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Estratégia Nacional para a Medicina Genémica
(PT_MedGen)

Portuguese Strategy for Genomic Medicine
(PT_MedGen)

A Medicina Gendmica utiliza a informacao contida no
DNA de cada individuo para informar os seus cuidados
de saude, contribuindo para diagnosticos mais preci-
sos e atempados, para ajustar a terapéutica certa para
cada individuo e para estimar a sua predisposicao a
determinadas doencas, potenciando a sua prevencao.
F assim um componente-chave da Medicina Persona-
lizada (1) (figura 1).

A nivel global, existem multiplas iniciativas destinadas
a gerar novos conhecimentos e avancos na medicina

gendmica, mas também 3 sua implementacdo atempa-

Figura 1:

Melhoria do diagndstico de doencas
N raras, reduzindo a “odisseia diagnostica”

Tratamento mais preciso de doencas
oncolégicas através do perfil genético
do tumor e/ou do paciente

Prescricao do farmaco certo, na dose
certa para o doente certo: maior eficdcia
dos tratamentos e menos reacoes
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adversas a medicamentos
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da e alargada na prdtica médica. Na Europa, a Iniciativa
1 Million Genomes (1+MG) (https://digital-strategy.ec.eu
ropa.eu/en/policies/1-million-genomes), promovida pela
Comissao Europeia no dmbito da sua estratégia digi-
tal, conta no presente com 26 paises participantes que
tém a ambicdo de criar uma rede europeia de cole-
coes de dados genomicos e de salde associados. Esta
iniciativa contribui assim, de forma muito relevante,
para a investigacao clinica e em saulde publica, e para
a inovacao e qualidade na pratica médica. A iniciativa
1+MG tem um papel fulcral na progressao das estraté-
gias nacionais para a medicina genémica ao nivel eu-
ropeu, quer porque 0s paises aderentes assumiram for-
malmente um compromisso através da assinatura de
uma declaracdo de cooperacdo, quer porque existe um
alinhamento de conhecimentos e boas praticas para a
sua implementacao (https://bimg-project.eu/).

Exemplos de beneficios da Medicina Gendémica.

Estimativa do perfil de risco genético
para prevencao de algumas doencas

o crénicas
@ Matching de estudos clinicos com
EER os doentes que mais destes podem
KA/ A

beneficiar

Promocdo da equidade nos cuidados

de salde através da administracao de
tratamentos adequados a pessoas de
etnias diferentes
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A informacao genémica é uma parte integrante da medicina personalizada, com enorme potencial para melhorar os cuidados

de satde e a prevencao de patologias com contribuicdo genética significativa, incluindo as doencas raras, mas também as

doencas complexas de elevada prevaléncia, nomeadamente as oncoldgicas, as cardiovasculares e as neurodegenerativas.


https://digital-strategy.ec.europa.eu/en/policies/1-million-genomes
https://b1mg-project.eu/
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Em Portugal, o desenvolvimento de uma Estratégia Num documento de conceito para a estratégia
Nacional para a Medicina Gendmica (PT_MedGen) est3 PT_MedGen (3) foram identificados os principais desa-
agora em curso, NUMa iniciativa governada pela Comis- fios para dotar o pais da requlamentacdo, infraestru-
sao PT_MedGen e liderada pelo Instituto Nacional de turas, processos e recursos para a implementacao da
Saude Doutor Ricardo Jorge (INSA), por nomeacdo do medicina gendmica. Estes incluem, como pilares de
Ministério da Saude (2). Portugal retne atualmente suporte, a governanca da informacdo gendémica e de
capacidade e competéncias para a implementacao da salde; as infraestruturas para gestdo de dados, para a
medicina gendémica a nivel nacional, através de parce- geracao e andlise de dados genémicos e para a arti-
rias entre o INSA e outras entidades do Servico Nacio- culacdo com os servicos clinicos; e a comunicacao com
nal de Saude (SNS), como os Servicos Partilhados do os cidaddos. Dominios transversais a estes pilares sao
Ministério da Saude (SPMS) e os servicos hospitalares, também cruciais, nomeadamente as questoes éticas e
3 Agéncia de Investigacdo Clinica e Inovacdo Biomé- legais, as politicas de saude, as questoes relativas aos
dica (AICIB), varias infraestruturas do Roteiro Nacional modelos econémicos para a medicina personalizada,
de Infraestruturas de investigacdo de Interesse estra- bem como a formacao dos profissionais, a literacia em
tégico (RNIE), como 0 GenomePT e o BioData.pt, insti- salde do cidaddo, e ainda as sinergias intersectoriais
tuicdes publicas e privadas de investigacao e inovacao, entre a pratica clinica, a investigacao e a inovacao em
as academias e a industria. £ necessaria, no entanto, salde (figura 2).

uma estratégia agregadora que permita tirar partido
da capacidade instalada, e de investimento dedicado
para atingir este objetivo.

Figura 2: [ 0 conceito da estratégia PT_MedGen assenta a saude dos cidaddos, em termos de medicina
genémica, em cinco pilares principais, alicercados em dominios transversais.

PT _MedGen

Saude dos cidadaos

Governanca Infraestrutura Infraestrutura Infraestrutura Comunicacdo
da informacao de dados dos servicos de sequenciacao com o cidadao
gendmica e clinicos e de andlise
de salde genomica
ftica e Politicas Economia Formacao dos Literacia do Sinergias
requlacao de saude da saude profissionais cidadao intersetoriais
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Com o apoio da CE, nomeadamente da Direcdo-Geral
do Apoio as Reformas Estruturais (DG REFORM), o
desenvolvimento da estratégia PT_MedGen em deta-
Ilhe estd agora em curso, focando as dreas mais impor-
tantes que permitirdo alicercar a implementacao da

medicina genomica em Portugal:

1. Um contexto ético e legal alinhado com os avancos
cientificos e tecnoldgicos recentes e de acordo com
0 Regulamento Geral sobre a Protecdo de Dados;

2. A promocdo da literacia dos cidadaos através de
comunicacdo aberta e participativa, assegurando
que o0s cidadaos, os doentes e os decisores politicos
sdo bem informados e estdo empenhados na imple-
mentacao da medicina genémica;

3. A criacdo de um modelo de governanca para a infor-
macao gendémica e de salde, incluindo os fluxos de in-

formacao entre as entidades nacionais de relevancia;

4. A criacdo de uma infraestrutura central para gestao
e partilha sequra de dados genémicos e de salde,
cumprindo com requisitos internacionais de seguran-
ca, qualidade e acesso, e a implementacdo de uma
rede federada para acesso a dados gendémicos e de

salide ao nivel nacional e europeu;

5. Uma estratégia para a organizacdo eficiente dos
servicos clinicos, incluindo gestdo e partilha sequ-
ra de dados gendmicos e clinicos, equipas multidis-
ciplinares, redes clinicas e integracdo com a inves-
tigacao;

6. A modernizacao das infraestruturas para sequen-
ciacao gendémica e implementacdo de infraestrutu-
ra computacional adequada para processamento de
dados gendmicos;

7. A geracdo de valor e promocao da sustentabilidade
através de sinergias entre a clinica, a investigacao e
a industria.
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A estratégia PT_MedGen tem assim como missdo criar
condicdes para a implementacdo alargada da medicina
personalizada através da caracterizacao genomica dos
individuos, para a prevencao das doencas e para um
diagndéstico e tratamento mais precisos, promovendo
0 bem-estar da populacdo, a criacdo de conhecimento
e valor significativos na drea da salde, a qualificacao
de recursos humanos, a inovacao, a criacao de valor
econémico em Portugal e permitindo a internacionali-

zacdo desta drea.

Astrid Moura Vicente

Coordenadora da Comissdo para o planeamento e implementacao da Estratégia
Nacional para a Medicina Gendmica

Investigadora, Coordenadora do Departamento de Promocdo da Saude e Prevencao
de Doencas Ndo Transmissiveis, INSA
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de saude: principais conclusdes das Country Exchange Visits ao Reino Unido,

Estonia e Finlandia

Key issues for implementation of genomic medicine into healthcare: recommendations from Country
Exchange Visits to the United Kingdom, Estonia and Finland
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(1) Departamento de Promocdo da Saude e Prevencdo de Doencas Ndo Transmissiveis, Instituto Nacional de Saude Doutor Ricardo jorge, Lisboa, Portugal

(2) Instituto de Biossistemas e Ciéncias Integrativas. Faculdade de Ciéncia, Universidade de Lisboa, Lisboa, Portugal

_Resumo

Para que todos os cidadaos europeus possam vir a beneficiar da medi-
cina genémica de forma equitativa, é essencial colmatar as assime-
trias existentes na Europa na implementacao das andlises gendmicas
nos cuidados de saude. Promover o didlogo e a cooperacdo entre
paises, contribuindo para a sua capacitacdo e partilha de boas prati-
cas, é essencial para o avanco da medicina gendmica a nivel nacio-
nal e europeu. Nesse sentido, o projeto Beyond 1 Million Genomes
(B1MG) organizou trés Country Exchange Visits (CEVS) a pafses euro-
peus com estratégias genémicas avancadas, nomeadamente o Reino
Unido, a Estonia e a Finlandia. Estas visitas promoveram uma discus-
sao aberta sobre os pontos-chave para a implementacdo sustentdvel
da medicina gendmica nos servicos de saude. Profissionais de saude
e investigadores dos paises signatdrios da iniciativa europeia de 1
Milhdo de Genomas (1+MG) participaram nesses eventos, alguns dos
quais apresentaram as respetivas iniciativas nacionais para a medi-
cina gendmica. Com base nas boas praticas apresentadas, e em exem-
plos reais dos paises anfitrioes, foram propostas recomendacdoes em
areas essenciais a implementacao sustentdvel da medicina gendémica
nos sistemas de saude europeus, nomeadamente: (i) o envolvimento
dos cidadaos e dos doentes; (ii) o investimento em infraestruturas e
a regulamentacao na pratica clinica; (iii) a formacdo e capacitacao de
profissionais de sadde; (iv) a construcdo de um ecossistema susten-
tdvel baseado em sinergias entre sistemas de sadde, investigacao e
industria.

_Abstract

For genomic medicine to become accessible to all European citi-
zens, it is essential to bridge the current gaps across European coun-
tries regarding the maturity of genomics use in health care. Promo-
ting dialogue and cooperation between countries, contributing to
capacity building and sharing best practices is thus essential for the
advancement of genomic medicine at national and European levels.
The Beyond 1 Million Genomes (B1MG) project is a Coordination and
Support Action funded by the European Commission, to assist the
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1+ Million Genomes Initiative. The 1+MG Initiative engages 26 Euro-
pean countries in the development of a framework for genomic and
health data access across borders, to facilitate research and perso-
nalised medicine in Europe. To improve cooperation across European
health systems, the BIMG project organized three Country Exchange
Visits (CEVs) to countries with well advanced genomic strategies,
namely the United Kingdom, Estonia and Finland, to discuss the cri-
tical factors for the sustainable implementation of national strate-
gies for genomic medicine. Researchers and health professionals
involved in the 1+MG Initiative participated in these events, and 13
countries presented the status of their genomic medicine strategies.
Based on the presentations and discussions, a set of recommen-
dations for the successful implementation of genomic medicine in
Furopean health systems were proposed in four key areas: patient
and citizen engagement; infrastructure and regulation for imple-
mentation of genomics into clinical practice; workforce education
and training; and building a sustainable ecosystem based on syner-
gies between clinical practice, research and industry.

_Introducao

A implementacdo da medicina genémica nos sistemas
de salde pode ajudar a tornar a medicina personali-
zada uma realidade, com enormes beneficios para os
cidaddos e para os sistemas de saude. A possibilidade
de diagnosticos mais precisos e atempados, um tra-
tamento personalizado ao perfil individual do doente
e 3 adocdo de abordagens preventivas dirigidas ao
individuo contribuem para a eficiéncia dos sistemas
de saude e melhoram a qualidade de vida dos cida-
daos. A informacao disponibilizada pela sequencia-
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cdo do genoma humano, bem como o0 acesso sequro
a dados gendémicos e fenotipicos em grande escala,
tém o potencial de produzir avancos importantes na
implementacdo da medicina personalizada nos sis-
temas de salde. Este reconhecimento levou a Unido
Europeia a lancar, em 2018, a iniciativa europeia de 1
Milhdo de Genomas (1+MG) (1), formalizada através da
assinatura da Declaracao de Cooperacao Towards access
to at least 1 Million Genomes in the EU by 2022. Atual-
mente existem 26 paises signatarios, da UE, Reino Unido
e Noruega. Esta iniciativa pretende definir a estrutura e
0 quadro juridico que permitird o acesso transfronteirico
a dados gendmicos associados a outros dados de salde,
fomentando o desenvolvimento de estratégias de medi-
cina gendmica para a pratica clinica e para a investiga-

cao e desenvolvimento.

Ao nivel europeu, o sucesso da implementacdo da
medicina genémica requer que todos os paises atin-
jam niveis de maturidade semelhantes em termos da
sua capacidade de utilizacdo de informacdo gendmica
nos sistemas de salde. No entanto, sabemos que os
pafses estdo em niveis varidveis de implementacao
quanto a infraestruturas, processos e requlamentacao.

No sentido de colmatar estas diferencas, o projeto
Beyond 1 Million Genomes (B1IMG) (2), uma acao
de coordenacao e suporte a iniciativa 1+MG finan-
ciada pela Comissao Europeia, e mais concretamente
0 Workpackage 5: Delivering Personalised Medicine
cross-borders: Implementation in Healthcare Systems
and Societal Impact, coordenado pelo Departamento
de Promocdo da Saude e Prevencao de Doencas Nao
Transmissiveis do Instituto Nacional de Salude Dou-
tor Ricardo Jorge, organizou trés Country Exchange
Visits (CEVs) virtuais. Estas CEVs serviram como um
férum de discussao das dimensoes mais criticas para
a implementacao da medicina gendémica nos sistemas
de saude, dos principais desafios e lacunas entre pai-
ses, e ainda para identificacdo de boas praticas. As
dreas debatidas foram: o envolvimento, a literacia e

a confianca de cidadaos e pacientes; as necessidades
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de infraestrutura para a implementacao da genémica
na pratica clinica; as questdes éticas e legais associa-
das; as sinergias entre 0s servicos de saude, a inves-
tigacdo e a industria; a formacdo dos profissionais de
salide.

Para promover e orientar uma implementacao bem-su-
cedida da gendmica nos sistemas de salde europeus,
potenciando também a partilha de dados transfrontei-
ricos, as CEVs ao Reino Unido, Estonia e Finlandia tive-

ram como objetivos principais:

1) Promover o didlogo e a cooperacao entre 0s pai-
ses, partilhando boas préticas e exemplos reais de
sucesso na implementacao da gendmica nos siste-
mas de salde;

2) Produzir um conjunto de recomendacfes para a

implementacdo sustentdvel da medicina genomica.

Em cada visita foram abordados temas mais especificos

relacionados com o pais anfitrido, nomeadamente:

1. A visita ao Reino Unido foi subordinada ao tema
Research to Clinical practice: from Genomics England
to NHS;

2. Na visita a Estonia, o tema foi Genomics Towards
Prevention;

3. A visita a Finlandia centrou-se no tema Regulating
the Unknown.

_Objetivos

Este trabalho pretende divulgar as principais conclu-
soes de trés Country Exchange Visits ao Reino Unido,
Esténia e Finlandia, realizadas no ambito do projeto
Beyond 1 Million Genomes (B1MG), para a producdo
de recomendacOes para a implementacao da medi-
cina gendémica nos sistemas de salde europeus.
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_Material e métodos

Entre marco e junho de 2023, realizaram-se trés Coun-
try Exchange Visits (CEVs) virtuais ao Reino Unido, Esto-
nia e Finlandia, paises identificados como detentores
de estratégias genomicas bem estabelecidas, das quais
outros paises poderiam retirar orientacoes. As apre-
sentacdes e discussao subsequentes foram analisadas
e a informacdo compilada sob a forma de relatorio (3)
e um Policy Brief (4). As apresentacdes em cada CEV
incluiram aspetos globais, mas também temas mais
especificos caracteristicos da abordagem estratégica de
cada pais anfitriao na implementacdo da genémica na
pratica clinica, como acima referido.

Durante as trés CEVs, 13 paises europeus (Alemanha,
Bélgica, Bulgdria, Dinamarca, Espanha, Hungria, Itdlia,
Letonia, Lituania, Luxemburgo, Noruega, Portugal, Sué-
cia) apresentaram também o progresso das respetivas
iniciativas nacionais de medicina genémica.

As CEVs tiveram uma participacao média de cerca de
80 participantes de 24 palses.

_Resultados e discussao

Com base nas abordagens estratégicas dos anfitrides
(figura 1), respetivos exemplos de sucesso, e tendo em
consideracao os desafios sentidos pelos demais paises
participantes, identificaram-se quatro dreas-chave para
0 desenvolvimento de uma estratégia para a medicina
gendémica: (i) o envolvimento dos cidadaos e em par-
ticular dos doentes; (ii) os aspetos relacionados com
a infraestrutura técnica e requlamentacdo necessad-
rios para a implementacao da gendémica na pratica cli-
nica; (iii) a formacdo e capacitacao de profissionais de
salde; e (iv) a construcao de um ecossistema envol-
vendo sinergias entre a pratica clinica, investigacao e
industria. Alguns exemplos de prdticas de sucesso em
cada uma destas dreas sao mostrados na tabela 1.

Figura 1: [1 Mapa representativo dos paises signatarios da Declaracao de Cooperacdo
da Iniciativa europeia 1 Million Genomes.

@ Paises signatérios
O Paises anfitrioes

Paises observadores

A rosa assinalam-se os paises signatarios anfitrides das das Country Exchange Visits, nomeadamente Reino Unido,

Estonia e Finlandia.
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Tabela 1: [1 Exemplos de préticas de sucesso nas dreas-chave para a implementacdo da genémica nos cuidados

de saude,

Area

Confianca e envolvimento de
cidadaos e doentes

Infraestrutura e requlamentacao
para implementacao da
genomica na prética clinica

Formacao e capacitacao de
profissionais de saude

Sinergias entre prdtica clinica,
investigacdo e industria

no Reino Unido, Estonia e Finlandia.

Exemplos dos paises anfitridces

A Estonia investiu durante décadas no envolvimento dos cidadaos com publicidade, campanhas de
comunicacao envolvendo figuras publicas, e fazendo referéncia a genémica em novelas e filmes, tendo
consequido alcancar uma taxa de 75% de aceitacdo por parte do publico.

No Reino Unido, o National Health Service (NHS) envolve os doentes ou seus representantes, na sua
estrutura de governanca e tem um Forum de Pessoas e Comunidades (NHS People and Communities Forum)
no Servico de Medicina Genémica (NHS Genomic Service).

Na Finlandia, a Lei do Genoma (Genome Act), que constituird a base legal para o centro nacional de
genomica e o banco de dados genomicos centralizados, envolveu desde o inicio os cidadaos e os doentes.

No Reino Unido, a Genomics England e o NHS definiram claramente as politicas de acesso e partilha de
dados. O Genomics England Data Center é uma infraestrutura seqgura localizada dentro da firewall do NHS,
que armazena dados genémicos e outros dados relativos aos doentes.

Na Finlandia, o Genome National Centre é a autoridade publica central responsdvel pela gestdo da base de
dados do genoma da populacao finlandesa e pela promocdo da equidade e da utilizacdo responsdvel dos
dados genémicos. A Findata(®), a autoridade que gere a permissao de acesso a dados, é responsdvel pela
implementacdo da Lei sobre Uso Secundario de Dados Sociais e de Saude (Act on Secondary Use of Health
and Social Data).

Na Estonia, a Lei de Investigacdo de Genes Humanos (Human Genes Research Act) remonta ao ano 2000,
quando o Biobanco nacional, hoje com representacao de mais de 20% dos cidadaos deste pais, foi estabelecido.

A infraestrutura genémica do Reino Unido associada ao NHS opera de acordo com padrdes nacionais comuns
através de um pipeline “de-ponta-a-ponta” acreditado por normas 1S0.

O NHS e a Genomics England estdo a desenvolver ferramentas robustas para a andlise de custo-beneficio da
genomica, que podem depois ser usadas para formular politicas publicas para implementar os testes
genomicos na drea da saude e promover o0 acesso amplo e equitativo pelos cidadaos.

Na Finlandia, a Estratégia de Crescimento do Setor da Saude da Finlandia (Health Sector Growth Strategy)
envolve o Ministério da Educacao e Cultura, o Ministério da Economia e do Emprego, o Ministério da
Seguranca Social e da Saude, a Academia Finland, a Business Finland e a Agéncia de Financiamento da
Inovacdo da Finlandia (/nnovation Funding Agency).

0 Reino Unido criou o Programa de Educacao Genémica (Genomics Education Program) (6) para profissionais
de saude e desenvolveu um guia de boas préticas para apoiar individuos e organizacoes que pretendam
melhorar as suas competéncias em medicina genémica (7). Reconhece também novas profissoes para lidar
com a rapida inovacdo na medicina genomica, por exemplo, cientistas clinicos e informaticos clinicos.

A comunicacao dos riscos, recomendacoes farmacogenoémicas e o aconselhamento genético devem ser
compreensiveis e acessiveis aos doentes. A Finlandia estabeleceu varias iniciativas para melhorar as
competéncias dos profissionais de saide na comunicacao com os doentes.

A Genomics England e o NHS desenvolveram o conceito de um infinity-loop para estimular continuamente
novas descobertas a partir de dados clinicos e a adocdo de novos conhecimentos no diagndstico, tratamento
e prevencdo no sistema de saude. Desta forma promove uma estreita colaboracdo entre investigacao e
sistemas de satde: o NHS fornece dados de doentes para projetos de investigacdo, que, por sua vez,
fornecem ao NHS conhecimento e solucoes inovadoras para a pratica clinica.

Na Finlandia, a indUstria colabora ativamente com o sistema de satde. Por exemplo, o FinnGen (8) é uma
parceria publico-privada, com diversos parceiros dos setores publico e privado, incluindo a cooperativa de
Biobancos FINBB (%) e 12 empresas farmacéuticas.

Na Estonia, a recém-lancada Agenda Digital Nacional 2030 (National Digital Agenda 2030) estabelece a
estratégia para envolver o setor privado e quais as estruturas legais, técnicas, de governanca, financeiras,
de partilha de dados e de infraestrutura adequadas para fazé-lo de forma a garantir a confianca do publico e
a melhorar a medicina personalizada.
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Para a implementacao sustentdvel da gendmica nos sistemas de salde, foi considerado essencial:

v 0 envolvimento dos cidaddos, e em particular v 0 desenvolvimento de modelos econémicos espe-

dos doentes, que devem ser o foco central da
medicina personalizada. Para isso é fundamental
que detenham uma compreensdo sobre o que é
a gendmica e a sua utilizacdo na medicina, con-
fianca no sistema de satde e uma melhor capa-
cidade de participar nas decisdes sobre a sua
salde. O consentimento informado para o uso e
partilha de dados e 0 apoio as politicas de medi-
cina genomica s6 sao possiveis com o envolvi-
mento e a aceitacao do publico.

A recolha, a gestdo e a utilizacdo de dados de
salde e gendmicos em ambiente sequro, através
de uma infraestrutura sequra para a gestao de
informacdo, com uma governanca centralizada e
planos robustos de gestao de dados.

A uniformizacdo e padronizacao de procedimentos
que garantam o controlo de qualidade, a interope-
rabilidade e a partilha transfronteirica de dados,
para fins clinicos e de investigacao, a nivel regio-
nal, nacional e internacional.

0 envolvimento dos decisores politicos para um
compromisso politico constante, associado a fi-
nanciamento sustentado, e envolvendo coopera-
cdo interministerial, para apoiar a implementa-
cdo sustentdvel da medicina gendémica.

cificos para a medicina gendémica, que incluam os
beneficios para os sistemas de salde, mas tam-
bém beneficios de ordem social para doentes e
seus familiares.

Recursos humanos especializados, empenhados
e capacitados. Os profissionais de salide devem,
3 qualquer momento das suas carreiras, poder
desenvolver e melhorar as competéncias neces-
sdrias para a utilizacdo de informacdo gendmica
nas suas praticas.

Sinergias entre o setor da saude, a investigacao e
a industria. Uma colaboracdo bem-sucedida entre
a pratica clinica, a investigacdo e a industria bene-
ficia os cidadaos, os servicos de salide, a econo-
mia da salde e a sociedade em geral. A parceria
entre a investigacdo e a pratica clinica é funda-
mental para criar um ecossistema de aprendiza-
gem em salde e proporcionar sustentabilidade. A
medicina gendémica requer atualizacdes constan-
tes de conhecimento e tecnologia, o que faz do
setor privado um parceiro essencial pois contribui
para gerar novas solucdes mais rapidamente.
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Como resultado destas CEVs foi desenvolvido um con-
junto de recomendacoes para o progresso dessas areas
de forma concertada nos paises envolvidos na iniciativa
1+MG (figura 2) (3-4).

Figura 2: 1 Recomendacdes para o desenvolvimento concertado de quatro areas essenciais a
implementacdao da genémica nos servicos de saude.

Formacdo e capacitacao de
profissionais de saide

Adaptar os programas de educacao para qualificacdo e formacdo dos
recursos humanos da area da satde, incluindo:

¢ Cursos online para profissionais com conhecimentos limitados de
genomica, que incluam uma avaliacdo final e um certificado.

2¢ Estrutura de competéncias com diferentes niveis, para que individuos
e organizacoes possam avaliar as necessidades de melhoria de
conhecimentos e competéncias.

Investir em mais profissionais, nomeadamente geneticistas clinicos e
técnicos de aconselhamento genético, e em novas profissées, como
bioinformaticos e cientistas para a clinica.

Definir as funcoes desses e de outros profissionais, como clinicos
gerais, que se especializem em genética clinica, e possam utilizar
informacao gendémica na sua pratica profissional com beneficio do
cidadao e do doente.

Confianca e envolvimento de

cidadaos e doentes

Estabelecer programas de informacdo e campanhas de comunicacdo
abrangentes para envolver e informar os cidaddos.

Monitorizar a confianca dos doentes e a disponibilidade destes para
fornecer amostras e dar consentimento para uso de dados genémicos
na prética clinica e na investigacdo.

Envolver grupos de doentes em todas as decisoes e etapas de
implementacdo da estratégia genémica desde o inicio, incluindo
na discussao do enquadramento legal.

Garantir a representacao dos doentes nos grupos de decisao
(governanca).

Infraestrutura e regulamentacao

para implementacao da gendmica

na pratica clinica

Criar uma infraestrutura com governanca centralizada e um
enquadramento ético e legal adequados para recolha, andlise e
utilizacdo de dados de forma seqgura e transparente na pratica clinica
e na investigacao.

Garantir um investimento adequado em tecnologias e servicos digitais
sequros. Por exemplo, implementar sistemas de registo eletrénico de
saude que combinem informacodes clinicas com acdes automatizadas
de apoio 3 decisao que facilitem a utilizacdo das informacaoes
gendémicas na pratica clinica.

Procurar a colaboracdo interministerial e a inclusao de todos os
stakeholders para a implementacdo da estratégia, investindo em
parcerias publico-privadas e obtendo apoio politico sélido e estavel.

Implementar um plano global para a gestao de dados gendmicos e de
saude, de forma a facilitar o acesso a dados genémicos e de satde na
prética clinica e na investigacdo, aos niveis regional, nacional e
internacional.

Sinergias entre pratica clinica,
investigacao e inddstria

Envolver todos os stakeholders na discussdao do enquadramento legal
de forma a permitir a inovacdo, ao mesmo tempo que gera confianca
e se evita o uso indevido de dados.

Criar um enquadramento abrangente que permita que os parceiros
dos setores da investigacdo, da clinica e da inddstria compartilhem
conhecimento, se apoiem mutuamente e garantam a transicao da
investigacao para a aplicacao clinica.

Incluir os contributos do setor da industria na avaliacao econémica
da saude.

Incluir os governos e decisores politicos como facilitadores da medicina
gendémica:

Encorajando a integracao e gestao da inovacao.

Promovendo o didlogo entre todos os parceiros e estabelecendo
colaboracoes.

¢ Financiando iniciativas que suportem o crescimento sustentdvel e
atraiam mais financiamento.

Criando condicoes para que os resultados da investigacdo, digitalizacao
e conhecimento sejam usados primeiramente em beneficio dos
cidadaos, mas considerando também as necessidades de outros
parceiros.
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_Conclusao

Para que todos os cidadaos europeus beneficiem equi-
tativamente dos avancos proporcionados pela gend-
mica na medicina, a colaboracdo internacional e o
acesso transfronteirico a dados genomicos é essencial,
e 0s paises precisam de alinhar estratégias e abordar
de forma uniforme questdes comuns. Nesse sentido, o
objetivo destas CEVs de envolver os stakeholders euro-
peus mais relevantes no debate de questdes relaciona-
das com a implementacdo da medicina genémica nos
sistemas de satde foi muito bem-sucedido.

A Iniciativa 1+MG, com o apoio da Comissao Europeia,
tem tido como mérito aproximar os paises da Europa
no sentido de uniformizar as abordagens genémicas
na saude, com o objetivo de beneficiar todos os cida-
daos europeus.
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_Resumo

A Hipercolesterolemia Familiar (FH) é uma condicdo genética comum
do metabolismo dos lipidos, que se encontra subdiagnosticada. Exis-
tem trés genes primarios associados a FH (LDLR, APOB e P(CSK9) e 5
genes fenocdpias (LDLRAPT, LIPA, ABCG5, ABCG8 e APOE), que con-
ferem um fendtipo semelhante a FH. Neste trabalho pretende-se
apresentar a relacao fendtipo-gendtipo dos individuos com critérios
clinicos de FH referenciados ao Estudo Portugués de Hipercolestero-
lemia Familiar. Até ao fim de 2021 foram estudados molecularmente
1005 individuos com critérios clinicos de FH. Destes, foram confir-
mados geneticamente com FH (FH positivos), 417 casos-index (408
heterozigotos e 9 homozigotos). Com os estudos familiares identifica-
ram-se adicionalmente 581 heterozigotos e 2 homozigotos. De entre
0s FH positivos, 0s casos-index com variantes de alelo nulo apresen-
tam um fendtipo mais severo do que 0s casos-index com variantes de
alelo defeituoso. Cerca de 1% dos casos-index foram diagnosticados
com outras causas monogénicas. Dos FH negativos, 34% apresenta
hiper-Lp(a), 18% tem uma hipercolesterolemia de causa poligénica e
1% possui uma variante patogénica em heterozigotia nos genes feno-
copias da FH. As diferentes causas genéticas contribuem para uma
variedade de fendtipos que requerem diferentes formas de gestao da
doenca, terapias especificas e tém implicacoes na estratificacao do
risco cardiovascular e no rastreio dos familiares, sendo por esta razao
essencial que seja identificada a etiologia da hipercolesterolemia o
mais precocemente possivel para melhorar o prognéstico dos indivi-
duos com FH.

