegue, até a data, explicar.

Uma vez que foi encontrada uma altera¢do ainda nao des-
critano gene LMF1, iremos desenvolver estudos funcionais
para investigar qual o efeito desta variante no metabolismo
da LPL (19.11) |4 procurar-se caraterizar a variante no
descrita encontrada em homozigotia no gene APOC2 e a
variante nao descrita encontrada em heterozigotia no gene
LPL pelo estudo da atividade enzimatica da LPL nos doen-
tes portadores das mesmas.

Os doentes com feno6tipo clinico de FCS, mas sem uma muta-
cao causal identificada, deverdo continuar em estudo até se
encontrar a causa da hipertrigliceridemia. E possivel que nes-
tes doentes estejam envolvidas variantes em genes que ainda
nao foram relacionados com a patologia.

_Concluséo

Os doentes com FCS devem ser identificados o mais preco-
cemente possivel, a fim de minimizar ou prevenir os efeitos
nefastos desta condigdo. Nas situacdes em que temos diag-
nostico molecular, este permite um diagndstico preciso e
uma melhor gestdo das morbilidades, contribuindo para uma
melhoria do progndstico.

O estudo genético é importante, embora o estado atual do
conhecimento ainda ndo nos permita caraterizar 100% dos
casos de FCS. A investigacao nesta area é essencial pois
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provavelmente havera mais genes envolvidos na génese da
FCS e a sua identificacao permitira caraterizar mais doentes,
compreender melhor a patologia e desenvolver estratégias
terapéuticas adequadas.
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_Resumo

Indicadores sao instrumentos de medida que permitem construir um
resumo quantitativo que reflita, direta ou indiretamente, o estado de
salde da populacdo e das politicas de salde, assim como medem o
efeito das intervengdes. Na area das anomalias congénitas, o indicador
“Prevaléncia nados-vivos com sindrome de Down” pretende medir o
efeito conjunto da gravidez tardia e do impacto das politicas de diagnés-
tico pré-natal. Apresentam-se os resultados desse indicador para os
anos de 2011 a 2017, utilizando os dados do Registo Nacional de Anoma-
lias Congénitas. Foram notificados 1012 nascimentos com sindrome de
Down, dos quais 82,5% foram diagnosticados no periodo pré-natal. Dos
266 que nasceram vivos, 66,5% foram diagnosticados ao nascer e 33,4%
foram diagnosticados durante a gravidez através de estudo cromosso-
mico. A realizagcdo de exames invasivos, apds a suspeita de sindrome de
Down, foi recusada pelos progenitores em 20,7% casos. Fatores morais,
éticos ou religiosos podem estar associados a ndo realizagdo de exames
invasivos, sendo necessarios mais estudos a nivel nacional sobre esta
tematica. Este estudo evidencia uma aplicacdo em saude publica dos
dados do Registo Nacional de Anomalias Congénitas, observando-se um
impacto positivo da disponibilidade de diagnéstico pré-natal na vigilan-
cia da gravidez ao permitir o diagnéstico pré-natal de 82,5% de todos os
casos com sindrome de Down.

_Abstract

An indicator is a quantitative or qualitative measure of how close we are to
achieving the health status of the population, or to measure the effect of
a policy intervention. In the congenital anomalies field, the “Prevalence of
live births with Down Syndrome” reflects the combined effect of delayed
childbearing age and prenatal diagnosis policies. We used data from the
National Registry of Congenital Anomalies between 2011 and 2017. The
analyses included 1012 registered cases with Down syndrome of which
82.5% had been prenatally diagnosed. Among the 266 live births, 66.5%
were diagnosed at birth and 33.4% were diagnosed during pregnancy
and confirmed by karyotype analysis. Invasive prenatal procedures such
as amniocentesis or chorionic villus sampling were refused by 20.7%
of parents. Cultural factors may be associated with the decision of not
perform invasive prenatal testing, but more studies are needed at national
level to better understand this topic. This paper describes the contribu-
tion of the National Registry of Congenital Anomalies data to build public
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health indicators. This indicator shows a positive impact of prenatal diag-
nosis policy on pregnancy surveillance when 82.5% of all cases of Down
syndrome during pregnancy.

_Introdugéo

A forma mais frequente da sindrome de Down, ou trissomia
21, é a trissomia livre e resulta da ndo-disjuncao acidental do
par 21 durante a meiose, levando a presenga de um cromos-
soma extra em todas as células (). Esta ¢ uma das anomalias
congénitas (AC) mais frequentes a nivel mundial, afetando 1
em cada 750 nascimentos (). A prevaléncia aumenta com a
idade materna, mas alguns indicadores morfolégicos (como
a translucéncia da nuca) e bioquimicos (como a proteina
plasmatica associada a gravidez ou a fracéo livre da gonado-
trofina coriénica), permitem identificar e definir com mais pre-
cisdo as gestagdes com risco aumentado de se estar perante
um feto com esta situacao clinica (1):

Portugal tem desenvolvido politicas de diagndstico pré-
-natal (DPN) desde 1997 (2). O DPN oferece um conjunto
de procedimentos nao invasivos (ecografia fetal, rastreios
bioquimicos) e invasivos (amniocentese ou bidpsia de vilo-
sidades corionicas) que permitem avaliar a probabilidade,
ou diagnosticar, se um embrido ou um feto esté afetado
por uma AC. O DPN tem como objetivos: a) identificar mar-
cadores de risco para a presenca de uma AC; b) diagnosti-
car a presenca de uma AC; c¢) produzir informacéao Util para
apoiar os profissionais no ato de informar e preparar 0s
pais para o nascimento de uma crianga com uma AC; d)
permitir o tratamento in utero, ou programar o parto num
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centro especializado; e) permitir a opcdo pela interrupcao
médica da gravidez (3).

Os procedimentos invasivos tém um risco de perda fetal de
0,3% () com a vantagem de permitirem o diagnéstico da sin-
drome de Down durante a gravidez.

Desde 2011 que o Registo Nacional de Anomalias Congénitas
(RENAC) contribui para a construcéao de indicadores consen-
sualizados a nivel europeu, que visam avaliar o impacto tanto
das AC na saude publica como de algumas medidas preventi-
vas sobre as AC (5:6). Os indicadores s&o instrumentos de
medida que permitem a construcdo de um resumo quantita-
tivo que reflita, direta ou indiretamente, o estado de salde da
populagao e o impacto das politicas de saude e intervencoes
delas decorrentes (7). Um desses indicadores - Prevaléncia
de nados-vivos com sindrome de Down - utilizado na &rea
das AC, tem como finalidade medir o efeito conjunto da gravi-
dez tardia e o impacto das politicas de diagndstico pré-natal
no nimero de nascimentos vivos com sindrome de Down (5).

_Objetivo

E objetivo deste estudo apresentar os resultados em Portu-
gal do indicador “Prevaléncia de nados-vivos com sindrome
de Down” para os anos de 2011 a 2017, obtidos através dos
dados reportados ao Registo Nacional de Anomalias Congé-
nitas.

_Material e métodos

Sa0 notificados ao RENAC todos 0s casos com anomalias
estruturais major associadas, ou ndo, a anomalias minor,
assim como as anomalias cromossdmicas observadas em:

1. Nados-vivos, sempre que detetadas até ao final do
periodo neonatal;

2. Fetos mortos com idade gestacional igual ou superior
a 20 semanas;

3. Fetos submetidos a interrupgdo médica da gravidez
(IMG), ap6s o diagndstico de uma AC grave, indepen-
dentemente da idade gestacional.
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Sao notificados os nascimentos com AC de mulheres resi-
dentes no Continente e nas Regides Autonomas dos Agores
e da Madeira (8),

Os dados recolhidos sé@o anénimos e apenas 0 médico noti-
ficador em cada servigo hospitalar, tem acesso ao processo
clinico, através de um nimero Unico de registo local (8).,

A taxa de prevaléncia de nados-vivos (NV) com sindrome de
Down registados no RENAC nos anos 2011 a 2017 foi deter-
minada de acordo com a seguinte férmula:

Prevaléncia = (NV com S. Down/ Total de nascimentos) x 1000
nascimentos

A taxa de prevaléncia foi, ainda, estratificada pela idade
materna a data do nascimento (<35 anos e =35 anos). O
ponto de corte foi estabelecido tendo em consideraga@o o
que é habitualmente utilizado pelos varios estudos, corro-
borado pela constatag@o de que a prevaléncia de sindrome
de Down se mantem superior no grupo etario com idade
>35 anos (9,10),

_Resultados

Foram notificados 1012 nascimentos (nados-vivos, fetos
mortos e fetos resultantes de interrupcao médica da gravi-
dez) com diagnostico de sindrome de Down, dos quais 835
(82,5%) foram diagnosticados no periodo pré-natal. Dos
266 (26,3%) casos que nasceram vivos, 177 (66,5%) foram
diagnosticados ao nascer e 89 (33,4%) foram diagnostica-
dos durante a gravidez através de estudo cromossomico.

O indicador “Prevaléncia (/1000 nascimentos) de nados-vi-
vos com sindrome de Down”, distribuido de acordo com a
idade materna a data do parto entre os anos de 2011 e 2017,
encontra-se descrito no grafico 1.