_Abstract

Familial Hypercholesterolemia (FH) is @ common genetic condition
of lipid metabolism that is underdiagnosed. There are three primary
genes associated with FH (LDLR, APOB and PCSK9) and 5 phenocopy
genes (LDLRAP1, LIPA, ABCG5, ABCG8 and APOE), which confer a phe-
notype FH-like. In this work, we present the phenotype - genotype
characterization of individuals with clinical criteria of FH referred
to the Portuguese FH Study. Until the end of 2021, 1005 individuals
with clinical diagnosis of FH were molecularly studied. Of these, 417
index cases (408 heterozygotes and 9 homozygotes) were geneti-
cally confirmed with FH (FH positive). Cascade screening also identi-

fied 581 heterozygotes and 2 homozygotes. Among the FH positives,
the index cases with null allele variants show a more severe pheno-
type than the index cases with defective allele variants. About 1% of
the index cases were diagnosed with other monogenic causes. Of the
FH negatives, 34% have hyper-Lp(a), 18% have a polygenic hyper-
cholesterolemia and 1% have a pathogenic variant in heterozygosity
in a FH phenocopy genes. The different genetic causes contribute to a
variety of phenotypes that require different forms of disease mana-
gement, specific therapies and have implications for cardiovascular
risk stratification and family screening. Therefore, it is essential that
the etiology of hypercholesterolemia is identified as early as possi-
ble to improve the prognosis of individuals with FH.

_Introducdo

A Hipercolesterolemia Familiar (FH) é uma condicdo
genética do metabolismo dos lipidos associada a um
elevado risco cardiovascular (1). £ uma das condicoes
genéticas mais comuns com uma prevaléncia de 1:300
na populacao em geral e uma prevaléncia ainda maior
entre os doentes com doenca cardiovascular (DCV) (2).

0 diagndstico clinico de FH é realizado sequndo crité-
rios especificos, no entanto, apenas o estudo molecular
pode estabelecer, ou confirmar, um diagndéstico defini-
tivo de FH (3).

Existem trés genes primarios associados a FH: LDLR,
APOB e PCSK9 (4). As variantes no gene LDLR podem
ser divididas, relativamente a atividade do recetor das
LDL, em variantes de alelo nulo e variantes de alelo
defeituoso, quando existe, respetivamente, uma perda
total de funcao (<2% de atividade) ou apenas parcial
(2-80% de atividade) (5).
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No entanto, e apesar dos avancos tecnoldgicos no diag-
nostico genético, a FH encontra-se subdiagnosticada na
maioria dos paises e é diagnosticada tardiamente, em
média aos 46 anos de idade (1.6). Apenas 40-60% dos
individuos diagnosticados clinicamente sao identifica-
dos com uma variante patogénica num dos 3 genes pri-
marios da FH (3), sendo provavel que os restantes indi-
viduos possam ter outra causa genética, monogénica
ou poligénica, que contribua para os seus niveis eleva-
dos de colesterol LDL (c-LDL).

A tecnologia de sequenciacdo de nova geracao (NGS)
permite uma pesquisa rdpida de variantes em diver-
sos genes em simultaneo. Para o diagndstico gené-
tico da FH recomenda-se a utilizacao de um painel de
genes que contenha os 3 genes primarios da FH, e adi-
cionalmente 5 genes fenocopias da FH (LDLRAPT, LIPA,
ACBG5, ABCG8 e APOE). 0s genes fenocopias da FH
estao relacionados com condicoes que conferem um
fendtipo de hipercolesterolemia semelhante 8 FH (3).
A hiper-Lp(a) também tem sido referenciada como uma
fenocopia da FH, mas por enquanto a sua caracteriza-
50 é apenas bioquimica (7-10).

_Objetivos

Neste trabalho pretende-se apresentar a relacao feno-
tipo-genotipo dos individuos com critérios clinicos de
hipercolesterolemia familiar referenciados ao Estudo
Portugués de Hipercolesterolemia Familiar entre 1999
e 2021.

_Material e métodos

O Estudo Portugués de Hipercolesterolemia Familiar é
um projeto de investigacdo, coordenado pelo Instituto
Nacional de Saude Doutor Ricardo Jorge desde 1999,
gratuito para os seus participantes e instituicdes de
satde colaboradoras (Bourbon and Rato, 2006; Bour-
bon et al., 2008). No DPS-INSA foi realizado um perfil
bioquimico com determinacao de colesterol total (CT),
c-LDL direto, colesterol HDL (c-HDL), triglicéridos (TG),
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apolipoproteina A1 (apoA1), apolipoproteina B (apoB), e
lipoproteina(a) (Lp(a)), por métodos enzimaticos colori-
métricos e imunoturbidimeétricos.

Desde 2017, o estudo molecular é realizado através de
um painel de NGS que contém 8 genes (LDLR, APOB,
PCSK9, LDLRAP1, APOE, LIPA, ABCG5 e ABCGS). Para os
casos recebidos entre 1999 e 2016, o estudo molecular
envolveu o estudo dos genes LDLR, APOB (apenas frag-
mentos de 2 exdes) e PCSK9, através das metodologias
de sequenciacao de Sanger e de MLPA (Multiplex Liga-
tion-dependent Probe Amplification), para determina-
cs0 de grandes delecoes no gene LOLR (1), Em alguns
casos selecionados foi realizada uma re-sequenciacao
por painel de NGS. Todas as variantes encontradas por
NGS foram validadas por sequenciacao de Sanger, e 0
estudo foi alargados aos familiares, sempre que possi-
vel, para identificacdo de familiares em risco e para a
andlise da co-segregacao de variantes. A classificacao
das variantes foi realizada utilizando as recomenda-
coes do painel de peritos do Clinical Genome Resource
(ClinGen) Familial Hypercholesterolemia Variant Cura-
tion Expert Panel (FH VCEP) para o gene LOLR (12) e do
American College of Medical Genetics and Genomics
(ACMG) (13) para os restantes genes.

_Resultados

Até ao fim de 2021 foram estudados 1005 individuos
com critérios clinicos de FH (casos-index). Destes,
foram confirmados geneticamente com FH, 417 casos-
-index: 408 heterozigotos e 9 homozigotos (3 homozi-
gotos verdadeiros e 6 heterozigotos compostos), que
apresentam variantes patogénicas ou provavelmente
patogénicas nos 3 genes primarios da FH (FH positi-
vos). Nos FH heterozigotos, 94% (n=381) foram identi-
ficados com variantes no gene [DLR, e em menor fre-
quéncia com variantes nos genes APOB (n=22; 5%) e
PCSK9 (n=6; 1%). Adicionalmente, em 2% dos casos-
-index (n=24) foi identificada uma variante de signifi-
cado incerto (VUS) no gene LDLR.
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Nos individuos com variantes patogénicas ou provavel-
mente patogénicas no gene LDLR, 53% (n=203) apre-
sentam variantes de alelo defeituoso, 33% (n=127)
possuem variantes de alelo nulo, e 0s restantes 14%
apresentam variantes cujo tipo de alelo nao é possi-
vel de determinar devido s falta de estudos funcio-
nais. Tanto na coorte de criancas como na coorte de
adultos verificou-se uma associacao, estatisticamen-
te significativa, de niveis de ¢-LDL mais elevados em
individuos com variantes de alelo nulo quando com-
parados com individuos com variantes de alelo de-
feituoso (criancas: 231.9+49.4 vs. 209.2+51.3 mg/dL,
p=0.001; adultos: 290.4£96.2 vs. 257.2+94.7 mg/dL,
p=0.022).

0 estudo de familiares realizado nas 417 familias com
FH permitiu a identificacdo de mais 583 individuos:
581 FH heterozigotos e 2 homozigotos (1 heterozigoto
composto e uma dupla heterozigotia nos genes LDLR-
-APOB).

Outras causas de hipercolesterolemia monogénica,
como deficiéncia de lipase acida lisossomal (LALD),
sitosterolemia, analbuminemia congénita e disbetali-
poproteinemia, foram identificadas em 7 casos-index
da presente coorte (grafico 1A).

Os restantes casos-index (n=557), em que nao foi
identificada qualquer variante patogénica ou provavel-
mente patogénica nos genes primarios da FH, cons-
tituem o grupo de FH negativos que correspondem a
56% da coorte.

Na tabela 1 encontram-se as caracteristicas demogra-
ficas, clinicas e perfil lipidico da coorte portuguesa (ca-
sos-index), separada em FH positivos e FH negativos.
Para esta andlise foram excluidos os casos-index porta-
dores de VUS no gene [DLR e com outras causas mono-
génicas.

Um terco dos individuos FH negativos (31%) apresenta
niveis de Lp(a) acima de 50 mg/dl (125 nmol/L), 16%

possuem uma maior probabilidade de ter uma hiper-
colesterolemia de causa poligénica e 2% possui uma

variante patogénica em heterozigotia nos genes ABCGS,
ABCG8 ou APOE. Adicionalmente, 9% foram identifi-
cados com VUS nos genes APOB e PCSK9 e outros 5%
possuem VUS, em heterozigotia, nos genes ABCG5,
ABCGS, APOE e LIPA. Nao foram identificadas variantes
raras no gene LDLRAPT. Nos restantes individuos (34%)
a causa para a sua hipercolesterolemia permanece des-
conhecida (gréfico 1B).

Os portadores de variantes nos genes ABCG5/8 pos-
suem niveis de cLDL estatisticamente mais baixos
comparando com individuos com FH, que foi obser-
vado tanto no grupo de criancas (175.8+25.8 mg/dL
vs. 217.1+49.7 mg/dL, p<0.001), como no grupo de
adultos (223,8+67,6 mg/dL vs. 268,2+96,6 mg/dL,
p=0.025).

No grupo dos adultos, a presenca de DCV apresentou-
-se estatisticamente mais elevada nos individuos com
hiper-Lp(a) comparando com individuos com niveis
normais de Lp(a) (28,5% vs. 16,3%, p<0,001). A pre-
senca de DCV manteve-se estatisticamente mais ele-
vada nos FH negativos com hiper-Lp(a) (27,3% vs.
16,7%, p=0,038) e nos FH positivos com hiper-Lp(a)
(31,5% vs. 13,6%, p=0,005) comparando com indivi-
duos com niveis normais de Lp(a).
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Tabela 1: [ Caracteristicas demogréficas, clinicas e perfil lipidico da coorte do Estudo Portugués de FH.

Coorte pedidtrica Coorte adulta
(n=426) (n=579)
Total FH positivos FH negativos P-value Total FH positivos FH negativos P-value
N (%) - 193 (47,3) 215 (52,7) - - 213 (38,2) 344 (61,8) -
Masculino
9 @) 191 (44,8) 97 (50,3) 87 (40,5) 0,058 251 (43,4) 86 (40,4) 155 (45,1) 0,292
0
Idade 10,2+3,7 10,2+3,8 10,2+3,6 0,796 45,0+13,9 43,3+14,9 46,0£13,1 0,014
IMC 19,6+4,0 19,2+4,0 20,0+4,2 0,045 26,0+4,4 26,1+4,7 26,0+4,2 0,587
Presenca de DCVi prematura
0 (0) - - - 106 (18,3) 36 (16,9) 62 (18) 0,819
N (%)
Idade do 1° evento (anos) 0 (0) = = = 43,9+9,2 42,8+9,8 44,3+8,2 0,431
Xantomas tendinosos
2 (0,5) 1(0,5) 0 (0) = 30 (5,2) 21 (9,9) 7(2) <0,001*
N (%)
Terapéutica hipolipemiante
M) 113 (26,5) 64 (69,6) 42 (51,2) 0,019* 443 (91,7) 166 (94,3) 261 (89,7) 0,090
0
Com perfil lipidicot
N 379 181 198 = 499 191 308 =
CT (mg/dL) 260,5+53,8 279,5+47,1 238,0+41,6 0,000¢ 305,5+81,3 334,5¢91,3 284,5+64,8 <0,001*
c¢LDL (mg/dL) 191,3+£57,4 217,1+49,7 162,1+38,8 0,000" 232,4+86,8 268,2+96,6 206,8+66,8 <0,001"
c¢-HDL (mg/dL) 55,3+15,3 51,1+12,4 59,2+16,9 <0,001" 55,3+17,0 54,7+14,3 55,9+17,1 0,253
1G (mg/dL) 87,5£46,2 77,3£35,1 95,1+49,7 <0,001* 136,8+73,7 121,4+79,4 146,6£69,4 <0,001"
apoB (mg/dL) 116,9+33,7 127,3£28,3 104,5%26,3 <0,001" 131,2£46,9 149,7+52,4 118,3+38,4 <0,001"
apoA1 (mg/dL) 143,9+29,9 133,4+22,2 153,6+30,7 <0,001" 154,8+35,1 147,6+34,8 160,2+34,7 <0,001"
apoB/apoAl (mg/dL) 0,85+0,33 0,98+0,29 0,71%0,26 0,000* 0,90+0,44 1,08+0,52 0,78+0,34 <0,001*
Lp(a) (mg/dL) 49,9581 40,6+42,8 57,2+64,9 0,084 54,1£57,7 54,2455,3 53,7+60,2 0,347
hiper-Lp(a)¥
134 (34,0) 46 (25,4) 83 (41,9) <0,001* 193 (37,2) 73 (38,2) 110 (35,7) 0,319

N (%)

0s dados sao expressos em média + desvio padrdo, salvo indicacdo em contrdrio.

FH, Hipercolesterolemia Familiar; DCV, doenca cardiovascular; CT, colesterol total; c¢-LDL, colesterol LDL; ¢-HDL, colesterol HDL; TG, triglicéridos;
apoB, apolipoproteina B; apoAl, apolipoproteina A1; Lp(a), lipoproteina (a)

£ DCV definido se ocorreu algum dos eventos: angina, enfarte do miocardio, angioplastia corondria transluminal percutanea ou cirurgia de
revascularizacdo do miocadrdio; DCV prematura indica se o0 evento ocorreu <55 anos de idade nos homens e <65 anos de idade nas mulheres.

T Perfil lipidico determinado no INSA no momento da entrada no Estudo portugués de FH. Em caso de auséncia de valores nao tratados, foram
aplicados fatores de correcdo de 0,8 e 0,7 aos valores TC ou ¢-LDL, respetivamente, para os individuos em tratamento 2),

¥ hiper-Lp(a) definido para valores de Lp(a) >50mg/dl ou >125nmol/L.

* p<0,05 foi considerado estatisticamente significativo entre FH positivos versus FH negativos.
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Grafico 1:

Caracterizacdo genética dos individuos do Estudo Portugués de Hipercolesterolemia Familiar com critérios

clinicos de FH: (A) frequéncia por total de casos-index (B) frequéncia por total de FH negativos.

[A) Total de casos-index

Outras causas
monogenicas
1%

Hiper Lp(a)
18%
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Score poligénico
9%
\ Variantes patogeénicas
Htz ABCG5/8 ou APOE
1%
VUS Htz genes
VUS LDLR
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18%
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(B) Total de FH negativos
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33%
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VUS APOB ou PCSK9
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VUS Htz genes
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\

Score poligénico
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FH Hmz - individuos homozigotos verdadeiros; Htz Comp - heterozigotos compostos; VUS - variantes de significado incerto.

_Discussao

A FH foi geneticamente confirmada em 42% dos casos-
-index com diagndstico clinico de FH (incluindo 1% em
homozigotia) referenciados ao Estudo Portugués de Hi-
percolesterolemia Familiar, por apresentarem variantes
patogénicas ou provavelmente patogénicas nos genes
primarios da FH. No entanto, existe ainda uma pequena
fracao de casos-index onde foi identificada uma varian-
te de significado incerto (VUS) nos genes [DLR, APOB
ou PCSK9, havendo a necessidade de realizar estudos
funcionais para confirmar o efeito da variante na ativi-
dade do recetor e verificar se a sua classificacao altera
para patogénica ou provavelmente patogénica.

A maior parte dos FH heterozigotos (94%) possui uma
variante patogénica ou provavelmente patogénica no
gene [DLR. Tanto na coorte de criancas como na coorte
de adultos, verificou-se que individuos com variantes
de alelo nulo apresentavam niveis mais elevados de
¢-LDL quando comparados com individuos com varian-
tes de alelo defeituoso. Esta associacao de variantes
de alelo nulo a um fendtipo mais severo jd havia sido

reportada anteriormente noutros estudos (5,14-16) e
foi também associada a uma menor resposta ao trata-
mento (17,18).

Tal como observado noutros paises (19721) em mais de
metade dos casos-index da nossa coorte nao foi iden-
tificada uma variante patogénica ou provavelmente
patogénica nos genes primarios (FH negativos). Estes
FH negativos apresentam um fendtipo menos severo
com niveis de CT, c-LDL, apoB e apoB/apoAl, em mé-
dia, mais baixos quando comparados com 0s casos-in-
dex confirmados geneticamente com FH (FH positivos)
(tabela 1). Estas diferencas foram observadas tanto na
coorte pedidtrica como na coorte de adultos.

Os dados apresentados sugerem que a presenca de
variantes raras nos genes fenocépias da FH tem um
impacto nos niveis de c¢-LDL, levando a um fenotipo
de hipercolesterolemia grave. Estudos recentes reve-
laram que os individuos portadores de variantes em
heterozigotia nos genes ABCG5/ABCG8 apresentam
niveis de ¢-LDL mais elevados que o geral da popula-
cdo, mas inferiores aos dos individuos com FH hetero-
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zigotica, tal como observado neste trabalho.. Por isso
3 presenca de variantes patogénicas nestes genes tem

sido amplamente associada ao fenotipo de FH (22-24),

Embora os valores médios de Lp(a) sejam semelhantes
entre individuos FH positivos e FH negativos, a frequén-
cia de individuos com hiper-Lp(a) foi estatisticamente
mais elevada (p=0,035) nos FH negativos, mantendo-se
mais elevada na coorte pedidtrica. Um estudo recente
realizado numa grande coorte de criancas com suspeita
de FH observou resultados semelhantes (25). A presen-
ca de DCV nos adultos com hiper-Lp(a) foi estatistica-
mente mais elevada (p<0,001) quando comparada com
adultos com niveis normais de Lp(a). Mesmo estratifi-
cando os resultados com base na presenca ou auséncia
de variantes patogénicas nos genes primarios de FH, a
prevaléncia de DCV permanece estatisticamente mais
elevada nos individuos com hiper-Lp(a) quando compa-
rados com individuos com niveis normais de Lp(a). Isto
significa que a Lp(a) elevada poderd ser também um
modelador importante do fendtipo de FH, contribuindo
para o agravamento do mesmo e para o aumento do
risco de doenca corondria prematura (26,27).

Observamos ainda que a hiper-Lp(a) pode ser a causa
do fendtipo de hipercolesterolemia num elevado
numero de FH negativos, especialmente nas criancas,
reforcando a importancia de quantificar a Lp(a) em
todos os individuos com diagnostico clinico de FH, de
modo a esclarecer a causa do seu fendtipo e identifi-

car aqueles em maior risco.

) = S 'k ;
£ D22 i

_Conclusdes

Atualmente, o diagndstico bioquimico e genético de
individuos com suspeita clinica de hipercolesterolemia
familiar (FH) permite identificar diferentes causas para
a hipercolesterolemia grave, apresentada por estes
individuos, tornando possivel uma medicina cada vez
mais personalizada na FH.

As diferentes causas contribuem para uma variedade
de fenotipos que requerem a aplicacdo de diferentes
abordagens, quer na gestao da doenca e da aplicacao
de terapias especificas, como tem também implica-
cdes na estratificacao do risco e no rastreio dos fami-

liares.

Por esta razao, é essencial que os individuos com sus-
peita clinica de FH sejam identificados, e selecionados
para estudo molecular, 0 mais precocemente possivel
para melhorar o progndéstico da sua condicdo.

Agradecimentos:

A todos os participantes do estudo de investigacdo Estudo
Portugués de Hipercolesterolemia Familiar; A colaboracao das
unidades UDR/DPS e UTI na determinacdo do perfil lipidico e
nas corridas de sequenciacao, respetivamente.

Investigadores do Estudo Portugués de Hipercolesterolemia Familiar: ARS
Lisboa e Vale do Tejo - C.S. Unhos, Dra. Alda Egipto; C.H. Algarve - Faro,
Dr. Marcio de Moura; C.H. de Entre o Douro e Vouga, EPE - H.S. Sebastiao,
EPE, Dra. Lufsa Moreira, Dr. Miguel Costa; C.H. de Trds-os-Montes e Alto
Douro, EPE, Dra. Natalina Miguel, Dra. Vania Martins, Dr. Anténio Trindade,
Dra. Sandra Pereira; C.H. do Porto, EPE - H. Sto. Anténio, Dra. Helena
Mansilha, Dra. Ermelinda Santos Silva, Dra. Carla Laranjeira; C.H. e Univ.
do Porto - Maternidade Julio Dinis, Dra. Cldudia Falcao Reis; C.H. e Univ. do
Porto, EPE - H Sto. Antdnio, Dra. Isabel Palma, Dra. Liliana Fonseca; C.H.
Leiria Pombal, EPE - H Sto. André, Dr. Anténio Cruz, Dr. Pascoal Moleiro,
Dra. Maria do Rosario Barroso, Dr. Pedro Soares, Dra. Vera Frazao Vieira;
C.H. Lisboa Norte, EPE - H. Sta. Maria, Dra. Patricia Almeida Dias, Dra. Ana
Gaspar, Dra. Oana Moldovan, Dra. Isabel Cordeiro, Dra. Patricia Janeiro,
Dra. Cldudia Costa, Dra. Patricia Lipari Pinto, Dr. André Travessa, Dra.
Inés Colaco, Dra. Tania Vassalo, Dra. Rita Jotta de Oliveira, Dr. Patricio
Aguiar, Dra. Raquel Gouveia da Silva; C.H. Oeste - H. Torres Vedras,
Dra. Fabiana Pimentel; C.H. P6voa Varzim - Vila do Conde, Dra. Cristina
Marques; C.H. Setubal, Dra. Quitéria Rato, Dra. Sara Goncalves, Dra. Joana
Silva Ferreira; C.H. Tondela - Viseu, Dra. Ana Margarida Marques; C.S.
Braganca, Dra. Clementina Fernandes; C.S. de Lagoa, Dra. Lucinda Santos;
C.S. de Meda, Dr. Anténio Leitdo; C.S. do Seixal, Dr. José Manuel Feliz;



to_Nacional de Saude

Doutor Ricardo Jorge

Observacdes_ Boletim Epidemiolégico

O

B

), \aaa kel T AR

C.S. Proenca-a-Nova, Dr. Jorge Pintado Alves; C.H. da Cova da Beira, EPE
- Covilha, Dra. Sofia Ferreira, Dra. Margarida Ascensao; C.H. do Algarve
- Faro, Dra. Guida Gama, Dra. Maria Joao Virtuoso, Dr. Nuno Marques;
Centro Hospitalar e Universitario de Coimbra, EPE, Dr. José Manuel Silva,
Dr. José Pereira de Moura, Dr. Rogério Ferreira, Dr. Hugo Clemente, Dra.
Elsa Gaspar, Dr. Jodo Porto, Dr. Diana Goncalves, Dra. Maja Petrova,
Dra. Patricia Afonso Mendes, Dra. Lelita Santos; Centro Materno Infantil
do Norte, Dra. Mdnica Tavares; Clinica CUF Miraflores, Dra. Inés Batista
Gomes; Clinica Missdo Saude, Dra. Raquel Ribeiro; CUF Belém Clinica, Dra.
Dina Martins Neves; CUF Descobertas, Dra. Carolina Neves; Faculdade
Ciéncias Médicas, UNL, Dra. Graca Morais; H Beatriz Angelo, Dra. Vanessa
Mendonca; H Cascais, Dr. Diogo Cruz, Dra. Sara Martins; H Cruz Vermelha,
Dra. Cldudia Fernandes; H Curry Cabral, Dra. Ana Paula Bogalho, Dr. José
Silva Nunes; H.D. Estefania, Dra. Silvia Sequeira, Dra. Leonor Sassetti, Dra.
Ana Cristina Ferreira, Dra. Catarina Limbert, Dra. Patricia Gaspar Silva; H.
de Braga, Dra. Henedina Antunes; H de Dia de Pediatria - H Nossa Senhora
do Rosdrio - C.H. do Barreiro Montijo, EPE, Dra. Susana Correia, Dra.
Patricia Pais, Dra. Sofia Vidal Castro; H. Prof. Doutor Fernando Fonseca
EPE, Dra. Piedade Lemos, Dra. Maria de Lurdes Torre, Dra. Raquel Coelho,
Dra. Patricia Vasconcelos; H. de Santiago, Dr. Duarte Gouveia; H. Dr. Nélio
Mendonca - Funchal, Dr. Hugo de Mendonca Café, Dr. Francisco Silva; H.
Egas Moniz, Dr. Jodo Sequeira Duarte, Dr. Carlos Vasconcelos, Dra. Clotilde
Gouveia Limbert, Dra. Maria Manuela Oliveira, Dr. Ricardo Fonseca, Dr.
Carlos Tavares Bello, Dr. Bernardo Marques; H. Garcia da Orta, EPE, Dr.
Mdrio Amaro, Dra. Ana Catarina Gomes, Dra. Otilia Simoes, Dra. Rita Calé
Theotoénio, Dra. Sofia Alegria, Dra. Ana Rita Pereira, Dra. Ana Isabel Costa;
H. Litoral Alentejano, Dra. Maria Luisa Goncalves, Dr. Fernando Simoes,
Dr. Armindo Ribeiro; H. Lusiadas Lisboa, Dr. Francisco Araujo; H. Militar,
Dr. Evangelista Rocha; H. Pedidtrico Carmona da Mota, Dra. Lina Cardoso
Ramos, Dra. Paula Garcia, Dra. Paula Martins, Dra. Margarida Venancio,
Dra. Luisa Diogo Matos, Dra. Sofia Maia, Dra. Ana Maria Garabal, Dr. Pedro
Louro, Dr. Cldudio Henriques; H. Pedro Hispano, Dr. Anténio Furtado, Dra.
Ana Sofia Correia; H. Pulido Valente, Dra. Teresa Mota; H. S. Jodo, EPE, Dr.
Antonio Guerra, Dra. Elisabete Martins, Dra. Cecilia Frutuoso, Dra. Ana
Rita Godinho, Dr. Roberto Pinto, Dra. Sofia Cardoso Torres, Dra. Alzira
Nunes; H. Santarém, Dra. Ana Filipa Almeida; H. Sta. Luzia De Elvas, Dr.
José Eduardo Aguiar; H. Sta. Maria Maior, EPE, Dra. Goreti Lobarinhas, Dra.
Conceicao Ferreira; H. Sta. Marta, Dr. Pedro Marques da Silva, Dr. Miguel
Toscano Rico, Dr. Sérgio Laranjo, Dra. Filipa Paramés, Dr. Tiago Pack,
Dr. Guilherme Lourenco, Dr. André Conchinha; H. CUF Descobertas, Dra.
Luisa Pires; H. da Luz, Dr. Nuno Cardim, Dr. Daniel Ferreira, Dra. Anabela
Raimundo; H. da Luz - Linhas de Torres, Dr. Alberto Mello e Silva; H. da
Luz Arrdbida, Dr. Vania Ribeiro; H. Da Senhora Da Oliveira - Guimaraes,
EPE, Dra. Olga Azevedo, Dra. Bebiana Faria, Dr. José Miguel Salgado,
Dra. Carla Bilhoto, Dra. Andreia Lopes, Dra. Helena Ferreira; H. de Santa
Cruz, Dra. Isabel Gaspar, Dra. Renata Rossi, Dra. Margarida Bruges, Dr.
Miguel Mendes, Dr. Carlos Aguiar; H. de Vila Franca de Xira, Dra. Patricia
Ferreira; H. Divino Espirito Santo de Ponta Delgada, Dr. Jodo Anselmo, Dra.
Catarina Senra Moniz, Dr. Bernardo Dias Pereira, Dra. Cldudia Rodrigues,
Dr. Anténio Xavier Fontes, H. dos Marmeleiros, Dra. Isabel Azevedo; H.
Lusiadas Lisboa, Dra. Margarida Lobo Antunes; H. Rainha Santa Isabel -
Torres Novas, Dra. Ana Leonor Goncalves; Instituto do Coracdo, Dr. Ricardo
Seabra Gomes; Instituto Nacional de Cardiologia Preventiva Professor
Fernando de Pdadua, Dra. Heloisa Santos; UCSP Guarda - Extensdo S.
Miguel, Dra. Adriana Goncalves; Unidade Saude Local do Nordeste, Dra.
Lufs Ribeiro; USF das Conchas, Dr. Pedro Alves; USF Linha de Algés, Dr.
Francisco Carvalho; USF Tejo, Dra. Fatima Cruz.

Referéncias bibliograficas:

(1) EAS Familial Hypercholesterolaemia Studies Collaboration (FHSC). Global pers-
pective of familial hypercholesterolaemia: a cross-sectional study from the EAS
Familial Hypercholesterolaemia Studies Collaboration (FHSC). Lancet. 2021 Nov
6;398(10312):1713-25. https://doi.org/10.1016/50140-6736(21)01122-3

(2) Beheshti SO, Madsen CM, Varbo A, et al. Worldwide Prevalence of Familial Hyper-
cholesterolemia: Meta-Analyses of 11 Million Subjects. ] Am Coll Cardiol. 2020 May
26,75(20):2553-66. https://doi.org/10.1016/j.jacc.2020.03.057

(3) Sturm AC, Knowles JW, Gidding SS, et al.; Convened by the Familial Hypercholes-
terolemia Foundation. Clinical Genetic Testing for Familial Hypercholesterolemia:
JACC Scientific Expert Panel. ] Am Coll Cardiol. 2018 Aug 7;72(6):662-80.
https://doi.org/10.1016/j.jacc.2018.05.044

(4) lacocca MA, Hegele RA. Recent advances in genetic testing for familial hypercho-
lesterolemia. Expert Rev Mol Diagn. 2017 Jul;17(7):641-51.
https://doi.org/10.1080,/14737159.2017.1332997

(5) Bourbon M, Alves AC, Alonso R, et al. Mutational analysis and genotype-pheno-
type relation in familial hypercholesterolemia: The SAFEHEART registry. Atheros-
clerosis. 2017 Jul;262:8-13. https://doi.org/10.1016/j.atherosclerosis.2017.04.002

(6) Nordestgaard BG, Chapman MJ, Humphries SE, et al; European Atherosclerosis
Society Consensus Panel. Familial hypercholesterolaemia is underdiagnosed
and undertreated in the general population: guidance for clinicians to prevent
coronary heart disease: consensus statement of the European Atherosclerosis
Society. Eur Heart J. 2013 Dec;34(45):3478-90a.
https://doi.org/10.1093/eurheartj/eht273

=

Ellis KL, Pang J, Chan DC, et al. Familial combined hyperlipidemia and hyperlipo-
protein(a) as phenotypic mimics of familial hypercholesterolemia: Frequencies,
associations and predictions. J Clin Lipidol. 2016 Nov-Dec;10(6):1329-37.€3.
https://doi.org/10.1016/j.jacl.2016.08.011

(8) Langsted A, Kamstrup PR, Benn M, et al. High lipoprotein(a) as a possible cause of
clinical familial hypercholesterolaemia: a prospective cohort study. Lancet Diabe-
tes Endocrinol. 2016 Jul;4(7):577-87.
https://doi.org/10.1016/52213-8587(16)30042-0

(9) Coassin S, Kronenberg F. Lipoprotein(a) beyond the kringle IV repeat polymor-
phism: The complexity of genetic variation in the LPA gene. Atherosclerosis.
2022 May;349:17-35. https://doi.org/10.1016/j.atherosclerosis.2022.04.003

(10) Kronenberg F, Mora S, Stroes ESG, et al. Lipoprotein(a) in atherosclerotic cardio-
vascular disease and aortic stenosis: a European Atherosclerosis Society consen-
sus statement. Eur Heart J. 2022 Oct 14;43(39):3925-46.

https://doi.org/10.1093 /eurheartj/ehac361
(11)

Medeiros AM, Alves AC, Bourbon M. Mutational analysis of a cohort with clinical
diagnosis of familial hypercholesterolemia: considerations for genetic diagnosis
improvement. Genet Med. 2016 Apr;18(4):316-24. Epub 2015 May 28.

https://doi.org/10.1038,/9im.2015.71

(12) Chora JR, lacocca MA, Tichy L, et al.; ClinGen Familial Hypercholesterolemia
Expert Panel. The Clinical Genome Resource (ClinGen) Familial Hypercholes-
terolemia Variant Curation Expert Panel consensus guidelines for LDLR variant
classification. Genet Med. 2022 Feb;24(2):293-306. Epub 2021 Nov 30.

https://doi.org/10.1016/j.gim.2021.09.012

(13) Richards S, Aziz N, Bale S, et al; ACMG Laboratory Quality Assurance Commi-
ttee. Standards and guidelines for the interpretation of sequence variants: a
joint consensus recommendation of the American College of Medical Genetics
and Genomics and the Association for Molecular Pathology. Genet Med. 2015

May;17(5):405-24. https://doi.org/10.1038,/9im.2015.30

(14) Etxebarria A, Benito-Vicente A, Palacios L, et al. Functional characterization and
classification of frequent low-density lipoprotein receptor variants. Hum Mutat.