Observou-se uma ligeira reducdo da prevaléncia total de
nados-vivos com sindrome de Down entre 2011 e 2017.
Relativamente a distribuicao da prevaléncia de nados-vivos
por idade materna =35 anos & data do parto, observou-se
também uma ligeira reducdo no periodo em estudo.
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Grafico 1: L1 Prevaléncia (/1000 nascimentos) de nados-vivos com sindrome de Down, de acordo com
idade materna na altura do parto, observada nos casos reportados ao Registo Nacional de
Anomalias Congénitas, nos anos de 2011 a 2017.
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Em 55 (20,7%) casos de recém-nascidos com sindrome de
Down, 0s progenitores recusaram realizar exames invasivos
que fariam o diagnéstico durante a gravidez. A evolucdo desta
recusa ao longo dos anos encontra-se descrita no grafico 2.
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Verifica-se uma variagcdo da proporcao de recusas, contudo
observa-se que em 4 dos 7 anos em analise, esta recusa foi
superior a 20%.

Grafico 2: [ Evolugéo da proporgédo de recusas em realizar exames invasivos de entre
os nados-vivos com sindrome de Down, observada nos casos reportados
ao Registo Nacional de Anomalias Congénitas nos anos de 2011 a 2017.
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_Discussao

A evolugdo do indicador “Prevaléncia de nados-vivos com
sindrome de Down” ao longo do tempo, revelou de uma forma
geral, um impacto positivo das politicas de DPN na detegao
desta AC, tendo identificado 82,5% dos casos durante a
gravidez.
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A andlise deste indicador tem algumas limitagdes. Nomea-
damente, a comparagado dos resultados nacionais com o
mesmo indicador a nivel europeu, pois as politicas de DPN
sao diferentes nos varios paises. Por exemplo, na Irlanda e
em Malta ndo é permitida a interrupc¢éo da gravidez por mal-
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formacao fetal, enquanto que nos restantes paises pode ser
realizada, pelo menos até as 24 semanas de gestacao ().

A utilizagdo da “Prevaléncia de nados-vivos com sindrome
de Down” como indicador Unico da gravidez tardia ndo
parece ser representativo da realidade nacional, uma vez
que os dados que constam dos relatérios periddicos do
RENAC sugerem que uma grande proporcao de gravidezes
com esta situagéo clinica é interrompida (8). Para comple-
mentar a anélise deste indicador, sera agora necesséario
analisar os dados das interrupcdes de gravidez, respetiva
idade materna e comparar outras variaveis como o local de
residéncia da gravida.

De entre 0s recém-nascidos com sindrome de Down cujo
diagnéstico s6 foi feito depois do nascimento, verificou-se
uma proporcao importante, 20,7%, em que 0S progenito-
res recusaram a realizacdo de exames invasivos que per-
mitiriam o diagndstico pré-natal. Estudos internacionais
indicam que a recusa é mais frequente em gestacdes resul-
tantes de procriagdo medicamente assistida ou em mulhe-
res com risco aumentado pela idade, mas cujo resultado do
rastreio pré-natal reduziu esse risco (11). Outras caracteris-
ticas maternas, como a recusa de interrupgao da gravidez
ou conviccgoes religiosas tém, também, sido associadas a
recusa de realizagdo de exames invasivos (12).

Na analise dos resultados deste estudo é importante referir
que se pode verificar subnotificacdo dos casos com sin-
drome de Down notificados ao RENAC, o que pode influen-
ciar também as variacoes observadas na percentagem de
recusa na realizagdo de exames invasivos. Estas variagdes
podem também ser consequéncia dos pequenos nimeros
reportados.

_Concluséo

Estes resultados evidenciam uma aplicagdo em saude
publica dos dados notificados ao Registo Nacional de Ano-
malias Congénitas, tendo-se verificado um impacto positivo
das politicas de diagndéstico pré-natal na vigilancia da gravi-
dez. Fatores morais, éticos ou religiosos dos progenitores
podem estar associados a realizacao de exames pré-natais,
sendo necesséario mais estudos para melhor compreender a
realidade nacional.
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_Resumo

A Rede de Vigilancia de Vetores (REVIVE) resulta da colaboragdo entre
instituicées do Ministério da Saude (Direcédo-Geral da Saude, Adminis-
tracdes Regionais de Saude, Instituto dos Assuntos Sociais e da Saude
da Madeira, Diregdo Regional de Saude dos Acores e Instituto Nacional
de Saude Doutor Ricardo Jorge). A Rede divide-se em duas vertentes,
REVIVE-mosquitos e REVIVE-carracas. Neste artigo apresentam-se, de
forma resumida, os resultados obtidos em 2019 no ambito do REVIVE-
-carragas. Este programa, que existe ha nove anos, tem como principais
objetivos monitorizar a atividade de artropodes hematéfagos; caracteri-
zar as espécies e sua ocorréncia sazonal; identificar agentes patogéni-
cos importantes em salde publica, a densidade dos vetores, o nivel de
infecdo e monitorizar a introdugao de espécies exoticas. Das atividades
desenvolvidas em 2019, destaca-se: a participagdo das cinco Adminis-
tracdes Regionais de Saude que realizaram colheitas de carragas em
166 concelhos; nos 2409 ixodideos colhidos nédo foi identificada a pre-
senga de espécies exdticas; em 982 carracas foi pesquisada a presen-
¢a de borrélias e rickettsias, tendo sido observada a prevaléncia média
de 2% e 22%, respetivamente, sobretudo em carragas colhidas a parasi-
tar humanos. O REVIVE-carragas continua a contribuir para um conheci-
mento sistematico da fauna de ixodideos de Portugal, e do seu potencial
papel de vetor, constituindo uma componente dos programas de vigilan-
cia epidemioldgica indispensavel a avaliagdo do risco de transmisséo de
doencas potencialmente graves.

_Abstract

The Vector Surveillance Network (REVIVE) results from the collabora-
tion between institutions of the Ministry of Health (Directorate-General
for Health, Regional Health Administrations, Institute of Social Affairs
and Health of Madeira, Regional Directorate of Health of the Azores
and National Institute of Health Dr Ricardo Jorge). It is divided into two
areas, REVIVE-mosquitoes and REVIVE-ticks. In this article, the results
obtained in 2019 in the context of REVIVE-ticks are summarized. This
program, which has completed nine years, aims to monitor the activity
of blood-sucking arthropods; to characterize the species and their sea-
sonal occurrence; to identify important pathogens in public health, the
density of the vectors, the level of infection and monitor the introduction
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of exotic species. Among the activities developed in 2019 stands out:
the participation of the five Regional Health Administrations that carried
out tick harvesting in 166 municipalities; in the 2409 ixodids collected,
the presence of exotic species was not identified; in 982 ticks, the pres-
ence of borrelias and rickettsiae was investigated, with an average prev-
alence of 2% and 22%, respectively, especially in ticks harvested when
parasitizing humans. REVIVE-ticks continues to contribute to a system-
atic knowledge of the fauna of ixodids in Portugal, and its potential role
as a vector, constituting a component of epidemiological surveillance
programs indispensable to assess the risk of transmission of potentially
serious diseases.

_Introdugéo

A Rede de Vigilancia de Vetores (REVIVE) resulta da cola-
boragao entre instituicées do Ministério da Saude (Diregéo-
-Geral da Salde, Administragbes Regionais de Saulde,
Instituto dos Assuntos Sociais e da Saude da Madeira, Dire-
cao Regional de Saude dos Acores e Instituto Nacional de
Saude Doutor Ricardo Jorge). A Rede divide-se em duas ver-
tentes, REVIVE-mosquitos e REVIVE-carragas.

Os ixodideos, vulgarmente designados por carragas, séo
artropodes vetores que parasitam um vasto numero de ani-
mais. A sua perpetuacao na natureza depende da alimenta-
cao (refeicoes sanguineas) que realizam para manter 0 seu
ciclo de vida enquanto parasitas. As carracas podem para-
sitar o0 Homem acidentalmente e, se estiverem infetadas,
transmitir os agentes infeciosos enquanto efetuam a sua
alimentacao.
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Atualmente, conhecem-se 889 espécies de carragas que
se subdividem em duas familias principais: Ixodidae e Arga-
sidae (). A familia mais importante, no que diz respeito a
transmisséo de agentes infeciosos, é a familia Ixodidae. Em
Portugal conhecem-se 22 espécies de carracas pertencen-
tes a esta familia e entre as doengas mais importantes cau-
sadas por agentes transmitidos por ixodideos salientam-se
a febre escaro nodular e a borreliose de Lyme.

A maioria das espécies com interesse em medicina humana
e animal pertence a familia Ixodidae. As espécies pertencen-
tes a este grupo apresentam um escudo quitinoso rigido,
na parte anterior da superficie dorsal das larvas, ninfas e
fémeas. Nos machos, este escudo ocupa toda a superficie
dorsal.

A lista atualizada de espécies de carracas presentes em
Portugal engloba 22 espécies: Dermacentor marginatus
(Sulzer, 1776), Dermacentor reticulatus (Fabricius, 1794),
Haemaphysalis hispanica (Gil Collado, 1938), Haemaphysalis
inermis (Birula, 1895), Haemaphysalis punctata (Canestrini
1878), Hyalomma lusitanicum (Koch, 1844),
Hyalomma marginatum (Koch, 1844), Ixodes acuminatus
(Neumann, 1901), Ixodes arboricola (Schulze & Schlottke,
1930), Ixodes bivari (Dias, 1990), Ixodes canisuga (Johnston,
1849), Ixodes frontalis (Panzer, 1798),
(Leach, 1815), Ixodes inopinatus (Estrada-Pefa, Nava &
Petney, 2014), 1758),
simplex (Neumann, 1906), /xodes ventalloi (Gil Collado,
1844), Rhipicephalus
(Boophilus) annulatus (Say, 1821), Rhipicephalus bursa

& Fanzago,

Ixodes hexagonus

Ixodes ricinus (Linnaeus, Ixodes

1936), Ixodes vespertilionis (Koch,

(Canestrini & Fanzago, 1878), Rhipicephalus pusillus (Gil
Collado, 1938) e Rhipicephalus sanguineus s.l. (Latreille,
1806).