2015 Jan;36(1):129-41. Epub 2014 Nov 27. https://doi.org/10.1002/humu.22721

Alonso R, Mata N, Castillo S, et al; Spanish Familial Hypercholesterolaemia Group.
Cardiovascular disease in familial hypercholesterolaemia: influence of low-den-
sity lipoprotein receptor mutation type and classic risk factors. Atherosclerosis.
2008 0ct;200(2):315-21. https://doi.org/10.1016/j.atherosclerosis.2007.12.024



(’ nsttuto_Nacional de Satide Observagoes_ Boletim Epidemiolégico

Doutor Ricardo Jorge

artigos breves_ n.2

(16)

(7)

(18)

(19)

(21)

(22)

(23)

(24)

(25)

(26)

(27

Graca R, Alves AC, Zimon M, et al. Functional profiling of LDLR variants: Impor-
tant evidence for variant classification: Functional profiling of LDLR variants. J Clin
Lipidol. 2022 Jul-Aug;16(4):516-24. https://doi.org/10.1016/].jacl.2022.04.005

Santos PC, Morgan AC, Jannes CE, et al. Presence and type of low density lipo-
protein receptor (LDLR) mutation influences the lipid profile and response to
lipid-lowering therapy in Brazilian patients with heterozygous familial hyper-
cholesterolemia. Atherosclerosis. 2014 Mar;233(1):206-10.
https://doi.org/10.1016/j.atherosclerosis.2013.12.028

Perez de Isla L, Alonso R, Watts GF, et al.; SAFEHEART Investigators. Attain-
ment of LDL-Cholesterol Treatment Goals in Patients With Familial Hypercho-
lesterolemia: 5-Year SAFEHEART Registry Follow-Up. J Am Coll Cardiol. 2016
Mar 22;67(11):1278-85. doi: 10.1016/j.jacc.2016.01.008

Jannes CE, Santos RD, de Souza Silva PR, et al. Familial hypercholesterolemia in
Brazil: cascade screening program, clinical and genetic aspects. Atherosclerosis.
2015 Jan;238(1):101-7. Epub 2014 Nov 14.
https://doi.org/10.1016/j.atherosclerosis.2014.11.009

Dron JS, Wang J, McIntyre AD, et al. Six years' experience with LipidSeq: clinical
and research learnings from a hybrid, targeted sequencing panel for dyslipide-
mias. BMC Med Genomics. 2020 Feb 10;13(1):23.
https://doi.org/10.1186/512920-020-0669-2

Reeskamp LF, Tromp TR, Defesche JC, et al. Next-generation sequencing to con-
firm clinical familial hypercholesterolemia. Eur | Prev Cardiol. 2021 Jul 23,28
(8):875-83. https://doi.org/10.1093/eurjpc/zwaa451

Tada H, Okada H, Nomura A, et al. Rare and Deleterious Mutations in ABCG5/AB-
(G8 Genes Contribute to Mimicking and Worsening of Familial Hypercholestero-
lemia Phenotype. Circ ). 2019 Aug 23;83(9):1917-24.
https://doi.org/10.1253/circj.CJ-19-0317

Tada MT, Rocha VZ, Lima IR, et al. Screening of ABCG5 and ABCGS8 Genes for Sitos-
terolemia in a Familial Hypercholesterolemia Cascade Screening Program. Circ
Genom Precis Med. 2022 Jun;15(3):e003390.
https://doi.org/10.1161/CIRCGEN.121.003390

Reeskamp LF, Volta A, Zuurbier L, et al. ABCG5 and ABCG8 genetic variants in
familial hypercholesterolemia. J Clin Lipidol. 2020 Mar-Apr;14(2):207-17.e7.
https://doi.org/10.1016/j.jacl.2020.01.007

de Boer LM, Hutten BA, Zwinderman AH, et al. Lipoprotein(a) levels in children
with suspected familial hypercholesterolaemia: a cross-sectional study. Eur Heart
). 2023 Apr 21;44(16):1421-28. Epub 2022 Nov 16.
https://doi.org/10.1093/eurheartj/ehac660. Erratum in: Eur Heart J. 2023 Feb
21;44(8):679

Ellis KL, Pérez de Isla L, Alonso R, et al. Value of Measuring Lipoprotein(a) During
Cascade Testing for Familial Hypercholesterolemia. ] Am Coll Cardiol. 2019 Mar
12,73(9):1029-39. https://doi.org/10.1016/j.jacc.2018.12.037

Trinder M, Uddin MM, Finneran P, et al. Clinical Utility of Lipoprotein(a) and LPA
Genetic Risk Score in Risk Prediction of Incident Atherosclerotic Cardiovascular
Disease. JAMA Cardiol. 2020 Oct 6;6(3):1-9. Epub 2020 Oct 6.
https://doi.org/10.1001/jamacardio.2020.5398

20



https://doi.org/10.1093/eurheartj/ehac660

_Nacional de Saude Observagoes_ Boletim Epidemiologico = %:

el E—

U ¢

LN

2023

nimero

L
b -

a—

_Analise bioquimica do liquido cefalorraquidiano para o diagnoéstico de
doencas hereditarias dos neurotransmissores: casuistica e experiéncia

laboratorial

Biochemical analysis of cerebrospinal fluid for the diagnosis of hereditary neurotransmitter diseases:

case series and laboratory experience
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_Resumo

As doencas genéticas relacionadas com o metabolismo dos neu-
rotransmissores sdo um grupo de doencas neurometabdlicas em
expansao. Este artigo apresenta a revisao da andlise de biomarca-
dores no liquido cefalorraquidiano (LCR) para o diagndstico de doen-
cas hereditarias dos neurotransmissores (DHN). Fez-se um levan -
tamento retrospetivo dos doentes submetidos a andlise bioquimica
dos neurotransmissores (NT), por apresentarem suspeita de DHN,
com uma variabilidade de apresentacdes neurolégicas e com idades
que variavam entre a idade neonatal, pedidtrica e adulta. O estudo
foi efetuado no Laboratério de Bioquimica Genética/Endocrinolo-
gia Especial do Hospital Dona Estefania (HDE), CHULC, Lisboa, num
periodo compreendido entre 2015-2021. Dos 277 casos levantados
107 (38,6%) apresentavam concentracao de metabolitos dentro dos
valores de referéncia. Dos restantes 170 pacientes que apresenta-
vam alteracdes, trés (1,08%) apresentaram um perfil bioquimico
compativel com défice primario dos NT, confirmado por diagndstico
molecular; em 165 dos casos (59,6%) concluiu-se que as alteracdes
dos metabolitos estavam relacionadas com alteracdes secundarias.
Os restantes dois casos (0,72%) correspondiam a distonias sensi-
veis a dopa, e permaneceram sem confirmacao molecular. Tentamos
explorar a correlacdo de alteracoes secunddrias dos neurotransmis-
sores major com as manifestacoes clinicas. Com este trabalho preli-
minar pretendemos divulgar e evidenciar a importancia destes diag-
nosticos, que permitem excluir alteracées primdrias de secundarias
e, ainda, partilhar a experiéncia e a casuistica que servird de base a
um futuro artigo de investigacdo mais completo.

_Abstract

Genetlic alterations related to neurotransmitter metabolism are an
expanding group of neurometabolic diseases. In this article, we
review the analysis of biomarkers in cerebrospinal fluids (CSF) for the
diagnosis of Hereditary Neurotransmitter Disorders (HND). A retros-
pective survey was carried out on patients submitted to bioche-
mical analysis of neurotransmitters, due to suspicion of HDN, with
variable neurological presentations, and ages ranging from neona-
tal, to pediatric and adult. The study was carried out at the Labora-
tory of Biochemical Genetics/Special Endocrinology at the Hospital
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Dona Estefania (HDE), Lisbon, between 2015-2021. Of the 277 cases
surveyed, 107 (38.6%) had concentrations of metabolites within the
reference values. Of the remaining 170 patients with alterations, 3
cases (1.08%) had a biochemical profile compatible with a primary
deficit with confirmed molecular diagnosis, 165 cases (59.6%) were
considered related to secondary alterations, and the remaining 2
cases (0.72%) corresponding to dopa-reponsive dystonias, remained
without molecular confirmation. We attempted to explore the cor-
relation of minor changes in major neurotransmitters with clinical
manifestations. With this preliminary article, we intend to dissemi-
nate and highlight the importance of these diagnoses, which allow
excluding primary and secondary alterations, as well as to share the
experience and reasoning, serving as a basis for ongoing research.

_Introducao

As doencas hereditdrias dos neurotransmissores
(DHN) sao um grupo de doencas neurometaboli-
cas que resultam de alteracdes nas enzimas envol-
vidas na sintese, degradacdo e transporte dos neu-
rotransmissores (aminas biogénicas) bem como no
metabolismo dos cofatores que ativam essas enzi-
mas, como o fosfato piridoxal (PLP) e a tetrahidro-
biopterina (BH4) e ainda no défice em folato cerebral

(5-metil-tetrahidrifolato; 5-MTHF) (1-3) (figura 1).

A maioria das DHN manifesta-se na idade neonatal
e infancia, embora algumas formas possam surgir na
adolescéncia ou mesmo idade adulta e apresentam
variados fenotipos clinicos. Os sintomas clinicos estao
estritamente relacionados aos efeitos no défice de
dopamina e serotonina, o que permite ajudar a carac-
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Figura 1: 1 Esquema das vias metabdlicas de sintese, degradacdo e transporte dos neurotransmissores (NT)
e regeneracao/sintese dos compostos pterinicos.
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Representacao esquematica de todas as enzimas e metabolitos fundamentais para o diagnostico das DHN (verde os metabolitos estu-
dados no LCR, a amarelo na urina e a cor-de-tijolo a identificacdo do local enzimatico ou de cofatores envolvidos).

BH, - Tetrahidrobiopterina; qBH, - di-hidropterina; 5-HTP - Shidroxitriptofano5-HIAA - Acido hidroxiindolacético; HVA - Acido homo-
vanilico; MHPG - 3-metoxi-4-hidroxilfenilglicol; VMA - Acido vanilmandélico; NE - Nor-epinefrina; EPI - Epinefrina; SP - Sepiaptering;
5-MTHF - 5-metil-tetrahidrofolato.

1.TH: Tirosina Hidroxilase; 2.TrpH: Triptofano Hidroxilase; 3.Sintese da Biopterina (GTPCH - GTP ciclohidrélase I; PTPS - 6-Piruvoil-tetrahi-
dropterina sintase; AR: Autossdmica Recessiva; 4.SR: Sepiapterina Redutase; 5.DHPR: Dihidropteridina redutase (reciclagem da BH4);
6.PCD - Pterina-4a-carbinolamina desidratase (reciclagem da BH4); 7.PLP: 5" - piridoxal-fosfato; 8.DBH - Dopa-beta hidroxilase; AADC
- Descarboxilase dos aminodcidos aromdticos; MAO - Monoamina oxidase; CONT - Catecol-O-Metiltransferase; AD - Aldeido desidroge-
nase; DTDS - Transportador dopaminergico; RCF1 - Proteina transportadora de folato; FRa - Recetor de folato alfa ou FOLRT.

terizar a doenca. Os sinais de deficiéncia dopaminér-
gica incluem parkinsonismo, distonia, coreia, crise
oculogirica, ptose, hipersalivacdao e epilepsia mio-
clénica. As manifestacoes de alteracdo na serotonina
sao menos bem definidas e incluem instabilidade tér-
mica, sudorese, comportamento agressivo e altera-
cdo do sono. Globalmente envolvem varias combina-
coes de manifestacoes neurolégicas, podendo mesmo
mimetizar paralisia cerebral (3.4).
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0 estudo bioquimico destas patologias assenta na
quantificacdo dos biomarcadores (tabela 1) através
da andlise cromatogrdfica do um perfil metabdlico
no liquido cefalorraquidiano (LCR) caracteristico, uma
vez que marcadores periféricos no sangue ou nNa urina
geralmente ndo sdo informativos. O diagnostico com-
preende esta andlise e a sua interligacao com a cli-
nica detalhada. A confirmacdo de diagndstico é feita
através de estudos genéticos moleculares.

A andlise dos NT no LCR deve ser feita num laboraté-
rio especialista em DHN com experiéncia em andlise
e interpretacao (3) de modo a identificar as alteracoes
secundarias que podem estar muitas vezes associadas
a outras doencas genéticas, associadas com epilepsia
e encefalopatia, com medicacdo ou mesmo com alte-
racoes de padrao de neuro-imagem (5.7.8). A andlise
destes metabolitos deve ser criteriosa e detalhada de
modo a acautelar erros de diagndéstico, permitindo dis-
tinquir alteracdes primarias de secundarias. No entan-
to, a dificuldade no diagndstico das DHN pode, muitas
vezes, estar relacionada logo a partida, com a puncao
e colheita do LCR (fase pré analitica), com as técnicas
especializadas usadas na analise e quantificacdo dos
metabolitos, bem como, com a experiéncia na integra-

cao e interpretacao dos resultados (andlise dos perfis
Tabela 1: [1 Doencas Hereditarias dos Neurotransmissores
- Painel dos biomarcadores determinados no
liquido cefalorraquidiano.

Metabolitos estudados Abreviatura
Acido 5-hidroxiindolacetico 5-HIAA
Acido homovanilico HVA
3-metoxi-4-hidrxifenicogliol MHPG
3-orto-metildopa 3-OMD
5-hidroxitriptofano 5-OHTrp
Neopterina NEO
Biopterina BIO
Sepiapterina SP
5-metiltetrahidrofolato S5-MTHF

’,%//./»4 ‘ ‘ - %J;f I'A,\
p = {M\% G r——

23

bioquimicos), uma vez que inimeras outras patologias
alteram a concentracdo destes metabolitos no LCR (1),
Dal que a implementacdo de um protocolo de colhei-
tas em Portugal, a semelhanca de outros centros euro-
peus tenha sido crucial, pois veio permitir uniformizar
a colheita da amostra e o fluxo até ao laboratdério, de
modo a reduzir os erros inerentes a puncao e acondi-
cionamento das fracoes do LCR (6).

Desde 2016, estd disponivel um esquema de Controlo
de Qualidade Externo (EQA) estabelecido pela ERN-
DIM (European Research Network for evaluation and
improvement of screening, Diagnosis and treatment
of Inherited disorders of Metabolism). O esquema ava-
lia 0 desempenho quantitativo e avalia a capacidade
dos laboratérios em diagnosticar as DHN.O tratamento
¢ geralmente baseado na administracdo terapéutica
de farmacos, cujos mecanismos assentam em reverter
3as alteracoes da sintese e/ou degradacao dos metabo-
litos major dos NT (5HIAA e HVA), e ainda restaurando
os cofatores de ativacdo enzimdtica através de suple-
mentacdo dos mesmos. Nos ultimos anos, o conheci-
mento e descobertas sobre este conjunto de doencas
raras aumentou. No entanto, a dificil tarefa de integrar
sintomas clinicos e valores laboratoriais torna muitas
vezes dificil um diagnostico precoce e a consequente
instituicao de um tratamento adequado (9).

_Material e métodos

A base de dados foi elaborada através do levantamen-
to retrospetivo dos estudos de andlises no LCR corres-
pondentes a 277 doentes com alteracdes neurolégicas
de etiologia desconhecida, principalmente encefalopa-
tias epiléticas graves e doencas do movimento, ana-
lises estas efetuadas no Laboratério de Bioquimica
Genética/Endocrinologia Especial do Hospital Dona Es-
tefania em Lisboa, num perfiodo compreendido entre
2015-2021. Estes doentes eram provenientes de va-
rias consultas e internamento em diferentes hospitais
do Continente e Ilhas, e apresentavam outros estudos

bioquimicos genéticos normais.
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As amostras foram obtidas e estudadas com consenti-
mento informado e sequindo as normas da Comissao
de Etica do HDE.

A escolha da amostra teve por base como método in-
clusivo: alteracoes neuroldgicas sem componente infe-
ciosa, colheita de acordo com o protocolo e informacao
clinica detalhada, bem como informacdo terapéutica ou
suspensao da mesma com vista a puncao lombar.

As amostras foram colhidas em estreita coadjuvacao
com o laboratério obedecendo a um protocolo de co-
Iheita standard elaborado de acordo com o descrito por
Hyland (6) e disponibilizado pelos hospitais. As amos-
tras permaneceram a -70° C até ao momento da anali-
se. O painel completo do estudo dos NT compreendeu
a determinacdo das aminas biogénicas, 0s compostos
pterinicos e o 5-MTHF. De acordo com o padrao dos NT
e da clinica, a andlise da sepiapterina no LCR foi consi-
derada, mesmo que o resultado de biopterina estives-
se dentro dos valores de referéncia. (10,17).

Realizou-se a detecdo e determinacao quantitativa de
marcadores bioquimicos de diagndstico recorrendo a
métodos cromatograficos de HPLC (cromatografia liqui-
da de alta eficiéncia) acoplado a trés diferentes dete-
tores (eletroquimico, diode array e de fluorescéncia),
previamente descrito (12).

A anadlise estatistica incluiu andlise de variancia uni-
direcional e para o estudo da associacao de varidveis
0 teste de qui-quadrado e uma tabela de contingén-
cia bidirecional.
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_Resultados e discussao

Neste estudo fez-se um levantamento retrospetivo dos
casos submetidos ao painel de estudos dos neurotrans-
missores (tabela 1), com um grupo de doentes em ida-
de pediatrica e adulta (tabela 2) a quem foi pedido o
estudo completo por apresentarem suspeita de DHN.

Considerou-se a existéncia de alteracdes nos valores
dos neurotransmissores sempre que 0s niveis dos me-
tabolitos estudados estavam acima ou abaixo do valor
de referéncia. Dos 277 casos levantados, 107 (38,6%)
apresentavam a concentracdo de metabolitos nor-
mal. Entre os restantes 170 casos com alteracdo no
perfil bioquimico, 165 (59,6%) concluiu-se como cau-
salidade uma alteracao secunddria, 3 (1,08%) apre-
sentavam perfil bioquimico compativel com défice
primario que foi confirmado através de diagnosti-
co molecular e, ainda, 2 casos (0,72%) bioquimica e
clinicamente correspondentes a distonias sensiveis
a dopa cujo diagndstico molecular ndo confirmou,
um deles por falecimento antes do diagndstico final.

Tabela 2: [1 Doencas Hereditarias dos Neurotransmissores
- Total de casos estudados entre 2015-2021,
por idade e sexo (n=277).

Idade/anos N.° casos Feminino Feminino

RN 22 10 12
<1 83 40 43
1-2 64 33 31
3-6 48 23 25
7-14 38 19 19

> 14 22 11 11
Total 277 136 141
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Fez-se uma analise da distribuicdo dos diferentes fend-
tipos clinicos divididos por sete grupos (tabela 3 e gra-
fico 1), de acordo com as alteracoes clinicas apresenta-
das, independentemente do resultado analitico. Alguns
casos sobrepdem-se por apresentarem clinica em mais
do que um dos grupos.

Foi investigado, também, a correlacdo entre os per-
fis bioquimicos e os fenotipos clinicos, para o grupo
de alteracdes secunddrias nos diferentes parametros
analiticos. Apurou-se ainda, a partir dos dados que este

Tabela 3: [1 Doencas Hereditdrias dos Neurotransmissores
- Distribuicdo dos fenétipos clinicos por grupos
de acordo com as manifestacdes clinicas.

Grupo Manifestacoes clinicas

Grupo 1 Alteracoes de movimento

Grupo 2 Alteracoes tonus/convulsoes

Grupo 3 Epilepsias e encefalopatia

Grupo 4 Doenca neurodegenerativa

Grupo 5 Alteracdes comportamento/quadros psiquidtricos
Grupo 6 Manifestacdes oculares

Grupo 7 Outras manifestacdes clinicas

estudo permitiu levantar e, considerando as alteracoes
encontrada nos NT major (HVA e 5-HIAA) e a terapéu-
tica administrada, uma associacdo entre as alteracoes
dos NT e o tipo de medicamento anti convulsivante
ministrado (dados nao apresentados). Com o objetivo
de uma futura compreensdo da relacao entre epilep-
sia e neurotransmissores e foco na melhoria dos trata-
mentos e efeitos nos pacientes, serd importante explo-
rar esta varidvel.

Encontrou-se uma associacdo significativa entre a con-
centracao baixa de HVA e do SHIAA e os doentes per-
tencentes ao grupo 3 (com manifestacoes clinicas de
epilepsias e encefalopatia). Relativamente a correlacao
existente entre este grupo (epilepsia e encefalopatia) e
a diminuicdo da concentracdo dos NT major, esta estd
de acordo com o descrito na literatura e pode estar re-
lacionada com a manifestacao propria da epilepsia ou,
mesmo, dever-se ao tratamento instituido (13).

Neste estudo preliminar e em termos de alteracdes
primdrias com confirmacdo genética, foi diagnosticado
uma percentagem de 1,08, que é superior aos achados
em algumas publicacdes com uma amostra semelhan-
te & deste estudo (1°), mas é inferior em percentagem
em artigo com uma coorte mais representativa (14),

Grafico 1: [ Distribuicdo da frequéncia dos fenétipos clinicos dos doentes submetidos
ao estudo bioquimico dos neurotransmissores.
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_Conclusoes

A andlise de amostras do liquido cefalorraquidiano
(LCR) continua a ser a andlise “golden standard” para
0 diagnostico bioquimico das Doencas Hereditdrias
dos Neurotransmissores (DHN). E também de salien-
tar a importancia do estudo de um painel completo
dos metabolitos no LCR, num mesmo laboratorio, fa-
cilitando a andlise e integracdo dos resultados. A and-
lise e interpretacdo desta investigacao bioquimica no
LCR é extremamente exigente e apenas estd disponi-

vel em centros de referéncia.

No caso de DHN como em outras alteracoes metabdli-
cas, o diagnostico precoce e atempado destas doencas
hereditdrias reveste-se de uma grande importancia,
uma vez que apos a sua identificacdo e caracterizacao,
pode recorrer-se a uma rdpida aplicacdo de medidas
terapéuticas e dietas, que evitam sequelas maiores e
promovem uma boa qualidade de vida.

Futuramente, pretende-se completar o presente tra-
balho fazendo a correlacao das alteracdes secundarias
versus medicacao (15) e outras abordagens estatisti-
cas mais aprofundadas.

Em conclusdo, uma estreita colaboracao entre especia-
listas de laboratério e médicos é fundamental para a
interpretacao e compreensao dos niveis de neurotrans-
missores no LCR, o que impulsiona no sentido de uma
continua procura do conhecimento e formacao especi-

fica na drea assistencial e de investigacao.
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_Resumo

A presenca de determinadas variantes em genes responsaveis pela
codificacao de proteinas com funcdo de transportadores ou receto-
res envolvidos em vias de metabolizacao de xenobidticos, pode con-
dicionar a resposta individual a determinados fdrmacos, comprome-
tendo a resposta terapéutica e o progndstico clinico. Desta forma, a
farmacogenética é, nos tempos atuais, uma ferramenta essencial na
medicina personalizada, uma vez que estudos genéticos permitem ao
clinico prever a probabilidade de eficdcia e de toxicidade de determi-
nados farmacos, podendo assim individualizar o tratamento e melho-
rar a sequranca dos doentes. A titulo de exemplo, podemos referir as
variantes associadas ao gene FMO3 (Trimetilaminuria) que condicio-
nardo a eficdcia do tratamento com Sulindac, variantes no gene (BS
(HomocistinUria cldssica) que influenciardo a resposta dos doentes a
terapia com Piridoxina (vitamina B6) bem como as variantes no gene
DPYD (deficiéncia em dihidropirimidina desidrogenase) que origina-
rao diferentes manifestacoes fenotipicas em individuos tratados com
fluoropirimidinas (5-Fluorouracil, Capecitabina e Tegafur). O objetivo
deste trabalho é alertar para a necessidade do estudo genético de
individuos em tratamento com farmacos que sofram metabolizacao
hepédtica. Pretende-se avaliar a importancia de variantes jé identifica-
das no gene DPYD, bem como de outras potencialmente relevantes,
enquanto marcadores preditivos de toxicidade associada as fluoro-
pirimidinas. Este estudo também contribuird para alargar o espectro
mutacional associado ao gene DPYD, para além das variantes inclu-
fdas nos kits comerciais do gene, que podem também influenciar a
terapéutica/toxicidade com fluoropirimidinas.

_Abstract

The presence of certain variants in genes responsible for encoding
transporters or receptors involved in xenobiotic metabolism pathways
can influence an individual's response to certain drugs, compromi-
sing therapeutic efficacy and clinical prognosis. Therefore, pharma-
cogenetics is currently an essential tool in personalized medicine, as
genetic studies allow clinicians to predict the likelihood of efficacy
and toxicity of specific drugs, enabling individualized treatment and
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improving patient safety. As an example, we can mention variants
associated with the FMO3 gene (Trimethylaminuria) that affect the
effectiveness of Sulindac treatment, variants in the CBS gene (Clas-
sical homocystinuria) that influence patients' response to Pyridoxine
(vitamin B6) therapy, as well as variants in the DPYD gene (dihydro-
pyrimidine dehydrogenase deficiency) that result in different phe-
notypic manifestations in individuals treated with fluoropyrimidines
(5-Fluorouracil, Capecitabine, and Tegafur). The aim of this study is to
highlight the need for genetic testing of individuals undergoing treat-
ment with drugs that undergo hepatic metabolism. Additionally, we
intend to evaluate the importance of already identified variants in
the DPYD gene, as well as other potentially relevant ones, as predic-
tive markers for fluoropyrimidine-associated toxicity. Furthermore, we
also aim to contribute to expanding the mutational spectrum associa-
ted with the DPYD gene, beyond the variants included in commercial
gene kits, which could also influence the therapy/toxicity of fluoro-
pyrimidines.

_Introducao

A farmacogenética define-se como sendo a area da
genética que estuda as variacoes genéticas presentes
em cada individuo e o efeito dessa variabilidade na
resposta a tratamentos farmacolégicos (1). Associada
3 esta drea, emerge a medicina personalizada visto
que ambos os conceitos tém como principal finalidade
orientar decisdes clinicas na prevencdo, diagndstico
e tratamento de doencas com base no perfil genético
de um individuo (2). Apesar de viérios fatores pode-
rem interferir no metabolismo dos fadrmacos, alguns
autores defendem que 20 a 95% das alteracoes inter-
individuais na resposta a fadrmacos sdo justificadas
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por fatores genéticos. Assim, a anadlise de variantes
num determinado gene, responsdvel pela codificacao
de uma protefna envolvida na metabolizacdo de um
farmaco, terd grande utilidade, uma vez que auxiliard
o clfnico a otimizar a eficdcia e sequranca desse far-
maco e, consequentemente, da terapia medicamen-
tosa adotada (3.4). Atualmente, varios polimorfismos
genéticos (Single Nucleotide Polymorphisms-SNPs),
associados a doencas hereditarias do metabolismo, sao
utilizados como biomarcadores de suscetibilidade de
resposta a farmacos. Exemplos disso sdo 0s polimorfis-
mos jd estudados no gene que codifica a enzima hepd-
tica flavina mono-oxigenase 3 (FMO3), associados ao
fenotipo da trimetilamintria (TMAuU, OMIM: 602079), no
gene que codifica a enzima cistationina beta-sintase
(CBS), associado a homocistinuria cldssica (HCU, OMIM:
236200) e no gene que codifica a enzima dihidropiri-
midina desidrogenase (DYPD), associado a deficiéncia
da dihidropirimidina desidrogenase (OMIM: 274270).

No caso do gene FMO3, verificou-se que doentes com
os polimorfismos responsaveis pela doenca hereditaria
autossomica recessiva TMAuU em homozigotia, nomea-
damente 0s SNPs c.472G>A (p.Glu158Lys) e €.923A>G
(p.Glu308Gly), ndo desenvolviam pdlipos, o principal
efeito toxico do Sulindac, farmaco anti-inflamatdrio nao
esteroide, indicado no tratamento de doentes com poli-
pose adenomatosa familiar (PAF) (5-8). Estes polimor-
fismos, ao diminuirem a atividade catalitica da enzima
FMO3, tém assim um efeito protetor no tratamento da
PAF, pela reducao dos efeitos secunddrios toxicos do
farmaco e servem de biomarcadores relativamente a
resposta terapéutica ao mesmo. Os doentes diagnos-
ticados com homocistinuria cldssica sao normalmente
classificados com base na resposta do individuo ao
tratamento com a piridoxina, vulgarmente conhecida
como vitamina B6. Algumas variantes presentes em
homozigotia, nomeadamente a ¢.833T>C (p.lle278Thr),
conferem ao doente uma resposta a vitamina B6 tor-
nando possivel atingir niveis normais de homocisteina
total com doses reduzidas, levando a um tipo leve de
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deficiencia de BS (9). Contrariamente, demonstrou-
-se que a variante ¢.572CGT (p.Thr191Met), quando
presente em homozigotia na populacao portuguesa,
espanhola e sul-americana, causa uma forma grave da
doenca que nao responde & piridoxina (10.11). outro
exemplo sao as variantes no gene DPYD, que codifica a
enzima dihidropirimidina desidrogenase (DPD), respon-
saveis pela deficiéncia de DPD, caracterizada como uma
doenca autossémica recessiva do metabolismo das piri-
midinas. No entanto, estdo descritos varios SNPs neste
gene que originam uma atividade enzimatica redu-
zida, e que, em individuos tratados com fluoropirimi-
dinas (5-Fluorouracil, Capecitabina e Tegafur), levam a
que estes deixem de ter a capacidade de metabolizar
adequadamente estes fdrmacos, originando uma toxici-
dade grave pela acumulacdo de compostos citotoxicos
no sangue.

Desta forma, a farmacogenética é, nos tempos atuais,
uma ferramenta essencial na medicina personalizada,
nomeadamente para o diagndstico e tratamento de
diversos cancros. Os estudos genéticos permitem ao
clinico prever a probabilidade de eficdcia e de toxici-
dade de determinados farmacos, podendo assim indi-
vidualizar o tratamento e melhorar a sequranca dos
doentes.