Em Portugal, as duas espécies de carragas mais importantes
em termos de saude publica sdo Rhipicephalus sanguineus,
vetor de Rickettsia conorii e Ixodes ricinus, vetor de Borre-
lia burgdorferi s.I. Recentemente, e apds o surgimento de
casos de febre hemorragica Crimeia-Congo em Espanha (3),
as espécies Hyalomma lusitanicum e Hyalomma marginatum
também foram incluidas nesta lista.
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As doencas associadas a carracas constituem um proble-
ma em saude publica humana e animal, ndo so pela gravi-
dade de algumas patologias, mas também pelo facto de
muitas vezes surgirem com caracter epidémico, podendo
ocasionar surtos, caso nao sejam implementadas medidas
de controlo (quadro 1).

Em Portugal estéo identificadas algumas destas doencas (2)
que existem paralelamente na bacia do mediterraneo.

_Objetivo

Neste artigo apresentam-se, de forma resumida, 0s resulta-
dos obtidos relativos a ixodideos e bactérias patogénicas
detetadas em Portugal continental durante o ano de 2019,
0 ambito da rede de vigilancia REVIVE-carracas.

_Material e métodos

Num programa de vigilancia de carracas é necessario asse-
gurar a realizagao de colheitas ao longo do ano, uma vez
que existem carracas que estdo ativas nos meses de inverno
(p. ex. I. ricinus) e outras que estdo ativas sobretudo nos
meses de verdo (p. ex. R. sanguineus). Igualmente, as colhei-
tas foram realizadas na fase de vida livre (sobre a vegetacéo)
e na sua fase parasitaria (sobre 0 hospedeiro).

Os locais, assim como a periodicidade da amostragem,
foram selecionados pelas Administracdes Regionais de
Saude (ARSs), tendo como critério principal a proximidade
a populagdo humana, o historial da presenca de carragas,
a ocorréncia de doencas associadas, o impacto nas ativi-
dades humanas e a acessibilidade do local, assim como
a experiéncia adquirida em anos anteriores no ambito do
REVIVE.

Colheita de carracas em fase de vida livre (vegetagéo)

A colheita das carracas na vegetacdo foi realizada pelo
método de arrastamento da bandeira que consiste na pas-
sagem de um pano turco, de cor branca sobre a vegetacdo
a uma velocidade constante em linhas de aproximadamente
100 m. As carragas foram recolhidas com o auxilio de pingas
e colocadas em tubos plasticos com tampa de rosca, jun-
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Quadro 1:

Agente patogénico Doenca

Anaplasma phagocytophilum Anaplasmose humana

Babesia divergens Babesiose
B. afzelii Borreliose de Lyme
Borrelia burgdorferi s.s Borreliose de Lyme
. bissettii Borreliose de Lyme
. garinii Borreliose de Lyme
. lusitaniae Borreliose de Lyme

B

B

B

B. spielmanii Borreliose de Lyme
B

B

. turdi -

. valaisiana Borreliose de Lyme
Coxiella burnetii Febre Q
Francisella tularensis Tularémia

Rickettsia aeschlimannii Sem denominagao

R. conorii Febre escaro-nodular
R. helvetica Sem denominagao

R. massiliae Sem denominagao

R. monacensis Sem denominagao

R. sibirica mongolitimonae LAR™

R. slovaca TIBOLA®

Virus da Febre Hemorragica
Crimeia-Congo

Febre hemorragica

Virus Eyach Sem denominagéao

Virus TBE Encefalite

Agentes etiolégicos transmitidos por ixodideos presentes ou em risco de emergir em Portugal.

Espécie de ixodideo vetor

Ixodes ricinus, I. ventalloi

Ixodes spp.

Ixodes ricinus

Ixodes ricinus, Ix. scapularis

Ixodes spp.

Ixodes spp.

Ixodes ricinus

Ixodes spp.

Ixodes ricinus, Ix. frontalis

Ixodes ricinus, Ix. persulcatus

Vérias espécies

Varias entre as quais Ixodes ricinus, Dermacentor reticulatus

Hyalomma marginatum

Rhipicephalus sanguineus

Ixodes ricinus

Rhipicephalus sanguineus

Ixodes ricinus

Hyalomma spp., Rhipicephalus pusillus

Dermacentor marginatus, D. reticulatus

Hyalomma spp.

Ixodes ricinus, . ventalloi

Ixodes ricinus, Haemaphysalis punctata

* LAR - Lymphangitis-associated rickettsiosis; $TIBOLA - Tick-borne lymphadenopathy

tamente com algumas ervas, para garantir a sobrevivéncia
das carracas até chegarem ao laboratério. Nestas colheitas
foram registadas as temperaturas minimas e maximas, humi-
dade relativa e dados de georreferéncia.

Colheita de carragas em fase de vida parasitaria (sobre o
hospedeiro)

A colheita e remocéao de carracas foi realizada em diferen-
tes hospedeiros e com o auxilio de pingas ou manualmente.
Para maximizar este tipo de colheita, foi sugerido as ARSs
que contactassem os veterinarios das respetivas zonas de
forma a obterem a sua colaboracao.
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As amostras foram enviadas para o Centro de Estudos de
Vetores e Doengas Infeciosas do Instituto Nacional de Saude
Doutor Ricardo Jorge (CEVDI/INSA) em tripla embalagem, de
acordo com a recomendacao do comité de peritos da Organi-
zagao das Nagdes Unidas, por correio ou entregues em mao,
acondicionadas em malas refrigeradas e até trés dias apos
colheita.

Os exemplares recebidos no laboratério foram identificados
com base em chaves taxondmicas, separados de acordo
com a espécie, género, data e local de colheita e foram
guardados a -80°C para posterior utilizagdo no estudo de
agentes infeciosos, nomeadamente bactérias dos géneros
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Rickettsia e Borrelia. Estes dois géneros foram escolhidos
uma vez que englobam as bactérias que, no Homem, causam

doenca grave, respetivamente a febre escaro-nodular e a
borreliose de Lyme.

Depois de identificada a espécie, cada carraga foi individual-
mente lavada e extraido o DNA pelo método de hidrolise
com solucdo de amonia. Posteriormente foram feitos pools
de DNA com uma a cinco carragas da mesma colheita, espé-
cie e estado evolutivo. Este método foi utilizado para as car-
racas colhidas da vegetacdo ou de hospedeiros-animais.
As carracas removidas de humanos, pela sua importancia,
foram estudadas individualmente recorrendo a extragé@o de
DNA com um kit comercial. A pesquisa de DNA de Rickettsia
e Borrelia foi realizada pela técnica de PCR convencional e
PCR nested e as amostras positivas foram posteriormente
sequenciadas para a confirmacao e identificagcdo da espé-
cie bacteriana (4). Os resultados da identificacdo e analise
de carracas removidas de humanos foram enviados para a
autoridade local responsavel pelo envio da amostra.

Em caso de identificagao de espécies de ixodideos exoticos
e/ou invasores e de amostras positivas para agentes patogé-
nicos, o CEVDI informa imediatamente os responsaveis de
cada regiéo de saude e a Direcdo-Geral da Saude.

_Resultados

Os resultados obtidos em 2019 encontram-se detalhados no
relatério REVIVE 2019 (5). Resumidamente, as colheitas de
carracas foram realizadas em 166 concelhos de cinco Admi-
nistracbes Regionais de Saude, nomeadamente Algarve,
Alentejo, Centro, Lisboa e Vale do Tejo e Norte (figura 1).

Das 1088 colheitas realizadas, 439 foram feitas no Homem,
267 no céo, 85 em outros animais (fase parasitaria) e 297 fase
de vida livre (na vegetacao, vestuario, residéncias, paredes,
habitagdes, solo, etc.) (5).

No total foram capturadas e identificadas 2409 carracas,
pertencentes a cinco géneros e distribuidas por 12 espécies,
nomeadamente, Dermacentor marginatus, D. reticulatus,
Hyalomma lusitanicum, H.

Haemaphysalis  punctata,
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Figura 1: [ Portugal - Concelhos onde foram realizadas

colheitas em 2019.
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A cinzento, os concelhos onde foram realizadas colheitas; a branco,
as areas onde nao foram realizadas colheitas.

marginatum, Ixodes frontalis, I. hexagonus, I. ricinus, I.
ventalloi, Rhipicephalus bursa, R. pusillus e R. sanguineus.

De acordo com a sua abundancia relativa e importéncia em
salde humana, apresentam-se os mapas de presenga/ausén-
cia das quatro espécies com maior potencial enquanto veto-
res de agentes patogénicos para o Homem, R. sanguineus
R. sanguineus (rickettsias), [ ricinus (borrélias), H.
lusitanicum e H. marginatum (virus da febre hemorragica

Crimeia-Congo) (figura 2).