_Objetivos

Este trabalho tem como objetivos alertar para a neces-
sidade do estudo genético de individuos cujos farma-
cos utilizados na terapéutica sejam de metabolizacao
hepdtica e avaliar a importancia de variantes ja identi-
ficadas no gene DPYD, bem como de outras que pode-
rao ter impacto enquanto marcadores preditivos de
toxicidade as fluoropirimidinas. Pretende-se também
contribuir para alargar o espectro mutacional asso-
Ciado ao gene DPYD, para além das variantes incluidas
nos kits comerciais do gene DPYD, que poderao tam-
bém condicionar a terapéutica/toxicidade com fluoro-

pirimidinas.
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Metabolismo das fluoropirimidinas

O 5-fluorouracil (5-FU), é uma fluoropirimidina que
¢ convertida intracelularmente para que haja forma-
cdo de metabolitos citotdoxicos com efeitos antitumo-
rais. O seu principal composto ativo ¢ o monofosfa-
to de fluorodeoxiuridina (FAUMP), que é responsavel
pela inibicdo da enzima timidilato sintetase (TS) e,
consequentemente, inibicdo do processo de sintese
e reparacao do DNA (12,13) No entanto, grande par-
te do 5-FU é degradado pela via catabdlica na qual

a enzima DPD é responsavel pelo primeiro passo e é

um fator limitante nesta via (14716)_ A reduzida ativi-
dade desta enzima aumenta o risco de toxicidade as
fluoropirimidinas uma vez que leva a acumulacdo de
compostos com atividade citotéxica no sangue (17,18)
(figura 1).

A enzima DPD é expressa principalmente nos hepatoci-
tos e linfocitos (1921). 0 gene DPYD, localizado no cro-
mossoma 1p21.3, possui 23 exdes e codifica uma pro-
teina de 1025 aminoacidos, a enzima DPD. (22). Este
gene ¢é altamente polimorfico e, até a data, foram re-
portadas mais de 7600 variantes genéticas (23). Algu-

Figura 1: [1 Representacdo esquematica do metabolismo das fluoropirimidinas.
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No figado, os fdrmacos 5-FU, Capecitabina e o Tegafur sao convertidos no composto 5-FU. 1 a 5% do 5-FU presente na célula
é convertido em trés metabolitos essenciais para a acdo do farmaco. FAUMP inibe a enzima TS, que exerce um papel de ele-
vada importancia na sintese e reparacao do DNA pela conversao de dUMP em dTMP. O FAUTP e o FUTP sdo incorporados no
DNA e no RNA, respetivamente, resultando ambos em alteracoes graves no DNA e consequente morte celular. 80% do 5-FU
administrado ¢ inativado pela enzima DPD sendo o restante excretado através da urina.

DPD - Dihidropirimidina desidrogenase; DHFU - Dihidrofluorouracilo; DPYS - Dihidropirimidinase; FUPA - Acido a-fluoroureidopropionico;
FBAL - a-fluor- alanina; 5'dFCR - 5'-desoxi-5-fluorocitidina; 5'dFUR - 5'-desoxi-5-fluorouridina; FUDR - Fluorodeoxiuridina; FAUMP - Monofos-
fato de fluorodeoxiuridina; TS - enzima timidilato sintetase; dUMP - monofosfato de desoxiuridina; dTMP - monofosfato de desoxitimidina;
FAUDP - Difosfato de fluorodeoxiuridina; FAUTP - Trifosfato de fluorodeoxiuridina; FUMP - Monofosfato de fluorouridina; FUDP - Difosfato de
fluorouridina; FUTP - Trifosfato de fluorouridina.
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mas destas variantes provocam alteracoes na ativida-
de enzimatica da DPD e, consequentemente, influen-
ciardo a resposta metabdlica do doente as fluoropiri-
midinas. Varios estudos tém vindo a associar variantes
genéticas com efeitos de deficiéncia/toxicidade grave
e preocupantes do ponto de vista clinico. Logo, tendo
em conta o numero significativo de doentes a quem
sao prescritos os farmacos abordados anteriormente,
em termos de prognéstico e sequranca, a avaliacao de
SNPs é crucial.

Polimorfismos no gene DPYD: impacto na farmaco-
terapia das fluoropirimidinas

As fluoropirimidinas, nomeadamente o 5-FU, Capeci-
tabina e o Tegafur, sao fdrmacos mundialmente uti-
lizados na quimioterapia de cancros sélidos. Estima-
-se que 10% a 30% dos doentes desenvolvam toxici-
dade a estes farmacos, podendo ser evidente através
de variados sintomas hematoldégicos, gastrointestinais
e dermatoldgicos. O tratamento com fluoropirimidinas
é fatal para cerca de 0,5% a 1% destes doentes (24
“26)  Fatores genéticos, principalmente a presenca de
certos SNPs no gene DPYD, que codifica a enzima DPD,
podem alterar a atividade enzimatica do metabolismo
destes medicamentos. Assim, a manifestacao fenoti-
pica da resposta farmacoldgica dos doentes depende-
rd do défice parcial ou total desta enzima. Reacoes ad-
versas a fadrmacos é um dos principais problemas no
tratamento de tumores malignos por quimioterapia e,
normalmente, implica reducao de doses ou mesmo in-
terrupcao do tratamento, o que pode prejudicar a sua
eficdcia e o progndstico da doenca. Deste modo, esta-
belecer relacdes entre o gendtipo e o fendtipo, poderd
ser uma ferramenta de grande importancia pois torna
possivel adequar o tratamento a cada doente em par-

ticular, garantindo a sua seguranca.

Em 2020, o Comité de Avaliacdo do Risco em Farmaco-
vigilancia (PRAC) adotou a recomendacdo da testagem
genética preventiva para a deficiéncia de DPD tendo
por base as sequintes mutacdes raras no gene DPYD:

7///’; - »{/ "‘\

30

C.1905+1G>A (IVS14+1G>A), ¢.1679T>G (p.lle560Ser),
C.2846A>T (p.Asp949Val) e c.1236G>A/c.1129-5923C>G
(HapB3) (27). Estas estdo descritas como estando as-
sociadas a um risco acrescido de toxicidade aquando
da toma das fluoropirimidinas. Nesse mesmo ano, a
Agéncia Europeia do Medicamento (EMA) e o Infarmed
(Autoridade Nacional Portuguesa de Medicamentos e
Produtos de Saude) sequiram a mesma recomendacao,
levando a que surgissem novas normas de seguranca
no uso dos farmacos 5-FU, Capecitabina e Tegafur (28).

Os SNPs anteriormente referidos [c.1905+1G>A
(IVS14+1G>A), ¢.1679T>G  (p.lle560Ser), c.2846A>T
(p.Asp949val) e c.1236G>A/ ¢.1129-5923C>G (HapB3) ]
sao, até a data, os polimorfismos mais bem estuda-
dos, estando descritos como sendo “variantes funcio-
nalmente relevantes” (tabela 1). Na populacdo cauca-
siana, os gendtipos heterozigdticos destas variantes
apresentam frequéncias de 1%, de 0,07-0,1%, de 1,1%
e de 2,6-6,3%, respetivamente (27). Deste modo, in-
dividuos que sejam portadores destas variantes tém
maior probabilidade de desenvolver reacdes adver-
sas graves, 3 5-FU (cerca de 1,6 a 4,4 vezes mais au-
mentada) e tém 25% mais probabilidade de que es-
sas reacdes conduzam mesmo 3 mortalidade (29,30),
Porém, Amstutz et al. (24) defendem que apenas 20%
dos casos de toxicidade grave apo6s a toma de 5-FU
estard relacionada com estas variantes. Quando o0s
polimorfismos ¢.1905+1G>A (IVS14+1G>A) e c.1679T>G
(p.lle560Ser) estdao presentes em homozigotia, 0s in-
dividuos geralmente apresentam uma atividade enzi-
matica da DPD nula, enquanto nos individuos hetero-
zigbticos a atividade da enzima estd reduzida a cerca
de 50%, razdo pela qual deve ser evitada a prescricao
de fluoropirimidinas (31.32). Assim, neste caso, doen-
tes que possuam estes SNPs ndo sao capazes de me-
tabolizar o 5-FU e, portanto, estdo mais expostos ao
5-FU e aos seus compostos citotoxicos. Por sua vez,
as variantes c.2846A>T (p.Asp949Val) e c1236G>A/
€.1129-5923C>G (HapB3), levam a uma reducao mode-
rada da enzima DPD (tabela 1). Das variantes que sao
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Tabela 1: [ Caracterizacao de SNPs no gene DPYD, respetivos efeitos na atividade da DPD e fenétipo do doente.
Frequéncia Valor de Estado el @ -
SNP rs CDNA Proteina do alelo de  atividade funcional 'AvdeA € e”OF'szo Referencias
risco do alelo do alelo SVgenEe SRE0GIET
rs3918290 C.1905+1G>A IVS14+1G>A 0,007 0,0 Nulo 1A Toxicidade geral (31,32,38-41)
1555886062 €1679T>G p.lle560Ser 3x107° 0,0 Nulo 1A Toxicidade geral (29,31,38,42-44)
1s67376798 C.2846A>T p.Asp949Val 0,003 0,5 Diminuido 1A Toxicidade geral (32,42,45)
1s75017182 €.1129-5923C>G Variante intrénica 0,013 0,5 Diminuido 1A Toxicidade geral (29,33,46,47)
Toxicidade
156038477 C.1236G>A p.Glu412Glu 0,014 0,5 Diminuido 3 gastrointestinal (29)
e hematoldgica
Neutropenia,
rs115232898 C.557A>G p.Tyr186Cys 0,002 0,5 Diminuido 1A mucosite e (32,35,48-51)
alopecia
1572549303 c.1898del p.Pro633fs = 0,0 Nulo 1A - (37)
rs1801268 C€.2983G>T p.Val995Phe - 0,0 Nulo 1A - (32)
Leucopenia,
1578060119 c1156G>T p.Glu3g6Ter 8X107° 0,0 Nulo 1A trombocitopenia (32,52)
e mucosite
1s2297595 C.496A>G p.Met166Val 0,085 1,0 Normal 3 Toxicidade geral (43,53-56)
rs1801265 c.85T>C p.Cys28Arg 0,228 1,0 Normal 3 Diarreia (31,43,50,56-59)
rs1801159 C.1627A>G p.lle543Vval 0,198 1,0 Normal 3 Diarreia (31,43,59,60)
rs1801158 C.1601G>A p.Ser534Asn 0,015 1,0 Normal 3 Toxicidade geral (29,31,43,61)
rs17376848 c.1896T>C p.Phe632Phe 0,051 1,0 Normal 3 Toxicidade geral (54,62)
rs1801160 C.2194G>A p.val732lle 0,048 1,0 Normal 3 Toxicidade geral (31,32,43,47,55,63,64)

SNPs - Single Nucleotide Polymorphisms; DPD - dihidropirimidina desidrogenase.

atualmente utilizadas como preditores relevantes de
toxicidade, relacionada com a administracao de fluo-
ropirimidinas, a variante intrénica c.1129-5923CG é a
variante deletéria menos grave. Este SNP foi inicial-
mente identificado num haplétipo, o haplétipo B3 (Ha-
pB3), e, posteriormente, foi descrito que estd num for-
te desequilibrio de ligacdo com a variante sinénima
€1236G>A (p.Glu412Glu) (33),

Tendo em conta as recomendacdes do Infarmed e a
crescente necessidade de identificar doentes com ris-
co aumentado de desenvolver toxicidade durante o
tratamento quimioterdpico com fluoropirimidinas, fo-
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ram desenvolvidos kits laboratoriais para analise far-
macogenética qualitativa com base na detecdo de po-
limorfismos informativos no gene DPYD. No entanto,
estes kits s6 incluem a andlise das variantes referidas
anteriormente [(c.1905+1G>A, c.1679T>G (p.lle5605er),
C.2846A>T (p.Asp949Val) e c.1236G>A/c.1129-5923C>G
(HapB3)].

Presentemente, os SNPs acima referidos tém um nivel
de evidéncia e de utilidade clinica bem estabelecido.
Para além destes SNPs, associados a reducdo de ativi-
dade da DPD e a toxicidade por 5-FU, 3 PharmGKB clas-
sifica o nivel destas associacoes com anotacdes clini-



(’ nsituto_Nacional de Satde

Observacdes_ Boletim Epidemiolégico K%J ‘ " » g};’/ 11“’\
" oy —
R & —
- — e — —

cas de nivel 1AT para outros SNPs: ¢.557A>G (p.Tyr186-
Cys), c.1898del (p.Pro633fs), ¢.2983G>T (p.Val995Phe) e
c1156G>T (p.Glu386Ter). Deste Ultimo conjunto de poli-
morfismos, todos os alelos mutantes estdo designa-
dos como sendo ndo funcionais (tabela 1). A variante
C.557A>G (p.Tyr186Cys) é considerada uma variante de
risco aumentado para a toxicidade ao 5-FU, pela (/i-
nical Pharmacogenetics Implementation Consortium
(CPIC) (35), sendo neste caso, mais prevalente na po-
pulacdo africana. O mesmo acontece para a delecao
€.1898del, uma vez que esta foi detetada em 46% dos
doentes que desenvolveram toxicidade grave as fluo-
ropirimidinas, mesmo com reducao inicial de dose (36).
Em alguns paises, nomeadamente no Brasil, para
além das variantes ja referidas [c.1905+1G>A, ¢.1679-
T>Gp.lle560Ser), c.2846A>T (p.Asp949Val) e c.1236-
G>A/c1129-5923C>G (HapB3)], as variantes c.557A>G
e c.1898del j3 se encontram incluidas nos kits comer-
ciais utilizados na rotina clinica para a detecao de po-
limorfismos no gene DPYD. Porém, existem outras
variantes, nao incluidas nos kits comerciais, que le-
vam igualmente ao desenvolvimento de toxicidade
grave as fluoropirimidinas. S3o exemplo as varian-
tes €.2983G>T (p.Val995Phe) e c.1156G>T (p.Glu386-
Ter) que levam a inativacdo da proteina DPD e, con-
sequentemente, da atividade desta enzima (32,37).

Para além das variantes ja mencionadas, outros SNPs
no gene DPYD apresentam uma grande frequéncia alé-
lica, nomeadamente, 0 C.496A>G (p.Met166Val), c.85-
T>C (p.Cys28Arq), c1627A>G (p.lle543Val), c.1601G>A
(p.Ser534Asn), ¢.1896T>C (p.Phe632Phe), €.2194G>A
(p.val732lle), com frequéncias de 0,085, 0,228, 0,198,
0,015, 0,051 e 0,048, respetivamente. A PharmGKB

classifica o estado funcional dos alelos como normal,
para estas SNPs, com anotacoes clinicas de nivel de
evidéncia 32. No entanto, ambas as bases de dados:
Human Gene Mutation Database (HGMD) e Ensembl
classificam estas variantes como sendo patogénicas
associadas ao défice de DPD. Além disso, alguns auto-
res acreditam que estas variantes poderao ter efeito
toxico ou protetor, mas ter-se-3 de desenvolver mais
estudos funcionais para avaliar 0s seus impactos nos
doentes tratados com 5-FU.

Ajuste terapéutico: diretrizes de seguranca

0 consorcio internacional CPIC e o Dutch Pharmacoge-
netics Working Group (DPWG) desenvolveram diretri-
zes para ajudar a classificar o significado funcional das
variantes do gene DPYD e seus potenciais efeitos na
dosagem das fluoropirimidinas. Ambos utilizam uma
escala de 0 a 2, sendo 0 - sem atividade enzimatica
e 2 - funcao normal da DPD, para prever a pontuacao
de atividade (PA) da DPD. Esta pontuacdo ¢ a3 soma
das atividades das duas isoformas da proteina expres-
sas em ambos os alelos. As recomendacdes das doses
a prescrever de acordo com o gendtipo e fenotipo do
individuo estdo indicadas na tabela 2.

Recentemente, varios estudos tém sido feitos de modo
a demonstrar o custo-beneficio dos estudos molecu-
lares do gene DPYD dos doentes que vao iniciar o tra-
tamento com 5-FU e o custo dos tratamentos hospi-
talares daqueles que apresentam sintomas de into-
xicacdo medicamentosa a dose padrao do 5-FU. Na
Irlanda, Murphy et al. concluiram que o rastreio dos
polimorfismos no gene DPYD na rotina clinica revelou
ser economicamente mais rentdvel, sendo, por isso, de

1 As anotacoes clinicas de nivel 1A descrevem combinacdes de variantes-farmacos para as quais ha orientacoes de prescricdo especificas disponiveis em
diretrizes clinicas ou em rotulos de medicamentos com orientacdo de prescricao especifica de variantes, aprovados pela Food and Drug Administration
(FDA). As anotacoes clinicas de nivel 1A também devem ser apoiadas por, pelo menos, uma publicacao cientifica. O nivel 1A é o nivel mais alto de

anotacoes clinicas (34).

2 As anotacoes clinicas de nivel 3 descrevem combinacoes de variantes-farmacos com baixo nivel de evidéncia a suportar as associacoes estabelecidas.
Essas associacoes podem ser baseadas num unico estudo ou em estudos que falharam em replicar determinada associacdo. A anotacao também pode
ser baseada em evidéncias preliminares, como por exemplo, um relatério médico, estudo nao significativo ou evidéncia de um ensaio in vitro, molecular

ou funcional. O nivel 3 é considerado um baixo nivel de anotacoes clinicas (34).
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Tabela 2:
e recomendacdo terapéutica.

Fenotipo Genotipo

Metabolizador
normal

Doente sem variantes associadas a disfuncao
reduzida ou completa da DPD.

Doente com uma variante associada a
funcao normal da DPD e outra associada a
funcionalidade reduzida da enzima.

Metabolizador
intermediario

Doente com duas variantes associadas a
funcionalidade reduzida da DPD ou com uma
variante associada a funcdo normal e outra
associada a ndo funcao da enzima.

Metabolizador
intermedidrio

Doente com uma variante associada a uma
funcionalidade reduzida da DPD e uma variante
associada a nao funcao da enzima.

Metabolizador
pobre

Doente com duas variantes associadas com
atividade de DPD totalmente disfuncional.

Metabolizador
pobre

SNPs - Single Nucleotide Polymorphisms; DPD - dihidropirimidina desidrogenase.

todo o interesse a caracterizacdo genética prévia de
cada doente que inicie a quimioterapia com fluoropiri
midinas (65).

Em Portugal

A introducdo da tecnologia de sequenciacao de nova
geracao (Next Generation Sequencing — NGS) para
0 diagnostico de rotina na Unidade de Rastreio Neo-
natal, Metabolismo e Genética do Departamento de
Genética Humana do Instituto Nacional de Satde Dou-
tor Ricardo Jorge, no Porto, permitiu a realizacao de
estudos do gene DPYD, Uteis no rastreio destes SNPs,
dando com rapidez uma resposta utilizada na terapéu-
tica dos doentes tratados com 5-FU. 43 doentes foram
caracterizados para o gene DPYD, dos quais 26% apre-
sentaram um risco acrescido de toxicidade as fluoro-
pirimidinas pela presenca de duas ou mais variantes
descritas como polimorfismos associados ao défice
de DPD (Human Gene Mutation Database-HGMD e
Ensembl). Os resultados do estudo molecular dos doen-
tes analisados estao representados na figura 2.

////& " oy . “‘ X

Atribuicdo do fendtipo com base no gendtipo dos doentes, respetivo risco de toxicidade

PA da Risco de toxicidade Recomendacoes de dose das
DPD 3o 5-FU fluoropirimidinas
Ndo é necessario o ajuste de
2 Baixo doses para medicamentos que s3o
metabolizados pela DPD.
15 Alto £ aconselhada a reducao de 25% a 50%
! da dose padrdo das fluoropirimidinas.
£ aconselhada a reducao de 50% da
1 Alto dose padrao das fluoropirimidinas.
£ aconselhada a reducdo de 50% da
0,5 Alto dose padrao de fluoropirimidinas ou o
uso de uma alternativa terapéutica.
£ aconselhado o uso de uma alternativa
0 Alto
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terapéutica a fluoropirimidina.

Neste estudo, foram identificadas 3 novas variantes, des-
conhecendo-se, no entanto, o seu impacto na ativi-
dade catalitica da enzima. Poderd ser interessante reali-
zar estudos enzimaticos de modo a perceber o impacto
destas mutacdes na atividade enzimatica da DPD e, con-
sequentemente, no fendtipo dos doentes e na previ-
sao da eficdcia terapéutica. As mutacdes c.1524+16CA,
€127 _134del (p.Arg43™), ¢.257C>T (p.Pro86lLeu) e
C.2846A>T (p.Asp949Val), todas descritas com frequén-
cias alélicas inferiores a 0,01, e 0 SNP ¢.2300-39G>A,
com frequéncia alélica de 0,09, encontram-se associa-
das ao défice de DPD (HGMD e Ensemb/) (66-68) Deste
modo, 3 presenca destas variantes em homozigotia
ou heterozigotia composta, com outra variante asso-
ciada ao défice parcial ou total da atividade enzima-
tica da DPD, tornard o doente suscetivel a toxicidade
das fluoropirimidinas devendo, por esta razao, o cli-
nico necessitar de ajustar a dose do farmaco.

Nos 43 doentes estudados, as variantes c.1627A>G
(p.lle543val), ¢.85T>C (p.Cys28Arq) C.496A>G
(p.Met166Val) foram as mais prevalentes, estando

e
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Figura 2: [1 Representacdo esquematica das 14 variantes identificadas nos 43 doentes
estudados para a deficiéncia da DPD no gene DPYD.
—(11 29-5023C>G ) 1896T>C (Phe632Phe)
(12366>A (Glu41261u))| ~(1905+1G>A)
257C>T (Pro86leu)  768T>G (Ile256Met) 1524+16C>A 1906-2445C  230039G>A  (2846A>T (Asp949val) * )
85T=C (Cys29Arg) 496A>G (Met166Val) 1601G>A (Ser534Asn)  2194G=A (Val732lle) 3061G>C (Val1021Leu)

127_134del (Arg43+) 623G>T (Arg208Leu)

1627A>G (lle543Val)

(1679T>6 (IIe56USerl}

As trés novas variantes encontradas neste estudo estao destacadas a cor laranja, enquanto que as variantes mais frequentemente identificadas

nestes doentes estdo destacadas a cor azul.

As variantes ¢.1905+1G>A, c.1679T>G (p.lle560Ser), c.2846A>T (p.Asp949Val) e c.1236G>A/c.1129-5923(>G (HapB3), detetadas pelos kits labora-
toriais para andlise farmacogenética qualitativa, também estdo representadas na figura, delimitadas por cilindros.

“ Apenas uma destas variantes, c.2846A>T (p.Asp949Val), foi identificada neste conjunto de doentes.

presentes em 28%, 23% e 14% dos doentes, respeti-
vamente, 0 que vai de encontro aos resultados espe-
rados uma vez que estes SNPs sdo 0S que apresen-
tam valores mais elevados da frequéncia alélica no
gene DPYD (tabela 1). Varios casos clinicos reportam
estes polimorfismos genéticos como estando associa-
dos a reacdes adversas graves ao 5-FU. No entanto,
na comunidade cientifica hd divergéncia de opinides
e falta de evidéncias conclusivas sobre as consequén-
cias metabolicas para o individuo (31,43,50,53-60),
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_Discussao

Diversos estudos populacionais demonstraram que cerca
de 3% a 5% da populacao apresenta niveis reduzidos
de atividade enzimdtica da DPD, pela existéncia de
SNPs ou mutacoes no gene DPYD, apresentando assim
um fator de risco acrescido para desenvolver toxicidade
aquando da toma de um farmaco com 5-FU (69,70),
A causa mais conhecida de intolerancia as fluoropirimidi-
nas é a deficiéncia de DPD, que pode resultar de polimor-
fismos deletérios no gene que a codifica. Deste modo,
¢ fundamental o estudo prévio do gene DPYD para que
o clinico possa adequar o tratamento, com o objetivo de
aumentar o0 seu sucesso e a seguranca do doente.

As variantes ¢.1905+1G>A (IVS14+1G>A), c.1679T>G
(p.lle560Ser), c.2846A>T (p.Asp949Val) e c.1236G>A/
€.1129-5923C>G (HapB3) sao as mais comummente
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associadas ao fendtipo de deficiéncia de DPD pela
severidade das reacdes adversas que causam no tra-
tamento com 5-FU, razao pela qual, atualmente, estao
disponiveis kits para a detecdo precoce destes SNPs no
gene DPYD na pratica clinica. No entanto, como refe-
rido ao longo deste trabalho, encontram-se descritas
na literatura outros SNPs e variantes capazes de afe-
tar o sucesso do tratamento, uma vez que estao asso-
ciados a efeitos toxicos causados pela administracao
de fluoropirimidinas, devendo também ser utilizados
como marcadores preditivos de toxicidade. Do nosso
ponto de vista, de acordo com a revisao bibliografica
e mesmo com os dados preliminares que ja dispomos,
¢ nosso entender que para além das variantes mais
conhecidas, hd outras com um impacto igualmente
prejudicial na atividade catalitica da enzima DPD, inclu-
sive com frequéncias alélicas superiores na populacao
portuguesa, fator que se deveria ter em conta na esco-
Iha do tratamento.

Uma vez que 0s kits comerciais ndo asseguram a
auséncia de efeitos téxicos face ao tratamento com
fluoropirimidinas pelo pequeno nimero de polimorfis-
mos detetados, esta desvantagem seria ultrapassada
pelo estudo completo do gene DPYD, evitando gastos
no internamento dos doentes que venham a desen-
volver toxicidade grave durante a toma da medica-
cao. Por outro lado, a genotipagem completa do gene
DPYD por NGS permite sequenciar rapidamente este
gene e compreender os fendtipos observados durante
a toma do 5-FU ou dos seus pro-farmacos, e estabe-
lecer correlacdes gendtipo-fendtipo essenciais na pra-
tica clinica.

_Conclusao

Para doentes cujo tratamento oncoldgico seja a qui-
mioterapia a base de fluoropirimidinas, a funcionali-
dade catalitica da enzima DPD deve ser determinada
antes do infcio da terapia de modo a identificar doen-
tes com maior probabilidade de desenvolverem toxi-
cidade grave ou fatal.

////& " oy . “‘ X
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0 estudo molecular do gene DPYD é uma técnica pro-
missora para a individualizacao do tratamento dos
doentes, nomeadamente no ajuste de doses do 5-FU,
uma vez que ja ha diretrizes de seqguranca disponiveis
para muitas das variantes que afetam a DPD (16,36),

Por outro lado, o estudo do espectro da populacao
portuguesa para o gene DPYD permitird avaliar se as
variantes presentemente disponiveis em kits comer-
Ciais sdo suficientes para uma prescricao terapéutica
sequra.
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_Resumo

A vacinacao antigripal sazonal (VAGS) constitui a principal medida de
salde publica para a reducdo do nimero de infecdes pelo virus da
gripe e respetivas complicacoes. Anualmente, entre 0s grupos-alvo
definidos com recomendacdo para a toma da VAG inclui-se a popu-
lacdo com 65 e mais anos, para a qual a vacina é gratuita. Assim, é
importante identificar os aspetos mais relevantes no comportamento
de ndo adesdo 3 toma desta vacina, para poder desenvolver campa-
nhas de vacinacao mais efetivas. Neste estudo utilizou-se o Modelo
de Crencas em Saude (MCS) e as suas cinco dimensdes, para compre-
ender o processo de tomada de decisdo no caso da ndo adesao a VAGS
na populacdo portuguesa com 65 e mMais anos na época 2020/2021.
Com base nos dados recolhidos através do painel de familias ECOS
(Em Casa Observamos Satde) constituido em 2018 e renovado parcial-
mente em dezembro de 2020, utilizaram-se as respostas a uma per-
gunta aberta sobre os motivos para n3o ter tomado a VAG na época
de 2020/2021. As respostas obtidas foram organizadas em categorias
através de andlise de contetdo temdtica e calculou-se a frequéncia
dos diferentes motivos expressos pelos entrevistados de acordo com
as dimensoes do MCS: suscetibilidade, gravidade, barreiras, benefi-
cios e pistas para a acao. Estimou-se, para populacdo com 65 ou mais
anos, na época em estudo, uma frequéncia de nao adesao a VAGS de
33,8%. As dimensdes barreiras e suscetibilidade percebidas foram as
dimensdes mais evocadas para a nao toma da VAGS, especificamente
através da percecao de efeitos adversos que podem advir da toma da
vacina e da pouca suscetibilidade a contrair a doenca. Estes resulta-
dos sugerem possiveis lacunas no conhecimento que a populacdo tem
acerca da vacina e da doenca.

_Abstract

The seasonal influenza vaccine (1V) is the leading public health tool
to reduce the number of influenza virus infections and cases of se-
vere disease. Annually, among the target groups usually included for
the immunisation against seasonal influenza, there are the adults
aged 65 and older that are offered a free of charge IV. To develop
effective vaccination campaigns it is important understand the most
important issues in the non-uptake behaviour. Using the Health Be-
lief Model (HBM) five dimensions as conceptual framework, this
study focuses on the decision-making process to IV non-adherence
by Portuguese adults aged 65 or older. Based on the data collected
from the ECOS panel (At Home we Observe Health [Em Casa Obser-
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vamos Saude]) constituted in 2018 and partially renovated in 2020,
we used responses to an open question about the reasons for not
taking VAG in the 2020/2021. Through thematic content analysis, the
responses were organized into categories and we estimated the rea-
sons frequency, according to HBM dimensions: susceptibility, seve-
rity, barriers, benefits and clues for action. The population aged 65
years and older frequency of non-adherence to VAG was estimated
at 33.8%. The perceived barriers and susceptibility dimensions were
the most frequent dimensions for not taking IV, particularly by per-
ception of adverse effects from the vaccine uptake and the low sus-
ceptibility to contracting the disease. These results suggest possible
gaps in the knowledge that the population has about the vaccine
and the disease.

_Introducao

A vacinacao é uma das principais medidas de salude
publica para a reducao do niumero de infecdes pelo vi-
rus da gripe e respetivas complicacoes pos-infecso (1).
Anualmente, a Direcao-Geral da Saude emite recomen-
dacbes para a prescricdo da vacina antigripal sazonal
(VAG) gratuita a grupos-alvo prioritarios, incluindo pes-
soas com idade igual ou superior a 65 anos (2). Para
que esta medida possa ter o maximo impacto possivel,
é importante compreender o motivo pelo qual os indi-
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viduos, para os quais a vacina é recomendada e gra-

tuita, ndo aderem a sua toma.

A adocao dos comportamentos preventivos em satde
depende da interacao de varios fatores, alguns modifi-
céveis mas outros ndo modificaveis (3). Entre os varios
modelos tedricos para a andlise dos comportamen-
tos em salde, e que enfatizam a percecao do risco e
as crencas em salide, o Modelo de Crencas em Saude
(MCS) é um dos mais frequentemente utilizados no
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estudo da adesao a vacinacao (3°5). 0 MCS, desen-
volvido nos anos 50, tem sido utilizado na abordagem
sistematica para explicar e prever comportamentos pre-
ventivos de salde, nomeadamente, no processo de to-
mada de decisdo na adesao ou ndo adesao a VAG (376),
O comportamento de salde é associado a avaliacdo do
nivel de ameaca pessoal e a percecdo de que determi-
nada prética vai reduzir esse risco de forma eficaz. A per-
cecdo da ameaca individual é, por sua vez, influen-
ciada pelos valores associados a saude, crencas espe-
cificas acerca da vulnerabilidade a uma doenca parti-
cular e crencas sobre as consequéncias da doenca. O
MCS inclui cinco dominios-chave que influenciam com-
portamentos de saude: suscetibilidade, gravidade, bar-
reiras, beneficios e pistas para a acao.

_Objetivo

0 estudo, desenvolvido no ambito do ECOS (Em casa
observamos Saude), teve como principal objetivo anali-
sar os motivos de ndo adesdao a vacina antigripal sazo-
nal na época 2020/2021 nos individuos com 65 e mais
anos, de acordo com as dimensdes do Modelo de Cren-
cas em Saude (suscetibilidade, gravidade, barreiras,
beneficios e pistas para a acao).