Com abundancias relativas inferiores a 1% foram assinaladas
em 2019 as espécies ixodoldgicas H. punctata, I. frontalis,
I. hexagonus e I. ventalloi, sendo que anos anteriores foram
identificadas outras espécies com abundancias relativas
igualmente baixas, nomeadamente Amblyomma americanum,
I. canisuga e R. annulatus. Com abundéancias relativas inferi-
ores a 3% assinalam-se ainda as espécies R. bursa e R.
pusillus. As abundancias determinadas para estas espécies
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Figura 2: Portugal - Distribui¢do geografica das espécies com maior potencial para transmitirem
agentes patogénicos ao Homem, capturados no dmbito do REVIVE em 2019.

A - Rhipicephalus sanguineus

B - Ixodes ricinus

C = Hyalomma lusitanicum

D - Hyalomma marginatum

A cinzento, os concelhos onde foram realizadas colheitas; a azul, os concelhos onde foram identificadas as espécies;

a branco, as areas onde ndo foram realizadas colheitas.

podem estar condicionadas por varios fatores, tais como, a
época em que foram realizadas as colheitas e/ou 0s animais
rastreados podendo nao refletir a verdadeira abundancia de
algumas destas espécies. Apesar da abundancia relativa ser
baixa, algumas destas espécies tém particular importancia
em salde publica uma vez que sado vetores de agentes
etiologicos para o Homem, como é o caso de R. pusillus,
vetor competente de R. sibirica mongolitimonae.
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No REVIVE 2019 foram identificadas 10 espécies ixodolo-
gicas a parasitar o Homem, nomeadamente Dermacentor
marginatus, Haemaphysalis punctata, Hyalomma lusitanicum,
H. marginatum, Ixodes frontalis, |. hexagonus, I. ricinus, .
ventalloi, Rhipicephalus bursa e R. sanguineus, contrastando
com as nove espécies identificadas no REVIVE 2018. No
total foram removidos 476 ixodideos de humanos em 2019.
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Todas as espécies identificadas ja tinham sido identificadas
a parasitar o Homem em Portugal continental. Apesar de ndo
terem sido identificadas espécies exdticas no Homem, des-
taca-se a detecdo de um ixodideo importado de um pais da
Unido Europeia, identificado como Ixodes spp. e detetado a
parasitar um individuo recém-chegado a Portugal.

A parasitar animais domésticos ou silvaticos foram identifica-
das nove espécies ixodolégicas, nomeadamente Dermacentor
marginatus, D. reticulatus,

marginatum, Ixodes hexagonus, I. ricinus, Rhipicephalus

Hyalomma lusitanicum, H.

bursa, R. pusillus e R. sanguineus.

No total foram removidos 1661 ixodideos de animais, repre-
sentando uma diminuicdo de 23% face a 2018. Todas as
espécies ja tinham sido anteriormente identificadas a para-
sitar animais em Portugal continental.

Em 2019 foram ainda identificadas na fase de vida livre
seis espécies ixodoldgicas, designadamente, Dermacentor
marginatus, Hyalomma lusitanicum, H. marginatum, Ixodes
ricinus, Rhipicephalus bursa e R. sanguineus, contrastando
com as oito identificadas em 2018. No total foram capturados
272 ixodideos na fase de vida livre. Todas as espécies ja
tinham sido anteriormente identificadas na vegetacdo em
Portugal continental.

Para a pesquisa de borrélias e rickettsias foram analisados
982 (40,7%) ixodideos do total de exemplares capturados,
distribuidos por 12 espécies e provenientes de 141 conce-
lhos de norte a sul de Portugal. Aproximadamente 10% dos
exemplares colhidos em animais ou em fase de vida livre
foram selecionados para pesquisa de agentes etioldgicos,
com base na capacidade vetorial que determinadas espé-
cies tém para transmitir borrélias e rickettsias. No caso dos
exemplares removidos do Homem, todos os ixodideos foram
testados individualmente.

Do total de ixodideos em estudo, 161 (16,3%) foram positivos
na detecdo de DNA de Rickettsia e 18 (1,8%) para a presenga
de DNA de Borrelia

As amostras positivas, provenientes de 70 concelhos, per-
tenciam a quatro espécies de ixodideos - D. marginatus,
H. marginatum, I. ricinus e R. sanguineus. |. ricinus foi a
espécie em que foi detetado maior niUmero de exemplares
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positivos. A auséncia de caracteres distintivos em 17 ixo-
dideos positivos condicionou a identificagdo a espécie,
sendo apenas mencionados 0s géneros a que pertenciam
(Dermacentor spp., Hyalomma spp. e Ixodes spp.) (quadro 2).

No total foram detetadas oito espécies de rickettsias:
Rickettsia aeschlimannii, R. conorii, R. helvetica, R. massiliae,
R. monacensis, R. sibirica mongolitimonae, R. raoulti e R.
slovaca.

R. massiliae foi a espécie mais prevalente (n=59; 36%),
seguido de R. monacensis (n=51; 31,6%). R. conorii e R. mon-
golitimonae foram as espécies menos prevalentes, tendo
sido detetadas apenas em duas e em uma amostra, respeti-
vamente. Contudo, esta distribuicao esta de acordo com o
que se conhece relativamente a maior prevaléncia de espé-
cies de rickettsias menos patogénicas nos ixodideos compa-

rativamente com espécies patogénicas como R. conorii.

Durante 2019, destaca-se a detecdo de trés espécies de
Rickettsia ja associadas a casos de doenca em Portugal: R.
conorii, agente etioldgico da febre escaro nodular, R. sibirica
mogolitimonae, agente de LAR e R. slovaca, agente respon-
savel de TIBOLA.

Relativamente a detecdo de Borrelia, foram identificadas
quatro genoespécies de borrélias: B. afzelii, B. aligera, B.
lusitaniae e B. turdi; apenas B. afzelii e B. lusitaniae estao
associadas a doenca no Homem. A espécie de Borrelia mais
prevalente na amostra analisada foi B. lusitaniae (n=14; 82%),
sendo na regido do Alentejo onde se verificou a maior preva-
|éncia.

No ambito do REVIVE, em 2019 foram detetadas pela pri-
meira vez B. aligera e B. turdi. Até ao momento, estas
genoespécies de borrélia apenas tinham sido detetadas
em carracas que parasitavam aves, nao havendo qualquer
registo de estarem implicadas na etiologia de doenca no
Homem (6.7),

Foram ainda identificadas carracas coinfetadas com
B. lusitaniae e R. monacensis (n=4) e B. lusitaniae e R.
helvetica (n=3). Estas coinfec¢des ja foram detetadas em
anos anteriores e 0 seu impacto na transmisséo ao Homem

continua por esclarecer.
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Quadro 2:
no dmbito do REVIVE 2019.

Agentes identificados Espécies de
(situagdo em Portugal) Ixodideos
Associados a doenca no Homem
B. afzelii Ixodes spp.
B. lusitaniae Ixodes spp.
B. lusitaniae I. ricinus
Borrelia spp. l.ricinus

R. conorii R. sanguineus

R. mongolitimonae H. marginatum
R. slovaca D. marginatus

Doenca ainda nao assinaladat

B. aligera Ixodes spp.

B. turdi I. ricinus

R. aeschlimannii H. marginatum
R. aeschlimannii H. spp.

R. aeschlimannii R. sanguineus
R. helvetica I. ricinus

R. helvetica Ixodes spp.

R. massiliae R. sanguineus
R. monacensis I. ricinus

R. monacensis Ixodes spp.

R. monacensis R. sanguineus
R. raoulti D. marginatus
R. raoulti Dermacentor spp.

1

Espécies de Rickettsia e Borrelia detetadas em Ixodideos colhidos em hospedeiros e na vegetagéo

Fase Fase de vida
parasitaria livre
Homem Céo Ogtrog HEgEErED & Total
animais outros

1 1
1 1
13 13
1 1
2 2

1 1

4 4
1 1
1 1
14 1 15
1 1
1 1 2
17 17
4 4
31 15 ) 8 59
40 1 41
9 9
1 1
3 1 4

¥ alguns destes agentes patogénicos tém sido associados a casos pontuais de doenca no Homem em outras regiées geograficas.

_Discussdo e conclusdes

Nos nove anos de implementacao do programa REVIVE-
-Ixodideos realizaram-se 10 218 colheitas de ixodideos em
234 concelhos de Portugal continental, tendo sido identifica-
dos 51995 ixodideos de 14 espécies autéctones e uma exod-
tica — A. americanum, assim como a importagcao da Europa
central de seis ixodideos da espécie /. ricinus e um Ixodes
spp. a parasitar individuos que se deslocaram a Portugal ou
que regressaram de viagens ao estrangeiro.
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Desde o inicio que este programa tem contribuido para o
conhecimento ecoepidemioldgico de espécies de vetores,
a sua distribuicao geografica, periodo de atividade e abun-
dancia, assim como para o esclarecimento do seu papel
como vetor de agentes de doenca para o Homem. Infeliz-
mente ainda ndo foram recebidas amostras provenientes
das Regides Autonomas da Madeira e dos Agores.

Em 2019, entre janeiro e dezembro, realizaram-se 1088
colheitas de ixodideos em 166 concelhos de Portugal conti-
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nental. No laboratério foram identificados 2409 ixodideos
pertencentes a 12 espécies, D. marginatus, D. reticulatus,
Haemaphysalis puntacta, Hyalomma lusitanicum, H.
marginatum, I. frontalis, |. hexagonus, I. ricinus, I. ventallo,

R. bursa, R. pusillus e R. sanguineus.

A pesquisa de borrélias e rickettsias permitiu a identificagao
de agentes patogénicos para o Homem como, R. conorii, R.
mongolitimonae, R. slovaca, B. lusitaniae e B. afzelii.

Os resultados de 2019 apresentados realgam o papel que
o programa REVIVE - Ixodideos tem na monitorizagdo dos
agentes patogénicos que circulam nos ixodideos e que
podem causar doenca no Homem e da importancia em
identificar e sinalizar as areas geograficas onde se encon-
tram os vetores infetados. E ainda de realgar a detegéo em
2019 de um ixodideo importado de um pais da Uniao Euro-
peia, a parasitar um individuo recém-chegado a Portugal,
que demonstra, mais uma vez, a importancia desta rede
de vigilancia epidemiolégica na detecao da introducao de
vetores e agentes infeciosos importados ou exoticos.

A identificac@o dos principais fatores ecolégicos que condi-
cionam a presenca/auséncia de determinada espécie num
dado local ou época do ano também tém sido analisados e
agora, passados nove anos, comecam a ser suficientemente
robustos para permitirem a sua analise estatistica e o desen-
volvimento de modelos de predicdo em termos de presen-
ca/auséncia.

O reforgo das capturas realizadas em humanos, que se deve a
colaboracéao dos profissionais de saude dos centros de saude
e hospitais, foi relevante para a confirmagao que o contacto
do Homem com os ixodideos é mais frequente do que habi-
tualmente referido em estudos realizados em Portugal. Este
facto também esta de acordo com outros estudos que refe-
rem o aumento da incidéncia das doencas transmitidas por
carracgas, nao s6 em Portugal, como em toda a Europa.

O REVIVE tem contribuido para um conhecimento sistemé-
tico da fauna de culicideos e de ixodideos de Portugal, e
do seu potencial papel de vetor na transmissdo de agentes
patogénicos, constituindo uma componente dos programas
de vigilancia epidemioldgica indispensavel & avaliagdo do
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risco de transmissé@o de doengas potencialmente graves. As
informagdes produzidas tém sido utilizadas para informar e
alertar as autoridades de salde publica competentes, que
tém a responsabilidade de planificar e implementar medidas
de prevencao e/ou mitigacao que previnam a ocorréncia de
surtos de doencas transmitidas por carragas.
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_Resumo stages (ovitraps) to determine its geographical and seasonal distribution,

abundance and evaluate its way of establishment and dispersion at a
O mosquito Aedes albopictus, conhecido vulgarmente como Mosquito

Tigre Asiatico, é um mosquito invasor procedente da regido Asia-Paci-
fico. Esta espécie é importante em salde publica e veterinaria devido
ao seu papel na transmissao de diversos agentes patogénicos, nomea-
damente os arbovirus chikungunya, dengue e Zika. Introduzido e esta-
belecido ao longo da costa mediterranica europeia, incluindo Espanha
desde 2004, este mosquito vetor tem sido responsavel pelos surtos
autéctones de arbovirus que tém ocorrido na Europa desde 2007. Em
Portugal, o Ae. albopictus foi detetado pela primeira vez no ambito da
Rede de Vigilancia de Vetores (REVIVE) em dois eventos de introdugéo A importancia dos mosquitos e doencas associadas tem
independentes, na regido norte em 2017 e no Algarve em 2018. O pre-
sente estudo teve como objetivo caracterizar a distribuicdo geografica
e atividade sazonal da espécie invasora Ae. albopictus em Portugal. A cipalmente devido a introducdo e estabelecimento de mos-
vigilancia ativa foi significativamente incrementada pela REVIVE apds quitos invasores exéticos do génererdes. Estes mosquitos
estas detegdes. Foram utilizadas armadilhas especificas para mosqui-
tos adultos (Biogents Sentinel traps) e para as fases imaturas (Ovitraps)
para determinar a sua distribuicido geografica e sazonal, abundancia e génicos, como os virus chikungunya, dengue e Zika, para
avaliar o processo de estabelecimento e dispersdo da espécie a nivel 0s quais 0s mosquitos autoctones, reconhecidos na fauna
regional e nacional. Estes dados sao indispensaveis no planeamento
estratégico de medidas de controlo vetorial para evitar a dispersé@o das
populagdes de mosquitos vetores e prevenir surtos de doengas asso- mosquitos invasores tém uma elevada capacidade de coloni-

ciadas a Ae. albopictus. zar novos territérios e estdo extremamente bem-adaptadas

regional and national level. These data are necessary in the strategic plan-
ning of vector control measures to avoid the dispersion of these popula-
tions of vectors and prevent outbreaks of vector-borne diseases.

_Introdugéo

vindo a aumentar nas ultimas duas décadas na Europa, prin-

vetores sdo competentes na transmissao de agentes pato-

natural da regido, nao sdo competentes. As espécies de

as atividades humanas. Sao introduzidas em novas regides

Abstract -
- pelo transporte global de bens comerciais, nomeadamente

The mosquito Aedes albopictus, also known as the Asian Tiger Mosquito,
is an invasive mosquito from the Asia-Pacific region. This species is impor-
tant in public and veterinary health due to its role in the transmission of
several pathogens, namely the arboviruses chikungunya, dengue and Zika.
Introduced and established along the European Mediterranean coast,
including Spain since 2004, this vector mosquito has been responsible
for the autochthonous arboviruses outbreaks that have been occurring zida e disseminada numa nova regido geografica. Nas 0lti-
more and more frequently in the European region since 2007. In Portugal,
Ae. albopictus was detected for the first time by the Vector Surveillance
Network (REVIVE) in two independent introduction events, in the northern
region in 2017 and Algarve in 2018. The aim of the present study was to O sucesso desta expanséao resultou principalmente das ati-
characterize the geographic distribution and seasonal activity of the inva-
sive species Ae. albopictus in Portugal. Active surveillance was signifi-
cantly increased by the REVIVE after these detections. Specific traps were
used for adult mosquitoes (Biogents Sentinel traps) and for the immature mente transportados em pneus usados e plantas ornamen-

0 comércio internacional de pneus para recauchutagem e
plantas.

O mosquito Aedes albopictus (Skuse, 1894) representa um
exemplo de como uma espécie exoética pode ser introdu-

mas décadas, esta espécie foi disseminada pelo mundo,
encontrando-se atualmente amplamente distribuida (1:2).

vidades de transporte de mercadorias no comércio global,
através das quais 0s ovos de Ae. albopictus foram passiva-
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tais de regides infestadas para novas regides. O transporte
de mosquitos adultos por via terrestre proporcionou, pos-
teriormente, um modo de dispersao passiva apos o estabe-
lecimento do mosquito nas novas regides (3:4).

Na Europa, Ae. albopictus foi detetado, pela primeira vez, na
Albania em 1979 (5) e apés introdugéo e estabelecimento na
ltalia, na década de 90, rapidamente disseminou pela maio-
ria dos paises da orla mediterranea, ja se tendo estabelecido
em 19 deles (6.7). Portugal esteve sempre na lista das regides
com condicOes apropriadas para a sua introducao e estabe-
lecimento (2). No ambito da Rede de Vigilancia de Vetores
(REVIVE), 0 Ae. albopictus foi detetado pela primeira vez, em
dois eventos de introducdo independentes, na regiao norte
em 2017 e no Algarve em 2018 (8,9),

Na Europa, a transmissao autéctone de arbovirus, como
chikungunya e dengue, relacionada com a presenca de
Ae. albopictus, ocorre desde 2007 (10.11). Mais recente-
mente, surtos de chikungunya foram relatados em Franca
em 2010 (12,13) 2014 (14) ¢ 2017 (15) e novamente, em Itélia
em 2017 (16). Casos de dengue autéctone causados pelos
serdtipos 1 e 2 de dengue também foram relatados em 2010
na Cro4cia e na Franca (17.18) e na Franca em 2013 (19),
2014 (20) ¢ 2015 (21), Em 2018, foram confirmados 12 casos
de dengue autdctone na Unido Europeia, seis na Espanha
(cinco na regido de Mdrcia e um na Catalunha) e seis na
Franca (cinco casos em Saint Laurent du Var, e um caso em
Montpellier) (22). Mais recentemente, em agosto de 2020, foi
registado o primeiro surto autéctone de dengue em Italia (23).
Em Portugal ainda nédo foram reportados casos de doenga
associados a transmissdo de agentes por Ae. albopictus.