_Materiais e métodos

Os dados foram obtidos através de um inquérito tele-
fénico a uma amostra aleatoria de unidades de alo-
jamento (Amostra ECOS) (7), estratificada por regiao
NUTs Il com alocacao homogénea (n=1050). Os dados
foram recolhidos através de um questionario estrutu-
rado via entrevista telefénica assistida por computa-
dor (julho a setembro de 2021).

Utilizando os dados dos individuos que constituiram a
amostra do painel (individuos com 65 ou mMais anos a
data do contacto a residir em alojamentos particulares)
e que reportaram numa pergunta aberta os motivos
para nao terem tomado a VAG, utilizou-se o método de
andlise de contetdo tematico para codificar e atribuir
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as respostas dadas a unidades tematicas que, sempre
que possivel, foram incluidas numa das dimensoes do
MCS (8).

A andlise estatistica realizada focou-se no cdlculo da
proporcao de individuos e sua distribuicdo pelos dife-
rentes motivos reportados de nao adesao a VAG. As
estimativas foram ponderadas por regido, sexo e gru-
po etario da populacdo em 2021 (%) e sd0 acompanha-
das dos respetivos intervalos de confianca (1C) a 95%.

_Resultados

A cobertura estimada da VAG foi de 66,2% (1C95%:
60,3-71,7) para a populacdo com 65 e mais anos. Dos
126 respondentes com 65 e mais anos, Ndo vacina-
dos, 117 identificaram os motivos para nao adesao a
VAG na época 2020/2021.

Dos principais motivos evocados pela populacao com
65 e mais anos para a ndo toma da VAG, a categoria
mais frequente, denominada “Sem necessidade”, ndo
se integrou no MCS (25,2%; 1C95%: 15,5-38,3). Incluiu
respostas gerais, sem especificacao de razao, da qual
sdo exemplos as repostas abertas: “Acho que no meu
caso ndo é necessdrio” e “Ndo entendo necessdria”.
Outra categoria generalista, menos frequente, sem
concretizacao de razdes ou motivos, foi “Nao querer”
(2,4%; 1C95%: 0,7-8,3), onde se integraram relatos
como: “ndo quero” e “ndo quis ser vacinado”.

As outras categorias enquadraram-se nas diferentes
dimensoes do MCS (grafico 1), sendo a mais frequen-
te a dimensao “Barreiras”, que corresponde 3 avalia-
cdo individual sobre os obstdculos ou dificuldades na
adocao de um determinado comportamento (29,2%;
IC95%: 19,6-41,1). As categorias mais frequentes desta
dimensao foram “Efeitos adversos” (11,0%), onde
se descreveu que a vacina “deixa a pessoa doente”;
“Aspetos logisticos”, que incluiram questdes de mobi-
lidade e deslocacdo aos Cuidados de Salude Primarios
(6,7%) e a “Falta de stock” (5,7%). Outras categorias,

menos frequentes, foram a “Baixa eficdcia” (3,4%;
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Estimativa da frequéncia dos motivos para a nao vacinacdo na populacdo portuguesa com 65 e mais anos,

de acordo com as dimensdes do modelo de crencas em saude, resultantes do inquérito ECOS aplicado a uma

amostra em 2021 (n=1050).
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1C95%: 1,2-9,1) que inclufram relatos a questionar a
eficdcia (“eficdcia normalmente é baixa, acho que ndo
se justifica tomar a vacing”), “Medo” das vacinas, agu-
Ihas e, ou, dos médicos (1,3%; 1C95%: 0,3-5,9) e a “Uti-
lizacdo de alternativas” (1,0%; 1C95%: 0,3-3,0), que
reportava a utilizacao de outros “métodos” para a pro-
tecao da gripe como, por exemplo, “medicacdo que é
natural”.

A dimensao “Suscetibilidade”, que se refere ao julga-
mento do individuo sobre as probabilidades de con-
trair a doenca, foi a sequnda dimensao mais relevante
(21,7%; 1C95%: 13,2-33,6), sobretudo com a categoria
“Ter poucas gripes e constipacdes” (19,1%), onde se
inclufram respostas abertas como: “nunca tive grandes
gripes” e “ndo fico doente”. Sequiram-se as categorias
“Ser sauddvel” (1,3%), onde se relatou nao ser neces-
sadria a vacina, pois era-se ou se praticava um “estilo
de vida sauddvel”. Qutras categorias menos frequen-
tes foram “Nao ter idade” (1,1%; 1C95%: 0,2-7,5), “Nao
pertencer ao grupo de risco” (0,1%; 1C95%: 0,0-0,9) e
“Estar protegido” (0,1%; 1C95%: 0,0-0,8) devido ao con-
texto pandémico (e.qg., pela “utilizacdo da mdscara” e

por se estar “mais em casa”).

Poucas gripes e
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Na dimensao “Pistas para a acdo”, que inclui aspe-
tos e indicacdes externas ao individuo para a adocdo
do comportamento, a Unica categoria integrada foi
“Recomendacao” (9,8%; 1C95%: 3,9-22,8), da qual sao
exemplos as sequintes respostas abertas: “a médica
ndo manda” e "Ndo me foi recomendada”.

A dimensdo menos frequente foi a “Gravidade” (3,2%;
1C95%: 0,6-10,1), que se refere ao julgamento do indi-
viduo sobre a probabilidade de ter doenca grave, no
caso de contrair a doenca, com respostas que indica-
vam a percecao de que nunca se “fica muito doente”
e geralmente tem-se “sintomas ligeiros”.

_Discussao e conclusao

No presente estudo estimou-se para populacao com
65 ou mais anos residente em Portugal em 2021 uma
frequéncia de ndo adesdo a VAG de 33,8%, compard-
vel com as estimativas obtidas na avaliacao de adesao
3 VAG pela populacao portuguesa alvo da vacinacdo na
época 2013/2014 (31,3%; 1C95%: 24,6-39,0) (5).

As dimensdes “Barreiras” e “Suscetibilidade” percebi-
das foram as dimensdes mais evocadas para a opcao
pela ndo toma da vacina antigripal na populacao com
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65 e mais anos, 0 que vai ao encontro de outros estu-
dos, em populacdes alvo para a vacinacao, sobretudo
pela importancia da Sucetibilidade (5.10) Observou-se,
no presente estudo, a importancia das “Barreiras”,
sobretudo a percecao de efeitos adversos que podem
advir da toma da vacina, bem como a percecao e
crencas sobre a propria doenca, considerando-se,
a populacdo com 65 e mais anos, pouco suscetivel.
Outros estudos sobre a VAG sugerem um peso mais
significativo das dimensdes “Suscetibilidade” e “Gra-
vidade” (3,4,6,10) contudo, a importancia dos efei-
tos adversos (da dimensao “Barreiras”) foi ja identifi-
cada em estudos conduzidos junto da populacao-alvo
para a vacinacao em Portugal (°). Adicionalmente,
um estudo que analisou a relacdo entre a percecao
do risco e adesao a VAG sugere que a dimensao “Gra-
vidade” so6 se torna relevante quando hd uma perce-
cao elevada de suscetibilidade a doenca, produzindo
assim um nivel elevado de ameaca pessoal (10). 4 a
baixa frequéncia dos motivos relacionados com a per-
tenca ao grupo-alvo (“Idade” e “Pertenca ao grupo
de risco”), indicam o conhecimento por parte deste
grupo populacional relativamente a recomendacdo
para a VAG.

Tendo em conta os resultados obtidos, os portugueses
com 65 e mais anos que ndo aderem a VAG, ndo pare-
ceram fazé-lo, na época 2020/2021, por desconhece-
rem a recomendacao, mas porque desconfiaram da
vacina e ndo se consideraram vulnerdveis a contrair
gripe.

Estes resultados sugerem possiveis lacunas no conhe-
cimento que a populacdo tem acerca da vacina e da
doenca. As campanhas de vacinacao poderdo poten-
Ciar a sua adesao se tomarem em consideracao os fato-
res que sao mais relevantes para a populacao na sua
tomada de decisdo.
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individuos residentes no norte de Portugal, 2014-2019
Temporal and spatial distribution of human leptospirosis in the north of Portugal, 2014-2019

Sofia Moura, Carla Rio, Susana Gomes, Anabela Santos Silva

sofia.moura@insa.min-saude.pt

Departamento de Doencas Infeciosas. Centro de Saude Publica Doutor Goncalves Ferreira, Instituto Nacional de Sadde Doutor Ricardo jorge, Porto, Portugal

_Resumo

Em Portugal, a leptospirose humana é considerada uma doenca de
declaracao obrigatdria (DDO). De acordo com o relatério DDO 2013-
-2016, a drea geografica de intervencao da ARS Norte é a sequnda
drea do pais com maior nimero de casos notificados de leptospi-
rose em humanos. O objetivo deste estudo foi analisar a distribui-
cao temporal e geografica dos casos de leptospirose humana iden-
tificados em individuos residentes na regido norte de Portugal, no
periodo de 2014 a 2019, e que foram estudados no Centro de Saude
Publica Doutor Goncalves Ferreira do Instituto Nacional de Saude
Doutor Ricardo Jorge. Realizou-se um estudo retrospetivo de 72 indi-
viduos com resultado positivo para pesquisa de anticorpos IgM para
Leptospira spp. O maior ndmero de casos foi registado em 2014 e o
menor em 2019, 18 e 5 casos respetivamente. Em relacao a distri-
buicdo por més de diagndstico laboratorial, verificou-se um maior
nimero de casos diagnosticados entre os meses de junho e novem-
bro (73,6%). Quanto a distribuicdo geografica por concelho de resi-
déncia, o concelho que apresentou maior nimero de casos foi Vila
Nova de Gaia (n=8). Do total de individuos diagnosticados com lep-
tospirose humana, 79,1% residiam em freguesias classificadas como
predominantemente ou mediamente urbanas. Os resultados obtidos
revelaram uma assimetria na distribuicao dos casos de leptospirose
humana, notando-se uma maior frequéncia nos meses de verao/ou-
tono e em dreas predominantemente/mediamente urbanas. Este
estudo é mais um contributo para o conhecimento da epidemiologia
e dinamica de transmissdo da leptospirose em humanos na regido
norte de Portugal podendo, desta forma, ser Gtil para o desenvolvi-
mento de estratégias de prevencao e controlo da doenca.

_Abstract

In Portugal, human leptospirosis is a mandatory notifiable infectious
disease. Data from 2013 to 2016 showed that the geographical area
of intervention of the ARS Norte had the second highest number of
notified cases. The aim of this study was to analyze temporal and
spatial distribution of human leptospirosis, identified between 2014
and 2019, in individuals living in the north region of Portugal. We
reviewed 72 cases of individuals with a positive result for IgM anti-
bodies to Leptospira spp., which were tested at the Public Health
Centre Doutor Goncalves Ferreira, National Institute of Health Doutor
Ricardo Jorge. The number of cases was higher in 2014 and lower in
2019, 18 and 5 cases respectively. Overall, 73.6% of the cases were
diagnosed between June and November. Vila Nova de Gaia was the

42

municipality with the highest number of cases (n=8), and 79.1% of
individuals with human leptospirosis were living in predominantly
and moderately urban areas. In conclusion, our results showed a
seasonal pattern of human leptospirosis with most cases occurring
in summer and autumn, and a geographical pattern of cases with a
higher frequency in predominantly/moderately urban areas. These
findings may help develop more effective strategies to prevent and
control human leptospirosis.

_Introducao

A leptospirose humana é uma doenca infeciosa cau-
sada por bactérias do género Leptospira sendo con-
siderada uma das zoonoses mais frequentes a nivel
mundial (1), Estima-se que, anualmente, esta doenca
seja responsavel por 1,03 milhdes de casos e 58.900
mortes em todo o mundo (2).

Em Portugal, a leptospirose humana ¢ uma doenca de
notificacdo obrigatéria, sendo o0s casos classificados
como provaveis ou confirmados de acordo com os cri-
térios clinicos, laboratoriais e/ou epidemioldgicos (3).
O relatorio epidemioldgico de 2016 do European Cen-
tre for Disease Prevention and Control (ECDC) revelou
que Portugal foi o pafs europeu com o maior nimero
de casos confirmados, estimando-se uma taxa de noti-
ficacdo de 0,98 casos confirmados de leptospirose por
100 mil habitantes (4). A nivel nacional, o relatério de
Doencas de Declaracao Obrigatéria (DDO), referente
ao periodo de 2013-2016, mostrou que a 3area geo-
grafica de intervencao da Administracdo Regional de
Saude (ARS) do Norte é a seqgunda 3drea do pais com
maior numero de casos notificados de leptospirose em
humanos, depois da Regido Auténoma dos Acores (5).
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De forma a desenvolver estratégias de prevencdo e
controlo da leptospirose humana torna-se importante
conhecer a epidemiologia e dinamica de transmissao
da doenca. Neste sentido, descrever a epidemiologia
da doenca no espaco, no tempo e nos individuos é o
primeiro contributo de apoio a tomada de decisao.

_Objetivo

O presente estudo teve como objetivo analisar a dis-
tribuicdo temporal e geografica dos casos de leptos-
pirose humana, identificada em individuos residentes
na regido norte de Portugal e que foram estudados no
Centro de Saude Publica Doutor Goncalves Ferreira do
Instituto Nacional de Satude Doutor Ricardo Jorge entre
2014 e 2019.

_Material e métodos

Realizou-se uma andlise retrospetiva dos individuos
residentes na regiao norte de Portugal com suspeita
clinica de infecao por Leptospira spp. e Cujas amos-
tras foram enviadas ao Centro de Saude Publica Dou-
tor Goncalves Ferreira (CSPGF) para estudo labora-
torial entre 2014 e 2019. No presente estudo foram
incluidos os individuos que apresentaram um resul-
tado positivo para a pesquisa de anticorpos do tipo
imunoglobulina M (IgM) para Leptospira spp. (n=72),
indicativo de infecao recente.
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A drea de estudo foi definida como a drea de influén-
cia direta dos hospitais que requisitaram a pesquisa de
anticorpos IgM para Leptospira spp. Esta drea estd assi-
nalada no mapa da figura 1.

A pesquisa de anticorpos IgM para Leptospira spp. foi
realizada em amostras de soro, pela técnica Fnzyme-
-Linked Immunosorbent Assay (ELISA), utilizando um
kit comercial da Virion\Serion®. Para a definicdo de
tipo de area urbana foi utilizada a Tipologia de Areas
Urbanas (TIPAU) 2014 que classifica as freguesias de
Portugal em dreas predominantemente urbanas, areas
mediamente urbanas e dreas predominantemente
rurais (6). Para a criacdo do mapa foi utilizado o pro-
grama ArcGIS® Pro 2.8 (Esri, Redlands, USA). A analise
descritiva dos dados foi realizada através do programa
Microsoft Excel ® 2013.

_Resultados

Entre 2014 e 2019 foi realizada no CSPGF a pesquisa de
anticorpos IgM para Leptospira spp. em amostras de
soro de 540 individuos com um quadro clinico suspeito
de leptospirose, dos quais 72 (13,3%) foram positivos.
Ao longo dos seis anos de observacao, a distribuicao
dos casos positivos variou entre 18 casos em 2014 e 5
casos em 2019, nao se verificando qualquer tendéncia
3o longo do tempo (tabela 1).

Tabela 1: [ Distribuicao dos casos de leptospirose humana por
ano de diagndstico, 2014-2019.

Total de casos Pesquisa de anticorpos IgM

Ano de suspeitos de infecao para Leptospira spp.

€asos positivos

2014 61 18 29,5
2015 66 7 10,6
2016 106 12 11,3
2017 157 17 10,8
2018 77 13 16,9
2019 73 5 6,8
Total 540 72 13,3
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A distribuicdo por sexo dos 72 individuos com leptospi-
rose mostrou que 44 (61,1%) pertenciam ao sexo mas-
culino. Os individuos estudados apresentaram um inter-
valo de idades entre 0s 5 e 84 anos, sendo que apenas
um tinha idade inferior a 18 anos. A idade média dos
individuos com idade igual ou superior a 18 anos foi de
51,5 (£17,6) anos, a mediana de 49 anos e a moda de
48 anos.

A maior parte das infecdes recentes por Leptospira
spp. foram diagnosticadas em individuos com idade
igual ou superior a 25 anos (67/72; 93,1%), sendo o

grupo etdrio entre 0s 45 e 64 anos 0 que revelou um
maior numero de infecdes (27/72; 37,5%) (grafico 1).

Quanto a distribuicdo do nimero de casos de leptospi-
rose humana por més de diagndstico laboratorial, veri-
ficou-se um maior nimero de casos diagnosticados
entre os meses de junho e novembro (53/72; 73,6%),

conforme se pode observar no grafico 2.

Na distribuicdo do numero de casos de leptospi-
rose humana por concelho de residéncia, destaca-se
o concelho de Vila Nova de Gaia com um total de 8

casos, sequido de Amarante, Barcelos e Paredes, com

Grdfico 1: [ Distribuicao dos casos de leptospirose humana por sexo e grupo etdrio, 2014-2019.
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Gréfico 2: [ Distribuicao dos casos de leptospirose humana por més de diagndstico laboratorial, 2014-2019.
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6 casos registados em cada um dos trés concelhos
(figura 1).

Considerando a distribuicdo dos casos de leptospi-
rose humana por tipo de drea urbana, 79,1% (57/72)
dos individuos infetados residiam em frequesias clas-
sificadas como predominantemente (34/72; 47,2%)
ou mediamente urbanas (23/72; 31,9%). Nos conce-
Ihos com maior nimero de casos (Vila Nova de Gaia,
Amarante, Barcelos e Paredes), todos os individuos
infetados residiam em freguesias com a classificacao
de predominantemente ou mediamente urbanas.

_Discussao

No presente estudo, 0 maior nimero de casos de lep-
tospirose humana verificou-se em individuos do sexo
masculino (61,1%) e em individuos com idade igual ou
superior a 25 anos (93,1%). Estes resultados estdo de
acordo com as estatisticas relativas a distribuicdo da
doenca em Portugal (°) e na Europa (4). Apesar de nao
ter sido possivel obter informacdo sobre as atividades
profissionais destes doentes, uma possivel explicacao
para a ocorréncia de um maior nimero de casos em
individuos do sexo masculino, na faixa etaria mencio-
nada anteriormente, pode dever-se ao tipo de ativida-
des que exercem, nomeadamente atividades que exi-
jam um contacto proximo com reservatorios animais
ou ambientes contaminados (4).

Figura 1: [ Distribuicdo dos casos de leptospirose humana por concelho de residéncia, 2014-2019 (n=72).
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Em 2014, 29,5% dos individuos estudados apresenta-
ram um resultado positivo para infecdo recente por
Leptospira spp. Entre 2015 e 2018, a percentagem de
individuos variou entre 10,6 e 16,9% e no ano de 2019
desceu para 6,8%. Nao foi possivel interpretar a fre-
quéncia e distribuicdo dos casos ao longo dos anos
por falta de informacao sobre atividades profissionais,
recreativas, ou outras acdes que possam potenciar o
aparecimento da doenca.

Os resultados deste estudo apontaram para uma maior
frequéncia dos casos de leptospirose humana entre o0s
meses de junho e novembro (73,6%), sobretudo meses
de verao e outono. Esta distribuicao vai de encontro
a informacao disponivel no relatério epidemioldgico
do ECDC para o ano de 2016, onde o0s paises da Uniao
Europeia/Area Econdmica Europeia notificaram a ocor-
réncia de 64% dos casos entre os meses de junho e
outubro (4). Um importante fator a considerar na dis-
tribuicao sazonal da leptospirose humana é o clima e
os fendmenos meteoroldgicos. No entanto, os dados
sobres esta doenca deverdo ser analisados numa pers-
petiva conjunta de varios fatores, englobando também
3 atividade agricola sazonal, a flutuacao da populacdo
de animais reservatorio e o comportamento humano,
quer seja devido a atividade profissional de risco, a
desportos e atividades recreativas aquaticas ou a via-
gem para paises endémicos (411,

Relativamente a distribuicdo geoqgrafica da doenca, o
presente estudo mostrou uma maior frequéncia do nu-
mero de casos em dareas predominantemente /media-
mente urbanas. O concelho de Vila Nova de Gaia apre-
sentou o maior numero de casos por concelho de resi-
déncia (8 casos) e todos em freqguesias classificadas
como 3dreas predominantemente urbanas. Nos con-
celhos de Amarante, Barcelos e Paredes (6 casos em
cada concelho), todos 0s casos ocorreram em 3areas
predominantemente ou mediamente urbanas. Ao longo
dos anos, varios estudos revelaram um aumento do
numero de casos de leptospirose humana em d&reas
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urbanas (7-10), sendo que alguns deles indicaram a pre-
senca de ratos como possivel causa da doenca (7.10).
Neste estudo apenas tivemos acesso a informacao
de dois individuos: o primeiro guardava fruta numa
cave frequentada por ratos e o sequndo era trabalha-
dor agricola, ambos residentes em dreas classificadas

como predominantemente urbanas.

Uma das limitacoes deste estudo foi a auséncia de
informacao clinica dos individuos, o que limitou a clas-
sificacdo dos casos diagnosticados no CSPGF como
casos confirmados, conforme definicdo estabelecida
nas DDO em vigor no territério nacional (3). Adicional-
mente, a auséncia de informacado sobre a data de ini-
cio de sintomas, nao permitiu determinar a distribui-
cao dos casos por data de inicio da doenca, dificultan-
do a detecdo precoce de aglomerados de casos e/ou
surtos. Nao obstante o exposto, os resultados apresen-
tados neste estudo sdo concordantes com os dados de
relatérios epidemioldgicos referentes a distribuicdo da
leptospirose humana em Portugal.

Existem varios estudos sobre a distribuicao da leptos-
pirose humana a nivel nacional e em determinadas
regioes de Portugal (5.12-17) Contudo, este trabalho
parece ser o primeiro a mostrar a distribuicdo geogra-
fica a nivel de concelho de residéncia e por tipologia
de dreas urbanas da leptospirose humana em indivi-
duos residentes nesta drea do norte de Portugal.

_Conclusao

Os resultados obtidos revelaram uma assimetria na dis-
tribuicao dos casos de leptospirose humana, notando-
-se uma maior frequéncia nos meses de verao/outono
e em dreas predominantemente/mediamente urbanas.

Estes dados sdao mais um contributo para o conheci-
mento da epidemiologia e dinamica de transmissao
da leptospirose em humanos na regiao norte de Por-
tugal.
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O presente estudo vem mais uma vez evidenciar a
importancia da partilha dos dados clinicos, laborato-
riais e epidemioldgicos entre todos os intervenien-
tes que deles necessitam para apoiar o diagndstico e,
assim, melhor direcionar as intervencdes de preven-
cao e controlo da doenca.
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_Resumo

Os testes laboratoriais de pesquisa de anticorpos especificos para o
virus Epstein-Barr sdo uma das ferramentas usadas para a rpida e
correta identificacdo da infecdo causada por este virus. No entanto,
existem perfis seroldgicos atipicos que dificultam a obtencdo de um
diagnaostico. Assim, o objetivo deste estudo foi determinar a frequ-
éncia dos perfis serolégicos atipicos e caracterizar a sua distribuicao
em individuos cuja pesquisa de anticorpos foi realizada no Instituto
Nacional de Saude Doutor Ricardo Jorge. Foi realizada uma andlise
retrospetiva de 1346 individuos residentes em Portugal, com per-
fil seroldgico completo para o diagnéstico laboratorial da infecao
pelo virus Epstein-Barr, obtido entre 2015 e 2022. Dos individuos
incluidos no estudo, 192 (14,2%) apresentaram um perfil seroldgico
atipico. O perfil serolégico atipico mais frequente foi a presenca de
anticorpos 1gG VCA/EA isolados (8,3%; 112/1346), sequido da pre-
senca simultanea de anticorpos IgM VCA, 1gG VCA/EA e IgG EBNA-1
(3,6%; 48/1346), depois o perfil de anticorpos 1gG EBNA-1 isolados
(1,6%; 22/1346) e, por ultimo, o perfil de anticorpos IgM VCA iso-
lados (0,7%; 10/1346). No geral, a frequéncia dos perfis serol6gi-
cos atipicos obtida neste estudo estd de acordo com a literatura. Em
comparacao com outro estudo realizado em Portugal, os perfis de
anticorpos 1gG EBNA-1 isolados e anticorpos IgM VCA isolados apre-
sentaram uma frequéncia ligeiramente superior. O presente estudo
demonstra a importancia dos perfis atipicos no diagndstico serold-
gico da infecdo pelo virus Epstein-Barr e a necessidade de efetuar
testes seroldgicos e moleculares adicionais, que variam de acordo
com a especificidade de cada perfil atipico.

_Abstract

Specific antibody tests are used to determine different stages of
Epstein-Barr virus infection. However, the detection of atypical sero-
logical patterns may pose a diagnostic challenge. This study aims
to determine the frequency and distribution of atypical patterns in
individuals tested at the Portuguese National Institute of Health.
We reviewed 1346 individuals with serological patterns obtained
between 2015 and 2022, from individuals living in Portugal. Of those
included in this study, 192 (14.2%) showed an atypical pattern. Iso-
lated VCA IgG was the most frequent (8.3%, 112/1346), followed by
the simultaneous presence of antibodies VCA IgM, VCA/EA 1gG, and
EBNA-T 1gG (3.6%, 48/1346), isolated EBNA-1 1gG (1.6%, 22/1346),
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and finally isolated VCA IgM (0.7%, 10/1346). The frequency of atypi-
cal serological patterns obtained in this study was similar to those
obtained in other studies. When comparing to another study conduc-
ted in Portugal, we found slightly higher percentages of the atypi-
cal serological patterns: isolated EBNA-1 1gG, and isolated VCA IgM.
This study highlights the importance of atypical serological patterns
in Epstein-Barr virus diagnosis, and the need to perform additional
serologic and molecular tests to better interpret them.

_Introducao

0 virus Epstein-Barr (EBV), também designado por her-
pesvirus humano 4, é responsdvel por afetar mais de
90% da populacao humana a nivel mundial (1). Apds
a infecao primaria, o virus persiste no corpo huma-
no de forma latente podendo mais tarde dar origem
a doencas oncolégicas (2), nomeadamente linfoma de
Hodgkin, linfoma de Burkitt, carcinoma da nasofarin-
ge, carcinoma gastrico, entre outros (1). A nivel mun-
dial estimou-se que, em 2017, a proporcao atribufda a
infecdo pelo virus EBV nas 4 doencas mencionadas an-
teriormente, tenha sido de 18% dos casos incidentes,
17% das mortes e 4,6 milhdes de anos de vida perdi-
dos por incapacidade (DALYs) (3).

O diagndstico laboratorial de pesquisa de anticorpos
especificos para o EBV é uma das ferramentas que
pode auxiliar na rdpida confirmacao da infecao prima-
ria por este agente etioldgico, bem como é também
essencial para determinar um contacto prévio e poste-
rior desenvolvimento da resposta imunologica a infe-
cso viral (4.5). 0 perfil serolégico em resposta a infe-
cdo por EBV pode ser avaliado através da pesquisa dos
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sequintes anticorpos: imunoglobulina M (IgM) para cionais que podem ser utilizados para o efetivo escla-
antigénios da cdpside viral (VCA), imunoglobulina G recimento do diagndéstico laboratorial da infecdo por
(IgG) para VCA e IgG para antigénios nucleares do virus EBV. Esta reflexdo foi realizada pelos autores, na secao
Epstein-Barr (EBNA-1). Adicionalmente, também se da discussao, onde se descrevem os testes adicionais
pode efetuar a pesquisa de anticorpos IgG para os que podem ser utilizados em cada um dos perfis sero-
antigénios precoces (EA). O resultado da pesquisa l6gicos atipicos da infecao por EBV.

dos diferentes tipos de anticorpos permite diferenciar
uma infecdo primdria de uma infecdo passada, no _Objetivo
entanto existem perfis seroldgicos, designados por

0 presente estudo foi desenvolvido com o objetivo de

atipicos, que carecem de testes seroldgicos adicio- determinar a frequéncia dos diferentes perfis serolo-

nais (por exemplo, determinacao da avidez dos anti- gicos atipicos, em individuos cuja pesquisa de anticor-

corpos 19G VCA) e testes moleculares (pesquisa do pos especificos para o virus Epstein-Barr foi realizada

material genético do £BV), de forma a melhor escla- no Instituto Nacional de Saude Doutor Ricardo Jorge,

recer o diagnostico laboratorial. Estes perfis atipicos no periodo de 2015 a 2022.

caracterizam-se pela presenca de anticorpos IgM VCA

isolados; presenca de anticorpos 1gG VCA isolados; Material e métodos

presenca de anticorpos IgG EBNA-1 isolados; e a pre-

senca simultanea de anticorpos IgM VCA, 1gG VCA e Realizou-se uma analise retrospetiva dos resulta-

196 EBNA-1 (6), conforme descrito na tabela 1. dos laboratoriais de serologia para o EBV em indivi-

duos estudados no Instituto Nacional de Saude Doutor

De forma a adequar a resposta laboratorial torna-se Ricardo Jorge (INSA) entre 2015 e 2022. Neste estudo,

importante conhecer e caracterizar os diferentes per- foram incluidos individuos residentes em Portugal

fis atipicos e, por sua vez, refletir sobre os testes adi- com um perfil serolégico completo para o diagnos-
Tabela 1: [ Interpretacdo dos perfis serolégicos no diagnéstico laboratorial da infecdo pelo

virus Epstein-Barr.

IgM VCA 1gG VCA IgG EBNA-1 Interpretacao

- - - Seronegativo

+ = - Perfil atipico: anticorpos IgM VCA isolados’

+ + = Infecdo primaria

_ + + Infecdo passada

_ + = Perfil atipico: anticorpos 1gG VCA isolados?

_ - + Perfil atipico: anticorpos 1gG EBNA-1 isolados?

+ + + Perfil atipico: presenca simultanea dos trés anticorpos?

+ positivo; - negativo.

Necessario realizar testes adicionais para esclarecer se se trata: 'de uma infecdo primaria ou de uma reacdo cruzada;
2de uma infecdo primdria ou de uma infecdo passada sem desenvolvimento de anticorpos 1IgG EBNA-1; 3 de uma infe-
cd0 passada ou de uma reacdo inespecifica; 4de uma infecdo priméaria ou de uma reativacdo.
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tico laboratorial da infecao por EBV, ou seja, resultado
para a pesquisa dos anticorpos IgM VCA, 1gG VCA/EA
e 1gG EBNA-1 (n=1402). Posteriormente, excluiram-se
da andlise individuos com resultado inconclusivo na
pesquisa dos anticorpos para o EBV (n=47) e indivi-
duos com idade inferior a 1 ano (n=9), devido a pos-
sivel presenca de anticorpos maternos. Desta forma,
0 tamanho amostral elegivel para o estudo dos per-
fis seroldgicos atipicos da infecdo por EBV foi de 1346
individuos.

A pesquisa de anticorpos especificos para o EBV foi
efetuada em amostras de soro através da técnica enzy-
me-linked fluorescent assay (ELFA), usando o equipa-
mento mini VIDAS® (bioMérieux, France). Este equi-
pamento permite a detecdo qualitativa de um painel
de quatro anticorpos para o EBV através de trés testes
automatizados: IgM VCA, 1gG VCA/EA e 1gG EBNA-1.

Para a andlise descritiva dos dados demograficos (sexo
e grupo etdrio) dos individuos que apresentaram um
perfil serolégico atipico recorreu-se ao cdlculo das fre-
queéncias absolutas e relativas. Os dados foram analisa-
dos com o programa STATA® 151 (StataCorp LLC, Texas,
USA).