A prevencdo de doencas associadas a vetores depende, em
grande parte, de controlo vetorial eficaz e sustentavel. As evi-
déncias tém mostrado que o envolvimento da comunidade
nas politicas de saude ambiental é também um fator crucial
para a obtengcdo de melhores resultados na supressao das
populacOes de vetores. No entanto, a caracterizagdo espa-
cial (geografica) e temporal (sazonal) das populagdes de Ae.
albopictus que é obtida pelas atividades de monitorizagéo
ativa é necessaria antes de qualquer estratégia de interven-
cdo. Estes dados sdo obtidos através de monitorizacéo ento-
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moldgica continua e permanente, com o objetivo de carac-
terizar a fenologia e a distribuicdo das populacdes-alvo de
vetores e permitem a elaboracdo de estratégias de controlo
ajustadas que suprimindo a populagcdo de mosquitos previ-
nem surtos de doencas associadas (16:24,25),

Em Portugal, a REde de Vlgilancia de VEtores (REVIVE) criada
em 2008 por protocolo entre as Administracdes Regionais de
Saude, Direcao-Geral da Saude e Instituto Nacional de Saude
Doutor Ricardo Jorge, é responsével pela monitorizacdo de
mosquitos vetores e pesquisa de arbovirus com impacto em
salde publica. A vigilancia de mosquitos é realizada de maio
a outubro e, para dar cumprimento ao Regulamento Sanita-
rio Internacional, em pontos de entrada, como aeroportos,
portos, areas de armazenamento, empresas de recauchuta-
gem de pneus e regides fronteiricas, onde a monitorizagao
decorre todo o ano (26),

_Objetivo

Caracterizacdo da distribuicdo geografica e atividade sazo-
nal da espécie invasora Aedes albopictus em Portugal entre
2017-2019, no ambito da Rede de Vigilancia de Vetores
(REVIVE).

_Materiais e métodos

Monitorizagdo da REVIVE nas dreas-alvo e colheita de
mosquitos

As colheitas de mosquitos vetores foram realizadas no ambito
do REVIVE em propriedades publicas e privadas com conhe-
cimento e permissdo do responsavel. As amostras de vetores
foram enviadas para o Centro de Estudos de Vetores e Doen-
cas Infeciosas e identificadas usando as chaves de identifica-
cao de Ribeiro e Ramos (27) e Schaffner e colaboradores (28).

Apos a detecédo da espécie Ae. albopictus, foram estabele-
cidas estagdes de monitorizagdo permanentes, em ambas
as regides-alvo. Na regido Norte - Penafiel foram utiliza-
das sete Biogents sentinel traps (BGS) e 34-73 armadilhas
de ovos (ovitraps) durante o periodo 2017-2019. Na regiédo
Algarve - Loulé (LAO 1), freguesias de Quarteira e AlImancil -
foram utilizadas oito BGS e 30-36 ovitraps durante 0 mesmo
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periodo. As armadilhas foram inspecionadas semanalmente Pan-flavi NS5 RT-PCR convencional para incluir outros fla-
durante todo o ano para a presenga de mosquitos adultos vivirus (29,30),

e ovos. Nas ovitraps positivas, 0 papel de oviposicao ou 0s

imaturos de mosquito identificados, larvas e pupas, foram _Resultados

colocados em tubos de colheita e enviados ao laboratorio . . , . .
Na regido norte, 0 mosquito Aedes albopictus foi identificado

ara processamento. No local, um novo papel de oviposicao . . .
para pr v vopap VIposie no concelho de Penafiel (LAU 1), nas freguesias de Guilhufe e

e agua foram colocados ap6s a limpeza da ovitrap. Relati-
g P P p Urrd (LAU 2), numa fabrica de recauchutagem de pneus com

vamente aos mosquitos adultos capturados nas armadilhas L . . .
comeércio internacional. Na regido do Algarve, o0 mosquito Ae.

BGS, estes f irados, transferid i tub , . . ) L
estes foram aspirados, 1ransieridos vivos para tubos albopictus foi identificado no concelho de Loulé (LAU 1), ini-

de colheita e enviados ao laboratério. . . . .
cialmente em Vilamoura (Quarteira, LAU 2) e posteriormente
em Vale do Garréo, Vale do Lobo e Quinta do Lago (Almancil,

LAU 2) (figura 1).

Pesquisa de arbovirus

Considerando sua importancia como vetores para varios
arbovirus importantes, os mosquitos adultos foram selecio-
nados e analisados por PCR em tempo real para chikun-
gunya, dengue e virus Zika usando os kits RealStar® RT-PCR
(altona Diagnostics GmbH, Hamburgo, Alemanha) e por

Figura 1: [ Regides onde foi identificada a presenca e atividade do mosquito Aedes albopictus em Portugal desde a
sua primeira detecdo em 2017: concelho de Penafiel (LAU 1), nas freguesias de Guilhufe e Urrd (LAU 2) e
Loulé (LAU 1), nas freguesias de Quarteira e Almancil (LAU 2).
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Figura adaptada de: ECDC, 2020, https://ecdc.europa.eu/en/disease-vectors/surveillance-and-disease-data/mosquito-maps; Relatério REVIVE 2019,
http://repositorio.insa.pt/handle/10400.18/7107
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Regiédo Norte

A primeira detecdo na regiao norte foi a 4 de setembro de
2017. No perfodo 2017-2019 foram identificados um total
de 147 mosquitos adultos e 342 imaturos. O periodo de
atividade sazonal do mosquito corresponde a maio-outu-
bro, com picos de abundancia entre agosto e outubro. No
periodo novembro-abril nao foi detetada atividade por dois
anos consecutivos (grafico 1).

Relativamente & sua distribuigdo geogréfica, em 2017, o
mosquito Ae. albopictus foi encontrado apenas no interior
do perimetro da fabrica. Em 2018, foi detetado fora do peri-
metro da fabrica pela primeira vez, situacao que se manteve
em 2019 (figura 2).

Grafico 1: [ Numero total de Aedes albopictus (larvas e adultos) coletados na regido norte de

Portugal, no periodo 2017-2019.
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Figura 2: [ Dispersdo do mosquito Ae. albopictus para fora do perimetro das instalagdes da
fabrica de recauchutagem de pneus, no periodo 2017-2019.
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o

A amarelo, area da fabrica; pontos cinzentos, locais de monitorizagao (negativos); circulos laranja, locais de monitorizagao (positivos).
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Regido do Algarve ovos e 449 adultos, 330 fémeas e 119 machos. O primeiro dia
em que se detetou atividade de Ae. albopictus foi 9 de maio

No ambito da REVIVE, o mosquito Ae. albopictus foi dete- (semana 19) e o Ultimo registo a 16 de dezembro (semana 50)

tado pela primeira vez a 12 de julho de 2018 em Quarteira, (grafico 2). O pico de abundancia de Ae. albopictus foi identi-

Loulé e foram coletados um total de 453 mosquitos adultos, ficado nos meses de setembro a novembro, correspondendo

530 larvas e 19004 ovos no periodo 2018-2019. A 26 de setembro ao més com maior nimero de ovos contados nas
setembro de 2018 o mosquito foi detetado pela primeira vez ovitraps (semana 36-39, n=6949) e novembro o mas com
em Almancil (figura 3). maior nimero de mosquitos adultos coletados nas armadi-
Durante 2019, foi avaliada a sazonalidade e abundancia da lhas BGS (semana 45-48, n=74 fémeas).

populacdo de Ae. albopictus com base no numero de ovos e

de mosquitos adultos coletados. Foram identificados 19004

Figura 3: 1 A - Detecdo do mosquito Ae. albopictus inicialmente em Quarteira (12 de junho) e posteriormente em
Almancil (LAU 2) a 26 de setembro 2018. B - Estagdes de monitorizagéo e atividade de Ae. albopictus

em 2019.
e . ° o
\Q@ 12 de junho 2018 Q Monitorizacao 2019
~
(7 IS 9 ©
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A amarelo, a area inicialmente monitorizada; Estac6es de monitorizagdo (8 Biogents sentinel traps (BGS) e 30-36 ovitraps): Negativos a presenca
de Ae. albopictus - pontos verdes (A - 2018) e azuis (B - 2019); Positivos a presenga de Ae. albopictus - pontos vermelhos.

Grafico 2: 1 Numero de Aedes albopictus (fémeas, machos e ovos) por armadilha, por semana
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Em relagé@o a pesquisa de arbovirus, foram analisados 160
mosquitos fémeas, 53 da regidao norte e 107 da regido do
Algarve. O virus chikungunya e flavivirus patogénicos nao
foram detetados nas amostras testadas. No entanto, no
Algarve foram detetados flavivirus especificos de inseto
(ISF) em trés pools.

_Discusséo

O mosquito Aedes albopictus encontra-se atualmente esta-
belecido e em expansao geografica nas regides identificadas.
Os dados obtidos pela REVIVE promovem, a nivel nacional
e internacional, a analise do processo de estabelecimento
e dispersdo no sentido de identificar areas de risco para a
ocorréncia de surtos autéctones associados a presenga do
mosquito. De acordo com o que temos vindo a observar
nos Ultimos dez anos na Europa, a area de distribuicdo
desta espécie vai ndo sO rapidamente aumentar a nivel
nacional, com a infestacdo de outras regides, como também
vai aumentar a sua abundancia, caso nao sejam tomadas
medidas de controlo vetorial que suprimam as populagdes de
mosquitos e atrasem ou impegam a sua dispersao.

Um estudo filogeografico baseado na anélise do mitogenoma
e no gene da Citocromo C oxidase (COl) de mosquitos cole-
tados em Portugal em 2017 e 2018, permitiu identificar uma
elevada variabilidade genética, dentro e entre as populacoes
de mosquitos a norte e sul do pais, compativel com as popu-
lagbes de mosquitos existentes na Europa (31). Estes resulta-
dos sustentam a ocorréncia de varios eventos de introdugao,
e a andlise da sequéncia do mitogenoma indica ainda uma
possivel migracao de Ae. albopictus dentro do pais, da loca-
lidade de introdugao a norte para a regido do Algarve.