_Resultados

Dos 1346 individuos incluidos no estudo, 995 (74,0%)
apresentaram um perfil de infecao passada, 92 (6,8%)
apresentaram auséncia de anticorpos para o EBV, 67
(5,0%) apresentaram um perfil de infecdo primaria (an-
ticorpos IgM positivos, anticorpos 1gG VCA/EA positivos
e anticorpos IgG EBNA-1 negativos) e 192 (14,2%) apre-

sentaram um perfil seroldgico atipico.

Relativamente aos perfis serologicos atipicos, 10 indi-
viduos (0,7%; 10/1346) apresentaram anticorpos IgM
VCA isolados, 112 (8,3%; 112/1346) apresentaram um
perfil de anticorpos IgG VCA/EA isolados, 22 (1,6%;
22/1346) apresentaram anticorpos 1gG EBNA-1 isola-
dos e 48 (3,6%; 48/1346) apresentaram simultanea-
mente anticorpos IgM VCA, 1gG VCA/EA e 1gG EBNA-1.

7///’; - ¢ e "‘ X
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Anticorpos IgM VCA isolados

Os 10 individuos com o perfil de anticorpos IgM VCA
isolados apresentaram uma idade média de 19,9 anos
(£11,2) e uma mediana de 17,5 anos, com um inter-
valo de idades entre 8 e 49 anos. Destes, 6 eram do
sexo masculino. A distribuicdo dos individuos com per-
fil serologico atipico por sexo e grupo etario encontra-
-se na tabela 2.

Anticorpos 1gG VCA/EA isolados

Os 112 individuos com o perfil de anticorpos IgG
VCA/EA isolados apresentaram uma idade média de
49,1 anos (£23,0) e uma mediana de 53 anos, com um
intervalo de idades entre 1 e 88 anos. Este perfil ati-
pico foi mais frequente em individuos com idade igual
ou superior a 30 anos (79,5%; 89/112) e do sexo femi-
nino (53,6%; 60/112) (tabela 2).

Anticorpos IgG EBNA-1 isolados

0Os 22 individuos com o perfil de anticorpos IgG EBNA-1
isolados apresentaram uma idade média de 42,0 anos
(+22,7) e uma mediana de 39,5 anos, com um intervalo
de idades entre 5 e 93 anos. Este perfil atipico foi mais
frequente em individuos com idade igual ou superior a
25 anos (77,3%; 17/22) (tabela 2).

Presenca simultanea de anticorpos IgM VCA,

IgG VCA/EA e 1gG EBNA-1

Os 48 individuos com presenca simultanea de anticor-
pos IgM VCA, 1gG VCA/EA e 1gG EBNA-1 apresentaram
uma idade média de 32,3 anos (+21,6) e uma mediana
de 24 anos, com um intervalo de idades entre 1 e 85
anos. Este perfil atipico foi mais frequente em indivi-
duos do sexo feminino (58,3%; 28/48) (tabela 2).
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Tabela 2:
e grupo etario.

IgM VCA 1gG VCA/EA
Caracteristicas isolados isolados
(n=10) (n=112)
n % n %
Sexo
Feminino 4 40,0 60 53,6
Masculino 6 60,0 52 46,4
Grupo etario
(em anos)
1-4 0 0,0 3 2,6
5-9 1 10,0 6 5,4
10 - 14 1 10,0 3 2,6
15 - 19 5 50,0 5 4,5
20 - 24 1 10,0 4 3,6
25 - 29 1 10,0 2 1,8
30 - 44 0 0,0 17 15,2
45 - 64 1 10,0 40 35,7
=65 0 0,0 32 28,6
_Discussao

Os testes laboratoriais de pesquisa de anticorpos espe-
cificos para o EBV sdo uma das ferramentas para o diag-
ndstico de uma infecdo primaria e sao utilizados, tam-
bém, para detetar uma resposta imunologica apoés
contacto com o virus. Nao obstante, existem perfis sero-
l6gicos desenvolvidos apds a infecdo por EBV que nao
permitem chegar a uma conclusdo definitiva sobre o
diagnéstico e estes designam-se por perfis atipicos (6).
No presente estudo, foi encontrada uma frequéncia
de 14,2% (192/1346) de perfis seroldgicos classifica-
dos como perfis atipicos. Do conhecimento dos autores
apenas existe um estudo anterior dos perfis serologi-
cos atipicos para o EBV efetuado em Portugal, reali-
zado por Moreno (7), e que teve como populacio alvo
os individuos analisados no Centro Hospitalar Cova da
Beira, no periodo de 2015 a 2017. Os resultados encon-
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1gG EBNA-1 IgM VCA, 1gG VCA/EA, TOTAL
isolados 19G EBNA-1 (n=192)
(n=22) (n=48)
n % n % n %
11 50,0 28 58,3 103 53,6
11 50,0 20 41,7 89 46,4
0 0,0 2 4,2 5 2,6
1 4,5 2 4,2 10 5,2
0 0,0 6 12,5 10 5,2
2 9,1 7 14,6 19 9,9
2 9,1 7 14,6 14 7,3
4 18,2 4 8,3 11 5,7
6 27,3 7 14,6 30 15,6
2 9,1 7 14,6 50 26,0
5 22,7 6 12,5 43 22,4
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Distribuicdo dos individuos com perfil serolégico atipico para o virus Epstein-Barr, por sexo

’

trados por Moreno sdo semelhantes aos do presente
estudo, com um total de individuos com perfis atipicos
de 13,2%. Os valores encontrados nestes dois estudos,
realizados em Portugal estdo de acordo com os valores
de outras populacoes, nomeadamente estudos realiza-
dos na Turquia e Itdlia, que diagnosticaram um total de
individuos com perfis atipicos para o EBV entre 11,4%
e 15,00 (8-10),

Relativamente ao perfil atipico de anticorpos IgM VCA
isolados, este estudo detetou 10 individuos com este
perfil, que corresponde a uma frequéncia de 0,7%.
Este valor é ligeiramente superior ao obtido num
estudo realizado em Portugal (0,3%) (7) e inferior ao
de um estudo realizado em Italia (1,2%) (10). No pre-
sente estudo, este tipo de perfil atipico foi encontrado
em 5 individuos com idade pedidtrica (<17 anos), em

4 jovens adultos entre 0s 18 e 25 anos e num indivi-
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duo com 49 anos. A presenca deste perfil atipico nos
grupos etdrios mais jovens é concordante com a idade
em que ocorre 3 infecao primdria por EBV (2) e por
isso pode significar a detecao precoce da infecdo, nao
tendo ainda ocorrido o desenvolvimento de anticor-
pos IgG VCA/EA. Por outro lado, a pesquisa de anticor-
pos IgM VCA pode ser positiva devido a presenca de
fator reumatoide ou auto-anticorpos, ou 3 uma reacao
cruzada com anticorpos de outro agente etioldgico,
por exemplo parvovirus B19 e citomegalovirus (6). pe
forma a esclarecer o perfil atipico de anticorpos IgM
VCA isolados pode-se: pesquisar a presenca de fatores
que levam a um resultado falso positivo; confirmar a
presenca de anticorpos IgM para o EBV por immuno-
blotting; ou pesquisar o material genético (ADN) do
EBV (6),

A frequéncia do perfil de anticorpos IgG VCA/EA iso-
lados obtida neste estudo (8,3%; 112/1346) é igual a
frequéncia obtida noutro estudo realizado em Portu-
gal (7). Estudos realizados noutros pafses detetaram
este perfil entre 5,1% e 7,9% dos individuos estuda-
dos (8-10)_Este perfil atipico pode indicar uma infecao
primaria em que 0s anticorpos IgM VCA ndo sdo produ-
zidos, aparecem tardiamente ou desapareceram pre-
cocemente. Por outro lado, este perfil pode também
sugerir uma infecao passada em que ndo houve pro-
ducdo de anticorpos 1gG EBNA-1, sendo que cerca de
5% dos individuos infetados nao desenvolve este tipo
de anticorpos, ou estes sao produzidos mas desapare-
ceram com o tempo, especialmente no caso de indivi-
duos imunocomprometidos (6). De forma a esclarecer
este perfil de anticorpos é possivel efetuar testes adi-
cionais, como por exemplo a determinacao da avidez
dos anticorpos 1gG VCA, immunoblotting para anticor-
pos IgG ou pesquisa do material genético do EBV (6,171).
No caso dos individuos imunocomprometidos o uso dos
testes serologicos é limitado devido a disfuncdo na pro-
ducao de anticorpos, pelo que a pesquisa de material
genético do EBV torna-se mais relevante em caso de
suspeita de infecao por EBV (11).
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No caso do perfil de anticorpos IgG EBNA-1 isolados
obtivemos uma frequéncia de 1,6% (22/1346), um
valor ligeiramente superior ao obtido no estudo reali-
zado noutra populacao de Portugal (0,5%) (7). Estudos
realizados noutros paises mostraram uma frequéncia
deste perfil entre 0,8 e 2,7% (8710). Este perfil é con-
siderado raro devido a implausibilidade de um indi-
viduo ter anticorpos 1gG EBNA-1 sem anticorpos 1gG
VCA, no entanto esta situacao pode dever-se ao tipo
de antigénio usado na pesquisa de anticorpos IgG VCA.
Um estudo realizado, com recurso a immunoblotting
para anticorpos 1gG, detetou que os individuos, com
um perfil atipico de anticorpos IgG EBNA-1 isolados,
tinham anticorpos 1gG EBNA-1 e também anticorpos
IgG VCA anti-p23, ou seja, tinham um perfil compati-
vel com infecdo passada (12). Deste modo, a variabi-
lidade encontrada na frequéncia deste perfil atipico
pode dever-se, ndo s6 ao facto de ser um evento raro,
mas também a diversidade dos alvos utilizados na pes-
quisa de anticorpos. A duvida que se levanta com este
perfil atipico é se o individuo tem uma infecao passada
ou se a presenca de anticorpos 1gG EBNA-1 resulta de
uma reacao inespecifica e, por isso, continua suscetivel
a infecdo por EBV. Em qualquer das situacoes, suspeita
de infecdo passada ou reacao inespecifica, a realizacao
do immunoblotting para anticorpos IgG permite escla-
recer este perfil atipico de anticorpos 1gG EBNA-1 iso-
lados (6).

Por ultimo, o perfil atipico com a presenca simulta-
nea dos anticorpos IgM VCA, 1gG VCA/EA e 1gG EBNA-1
foi obtido em 3,6% (48/1346) dos individuos incluidos
neste estudo. Este valor é ligeiramente inferior a fre-
quéncia obtida noutro estudo realizado em Portugal
(4,2%) (7). Estudos realizados noutros paises encontra-
ram valores entre 1,6 e 5,20 (8710). Este perfil atipico
pode indicar uma infecao primadria, em que os anticor-
pos IgM VCA persistem por varios meses apos a infecao
aguda, ou uma reativacao do virus, sendo esta situacao
considerada relevante em individuos imunocomprome-
tidos. No presente estudo, 16 (33,3%) individuos com



_Nacional de Satde
rge

Doutor Ricard

Observacdes_ Boletim Epidemiolégico

este perfil atipico tinham idade pedidtrica (<17 anos),
0 que, na auséncia de informacao clinica, aponta para
uma infecdo primaria. De forma a melhor esclarecer
este perfil atipico, é necessdrio aplicar os testes men-
cionados no perfil atipico de anticorpos IgM VCA iso-
lados, com o objetivo de descartar a presenca de um
resultado falso positivo ou de se confirmar a presenca
dos anticorpos IgM (6). Adicionalmente, deve-se deter-
minar a avidez dos anticorpos IgG VCA (1), No caso
de existir uma avidez baixa a infecdo é considerada
recente e no caso de existir uma avidez alta pode ser
considerada uma infecao passada ou reativacao (13.14),
que em individuos imunocompetentes poderd nao ter
relevancia clinica (6).

_Conclusao

0 presente estudo determinou a frequéncia dos per-
fis seroldgicos atipicos para o virus Epstein-Barr (EBV)
em individuos testados no Instituto Nacional de Saude

Doutor Ricardo Jorge ao longo de oito anos, 2015-2022.

A frequéncia dos diferentes perfis atipicos obtida neste
estudo, estando de acordo com o descrito na literatura,
aponta para a necessidade da realizacdo de testes adi-
cionais.

Através da aplicacdo de algoritmos de diagndstico
seroldgico e molecular é possivel determinar o esta-
dio da infecao por EBV e, desta forma, melhor escla-
recer o perfil serolégico atipico encontrado.

Em conclusdo, os resultados deste estudo sdo mais um
contributo para um maior conhecimento da frequéncia
e distribuicdo dos perfis seroldgicos atipicos para o EBV
em Portugal.
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do projeto ILIFOOD
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_Resumo

A atividade mineira para exploracdo de litio estd em expansao devido
a utilizacao de litio em baterias de produtos eletrénicos ou vefculos elé-
tricos. Os niveis de litio nas dguas, solos e alimentos em diferentes re-
gides geograficas sao varidveis, especialmente nas zonas préximas de
exploracoes de litio. O projeto exploratério ILIFOOD tem como objetivo
avaliar o impacto da mineracdo de litio nas exploracoes agricolas/hor-
tas familiares de locais circundantes e na ingestao alimentar das popu-
lacoes. A investigacao contribuird para avaliar o risco de exposicao das
populacoes locais ao litio, e a outros elementos quimicos, com base nos
seus niveis em vegetais (couves e batatas) e em dguas (de rega e de
consumo) e solos provenientes de zonas rurais proximas e afastadas de
minas ativas com recursos de litio, localizadas nas regioes de Barroso-
-Alvao e Guarda. Para estimar a exposicao da populacao, serdo aplica-
dos inquéritos sociodemograficos e de consumo alimentar aos residen-
tes dos locais em estudo. Trata-se de um estudo inovador em Portu-
gal que ird, pela primeira vez, explorar a relacdo entre a exposicao ali-
mentar e a atividade mineira da exploracao de recursos litiniferos. Os
resultados preliminares obtidos na envolvente da mina (57 (Guarda)
revelaram teores mais elevados de Li nas couves amostradas nas hor-
tas localizadas até 0,5 km de distancia da mina.

_Abstract

Lithium mining activity is expanding due to the use of lithium in
batteries for electronic products or electric vehicles. Lithium levels
in the water, soils, and food vary from region to region, especially
in areas within active mining lithium explorations. ILIFOOD aims to
evaluate the impact of lithium mining on surrounding local farms and
populations' dietary intake. This exploratory project will contribute
to enlightening the risk of exposure of local populations to lithium
and other chemicals elements, by evaluating its levels in vegetables
(cabbages and potatoes) and in water (drinking and irrigation) and
soil from rural areas close and far from active lithium mines resour-
ces, located in Barroso-Alvdo and Guarda regions to assess popula-
tion’s exposure, socio-demographic and food consumption surveys
will be applied to inhabitants of local farms. This is an innovative
study in Portugal, which will for the first time,; assess the relationship
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between food exposure and mining activity of lithium resources.
Preliminary results obtained in the surroundings of the C57 mine
(Guarda) revealed higher levels of Li in the cabbage leaves sampled
in the local farms located up to 0.5 km away from the mine.

_Introducao

Nos ultimos anos, o interesse pela mineralizacao do
litio (Li) tem vindo a aumentar a nivel global (1.2). Por-
tugal é um dos poucos pafses europeus Com conces-
soes mineiras com recursos litiniferos, sendo que até ao
momento estdo registadas oito concessdes (figura 1a),
estando previstas novas exploracdes de Li num futuro
proximo (1). Se por um lado o Li é retratado como uma
solucdo “amiga” do ambiente para substituir os com-
bustiveis fosseis, por outro tém vindo a surgir preocu-
pacdes quanto aos impactos ambientais negativos da
sua mineracado e transformacdo, bem como aos impac-
tos sociais na saude e sequranca das populacoes vizi-
nhas (3-5). De acordo com estudos cientificos, os niveis
deste elemento quimico em solos e dguas variam de-
pendendo das caracteristicas geologicas e das condi-
coes ambientais (4,6) por conseguinte, os niveis de Li
nos alimentos também podem apresentar variabilida-
de, principalmente em dreas préximas a minas com re-
cursos de litio. E importante avaliar o impacto na satde
da populacdo envolvente associado a exposicao, atra-
vés da dieta, a este elemento.
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Figura 1: [ Concessdes mineiras de litio activas em Portugal (a); Minas com
recursos de litio integradas no projeto ILiIFOOD (b).

a)
Serra de Arga _LO
Seixoso - Vieiros —/—O
Argemela ——
b)

Barroso - Alvao

Adaptado de: Relatdrio do Grupo de Trabalho “Litio” (2).

Neste contexto, encontra-se a decorrer o projeto explo-
ratério ILIFOOD (Litio na alimentacdo: o impacto das
exploracdes mineiras de litio) que contribuird para
avaliar o risco da exposicao das populacdes ao Li, e a
outros elementos quimicos. Para tal, serdo determina-
dos e comparados os niveis de Li em vegetais (cou-
ves e batatas), em solos e em 3dqua (rega e potdvel)
colhidos em zonas rurais proximas e afastadas de trés
minas ativas, que tém recursos de Li: C57 e Alvarroes

o
S
T
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Barroso - Alvao

Barca de Alva - Escalhdo

Almendra

Guarda

Mina C57
Castanho
(Goncalo)

Mina de
Alvarroes
(Seixo Amarelo)

(distrito da Guarda), e Barroso (distrito de Vila Real)
(figura 1b). No total serdo selecionados seis locais. O
respetivo plano de amostragem encontra-se represen-
tado na figura 2. Para cada mina foi definido um local
proximo da mina e um local afastado. Consideraram-
-se proximas das minas as hortas que se localizavam
até 1,5 km e como hortas afastadas selecionaram-se
locais compreendidos entre 2 e 8,5 km da mina.
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Figura 2:

Plano de amostragem do projeto ILIFOOD.

6 Locais
Exploracoes mineiras ativas

Préoximo de minas
3 locais

Couves
n=108

Batatas
n=108

Agua potavel
n=36

Aqua de rega
n=36

Solo de couve
n=108

Solo de batata
n=108

A fim de estimar a exposicao da populacao, o projeto
prevé a aplicacao de inquéritos sociodemograficos e
de consumo alimentar aos residentes das hortas em
estudo. Com este projeto serd possivel, pela primeira
vez em Portugal, explorar a relacdo entre a exposicao

alimentar e a atividade mineira na exploracdo de Li.

_Objetivo

O presente trabalho apresenta os dados preliminares
relativos aos teores de Li em couves de dois locais em
estudo, no ambito do projeto ILIFOOD que tem como
objetivos: i) estudar o impacto da exploracdo mineira
nos alimentos (couves e batatas) cultivados em zonas
circundantes de minas com recursos litiniferos bem
como em 3quas (potavel e de rega) e solos; ii) reali-
zar uma avaliacao do risco da populacao envolvente
associado a exposicao ao litio, através da dieta.
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Afastado de minas
3 locais

Couves
n=108

Batatas
n=108

Agqua potavel
n=36

Aqua de rega
n=36

Solo de couve
n=108

Solo de batata
n=108

_Materiais e métodos

Estando o projeto em curso, serdao apenas apresenta-
dos resultados preliminares. Assim, os dados agora pu-
blicados dizem respeito ao teor de Li em amostras de
couve recolhidas em dois locais, nomeadamente proxi-
mo e afastado da mina C57 (figura 1b). Em cada local
foram selecionadas doze hortas, tendo sido recolhidas
trés couves por horta (n=36), as quais foram analisadas
laboratorialmente em doze pools por local. As recolhas
foram realizadas entre abril e agosto de 2022.

No laboratério as couves foram lavadas com dqua da
torneira, secas em estufa, trituradas e digeridas, por
micro-ondas em vaso fechado, com uma mistura de
dcido nitrico/peréxido de hidrogénio/dqua ultrapura,
num racio de 4:1:3, de forma a destruir a matéria orga-
nica.
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O teor de Li foi determinado por espectrometria de
massa com plasma indutivo acoplado (ICP-MS).

Os dados foram obtidos em triplicado, em condicoes de
garantia da qualidade suportadas pelos requisitos des-
critos na norma ISO/IEC 17025:2017 (General require-
ments for the competence of testing and calibration
laboratories). A concentracdo encontra-se expressa,
pela média de trés réplicas, em pg de Li/kg de couve

em peso fresco.

Para a andlise estatistica foi utilizado o programa SPSS
(Statistical Package for the Social Sciences, v27). Foi
aplicado o teste t-student para identificar as diferencas
significativas entre as médias das concentracoes de Li
nas amostras, considerando um p-value de 0,05.

_Resultados e discussao

Neste trabalho apresentam-se os resultados prelimina-
res obtidos nas amostras colhidas nas hortas na envol-
vente da mina C57, no distrito da Guarda. Os locais 1
e 2 correspondem as hortas situadas perto e afasta-
das da mina, respetivamente. As amostras dos restan-

Grafico 1
e local 2 ( afastado da mina).
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tes locais ainda se encontram em andlise. Os resulta-
dos obtidos encontram-se representados no grafico 1.

No local 1 (proximo da mina, até 1,5km), constatou-se
uma grande dispersdo de teores de Li, que variaram
entre 44 = 1 pg/kg e 1627 + 39 pg/kg (peso fresco),
com um valor de mediana de 582 pg/kg. Os valores
mais elevados (superiores a 1000 pg/kg (peso fresco))
foram observados em 3 hortas que se encontram a
menos de 0,5 km da mina em estudo. Estes resultados
estdo de acordo com Ammari, et al. (2011) que obteve
um valor médio de Li de 1200 pg/kg (peso fresco), em
couves recolhidas em solos do Vale Jorddo, uma regiao
produtora de Li (7). Por outro lado, na horta mais afas-
tada da mina dentro deste local, o teor de Li nas couves
foi de 88,9 + 0,1 pg/kg (peso fresco).

Na literatura sao poucos os estudos para o teor de
Li em couves e alguns encontram-se expressos em
peso seco. Kabata-Pendias (2001) indica teores de
500 pg/kg (peso seco) neste produto horticola (8),
enquanto Figueroa, et al. (2013) observou concen-
tracoes mais elevadas em amostras provenientes do

Concentracdo de Li (pg/kg peso fresco) em couves do local 1 (préximo da mina)

— 3.2 Quartil
— Mediana

— 1.2 Quartil

800

Concentracao (pg/kg)

L

Local 1
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Local 2
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norte do Chile (regido produtora de Li), entre 3800 e
3200 pg/kg (peso seco) (). Convertendo os teores de
Li encontrados no local 1 para peso seco, estes varia-
ram entre 304 pg/kg e 11144 pg/kg. Tendo por base
a distancia das hortas relativamente a mina, verifi-
cou-se que, das 9 hortas mais préoximas, que distam
no mdaximo 0,5 km da mina, 6 apresentaram resulta-
dos acima de 3800 pg/kg (peso seco). Estes resulta-
dos demonstram que a variabilidade dos teores de Li
nas couves pode estar relacionada com a exploracao
mineira, mas também com as condicdes locais, como
caracteristicas fisico-quimicas do solo, entre elas o
pH, que influencia a disponibilidade de Li e a conse-
quente transferéncia deste elemento do solo para a
planta (7,9,10),

Os valores de Li para o local 2 (afastado da mina, 2 a
8,5 km), variaram entre 34 + 1 pg/kg e 509 + 19 pg/kg
(peso fresco), com uma mediana de 109 pg/kg. Estes
resultados sao, em média, inferiores aos teores de Li
encontrados nas couves do local 1, assim como a am-
plitude dos resultados no local 2 é menor. O teste de
t-student mostrou diferencas significativas entre a
meédia dos dois locais (p=0,010).

Comparando os resultados dos dois locais, verifica-se
uma sobreposicao entre 0s 5 teores mais baixos de Li
encontrados no local 1 e os resultados obtidos para o
local 2. Destes, dois tém origem em hortas que distam
da mina mais de 0,8 km, o que parece sugerir que a
proximidade de exploracdes mineiras com recursos
litiniferos pode ter influéncia nos teores encontrados
nos alimentos. Estes resultados estdo em concordancia
com os obtidos por Pinheiro D. (2020) que determinou
também nos solos teores de Li mais elevados perto da
mina C57 comparativamente a outros locais mais afas-
tados (6). Também Sobolev, et al. (2019) concluiu que
em locais onde existem reservas de Li é esperada uma
concentracao nos alimentos superior (9). Esta eviden-
cia deverd ser suportada pelos restantes resultados
previstos no projeto, quer noutros locais, quer noutras
matrizes.
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_Conclusao

Dado o crescente aumento de interesse nas energias
verdes, e 0 subsequente aumento das exploracées mi-
neiras de Li, é essencial entender qual o seu impacto
na alimentacao e por consequéncia na satde das po-
pulacdes circundantes.

De acordo com os resultados preliminares obtidos, os
teores de Li nas couves parecem ser mais elevados
nas hortas localizadas a menos de 0,5 km da mina
(57. Para distancias superiores a 0,5 km observou-
-se uma grande variabilidade de concentracdes, que
poderd estar relacionada com outras fontes.

Com ainclusdo dos restantes dados analiticos (restan-
tes locais, couves, batatas, dguas e solos) previstos
no projeto serd possivel avaliar e concluir sobre o im-
pacto da proximidade a exploracdes mineiras no teor
de Li dos alimentos consumidos pela populacado local.
A integracdo dos resultados analiticos com os questio-
narios sociodemograficos ird permitir uma avaliacdo da
dose de exposicdo ao Li associada ao consumo destes
alimentos.
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_Resumo

A dor afeta negativamente a vida das pessoas com paralisia cerebral
(PC). Este estudo explora a prevaléncia de dor significativa em ado-
lescentes com PC em Portugal e o seu impacto multidimensional. Foi
estudada uma amostra de conveniéncia de adolescentes registados no
Programa de Vigilancia Nacional da Paralisia Cerebral (PVNPC) aos 5-8
anos de idade, sequindo o protocolo comum da SCPE, nas duas regi-
des de Portugal com maior cobertura regional, Grande Lisboa e Alto
Minho. Foi estimada a prevaléncia de dor e das suas caracteristicas e
exploradas associacoes com aspetos funcionais, gravidade, comple-
xidade do quadro clinico e participacao social. Obteve-se informacao
sobre a presenca de dor em 107 de 164 adolescentes (65%). Referiram
ter dor 36 adolescentes (34%; 1C95% 25,4-43,0); 21 (58%) localiza-
ram a dor 3 anca, 17 (47%) aos membros inferiores, 7 (19%) a coluna
e 3 (9%) nos membros superiores. A dor foi referida em 13% dos ado-
lescentes com 0 indicadores de complexidade e em 51% daqueles
com 1 ou mais indicadores de complexidade (0dds Ratio 7,1; 1C95%
2,30-26,63; p<0,001). Todos os adolescentes com 4 indicadores de gra-
vidade reportavam experiéncia de dor. A dor afeta cerca de 1/3 dos
adolescentes com PC, sendo tanto mais prevalente quanto maior a
complexidade da PC. A gestdo da dor deve ser uma prioridade clinica
estratégica na PC, promovendo-se a implementacao de modelos indi-
vidualizados de avaliacdo e controlo. O PVNPC continuard a avaliar o
impacto da dor na funcionalidade, na qualidade de vida e nos niveis
de participacao das pessoas com PC.
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_Abstract

Pain has a negative effect on the life of people living with cerebral
palsy (CP). We explored the prevalence of significative pain among
adolescents with CP in Portugal and its multidimensional impact. We
reassessed a convenience sample of adolescents registered at age
5-8 year-old to Programa de Vigilancia Nacional da Paralisia Cerebral
(PVNPC), following the SCPE protocol, recruited from the two Portu-
guese regions with higher coverage rates, Greater Lisbon and High
Minho. The prevalence rate of pain was estimated, it was characte-
rized and associations with functionality, severity and clinical com-
plexity and social participation were explored. Information on the
experience of pain was obtained from 107 of 164 adolescents (65%).
Pain was reported by 36 adolescents (34%; 1C95% 25.4-43.0); pain
was located on the hip by 21 (58%), 17 (47%) on the lower limbs, the
spine by 7 (19%) and by 3 (9%) on the upper limbs. Pain was repor-
ted by 13% of those adolescents with 0 indicators of complexity of CP
vs. 51% of those with 1 or more indicators of complexity (0dds Ratio
7.1, 1C95% 2.30-26.63; p<0.001). Every adolescente with all 4 indica-
tors of complexity reported the experience of pain. Pain affects circa
1/3 of the adolescents with CP. Prevalence increases with the com-
plexity of CP. Pain management skills must be a estrategic clinical
priority in CP, the implementation of individualized models for asses-
sment and control being promoted. PYNPC will preservere on asses-
sing the impact of pain on funtionality, quality of life and the levels
of participation of people with CP.
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_Introducao

A paralisia cerebral (PC) é a deficiéncia motora mais
comum na infancia (1) e engloba um conjunto amplo
de condicoes clinicas permanentes, mas nao inalte-
rdveis, com afetacao do ténus, movimento e/ou pos-
tura, devidas a interferéncia/lesao/anomalia ndo pro-
gressiva do desenvolvimento do cérebro imaturo (Sur-
veillance of Cerebral Palsy in Europe - SCPE) (2).

A PC nem sempre foi abordada como uma situacao
nao inalterdvel e, durante anos, foi referido aos pais
que a sua situacao funcional estabilizava no inicio da
idade adulta (3). No entanto, os adultos com PC relatam
consistentemente condicionantes clinicas e de saude
secunddrias, bem como a presenca de indicadores de
envelhecimento precoce, que nem sempre foram reco-
nhecidos, valorizados ou geridos pelos profissionais de
salde que os acompanham. As alteracoes relaciona-
das com a idade mais comumente relatadas envolvem
a dor e fadiga, e alteracdes no desempenho fisico e no
sistema musculo-esquelético (4°8).

Desde 2006, o Programa de Vigilancia Nacional da
Paralisia Cerebral em Portugal (PVNPC) recolhe dados
clinicos, epidemioldgicos e funcionais das criancas
com PC nascidas desde 2001, 3 idade recomendada
de 5 anos (%) j.e., antes da idade recomendada para
inicio do ensino basico (1), Em 2018, o Programa de
Vigilancia iniciou, experimentalmente, a reavaliacdo
na adolescéncia dos casos notificados, nascidos em
2001-2003, tendo em conta aspetos funcionais e de
satde, de qualidade de vida e de participacdo social (11).

Existem poucos estudos especificos sobre dor crénica
na PC e raramente relatam a sua etiologia. £, no en-
tanto, a comorbilidade mais consistentemente relatada
em diferentes estudos envolvendo pessoas com PC, nas
diferentes idades. Alguns estudos referem a presenca
de dor em 30% a 80% dos adultos com PC (3.12) e em

3209 das criancas e 74% dos adolescentes (13),

Os relatos de dor podem ser dificeis de obter, devido
a dificuldades de comunicacao ou de perturbacao do
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desenvolvimento intelectual grave, presentes num
numero significativo de pessoas com PC, tornando a
sua avaliacao subjetiva numa percentagem significa-
tiva de doentes. Destaca-se também que a dor é um
fator que acarreta importantes consequéncias, quer a
nivel das alteracdes na funcado, quer na qualidade de
vida, sobrecarga e capacidade de interacao socioe-
mocional das pessoas com PC (13-16),

_Objetivo

Este estudo tem o objetivo de estimar a prevaléncia de
dor em adolescentes com paralisia cerebral e avaliar o
seu impacto multidimensional explorando associacoes
com aspetos funcionais, niveis de gravidade e de com-
plexidade do quadro clinico, e com a morbidade asso-
ciada.

~Métodos

Foi estudada uma amostra de conveniéncia, recrutada
com base na cobertura regional do PVYNPC e na requla-
ridade da participacdo dos notificadores do PVYNPC. O
PVNPC desenvolve a vigilancia voluntaria, ativa e sis-
temdtica de casos de PC em Portugal, fazendo o seu
registo na idade recomendada de 5-8 anos de idade,
sequindo o protocolo comum da SCPE (9).

Selecionaram-se duas das regides de Portugal conti-
nental com as melhores taxas de cobertura no PVNPC
entre 2006 e 2010: Area Metropolitana de Lisboa (mé-
dia da cobertura 108%) e Alto Minho (média da cober-
tura 118%); estas duas regides abrangem 34,2% da
coorte nacional de nascimento 2001- 2003.

Entre 2016 e 2019, foram contactados 10 notificadores
requlares do PYNPC em ambas as regides. Foi solici-
tado aos notificadores que classificassem os individuos
identificados para reavaliar na adolescéncia em quatro

/i

categorias: “Avaliados”, “Nao avaliados por alteracao

"o

de residéncia”, “Falecidos” e “Nao contactdveis”.

’

Foi solicitada a aplicacao de um formulario aos ado-
lescentes nascidos em 2001-2003, identificados entre



Observacdes_ Boletim Epidemiolégico

(’ nsituto_Nacional de Satide

0S5 €as0s registados em crianca ao PVNPC. Os dados
foram recolhidos, sempre que possivel, por inquiricao
ou observacao do adolescente, ou, na sua impossi-
bilidade, por inquiricdo dos familiares e/ou cuidado-
res ou por consulta dos registos clinicos. O formulario
aplicado incluiu os indicadores clinicos e funcionais
do formulério de registo aplicado aos 5-8 anos (%),
bem como questdes sobre morbilidade apds a infan-
Cia, qualidade de vida, participacao e apoios.

0 formuldrio do PVNPC segue o protocolo comum da
SCPE (9), que inclui a definicao e a classificacao da PC,
instrumentos de avaliacao funcional (a funcado motora
global, pela Gross Motor Function Classification Sys-
tem - GMFCS; a motricidade fina, pela Bimanual Fine
Motor Function - BMFM; o desempenho na expressao
pela fala, pela Viking Speech Scale - VSS, imagioldgica
e de morbilidade associada.

0O PVNPC considera cinco niveis de complexidade de PC
pela presenca das sequintes condicdes: afetacdao mode-
rada a grave da motricidade global (GMFCS - niveis IlI,
IV e V), perturbacao do desenvolvimento intelectual
moderada a grave (Ql <50); défice visual e/ou défice
auditivo grave; e epilepsia ativa (9).

Para efeitos de avaliacdo da inclusao e de participacao
social, foram considerados como “nao integrados” os
adolescentes institucionalizados, 0s que frequentavam
instituicao de ensino direcionada apenas para pessoas
com deficiéncia e 0s que nao frequentavam qualquer
instituicdo de ensino.

Efetuou-se a andlise descritiva da presenca de dor
(sim/nao), da sua localizacdo e da associacdo com 0s
indicadores funcionais, de qualidade de vida e de parti-
cipacdo considerados mais relevantes na adolescéncia.

Para comparar proporcdes, foram usados os testes do
Qui-Quadrado e Exato de Fisher, conforme adequado,
e estimou-se a razao das possibilidades através de
regressao logistica (0dds Ratio) com intervalos de
confianca (1C) de 95%. Foram utilizados 0s programas
informaticos SPSS.25 (SPSS 25. IBM Corporation 1994,
2018) e OpenEpi https://www.openepi.com/Menu/OE
Menu.htm

7’%‘//}41 - %J;f ['A,\
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Foram identificados na base de dados do PVNPC 274
casos elegiveis, dos quais em 63 (23%) nao foi possi-
vel obter qualquer informacao. Dos restantes 211, 25
tinham falecido (12%) e 22 (10%) tinham alterado a
drea residéncia, passando a residir fora das regides de
interesse.

Dos 164 adolescentes revistos, apenas se obteve infor-
macao sobre a presenca ou auséncia de dor em 107
(65%), dos quais 36 (34%) (1C95% 25,4-43,0) adoles-
centes referiram ter dor. Destes, 21 (58%) identificaram
3 anca como a localizacdo da dor, 17 (47%) os mem-
bros inferiores, 7 (19%) a coluna e 3 (9%) os membros
superiores.

Ndo se registou nenhum caso com referéncia a dor fre-
quente nos adolescentes com quadro clinico predomi-
nante de PC atdxica. A presenca de dor foi referida por
50% dos adolescentes em que a PC é predominante-
mente disquinética e por 39% daqueles em que é pre-
dominantemente espastica.

Verificou-se maior frequéncia de registo de dor nas
adolescentes do sexo feminino do que nos do sexo
masculino, 40% versus 28%, ndo se tendo confirmado
diferenca estatisticamente significativa entre 0s sexos
na possibilidade de relato de dor, (p=0,134).

Foi possivel confirmar que a dor é mais frequente-
mente referida nos adolescentes com maior afeta-
cao funcional (grafico 1). Em termos de competén-
cias neuromotoras, destacaram-se os dados relativos
ao sistema de classificacdo da motricidade global,
com registo de dor frequente em 83% dos adoles-
centes classificados no nivel 5 do GMFCS (0dds Ratio
17,8 [1C95% 5,62-68,11]; p<0,001). No que respeita
3 motricidade fina, verificou-se o registo de dor fre-
quente em 85% dos casos de nivel 5 no BFMF (0dds
Ratio 19,3 [IC95% 5,48-90,07]; p<0,001).

O grafico 1 apresenta também a referéncia a dor con-
forme a classificacdo da inteligibilidade da fala, tendo
registo de dor 66% dos adolescentes classificados no
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Grafico 1: 1 Referéncia a dor, conforme a classificacdo da afetacao da funcionalidade motora, por adolescentes
com paralisia cerebral incluidos no estudo (n=107).
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nivel 4 da VSS, sendo 11 vezes maior a possibilidade de
ser reportada dor neste grupo (0dds Ratio 10,8 [1C95%
3,98-31,46]; p<0,001).

O relato de dor foi mais comum nos adolescentes com
perturbacao do desenvolvimento intelectual mode-
rada a grave, nomeadamente em 56% dos adoles-
centes com QI < 50, vs. 27% nos adolescentes com
Ql = 50, sendo que os primeiros tinham 5 vezes mais
possibilidade de registar dor (0dds Ratio 4,6 [IC95%
1,96-11,38]; p<0,001).

A possibilidade de reportar dor foi duas vezes maior
nos casos com epilepsia ativa, tendo sido referida
em 43% dos casos, face 3 26% nos adolescentes sem
epilepsia ativa (0dds Ratio 2,1[1C95% 0,94-4,92];
p<0,050).

A dor foi referida por 75% dos adolescentes com re-
gisto de subluxacdo da anca, em 80% dos com luxa-
cao da anca, e em apenas 15% naqueles sem deformi-
dade da anca (grafico 2) os adolescentes com registo

de subluxacdo ou luxacao da anca tiveram 16 vezes

Referéncia a dor segundo os indicadores de deformidade muisculo-esquelética,

registados em adolescentes com paralisia cerebral, incluidos no estudo (n=107).

Gréfico 2:
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mais possibilidades de reportar dor [0dds Ratio 16,3
1C95% 5,99-48,02]; p<0,001).

A dor foi reportada em todos os adolescentes com re-
gisto de escoliose superior a 30 graus (100%), em 33%
dos casos com angulo de escoliose inferior a 30 graus
e em 20% nos adolescentes sem escoliose (grafico 2).
Ter escoliose associou-se a ter cerca de cinco vezes
mais possibilidade de reportar dor frequente (0dds
Ratio 4,7 [1C95% 1,86-12,48]; p=0,001).

A dor foi referida em 13% dos adolescentes com 0 in-
dicadores de complexidade e em 51% dos adolescen-
tes com 1 ou mais indicadores de complexidade, que
tinham sete vezes mais possibilidade de reportar dor
(0dds Ratio 7,1 [1C95% 2,30-26,63]; p<0,001). Todos
0s adolescentes que registavam 4 indicadores de gra-
vidade reportavam a presenca de dor.

A dor foi relatada por 28% dos adolescentes que esta-
vam integrados no ensino reqular e por 50% dos con-
siderados “ndo integrados”. Nao se verificou diferenca
estatisticamente significativa na possibilidade de repor-
tar dor de acordo com a inclusdo ou ndo No ensino re-
gular (p=0,180).

_Discussao

Este estudo preliminar, usando uma amostra de conve-
niéncia de duas regides populosas de Portugal, alerta
para a elevada prevaléncia de dor em adolescentes
com PC residentes no pais. A variabilidade da prevalén-
cia de dor acompanha a heterogeneidade da PC, sendo
maior nas formas com maior compromisso funcional e
maior afetacdo anatomica.

As estimativas de prevaléncia de dor variam muito
entre os estudos publicados devido a interacdo com-
plexa de multiplas influéncias e fontes de viés, o que
torna dificil distinguir entre fatores preditivos de pre-
valéncia (por exemplo: idade, memoria, capacidade
de autorrelato), assim como comparar estimativas de
prevaléncia entre estudos (13-16).

7///’; - ¢ e "‘ X
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Devido a vieses nos sistemas de pesquisa e vigilan-
cia, diversos estudos referem a necessidade de cau-
tela na apreciacdo dos dados epidemioldgicos obti-
dos ao longo da vida das pessoas com PC (13-16) Num
estudo anterior, o PVNPC procedeu a andlise dos possi-
veis fatores condicionantes da interpretacao dos dados
recolhidos (11). Nessa analise foi confirmada a maior
possibilidade de reavaliacao dos individuos com registo
de condicdes mais complexas na infancia, correndo-
-se assim o risco de estar perante um viés de partici-
pacao em favor dos casos de maior gravidade, descre-
vendo uma evolucao pior do que a real. Concluiu-se,
no entanto, que a reavaliacdo na adolescéncia dos indi-
viduos registados na infancia no PVNPC é exequivel,
desde que sejam implementadas medidas de promo-
c50 da participacao e de controlo de vies (1),

De entre os 164 adolescentes incluidos neste estudo
preliminar, apenas se obteve informacao sobre a dor
em 107. A baixa proporcao de respostas a esta ques-
tado poderd ser consistente com a literatura, que relata
que este tema é pouco valorizado pelos técnicos, en-
contrando-se pouco documentado nos registos e pro-
cessos clinicos (7). Adicionalmente, parte dos dados
foram obtidos por proxy, tendo em conta as dificulda-
des de autorrelato, o que pode gerar viés na informa-
cdo obtida. Em 66% dos adolescentes que reportaram
dor frequente, a escala de expressao fala (VSS) foi clas-
sificada como ‘nao percetivel’, e 38% da amostra tinha
perturbacdo do desenvolvimento intelectual moderada
a grave (9),

Os dados obtidos ndo permitiram confirmar a tendén-
Cia para que a dor na adolescéncia seja reportada mais
frequentemente no sexo feminino. Considerando os va-
lores observados e os reportados na literatura (18-20),
estes resultados poderdo dever-se a falta de poténcia

da amostra.

Por outro lado, os resultados obtidos sugerem maior
prevaléncia de dor nos adolescentes com quadros cli-
nicos de PC predominantemente disquinética ou espds-
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tica. Também se verificou que a dor era mais repor-
tada nos casos de maior gravidade funcional (motri-
cidade global, motricidade fina e inteligibilidade da

fala), resultados concordantes com o descrito na litera-
tura (18-20),

Destacou-se uma grande amplitude da prevaléncia de
dor registada para as diferentes varidveis estudadas, o
que poderd orientar cuidadores, clinicos e investigado-
res para uma atencdo especial para valorizacao, diag-
nostico e estabelecimento de um acompanhamento
estruturado e sistematico na forma de gerir a dor em
subgrupos especificos dentro deste grande grupo.

Sublinha-se também a necessidade de um cuidado es-
pecial na avaliacdo dos adolescentes com dificuldades
de autorrelato, como sao as pessoas com PC com difi-
culdades comunicativas, dificuldades cognitivas e/ou
com alteracbes de comportamento. Nestas pessoas,
“comunicar que tém dor” poderd incluir diferentes es-
tratégias, como alteracoes nas expressoes vocais e fa-
ciais, na atividade motora, nos ritmos de sono ou de
alimentacao, ou alteracdes de comportamento e na in-
teracao social (20).

Este estudo preliminar permite fundamentar a neces-
sidade de desenvolver a abordagem da epidemiologia
da dor no adolescente e no jovem com PC, providen-
ciando registos mais precisos e sistematicos da fre-
quéncia, gravidade, topografia, medidas de controlo e
afetacao funcional, da participacdo e na qualidade de
vida. Os indicadores que serdo obtidos ajudarao a de-
senvolver e implementar recomendacoes clinicas de

prevencao e intervencao.

Estdo preconizadas recomendacdes para que 0s téc
nicos consigam ajudar a gerir melhor a dor na pessoa
com PC. Entre elas, refira-se a indicacao de avaliar de
forma sistematica a presenca de dor ou de risco de dor
a admissao de uma pessoa com PC (em consulta ou
internamento), apés qualquer alteracao do seu estado
clinico, e antes, durante e ap6s um procedimento/in-
tervencao, utilizando, para tal, sistemas/instrumentos
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apropriados e validados (2123)_ por outro lado, face a
uma situacao de dor (real ou potencial) deve ser pro-
posto e estabelecido, com a participacdo do proprio,
um plano de intervencao, visando escolher e imple-
mentar as estratégias adequadas para assegurar uma
abordagem abrangente. Estas estratégias devem in-
corporar os objetivos da pessoa e da equipa técnica,
bem como integrar e ter em conta as caracteristicas e
contexto em que a pessoa estd inserida (20),

0 controlo eficaz da dor no individuo com PC tem um
impacto significativo, afeta positivamente a sua qua-
lidade de vida e favorece a possibilidade de uma me-
Ihor integracao e participacao social, com consequen-
tes repercussdes socioecondémicas e nas politicas de
saude.

_Conclusdes

Este estudo alerta para o impacto multidimensional da
dor nos adolescentes com paralisia cerebral (PC) e evi-
dencia a sua relacao com multiplos aspetos funcionais,
niveis de gravidade e de complexidade do quadro cli-
nico, bem como com morbilidade associada.

Sugere-se que a gestao da dor seja vista como uma
prioridade clinica estratégica na paralisia cerebral, com
a implementacao de modelos individualizados de ava-
liacdo e gestdo da dor.

E necessario continuar a avaliar o impacto da dor na
funcionalidade, na qualidade de vida e nos niveis de
participacdo das pessoas com PC.
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_Resumo

As anomalias congénitas (AC) e a paralisia cerebral (PC) sao impor-
tantes causas de mortalidade e morbilidade infantil, bem como de
incapacidade a longo prazo. A participacdo das familias e cuidado-
res de criancas com estas condicdes na investigacdo e no estabele-
cimento das suas prioridades pode ser importante para revelar ques-
toes e aspetos nao considerados. No ambito do projeto EUROIlinkCAT
que pretendeu, entre outros objetivos, promover a participacao das
familias na partilha e disseminacao de prioridades de investigacao,
apresentam-se os resultados de um estudo sobre 0s aspetos que mais
preocupam 0s pais e a percecdo destes relativamente 3 agenda de
investigacao. O estudo descritivo, transversal, foi realizado com uma
amostra de conveniéncia de pais de criancas diagnosticadas com uma
AC, incluida num de quatro grandes grupos (anomalias cardiacas gra-
ves, espinha bifida, fendas orofaciais e sindrome de Down) e, ou, com
PC. Foi construido um questionario online, semiestruturado, acessivel
através de uma hiperligacdo, destinado a ser respondido pelos pais
de criancas com AC e, ou, PC. A hiperligacao foi enviada aos pontos
focais de cinco associacdes portuguesas, que a disseminaram junto
dos seus associados. Apresenta-se uma andlise descritiva para um
conjunto de perguntas fechadas. As familias de criancas com uma das
AC estudadas ou com PC preocupavam-se, sobretudo, com os aspe-
tos sociais e com o desenvolvimento global das criancas. Considera-
ram que a investigacdo se centra em aspetos da saide e ndo tanto na
qualidade de vida ou no desenvolvimento social das criancas e que
nao hd uma interacao com as familias.

__Abstract

Congenital Anomalies (CA) and Cerebral Palsy (CP) are important
causes of infant mortality and morbidity, as well as long-term disa-
bility. The participation of families and caregivers of children with
these conditions in research and the definition of research priorities
can be essential to point out not considered issues. The study is de-
veloped, partly, within the scope of the EUROIinkCAT project, which
also aimed to promote a reciprocal relationship between families
and researchers. The study focused on aspects that most concern pa-
rents over their children conditions and their perception concerning
the research agenda. The cross-sectional descriptive study was con-
ducted with a convenience sample of parents of children diagnosed
with four groups of CA (severe heart anomalies; spina bifida; orofa-
cial clefts and Down syndrome) and/or CP. A semi-structured online
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questionnaire to be answered by parents was sent by web link to
focal points of five Portuguese associations. Descriptive analysis is
presented for the closed-ended questions. Families of children with
one of the included CA or with CP were mainly concerned with the
social aspects and global development of their children. They per-
ceived no interaction between research and families and believed
research focused almost solely on health and not as much on qua-
lity of life or social development.

_Introducdo

As anomalias congénitas (AC) e paralisia cerebral (P()
sao importantes causas de mortalidade e morbilidade
infantil, bem como de incapacidade a longo prazo (1.2).

O projeto EUROIINkCAT (Establishing a linked European
Cohort of Children with Congenital Anomalies), foi
desenvolvido por 21 registos de anomalias congéni-
tas de base populacional, situados em 13 paises euro-
peus, tendo sido utilizada a metodologia e os critérios
de qualidade do European Surveillance of Congenital
Anomalies (EURQCAT). Entre outros objetivos, preten-
dia promover a interacao entre as familias e os profis-
sionais na partilha e disseminacao de prioridades re-
levantes de pesquisa e os resultados da mesma, com
foco em algumas anomalias congénitas especificas (3).
O presente estudo decorre da implementacdao do
EUROIinkCAT em Portugal e teve como objetivo identi-
ficar a percecao de pais e cuidadores sobre o papel da
investigacdo e interacdo com a comunidade cientifica,
em relacdo aos aspetos que preocupam as familias.

A investigacdo, que ndo se foque necessariamente
nas familias, ndo tem como prdtica comum incluir as
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mesmas no desenvolvimento dos estudos, contudo as
familias tém um amplo conhecimento das condicoes
das criancas de quem cuidam, bem como dos desafios
que decorrem da sua vida quotidiana (4,5). Um estudo
anterior sobre o envolvimento dos pais na investiga-
cdo em saude identificou, entre as questoes indicadas
pelos pais, aspetos de que os investigadores nao esta-
vam cientes ou que nao eram valorizados (5.6),

_Objetivos

O objetivo do estudo foi descrever a percecao de pais
e cuidadores de criancas com anomalias cardfacas gra-
ves, espinha bifida, fenda Iabio-palatina, sindrome de
Down ou paralisia cerebral, sobre a investigacao e o seu
impacto no dia-a-dia das criancas e das suas familias,

em relacdo aos aspetos que mais preocupam 0S pais.

_Métodos

0 estudo descritivo, transversal, foi realizado com uma
amostra de conveniéncia de pais de criancas diagnos-
ticadas com quatro grupos de AC (anomalias cardiacas
graves, espinha bifida, fenda Iabio-palatina, sindrome

de Down) ou com PC.

um questiondrio online, semiestruturado, foi enviado
por meio de uma hiperligacao para os pontos focais de
associacOes de pais e instituicoes profissionais em Por-
tugal (Pais21 - Down Portugal; Associacdo Spina Bifida
e Hidrocefalia de Portugal; Associacdo Coracao Feliz;
Associacdo Portuguesa dos Amigos das Criancas Porta-
doras de Fendas Labio-Palatinas; a Federacdo das Asso-
ciacdes Portuguesas de Paralisia Cerebral e o Centro de
Reabilitacao de Paralisia Cerebral Calouste Gulbenkian).
Entre 5 e 27 de maio de 2018, o questionario foi disse-

minado pelos pontos focais junto das familias.

No questionario incluiu-se: a) um conjunto de qua-
tro itens que avaliaram, numa escala de 5 pontos do
tipo Likert, o grau de preocupacao dos pais e cuida-
dores sobre os diferentes aspetos do crescimento e
desenvolvimento das criancas; b) um conjunto de
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oito itens, avaliados numa escala do tipo Likert, que
possibilitaram avaliar a percecdo de pais e cuida-
dores sobre a inclusao de aspetos, para si conside-
rados importantes na prdtica da investigacao pela
comunidade cientifica (escala de 4 pontos, “completa-
mente” a “de forma alguma”).

_Resultados

Ao todo, foram recebidos 254 questiondrios, dos quais
153 (60%) tinham preenchido as subseccoes considera-
das. A maioria dos respondentes eram mulheres (89%),
entre 0s 34 e 0s 54 anos (77%), casados ou em unido
de facto (79%) e com o 12° ano de escolaridade (66%).

Mais de metade dos pais (>60%) mostrou um grau de
preocupacao elevado com todos os aspetos questiona-
dos, mas foram o0s aspetos sociais (75,5%) e aqueles
relacionados com o desenvolvimento global da crianca
(73,5%), os que foram mais frequentemente conside-

rados como “mais preocupantes” (grafico 1).

0 grafico 2 apresenta os varios itens relacionados com
a percecao de reqularidade na pratica da investigacao
de aspetos que as familias consideraram importantes.
Para a maioria dos respondentes, a investigacao cen-
tra-se sobretudo em questdes de salide (84,4%). Ainda
assim, quase metade considerava que parte da investi-
gacao se centra no desenvolvimento social (47%) e na
qualidade de vida (47,5%).

Para 43,2% dos respondentes, as experiéncias das
familias sao tidas em conta na investigacdo, ainda que
para cerca de um terco ndo existisse uma comunicacao
entre a investigacao e as familias: ndo existindo incen-
tivo por parte dos investigadores na participacao ativa
dos pais (62,1%); nao se observando a transmissdo da
informacao do que vai sendo investigado (62,6%) ou a
comunicacao dos resultados de investigacao as fami-
lias (66,9%).
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Grafico 1 [ Distribuicdo das frequéncias quanto ao grau de preocupacdo (muita e pouca) de pais e
cuidadores, do impacto da anomalia congénita ou paralisia cerebral nos aspetos sociais,
de desenvolvimento global, nos cuidados de saide imediatos ou a longo prazo (n=153).
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Grafico 2 [ Distribuicao da frequéncia de pais e cuidadores quanto a regularidade na prética da investigacdo da
comunidade cientifica de aspetos que consideraram importantes, na drea das anomalias congénitas

e paralisia cerebral (n=153).
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_Conclusao

De modo geral, as familias de criancas com anoma-
lias cardiacas graves, espinha bifida, fenda I3bio-pala-
tina, sindrome de Down ou com paralisia cerebral (PC)
preocupavam-se, sobretudo, com 0s aspetos sociais e
o desenvolvimento global das criancas. Este resultado
pode significar que as questdes de satide, no momen-
to de resposta ao questionario, se encontravam relati-
vamente acauteladas. Por outro lado, estes sao aspe-
tos que outros estudos tém também identificado como
sendo relevantes - cuidadores tendem a valorizar a in-
formacao sobre o desenvolvimento global e a integra-
cdo social, posicionando-se numa perspetiva mais glo-
bal (5.7), ainda que a manutencao de um “bom estado
de saude” também seja reconhecido (6).

Os resultados indicam ainda que, para os respondentes
e apesar da importancia da investigacdo noutras areas,
a temdtica da investigacao se centraria sobretudo em
questdes de saude e nao tanto na qualidade de vida ou
no desenvolvimento social. Para mais de metade dos
respondentes, hd a percecao de que a comunidade cien-
tifica e a investigacao na drea das anomalias congénitas
(AC) e da PC, é algo que decorre 3 parte das familias.

Os estudos tendem a indicar alguma incongruéncia
entre as prioridades de investigacao da comunidade
cientifica e as respostas que as familias sentem ser
necessarias para melhorar a qualidade de vida, global-
mente (4.6). Antecipando a dificuldade de definir uma
agenda de investigacdo apenas nas necessidades sen-
tidas pelos cuidadores, ndo deixa de ser necessario
repensar o contributo daqueles que beneficiam dos
resultados de investigacao.
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_Resumo

As bolachas estdo incluidas na alimentacao didria das criancas, devido
a elevada conveniéncia e ao sabor apelativo. O presente trabalho
visou recolher a composicdo nutricional de bolachas infantis disponi-
veis no mercado nacional e avaliar a sua adequacao nutricional atra-
vés da aplicacdo de diferentes ferramentas. 0s dados para as bolachas
infantis foram recolhidos através da consulta de websites de hiper-
mercados, entre maio e junho de 2022. Avaliaram-se 45 amostras,
e apenas uma cumpriu a meta definida na Estratégia Integrada para
a Promocdo da Alimentacdo Saudavel (EIPAS) para o teor de aclcar.
Verificou-se uma distribuicdo maioritdria dos produtos entre a cate-
goria amarela e vermelha no descodificador de rdtulos, assim como
classificacdes de Nutri-Score D e E. Ao avaliar a adequacao da refei-
c3do do lanche, considerando a ingestdo de uma porcao de bolachas
(35 @), a inclusdo destes alimentos nao parece estar de acordo com
as recomendacdes do Guia para Lanches Escolares Sauddveis. O ¢leo
de girassol com alto teor de oleico foi o tipo de gordura encontrado
na maioria das amostras. Verificou-se com este trabalho que é fun-
damental refletir sobre as estratégias a adotar para que exista uma
reformulacdo gradual no perfil nutricional destes alimentos.

__Abstract

Biscuits are included in children's daily diet due to their practicality
and appealing taste. The present work aimed to collect the nutri-
tional composition of children's biscuits, available in the national
market, and to evaluate their nutritional adequacy through the appli-
cation of different tools. The data was collected by consulting online
supermarket websites, between May and June of 2022. Forty-five
samples were selected and only one satisfied the Integrated Strategy
for the Promotion of Healthy Eating (EIPAS) target for sugar content.
The majority of the samples were in the yellow and red category in
the "Descodificador de rétulos”, as well as in Nutri-Score D and E.
When evaluating the adequacy of the snack meal, considering the
intake of one portion of biscuits (35 g), the inclusion of these foods
does not seem to be in accordance with the recommendations con-
templated in the “Guia para Lanches Escolares Sauddveis”. High oleic
sunflower oil was the type of added fat found in most of the evalua-
ted samples. Therefore, it seems fundamental to reflect on the stra-
tegies to be adopted so that there is a gradual reformulation in the
nutritional profile of these foods.
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_Introducao

Nas ultimas décadas, tem sido notdria a atencao cres-
cente em torno do papel da alimentacdo durante os
primeiros anos de vida, tal como o seu impacto na
satde futura do individuo adulto (1). A luz desta pers-
petiva, a promocao de hdbitos alimentares sauddveis
deverd ser instruida desde cedo, devido a influéncia
na adocao de praticas e preferéncias alimentares, que
poderdo condicionar os comportamentos futuros (2).
A oferta alimentar na infancia é igualmente determi-
nante para o crescimento e desenvolvimento fisico e
psiquico, apresentando uma forte influéncia no risco
de doencas cronicas nao transmissiveis na idade adul-
ta, nomeadamente doencas cardiovasculares, obesi-
dade, diabetes mellitus, entre outras (3.4).

Apesar do sucessivo decréscimo na prevaléncia de
excesso de peso e obesidade infantil reportado nos
Ultimos anos, em 2019, de acordo com o sistema euro-
peu de vigilancia nutricional infantil integrado no estu-
do Childhood Obesity Surveillance Initiative, 11,9% das
criancas portuguesas em idade escolar (entre 0s 6 e 0s
8 anos) apresentavam obesidade e 29,6% excesso de
peso (5.6).

Segundo o Inquérito Alimentar Nacional e de Ativi-
dade Fisica (IAN-AF) 2015-2016, a ingestao média de
acucares livres por parte das criancas (<10 anos), foi
de 41,8 g/dia. Quanto a prevaléncia do consumo de
aclcares livres em quantidades superiores a 10% do
valor energético total, esta é de 40,7% nas criancas.
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Comparativamente aos adultos, as criancas demons-
traram um maior contributo percentual de dcidos gor-
dos saturados (12,1%) para o valor energético total,
com uma ingestao média de 21,9 g/dia. Verificou-se
igualmente um consumo meédio de sal corresponden-
te a 5,3 g/dia nas criancas (7).

Importa ainda salientar que a informacdo nutricio-
nal disponibilizada no rotulo dos géneros alimenticios,
por vezes, torna-se complexa e de dificil interpreta-
cdo, influenciando as escolhas realizadas no momento
da compra. Pretendendo ultrapassar este obstaculo e
melhorar a acessibilidade da informacdo ao consumi-
dor, o Programa Nacional para a Promocdo da Alimen-
tacdo Sauddvel (PNPAS) da Direcao-Geral da Saude
recomenda o uso do descodificador de rotulos, que
pode ser facilmente transportado e utilizado de forma
simples (). por outro lado, os sistemas de rotulagem
nutricional simplificada na frente da embalagem foram
igualmente identificados como instrumentos eficien-
tes, que visam encorajar os consumidores para esco-
lhas alimentares mais sauddveis e informadas (%). 0
Nutri-Score encontra-se na zona frontal das embala-
gens dos produtos alimentares e tem como principal
propoésito informar o consumidor acerca da qualidade
dos alimentos, assim como encorajar a industria ali-
mentar a melhorar o perfil nutricional dos produtos
através de reformulacoes e/ou inovacoes (10).

Tal como se tem vindo a assistir nos ultimos anos, a
forte aposta na drea do marketing e publicidade por
parte da industria alimentar, bem como a elevada
diversidade e oferta disponivel no mercado, acabam
por influenciar e condicionar os habitos alimentares
dos consumidores. Tal ndo remete para opcdes estra-
tégicas alimentares adequadas, acabando de forma
implicita por motivar e originar o consumo de produ-
tos alimentares pouco equilibrados nutricionalmente.

As bolachas constituem um grupo alimentar incluido
continuamente na alimentacdo das criancas, devido 3
sua grande disponibilidade, praticidade e sabor extre-
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mamente apelativo. As mais consumidas habitualmente
sao caraterizadas por terem elevados teores de acucar,
gordura saturada e sal. Assim, é crucial avaliar a quali-
dade nutricional destes produtos e o possivel impacto
na salde das criancas, clarificando a informacao conti-
da no rotulo destes géneros alimenticios.

_Objetivo

Recolher informacdo relativa a composicao nutricional
de bolachas infantis, disponiveis no mercado nacional,
a respeito dos valores para energia, lipidos, dcidos gor-
dos saturados, hidratos de carbono, aclcares, proteinas,
sal e fibra, com a finalidade de: i) Comparar os valo-
res de aclcar e sal obtidos, com as metas definidas na
Estratégia Integrada para a Promocdo da Alimentacao
Saudavel (EIPAS); ii) Caracterizar os produtos recolhidos
de acordo com as diferentes categorias do descodifica-
dor de rétulos, bem como aplicar o algoritmo do Nutri-
-Score; iii) Avaliar o contributo percentual para o valor
energético e de macronutrientes na refeicéo do lanche,
considerando a ingestdo de uma porcao de bolachas
(35 g); e iv) Identificar qual o tipo de gordura utilizado
na producao destes géneros alimenticios.