Os dados de monitorizagdo em ambas as regides mostram
que 0s meses de setembro a novembro sdo quando a popu-
lagdo se encontra mais abundante e em maior atividade,
sendo consequentemente maior o risco de transmisséo de
agentes e ocorréncia de surtos de doenca. O periodo de ati-
vidade na regido do Algarve € maior (até dezembro) que na
regiao norte, o que muito provavelmente se deve as condi-
¢Oes ambientais, particularmente ao efeito da temperatura
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na atividade do mosquito. Estudos indicam que quando a
média da temperatura minima aumenta para valores supe-
riores a 13°C as populacdes de mosquitos na europa entram
em atividade (32). Este marcador ambiental pode facilitar
as tomadas de decisdo relativamente a determinacdo do
periodo de monitorizagao e atividades de controlo vetorial.

Portugal € uma regiéo de risco para a circulagdo de doen-
cas associadas a mosquitos, podendo o virus ser introdu-
zido por um viajante infetado regressado de uma regiao
endémica e posteriormente transmitido localmente pelas
populagdes de Ae. albopictus. No Algarve, devido a ser um
ponto turistico de grande afluéncia, recebendo visitantes
potencialmente infetados, esta preocupacao é acrescida.
O risco de ocorréncia das doengas associadas a estas espé-
cies de mosquito invasoras aumenta inevitavelmente com a
sua presenca. No entanto, outros fatores condicionam a cir-
culacdo dos agentes patogénicos, como a abundéncia das
populacdes de mosquitos e as condigdes ambientais, signi-
ficando que a presenca do mosquito por si sé ndo é deter-
minante para a ocorréncia de surtos de doenca. Mas, em
concordancia com 0s exemplos que temos vindo a assistir
em varios paises europeus, tem de ser feito um esforgo con-
sideravel e de acordo com uma gestao integrada de agoes
de monitorizagcdo entomoldgica, vigilancia epidemioldgica e
controlo vetorial (4). O envolvimento comunitario, com infor-
macao e esclarecimento as populagdes, como também com
a promocao de acOes que envolvam a comunidade no con-
trolo dos mosquitos, sdo indispensaveis nesta légica de
gestao integrada de vetores (33). A primeira abordagem em
qualquer programa de controlo de mosquitos baseia-se na
eliminacdo/ redugao de criadouros que é acessivel e deve
ser praticada pela comunidade. O controlo de mosquitos,
particularmente das espécies invasoras, depende de todos.
S6 com vigilancia entomolodgica e epidemioldgica, agdes de
controlo vetorial efetivas e envolvimento comunitério sera
possivel manter baixo o risco de e doencas associadas a
mosquitos em Portugal e noutros paises europeus.

A monitorizacdo das populacdes de vetores pela REVIVE é
indispensavel no processo de prevencdo de doencas asso-
ciadas a mosquitos. O REVIVE tem contribuido, desde 2008,



para o0 conhecimento sobre as espécies de vetores presen-
tes nas regides, a sua distribuicao e abundancia, assim como
para o0 esclarecimento do seu papel como vetor de agentes
de doenca e monitorizar as espécies invasoras com impor-
tancia em salde publica.

_Conclusdes

A monitorizacéo pela rede REVIVE é essencial para a dete-
cao atempada e monitorizacdo de mosquitos invasores que
promova a acao imediata das autoridades de saude locais. A
presenca do mosquito vetor Ae. albopictus, espécie exotica
e com caracteristicas invasoras, nas regides norte e sul de
Portugal, representa uma situag@o de risco acrescido para
a saude publica que vai exigir um esforgo de monitorizacao
constante e medidas de controlo eficazes que impecam a
dispersdo deste mosquito para outras regioes.
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Resumo

A prevaléncia da perturbagdo do espectro do autismo (PEA) em criancas
foi estimada na regido Centro de Portugal, no ambito do projeto Autism
Spectrum Disorders in the European Union (ASDEU). A metodologia de
estudo baseou-se no rastreio de criangas entre 0os 7 e 9 anos matricula-
das, no ano letivo de 2016/2017, em escolas primarias desta regiao. O
rastreio incluiu todas as escolas com unidades de apoio especializado
para criangas com problemas de neurodesenvolvimento e cerca de 10%
das escolas regulares, selecionadas aleatoriamente. A sinalizagcdo das
criangas foi feita pelos professores com recurso a um questionario estru-
turado, previamente validado, apés consentimento parental. O diagnés-
tico foi feito através de avaliagcdo clinica e funcional direta por equipa
clinica especializada. Foram rastreadas 13 690 criangas de 173 escolas.
A prevaléncia estimada para a PEA na regido Centro foi de 0,5% (IC95%
0,3-0,7). Nas escolas com unidades de apoio especializado para autismo,
observou-se uma prevaléncia substancialmente mais elevada de 3,3%
(IC95% 2,7-3,9), indicando que a maioria das criancas esta a receber o
apoio educativo mais indicado. A prevaléncia de PEA na regido Centro foi
comparavel a outros paises envolvidos no projeto ASDEU, tendo-se, no
entanto, observado assimetrias regionais na Europa.

_Abstract

The prevalence of Autism Spectrum Disorder (ASD) was analyzed in chil-
dren from the regido Centro of Portugal, as part of the ‘Autism Spectrum
Disorders in the European Union’ (ASDEU) project. The study methodology
was based on the screening of children aged 7 to 9 in approximately 10% of
primary schools, randomly selected, and including all schools with special
support units for children with neurodevelopmental problems. Teachers
identified children with potential ASD-related behavior using a structured
questionnaire, the ‘Teacher Nomination Form’, upon parental consent.
The nomination was followed by a clinical and functional evaluation by an
expert clinical team for diagnosis. A total of 13 690 children from 173 parti-
cipating schools were screened. The prevalence of ASD in regido Centro
was 0.56% (95% Cl 0.3-0.7). In schools with special support units for autism,
a substantially higher prevalence of 3.3% (95% Cl 2.7-3.9) was observed,
indicating that the majority of children with ASD were receiving the most
adequate educational support. The prevalence of ASD in regido Centro was
comparable to other countries involved in the ASDEU project, with regional
asymmetries observed across Europe.

47

_Introducéo

A Perturbacao do Espetro do Autismo (PEA) é uma perturba-
cao do neurodesenvolvimento caracterizada por alteracdes
persistentes na comunicacao e interacdo social e pela pre-
senca de padrdes repetitivos e restritos de comportamentos,
interesses ou atividades (1:2),

Em 1966, seguindo os critérios pioneiros de Leo Kanner (3),
um primeiro estudo epidemiolégico estimou a prevaléncia do
autismo em cerca de 1 em cada 2500 criancas (0,04%) (4).
Em Portugal continental e nos Agores, no ano escolar de
1999/2000, a prevaléncia do autismo foi estimada em 0,092%
e 0,156%, respetivamente. (5). Mltiplos estudos desde mea-
dos da década de 90 reportaram consistentemente prevalén-
cias de autismo mais elevadas (6.7), sendo notéria também
a sua variabilidade geografica (7:8). A utilizagdo de metodolo-
gias de estudo heterogéneas tem dificultado uma compara-
cao direta dos resultados, e consequentemente a definicdo
de um quadro abrangente da distribuicédo da prevaléncia da
PEA em termos globais. No sentido de obviar este problema,
o projeto Autism Spectrum Disorders in the European Union
(ASDEU), financiado pela Comissé@o Europeia, levou a cabo
0 estudo da prevaléncia da PEA em regides de 12 paises da
Europa (Dinamarca, Finlandia, Itélia, Espanha, Portugal, Polé-
nia, Roménia, Bulgéria, Franca, Austria, Islandia e Irlanda),
utilizando metodologias melhor padronizadas.

_Objetivo

O objetivo deste estudo foi estimar a prevaléncia da perturba-
cdo do espectro do autismo na regido Centro de Portugal, no
ambito do projeto ASDEU.
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_Material e métodos

A populacdo-alvo deste estudo foi composta por criangas
de ambos 0s sexos e de qualquer etnia, com idades compre-
endidas entre 0s 7 e 0s 9 anos, a frequentar o ensino basico
no ano escolar de 2016/2017, na regido Centro de Portugal.

A partir dos dados fornecidos pela Direcdo-Geral dos Esta-
belecimentos Escolares, foram selecionadas para rastreio
todas as escolas com ‘Unidades de educacéo estruturada
para apoio e inclusédo de alunos com PEA’ (UA, n=41) ou
‘Unidades de apoio especializado para a educacéo de alu-
nos com multideficiéncia e cegueira ou surdez congénita’
(UM, n=34) e ainda, através de selecao aleatoria, cerca de
10% das escolas publicas ou privadas sem UA ou UM (esco-
las regulares) da regiao Centro (n=122).

Toda a documentagao necesséria a participagdo no estudo
foi enviada as escolas selecionadas, incluindo notas informa-

Figura 1:

Selecao de escolas

Escolas na regido Centro de Portugal

Escolas requlares
Pablicas/Privadas

Amostragem aleatdria ponderada ‘

10% de escolas selecionadas

N

Escolas com unidade
de Autismo

\ Sem amostragem /

Todas as escolas selecionadas

tivas para os professores e declaracdes de consentimento
para participagdo. Para o rastreio das criancas nas escolas
utilizou-se um questionario, designado Teacher Nomination
Form (TNF) (®), previamente traduzido e validado. Este formu-
lario solicita aos professores que indiquem se um ou mais
dos seus alunos (até 4) apresenta uma ou mais de seis carac-
teristicas de comportamento associadas a PEA descritas.
As criancas nomeadas pelos professores foram incluidas no
estudo apds consentimento informado por escrito dos pais,
obtido através escola.

Para diagndstico da PEA, as criangas nomeadas foram ava-
liadas por equipa clinica de referéncia na regiao Centro,
utilizando instrumentos de diagndstico estandardizados e
cumprindo critérios da DSM-V".

Fluxograma resumindo as fases do estudo da prevaléncia da PEA na regido Centro de Portugal.
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A prevaléncia da PEA (P) foi calculada para cada tipo de
escola através do algoritmo:

p=£é

ne

em que n, a, e, d correspondem respetivamente ao nimero
de criancas amostradas, nomeadas, avaliadas e diagnostica-
das em cada tipo de escola. A prevaléncia global (Pt) foi esti-
mada através da férmula:
_Zi (Vi P))

Nt

Pt

em que o numerador representa a soma dos produtos da
populacao total em cada tipo de escola (N1, N2, N3) pela
prevaléncia calculada para cada tipo de escola (P1, P2, P3)
e Nt representa a populagao total.

A figura 1 descreve o fluxograma para as diferentes fases do
estudo.

Figura 2:

_Resultados

De um total de 77 717 alunos entre 0s 7 e 9 anos de idade,
matriculados no ano escolar de 2016/2017 nas escolas da
regido Centro, este estudo abrangeu 13 690 alunos, cerca
de 18% da populacdo nesta faixa etaria. A taxa global de
resposta das escolas foi de 88%, apds varios ciclos de con-
tactos por email, telefone e algumas visitas presenciais
(taxas de reposta de 91%, 88% e 76% para as escolas sem
unidades de apoio especializado, com UA ou com UM, respe-
tivamente). A figura 2 resume os dados das vérias fases do
estudo.

Utilizando o TNF, os professores nomearam um total de 195
alunos (1,4% dos alunos rastreados), incluindo 60, 114 e 21
alunos de escolas regulares, com UA ou com UM, respetiva-
mente. Foram obtidas autorizacdes dos pais ou responsaveis
legais de 96 (49%) das criancas nomeadas para participar

Resultados nas varias fases do estudo - rastreio, diagndstico e prevaléncia.

NUmero total de criancas

Criancas rastreadas

Criangas nomeadas

Criancas autorizadas

Criancas avaliadas

Criancas diagnosticadas

Prevaléncia

Escolas com unidade
de Autismo

5180

2425/5180 (46,8%)

114/2425 (4,7%)

72/114 (63,2%)

65/72 (90,3%)

46/65 (70,8%)

33/1000 criancas

Escolas com unidade
de Multideficiéncia

4952

2814/4952 (56,8%)

21/2814 (0,7%)

8/21 (38,1%)

7/8 (87,5%)

3/7 (42,9%)

3/1000 crian¢as
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Escolas requlares
Publicas/Privadas

67585

8451/67585 (12,5%)

60/8451 (0,7%)

16,/60 (26,7%)

13/16 (81,3%)

6/13 (46,2%)

3/1000 criancas

Total de escolas

77717

13690/77717 (17,6%)

195,/13690 (1,4%)

96/195 (49,20%)

85/96 (88,5%)

55/85 (64,7%)

5/1000 criancas
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Tabela 1:
no ano letivo de 2016/2017.

N n a

Escolas priméarias sem 67 585 8 451 60
unidades de apoio
especializado
Escolas priméarias com 5180 2 425 114
Unidades de Autismo
Escolas priméarias com 4 952 2 814 21
Unidades Multideficiéncia

Total 77717 13 690 195

65

85

Prevaléncia da PEA na regido Centro de Portugal, global e nas trés tipologias de escolas analisadas,

IC 95% Limite  1C 95% Limite
0, 2
g # i ° Inferior Superior
6 0,3 1,16x10-06 0,1 0,5
46 318 1,01x10-05 2,7 3,9
3 0,3 2,00x10-06 0,04 0,6
55 0,5 9,27x10-07 0,3 0,7

N - populacgéo total de criancas entre os 7 € 9 anos de idade matriculadas em escolas da regido Centro de Portugal; n - niUmero de criangas amostradas;
a - numero de criangas nomeadas; e - numero de criangas avaliadas; d - nimero de criangas diagnosticadas; P - prevaléncia; o2 - variancia

na fase de avaliagao clinica do estudo. No total foram avalia-
das 85 (89%) criangas com autorizagao parental, distribuidas
pelas varias tipologias de escolas como indicado na figura 2.
O diagnéstico de PEA foi confirmado em 55 das 85 criancas
avaliadas (64,7%), nomeadamente em 6, 46 e 3 criangas de
escolas regulares, com UA e com UM, respetivamente.

A prevaléncia de PEA global na regido Centro foi de 0,5%
(IC95% 0,3-0,7) (tabela 1). A prevaléncia foi significativamente
mais elevada nas escolas com UA (3,3%) do que nas esco-
las regulares ou com UM (0,3% em ambas as tipologias), indi-
cando que a maioria das criancas com PEA da regiao Centro
estava matriculada em programas educacionais que lhes pro-
porcionariam melhores oportunidades de desenvolvimento.

_Discusséo e conclusédo

A variabilidade na prevaléncia entre escolas com vérias tipo-
logias, cerca de 6 vezes mais elevada em escolas com UA,
mostram que na regido Centro as criangas com autismo
nesta faixa etaria estdo na sua maioria a receber o apoio
educacional mais indicado para a sua perturbagao, o que se
podera traduzir, a longo prazo, num prognoéstico mais favora-
vel. Estas unidades prestam apoios diferenciados, com res-
postas educativas especificas que melhoram a qualidade de
vida das criangas com PEA, potenciando a sua autonomia,
interagao e comunicacao. De notar que o numero de novos
diagnosticos foi mais baixo nas escolas com UA do que nas
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escolas regulares ou com UM, indicando que a maioria das
criangas com diagnéstico prévio de PEA estavam adequada-
mente encaminhadas pelos servigos de referéncia.

Os resultados na regido Centro sdo comparaveis a estimativa
de prevaléncia em varios dos paises do estudo ASDEU cuja
metodologia de rastreio se baseou no TNF, nomeadamente
no Pafs Basco (Espanha), regido de Varsévia (Polénia) ou na
Roménia, com prevaléncias de 0,59%, 0,69% e 0,72% (10.11),
respetivamente. A prevaléncia foi mais baixa na regiao de
Plovdiv (Bulgaria) (0,27%) (1) e mais elevada na regido de
Pisa (Italia) (1,15%) (12). Apesar do énfase numa metodologia
harmonizada para o estudo ASDEU, esta ndo foi conseguida
na sua totalidade mesmo na fase de rastreio, com regides a
omitirem o TNF e/ou a utilizarem o Social Communication
Questionnaire (SCQ) preenchido pelos pais (11). O projeto
ASDEU incluiu ainda estimativas de prevaléncia baseadas na
analise de registos em Franca, Dinamarca, Finlandia e Islan-
dia, que variaram entre 0,48% e 3,3% (13). No global, no
foi possivel encontrar um padréo de prevaléncias associado
a abordagens especificas. A obtencgao de intervalos de con-
flanga mais estreitos sugere que a andlise de registos, pos-
sivelmente devido a maior dimensao da populacdo alvo, a
utilizacdo do TNF e melhores taxas de resposta de professo-
res e pais permitem uma maior precisao nas estimativas. As
razOes para a variabilidade regional de prevaléncias obser-
vada no estudo ASDEU, incluindo de ordem social, cultural,
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ambiental ou as praticas educacionais ou médicas, devem
ser melhor investigadas (7,8,11,14-16).

A prevaléncia da PEA encontrada na regiao Centro foi superior
a reportada relativamente ao ano escolar de 1999/2000 (5),
que foi de 0,125% na regidao Centro. A metodologia utilizada
nesse estudo epidemioldgico foi muito semelhante a pre-
sente, mas alargada a todo o Portugal continental e Agores.
Na altura foram encontradas assimetrias regionais marcadas
na prevaléncia, com estimativas mais elevadas na regido
Centro, Lisboa e Vale do Tejo e Agores. O aumento na preva-
Iéncia, em Portugal e a nivel global, poderé estar relacionado
com as alteracdes nos critérios de diagndstico, que com a
DSM-V expandiram o conceito de autismo e sdo mais inclusi-
vos em termos de apresentacao clinica. No primeiro estudo
foi também notéria a auséncia de nomeacdes de criangas
com nivel funcional mais elevado, sugerindo que o conheci-
mento dos professores sobre comportamentos no espetro do
autismo evoluiu ao longo desta década através de mais recur-
sos, formacéao e informacdo. A maior consciencializagao para
a PEA de familiares e profissionais de saude e educacéo e,
finalmente, fatores de ordem social, bioldgica ou ambiental
poderao ainda contribuir para 0 aumento da prevaléncia glo-
balmente observado (7:8),

Dada a importancia do conhecimento da prevaléncia da PEA
para a adequada programacgao de recursos educacionais e
de saude, sera importante estender este estudo a nivel nacio-
nal, assim como a sua repeticao periédica. Finalmente, o foco
deveria ser alargado em termos de faixa etaria, uma vez que
as opcoes de vida e 0s recursos disponiveis sao muito limita-
das apos a transicao para a idade adulta e requerem urgente
programagao.
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