_Material e métodos

Entre maio e junho de 2022, procedeu-se a pesquisa
de bolachas com a integracao de todo o tipo de ilustra-
cdo e/ou personagens direcionadas ao publico infantil,
através da consulta dos rotulos concedidos pelas plata-
formas online de cadeias de hipermercados, a operar
em territdrio portugués.

A andlise compreendeu a identificacdo da marca, nome
do produto, descricdo do produto, lista de ingredien-
tes, presenca de alegac6es nutricionais ou alegacoes de
salde, e informacao nutricional por 100 g: valor energé-
tico (k) e kcal), lipidos (q), dcidos gordos saturados (q),
hidratos de carbono (g), actcares (g), proteinas (g), sal
(g) e fibra (g). O tratamento dos dados e a andlise esta-
tistica foram efetuados com recurso ao Microsoft Excel.
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Ainformacao recolhida foi utilizada para a aplicacdo do
descodificador de rétulos e do Nutri-Score (NS). Para
caracterizar as amostras monitorizadas de acordo com
as diferentes categorias do descodificador de rétulos,
foi utilizado o modelo representado na figura 1, suge-
rido pelo PNPAS. De modo a atribuir o respetivo NS a
todos os produtos selecionados, integrou-se a informa-
cao nutricional recolhida na folha de cdlculo, em for-
mato Microsoft Excel, disponibilizada no website da
santé publique France (11).

Figura 1: [ Descodificador de rétulos - alimentos por 100 g,
Direcao-Geral da Saude (8)

ALIMENTOS
por IOOg

GORDURA GORDURA
(Lipidos) SATURADA AGUCARES

mais cle mais cle mais rle mais de
¥ 175 [ 59 | 2259 Ll5g

entre entre entre entre

3.75g 15¢5¢ 5:225g 03l5g

Para avaliar a adequacao nutricional destes produtos,
os valores de aclcar e sal foram posteriormente com-
parados com as metas definidas na EIPAS, ou seja,
59/100 g e 0,3 g/100 g, respetivamente.

De forma a avaliar a adequacao da refeicao de um lan-
che, onde poderd ser incluida a ingestdo de uma por-
cao de bolachas (35 g), calcularam-se as necessidades
energéticas didrias para a faixa etdria dos 3 30s 6 anos
e dos 7 aos 10 anos, de acordo com a European Food
safety Authority (12), e utilizou-se o Guia para Lanches
Escolares Sauddveis, desenvolvido pela Direcdo-Geral
da Educacao e Direcdo-Geral da Saude, onde se assu-
miu que 10% da ingestdo didria das criancas advém do
lanche (13).

Por Ultimo, utilizou-se a informacao recolhida na lista
de ingredientes destes produtos para avaliar qual o tipo
de gordura mais utilizado na sua producao.

_Resultados e discussao

No presente estudo, o universo considerado para andli-
se compreendeu 45 amostras, sendo que 22,2% (n=10)
nao apresentavam informacao na declaracao nutricio-
nal relativa ao valor para a fibra, dado que este ndo é
um elemento obrigatdrio na declaracdo nutricional.

Procedeu-se a determinacao dos parametros estatisti-
cos: média, mediana, desvio-padrao, minimo e maxi-
mo, da informacdo nutricional disponibilizada na decla-
racdo nutricional de cada género alimenticio (tabela 1).

De acordo com os resultados obtidos, verificou-se que
para os aclicares, o valor médio foi de 26,3 g/100 g,
substancialmente acima das recomendacdes preconi-

Tabela 1: 1 Média, mediana, desvio-padrao, minimo e méximo das amostras selecionadas (n=45).

Parametro (por 100 g) Média Mediana Desvio-padrao Minimo Maximo
Energia (k)) 1999 1983 176,8 1785 2979
Energia (kcal) 4721 474 23,6 424 517
Lipidos (g) 18,3 19 4,2 8,9 27
Acidos gordos saturados (q) 5,9 5 4,2 11 16
Hidratos de carbono (g) 69 68,5 4,2 58 78
Acucares (g) 26,3 28 7,7 2,2 39
Proteinas (g) 6,1 6 1,1 1,9 9,5
sal (9) 0,7 0,6 0,3 0,4 1,6
Fibra (g) 3,4 2,7 2,6 1,7 17
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zadas pela EIPAS (5 g/100 g), sendo que apenas um
produto cumpriu o respetivo valor de referéncia, como
se pode observar no grafico 1A. De referir ainda que
a média para o sal (0,7 g/100 g) excedeu igualmente
a meta definida na EIPAS (0,3 g/100 g), verificando-se
que nenhuma amostra se encontrou dentro do limite
estabelecido (grafico 1B).

Do total de bolachas monitorizadas (n=45), foi possivel
agrupar 30 nas sequintes categorias: Bolachas rechea-
das com chocolate (n=11), Bolachas simples (n=10),
Bolachas de chocolate (n=5) e Bolachas com cobertura

de chocolate (n=4). As restantes bolachas nao ficaram
incluidas em nenhuma destas categorias, porque tém
todas caracterfsticas distintas relativamente as catego-
rias definidas.

Avaliando os valores médios entre as mesmas, as
“Bolachas com cobertura de chocolate” obtiveram a
meédia mais elevada relativa a energia, lipidos, 3cidos
gordos saturados e acucares, contudo, para os hidratos
de carbono e sal esta foi identificada na categoria “Bola-
chas com chocolate”. 0 tipo “Bolachas simples”, apre-

sentou os valores maximos para sal, proteinas e fibra.

Grafico 1 (A,B): [ Valores de actcar (A) e de sal (B) (g/100 g) para as amostras selecionadas, de
acordo com a informacao disponibilizada na declaracdo nutricional.
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No que respeita aos limites estabelecidos pela EIPAS,
a Unica amostra a cumprir a meta preconizada para
os niveis de aclcar, encontra-se inserida na categoria
“Bolachas simples”.

A figura 2 ilustra a distribuicdo das 45 bolachas pelas
diferentes categorias do descodificador de rétulos. As
recomendacdes apontam para o consumo de alimen-
tos com nutrientes, predominantemente, na categoria
verde. Deverd existir uma ingestdo moderada de ali-
mentos situados na categoria amarela e evitar aque-
les que contenham um ou mais nutrientes na catego-
ria vermelha (8). Como ¢ possivel observar, a maioria
apresenta valores elevados de gordura, gordura satu-
rada e aclcares, e valores médios de sal.

A distribuicdo maioritdria entre a categoria amarela e a
categoria vermelha, indica que na generalidade estes
produtos devem ser consumidos com moderacao, tanto
em quantidade como em frequéncia.

Apds efetuar uma avaliacdo dentro de cada categoria,

constatou-se que todos os produtos do tipo “Bolachas

Figura 2: [ Distribuicdo do nimero de bolachas, segundo
o descodificador de rétulos (n=45).

Gordura
saturada

Gordura
(lipidos)

Acucares

Figura 3: [ Distribuicao do nimero de bolachas sequndo
o Nutri-Score (n=35).
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com cobertura de chocolate” manifestaram valores
altos de gordura (lipidos), gordura saturada e acuca-

res, e valores médios de sal.

Das 45 bolachas recolhidas, foram apenas considera-
das 35 para a distribuicao pelas diferentes escalas do
NS, devido a falta de informacdo na declaracao nutri-
cional relativa ao teor de fibra. Verificou-se que ape-
nas uma amostra apresentou NS-B, e a maioria encon-
tra-se entre 0 NS-D e E (figura 3).

Das 30 bolachas categorizadas nas classes anterior-
mente referidas, apenas 24 continham a informacao
necessaria para o calculo do respetivo NS: Bolachas
recheadas com chocolate (n=10), Bolachas simples
(n=8), Bolachas de chocolate (n=2) e Bolachas com

cobertura de chocolate (n=4).

Na categoria “Bolachas recheadas com chocolate”,
40% (n=4) apresentavam um NS-D e 60% (n=6) um
NS-E. Na categoria “Bolachas simples”, integrou-se
0 Unico produto com NS-B, uma vez que 0s restan-
tes 25% (n=2) obtiveram um NS-C e 62,5% (n=5) um
NS-D. Os dois produtos analisados nas “Bolachas de
chocolate” atingiram um NS-C e D, no entanto, todos
os inseridos na categoria “Bolachas com cobertura de

chocolate” obtiveram a classificacao E.

0 facto de existirem produtos com melhores classifica-
coes no que se refere as categorias “Bolachas rechea-
das com chocolate” e “Bolachas simples”, demonstra
que 60% dos produtos com NS-E e 62,5% com NS-D
poderiam ser alvo de reformulacdes no perfil nutricio-
nal, com o intuito de melhorar as respetivas classifica-

coes de Nutri-Score.

De acordo com a roda dos alimentos, uma porcao de
bolachas equivale a 35 g (14). Tendo por base as reco-
mendacdes nutricionais disponibilizadas pela EFSA,
para a faixa etdria dos 3 aos 6 anos e dos 7 3os 10
anos, as necessidades energéticas didrias, em média,
correspondem a 1251 kcal e 1621 kcal, respetivamente,
considerando um nivel de atividade fisica “sedentario”.
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Como mencionado anteriormente, admitiu-se que um
lanche corresponde a 10% das necessidades energéti-
cas didrias (3-6 anos: 125 kcal; 7 - 10 anos: 162 kcal).
Para ambas as faixas etdrias, de acordo com o Guia
para Lanches Escolares Saudaveis, os lipidos deverao
corresponder a 30% do valor energético do lanche, os
hidratos de carbono a 50% e as proteinas a 20%.

A tabela 2 apresenta o valor energético em quiloca-
lorias e os valores em gramas, baseados nas percen-
tagens acima atribufdas, para lipidos, hidratos de car-
bono e proteinas por lanche.

Em suma, se considerarmos a ingestao de uma por-
cao de bolachas (35 @), para a faixa etdria dos 3 aos
6 anos, todos os produtos extrapolaram o valor reco-
mendado relativamente a energia e hidratos de carbo-
no a incluir num lanche. Nenhum ultrapassou os niveis
de proteinas e 91,1% (n=41) excederam o valor esta-
belecido para os lipidos. No caso da faixa etdria dos 7
aos 10 anos, 66,7% (n=30) e 86,7% (n=39) ultrapassa-
ram os valores recomendados em relacao a energia e
aos lipidos, respetivamente. Todos excederam, nova-
mente, o limite estabelecido para os hidratos de car-
bono e nenhum apresentou valores acima dos estipu-

lados para os niveis de proteinas.

De destacar que este tipo de alimentos, em regra, nao
¢ consumido individualmente. A ingestao de uma por-
cdo de bolachas acompanhada por outros produtos ali-
mentares terd, certamente, um contributo nos parame-
tros acima referidos ainda mais elevado. Assim, deve
ponderar-se a inclusdao das bolachas infantis, conside-
radas para a realizacdo deste estudo, num dia alimen-
tar de uma crianca.

Tabela 2:
lanche por faixa etaria.
- . Energia Lipidos
aixa etaria (kcal) (a)
3305 6 anos 125 4,2
7 aos 10 anos 162 5,4
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Ao analisar a lista de ingredientes de cada amostra,
identificaram-se os sequintes tipos de gordura: ¢leo de
girassol com alto teor de oleico (0GAQ), ¢leo de giras-
sol, 6leo de palma, 6leo de palmiste, gordura vegetal
de coco, gordura vegetal de karité, manteiga de cacau,
manteiga, gordura de leite e gordura de leite anidra
(grafico 2). Importa referir que muitas das amostras
avaliadas contém mais do que uma gordura adiciona-
da na sua formulacao.

Conforme se pode verificar no grafico 2, o 0GAO, o
6leo de palma, a manteiga e a manteiga de cacau
s30 o tipo de gordura adicionada presente na maioria
das amostras. A presenca de 0OGAO em 57,8% (n=26)
das amostras, poderd indicar um esforco por parte da
industria alimentar, no sentido de pretender melhorar
a qualidade do perfil lipidico destes produtos alimen-
tares, pelo facto de ser uma fonte de gordura vegetal,
constituida, maioritariamente, por dcidos gordos insa-
turados (essencialmente, monoinsaturados) (15).

Analisando os 45 produtos, verificou-se que a percen-
tagem total de dcidos gordos saturados apresenta valo-
res muito dispares, variando entre 0s 7,1% e 0s 73,7%,
sendo que as “Bolachas recheadas com chocolate” e
“Bolachas com cobertura de chocolate”, obtiveram as
médias mais elevadas em relacdo a este parametro
nutricional. Nesse sentido, a elevada divergéncia entre
valores minimos e maximos aponta para a capacidade
da reformulacdo gradual do teor em 4cidos gordos satu-
rados nestes produtos alimentares, mantendo o sabor
e educando o paladar do publico consumidor.

Valores adequados de energia e nutrientes para a refeicdo do

Hidratos de Carbono Proteina
(9) (9)
15,6 6,2
20,3 8,1
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Grafico 2:
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Distribuicao das bolachas selecionados de acordo com o tipo de gordura referido na lista de ingredientes.
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_Conclusao

Destacando a prevaléncia de excesso de peso e obesi-
dade infantil em Portugal, potencialmente associada ao
consumo de alimentos com elevada densidade ener-
gética e tendo em conta a relevancia dos alimentos
estudados na alimentacao das criancas, parece essen-
cial refletir sobre as estratégias a adotar para que con-
tinue a existir uma reformulacdo gradual na composi-
cdo destes géneros alimenticios por parte da industria
alimentar. Para controlar a tendéncia de comportamen-
tos alimentares obesogénicos na infancia, o aumento
da literacia dos cuidadores responsaveis, a adocao de
campanhas de educacdo alimentar e a promocao a lei-
tura integral dos rétulos, sao imprescindiveis.

Referéncias bibliograficas:
(1) Agostoni C, Baselli L, Mazzoni MB. Early nutrition patterns and diseases of adul-
thood: a plausible link? Eur J Intern Med. 2013 Jan;24(1):5-10.
https://doi.org/10.1016/j.ejim.2012.08.011. Epub 2012 Sep 13.

Scaglioni S, De Cosmi V, Ciappolino V, et al. Factors Influencing Children's Eating
Behaviours. Nutrients. 2018 May 31;10(6):706.
https://doi.org/10.3390/nu10060706

Lanigan J, Singhal A. Early nutrition and long-term health: a practical approach.
Proc Nutr Soc. 2009 Nov;68(4):422-9.
https://doi.org/10.1017/5002966510999019X. Epub 2009 Aug 24.

Zalewski BM, Patro B, Veldhorst M, et al. Nutrition of infants and young children
(one to three years) and its effect on later health: A systematic review of cur-
rent recommendations (EarlyNutrition project). Crit Rev Food Sci Nutr. 2017 Feb
11;57(3):489-500. https://doi.org/10.1080/10408398.2014.888701

77

(5) Direcao-Geral da Saude. Programa Nacional para a Promocao da Alimentacdo Sau-
ddvel. Estado nutricional [online]. [consul. 2022/9/6].
https://alimentacaosaudavel.dgs.pt/alimentacao-em-numeros/estado-nutricional /

Rito A, Mendes S, Baleia ), et al. Childhood Obesity Surveillance Initiative: COSI
Portugal 2019. Lisboa:INSA, 2021.
http://repositorio.insa.pt/handle/10400.18/7783

Lopes, C., Torres, D., Oliveira, A., Severo, M., Alarcdo, V., Guiomar, S., ... Ramos,
E. (2017). Inquérito Alimentar Nacional e de Atividade Fisica, IAN-AF 2015-2016.
Consultado a 6 setembro 2022. Disponivel em
https://ian-af.up.pt/sites/default/files/IAN-AF%20Relat%C3%B3rio%20Result
ados_0.pdf

Direcao-Geral da Saude. Programa Nacional para a Promocao da Alimentacdo Sau-
davel. Descodificador de Rétulos [online]. [consul. 2022.9.6].
https://alimentacaosaudavel.dgs.pt/descodificador-de-rotulos/

Egnell M, Galan P, Fialon M, et al. The impact of the Nutri-Score front-of-pack nutri-
tion label on purchasing intentions of unprocessed and processed foods: post-hoc
analyses from three randomized controlled trials. Int J Behav Nutr Phys Act. 2021
Mar 17;18(1):38. https://doi.org/10.1186/512966-021-01108-9

(10) Hercberg S, Touvier M, Salas-Salvado J; Group of European scientists supporting
the implementation of Nutri-Score in Europe. The Nutri-Score nutrition label. Int
J Vitam Nutr Res. 2022 Jul;92(3-4):147-157.

https://doi.org/10.1024/0300-9831/3000722. Epub 2021 Jul 27
(11)

Santé Publique France. Nutri-Score [online]. [consul. 10/9/2022]. Disponivel em:
https://www.santepubliquefrance.fr/determinants-de-sante/nutrition-et-acti

vite-physique/articles/nutri-score

(12) European Food Safety Authority. Dietary reference values for nutrients: summary

report. Parma: EFSA, 2017. https://doi.org/10.2903/sp.efsa.2017.e15121

(13) Gregério MJ, Lima R, Sousa S, et al. Guia para lanches escolares saudaveis. Lis-
boa: DGE, 2021.
https://www.dge.mec.pt/sites/default/files/Noticias_documentos/quialanch

esescolares.pdf

(14) Direcdo-Geral da Saude. Programa Nacional para a Promocdo da Alimentacao
Saudével. Roda dos Alimentos [online]. [consul. 15/9/2022].

https://alimentacaosaudavel.dgs.pt/roda-dos-alimentos/
(15) Allman-Farinelli MA, Gomes K, Favaloro EJ, et al. A diet rich in high-oleic-acid
sunflower oil favorably alters low-density lipoprotein cholesterol, triglyceri-
des, and factor VIl coagulant activity. ] Am Diet Assoc. 2005 Jul;105(7):1071-9.

https://doi.org/10.1016/j.jada.2005.04.008


https://ian-af.up.pt/sites/default/files/IAN-AF%20Relat%C3%B3rio%20Resultados_0.pdf

insttuto_Nacional de Saude

Doutor Ricardo Jorge

Observacdes_ Boletim Epidemiolégico

O

0 | aaa kel TR
7 ==L %é pra——

_Escolhas alimentares sustentdveis: o contributo do projeto ALTERNATIVA
enquanto ferramenta para a escolha de fontes alternativas de proteina
Sustainable dietary choices: the contribution of the ALTERNATIVA project as a tool for selecting

alternative protein sources

Ana Serédio’, Beatrice Biasini?, Géraldine Boué?, Isabel Castanheira’, Elena Cozzi?, Michel Federighi?,
Lea Jakobsen?, Carla Martins™>, Davide Menozzi?, Carla Motta’, Androniki Naska®, katerina Niforou®,
Marta Pavel?, Sara Pires?, Morten Poulsen?, Ricardo Assuncdo ™78

rassuncao@egasmoniz.edu.pt

(1) Departamento de Alimentacdo e Nutricdo, Instituto Nacional de Saude Doutor Ricardo Jorge, Lisboa, Portugal

(2) University of Parma, Parma, Italia

(3) National Research Institute for Agriculture, Food and Environment, Nantes, Franca

(4) National Food Institute, Technical University of Denmark, Kongens Lyngby, Dinamarca
(5) Escola Nacional de Saude Publica, Universidade NOVA de Lisboa, Lisboa, Portugal

(6) Department of Hygiene, Epidemiology and Medical Statistics. School of Medicine, National and Kapodistrian University of Athens, Athens, Grécia

(7) Instituto Universitdrio Egas Moniz, Monte da Caparica, Portugal

(8) Centro de Estudos Ambientais e Marinhos, Universidade de Aveiro, Aveiro, Portugal

_Resumo

0 aumento da populacdo humana e a consequente pressao exercida
pelos sistemas alimentares desafiam a saude e o meio ambiente, cujo
impacto se reflete, entre outros, ao nivel das alteracdes climaticas
associadas ao aquecimento global, exploracdo de recursos naturais e
da perda de biodiversidade. Entre os fatores que mais contribuem para
esse impacto estd a producao de proteinas de origem animal, como a
carne vermelha e os lacticinios. Neste sentido, urge uma transforma-
cao dos sistemas alimentares, sendo que esta transformacao deverd
ser sustentada numa avaliacdo dos impactos de fontes alternativas
de proteinas, quer na saude quer na sustentabilidade. Este artigo tem
como principal objetivo discutir os desafios colocados aos sistemas ali-
mentares e a3 necessidade de avaliar o impacto destes, a luz do pro-
jeto ALTERNATIVA (Alternative sources of protein in European diets -
integrating risk-benefit for health and sustainability) como uma ferra-
menta para o desenvolvimento sustentdvel nas diferentes vertentes -
ambiental, social e econdmica, através de uma metodologia que retne
e combina conhecimentos em avaliacdo do risco-beneficio (ARB) de
alimentos e a avaliacao da sustentabilidade. A utilizacdo de aborda-
gens holisticas, como a que estd a ser aplicada no projeto ALTERNATIVA
com o objetivo de fornecer ferramentas inovadoras para apoiar deci-
soes sobre as futuras dietas, é fundamental para minimizar os efeitos
dos desafios atuais tentando garantir alimentos seguros, economica-
mente justos, acessiveis, dietas nutricionalmente adequadas e sauda-
veis com menores impactos ambientais.

__Abstract

The growth of human population and the consequent pressure
exerted by food systems challenge health and the natural environ-
ment, whose impact is reflected, among others, in terms of contribu-
tion to climate change associated with global warming, exploitation
of natural resources and loss of biodiversity. Among the major con-
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tributors to this impact is the production of proteins of animal origin,
such as red meat and dairy. Therefore, the need of transforming food
systems is urgent and should be supported by assessing the over-
all health impact of alternative protein sources considering also sus-
tainability aspects. Our main objective is to discuss the challenges
posed to food systems and the need to assess their impact under the
umbrella of the ALTERNATIVA (Alternative sources of protein in Euro-
pean diets - integrating risk-benefit for health and sustainability)
as a tool for sustainable development in different aspects - health,
environmental, social and economic, through a methodology that
brings together and combines knowledge in risk-benefit assessment
(RBA) and sustainability assessment. The use of holistic approaches,
such as the one being applied in the ALTERNATIVA project aiming to
provide innovative tools to support decisions about the future diets,
is fundamental to minimize the effects of the current challenges try-
ing to guarantee secure, economically fair, affordable, nutritionally
adequate and healthy diets having lower environmental impacts.

_Introducao

0O conceito de desenvolvimento sustentdvel esteve,
durante muito tempo, restritivamente associado ao
ambiente, sob diferentes formas, desde a pegada eco-
l6gica, as emissdes de carbono, o aumento da tem-
peratura média global e a perda de biodiversidade.
Atualmente, para além do ambiente, reconhecem-se
outras dimensdes igualmente complexas e preponde-
rantes, tal como as dimensGes econémica e social (1)
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A pressao que os sistemas alimentares globais exercem
sobre o meio ambiente tem vindo a amplificar-se nos
ultimos tempos. Para tal, muito contribui o crescimento
mundial da populacdo humana e, consequentemente,
a intensificacdo dos sistemas de producao assim como
algumas mudancas nos padrdes de consumo de ali-
mentos. Espera-se um crescimento da populacao mun-
dial de mais de 30% em 2050 em relacdo ao atual (2).
Todos estes fatores tém consequéncias inevitdveis para
0 meio ambiente e a saide humana ).

A producao de alimentos e a agricultura intensiva sdo
responsdveis por até cerca de 30% de todas as emis-
sGes de gases com efeitos de estufa (2.4), cuja concen-
tracao na atmosfera até 2100 pode alcancar valores
até 250% acima dos valores considerados em 1750,
sendo expectdvel um aumento continuado da tempe-
ratura média global relacionado com a presenca des-
tes gases na atmosfera (1). Associada 3 producao de
alimentos e agricultura intensiva estd também a perda
da biodiversidade, extin¢ao das espécies e degradacao
de recursos naturais (). 0 ritmo acelerado das alte-
racoes climaticas dificulta a adaptacao de animais e
plantas, com alteracoes nos seus periodos de reprodu-
cdo e desenvolvimento, respetivamente, conduzindo 3
sua extincao (1.

Os principais alimentos cuja producdo tem gerado um
maior impacto ao nivel do ambiente sdo os alimen-
tos a base de proteina de origem animal, tais como 3
carne e o leite (2,3,6°8) uma vez que a sua producdo
apresenta niveis mais elevados de emissdes de gases
com efeito de estufa (GEEs), quando comparados com
a producdo de alimentos de origem vegetal. Adicio-
nalmente, a producao de proteinas de origem animal
ocupa 40% de terra disponivel e consome cerca de
70% da 3dqua doce disponivel. Pelo contrdrio, a pro-
ducdo de alimentos de origem vegetal tende a ser
ambientalmente menos agressiva, além de que a ade-
sao a dietas de base vegetal, normalmente ricas em
fibras, estdo associadas a um menor risco de desen-
volvimento de doencas crénicas, com e consequentes
beneficios para a saude (9).

Reconhece-se, assim, que os padroes alimentares tém
um impacto no ambiente, assim como o ambiente e
os fatores econémicos afetam as escolhas alimenta-
res (figura 1), pelo que esta ligacdo entre a nutricao
humana, o ambiente e os fatores econémicos é multi-
direcional (10). A pressao causada pelo atual sistema
alimentar sobre os recursos naturais da Terra exige o
desenvolvimento de sistemas sustentdveis de produ-
c3o de alimentos (3).

Figura 1: [ Implicacdes ambientais decorrentes da pressao exercida pelos sistemas alimentares (baseado em: (9)).

Aumento de 30% das emissoes de gases com efeito de
estufa (GEEs);

A producado de proteinas de origem animal consome
cerca de 70% de dgua doce disponivel;

A producao de proteinas de origem animal ocupa 40%
da terra disponivel;

Alteracoes climaticas sao os maiores causadores de
perda de biodiversidade, extincdo de espécies

e degradacado de recursos naturais.

e
=
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Neste sentido, urge a necessidade de uma avaliacao
dos impactos na satde e na sustentabilidade de fontes
proteicas alternativas as de origem animal, existentes
atualmente. Como tal, diversas alternativas tém sur-
gido nos ultimos tempos, tais como: cereais e lequmi-
nosas, insetos comestiveis, micoproteinas e proteinas

derivadas de algas.

Deste modo, a integracao equilibrada das diferentes di-
mensdes para um desenvolvimento sustentdvel no fu-
turo exige que, hoje, sejam tomadas acdes globais e
abrangentes. A tomada de acdes globais e abrangentes
requerem uma pré-avaliacdo também esta abrangen-
te, que integre diferentes dreas do conhecimento (ex.:
nutricdo, toxicologia, microbiologia, quimica e epide-
miologia) para uma melhor compreensao dos impactos
na salde de cada alternativa a proteina de origem ani-
mal considerada. Desta forma, a avaliacdo do risco-be-
neficio (ARB) é uma ferramenta importante de apoio
as decisoes e acoes, que integra riscos e beneficios em
medidas compardveis e que permite estimar o impacto
que um determinado alimento ou componente alimen-
tar tem na salde humana em geral, quer por exposi-
ca0 oU auséncia dessa exposicao a estes componentes
alimentares (11-13).

Figura 2:
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_Objetivo

Este artigo pretende discutir os desafios colocados aos
sistemas alimentares e a necessidade de avaliar o im-
pacto destes, a luz do projeto ALTERNATIVA (Alternative
sources of protein in Furopean diets - integrating risk-
-benefit for health and sustainability) como uma fer-
ramenta para o desenvolvimento sustentdvel nas di-
ferentes vertentes - ambiental, social e econémica,
através de uma metodologia que retine e combina co-
nhecimentos em avaliacao do risco-beneficio (ARB) de
alimentos e a avaliacao da sustentabilidade. Assim, sdo
apresentadas e discutidas as principais preocupacdes
em termos de ambiente, salde e economia, bem como
as diferentes alternativas a proteina de origem animal
considerando as suas vantagens e desvantagens.

_Metodologia

O projeto ALTERNATIVA visa desenvolver uma aborda-
gem holistica para avaliar o impacto de fontes alterna-
tivas de proteina, integrando uma avaliacao de saude
e sustentabilidade. Especificamente, este projeto visa
reunir e combinar conhecimentos em ARB de alimentos
e avaliacao da sustentabilidade, para aumentar a capa-
cidade dos parceiros envolvidos e permitir a sua aplica-

Metodologias consideradas no projeto ALTERNATIVA (Alternative sources of protein in European diets

- integrating risk-benefit for health and sustainability).

Projeto ALTERNATIVA

Estima o impacto geral na saude humana apo6s o consumo
de alimentos, considerando potenciais efeitos adversos e
benéficos para a saude.

Integra a avaliacao de impactos econdémicos, ambientais e
sociais, aplicando diferentes metodologias (por exemplo,
abordagem SAFA desenvolvida pela FAO) de acordo com as
perspetivas adotadas e os objetivos estabelecidos.

Ferramenta de decisdo que considera todas as diferentes
caracteristicas e atributos numa visao sistematica.

FAO - Food and Agriculture Organization of the United Nations; SAFA - Sustainability Assessment of Food and Agriculture systems.
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€a0 a avaliacdo do impacto da substituicdo do consumo tais como: cereais e leqguminosas, insetos comestiveis,
de carne vermelha por fontes alternativas de proteina. micoproteinas e proteinas derivadas de algas, cujas

vantagens e desvantagens relativamente as proteinas

_Resultados e discussao

Tal como mencionado anteriormente, diversas alter-
nativas a proteina de origem animal comummente
utilizada, tém sido identificadas nos ultimos tempos,

Tabela 1: [1 Vantagens e desvantagens de diferentes fontes alternativas a proteina de origem animal,

comummente utilizada.

de origem animal estdo sistematizadas na tabela 1.

Vantagens Desvantagens Ref.?
o » Jd integram a dieta humana corrente
LAl . - N T . P
9 » Producao menos intensiva em recursos e menos destrutiva do » Proteinas vegetais podem nao disponibilizar todos os aminodcidos )
E ponto de vista ambiental do que a pecuaria essenciais quando considerados os alimentos de forma individual B
2 » Menores custos associados a producao » Elevadas emissdes de gases com efeito de estufa a4
et » Consumo associado a um menor risco de doencas cronicas » Presenca de cpmpqstqs‘antinutricionais que poderdo interferir com (15)
v (ex.: Doenca isquémica cardiaca, Diabetes tipo 2, Cancro e algumas funcoes biologicas (14)
@ - all ~ -
= sindrome metabalica) » Produtos de base vegetal poderdo apresentar elevados niveis de pes- (16)
Y » Beneficios nutricionais pela presenca de vitaminas, minerais, ticidas, contaminantes ambientais e toxinas naturais
S fibras, antioxidantes, e agentes anti-inflamatérios
» Tradicionalmente consumidos hd milhares de anos
(especialmente, no Oriente, Africa e alguns paises da
América Latina)
-‘qﬁ) » Reduzido impacto na desflorestacao e fertilidade do solo
S . P
= > Reduzida pegada ecologica » Podem apresentar contaminantes (ex.: metais pesados) (17)
QE) » Reduzido consumo de dgua » Veiculo de exposicao a compostos produzidos endogenamente (2)
) » Reduzidas emissoes de gases com efeito de estufa e amodnia (ex.: glicosideos cianogénicos, benzoquinonas) (18)
o
I » Ciclos de vida curtos » Reservatdrio de microrganismos patogénicos (ex.: bactérias, fungos )
S . toxin rasit vir 19
o » Elevadas taxas de reproducao e suas toxinas, parasitas e virus)
[l
c » Composicao nutricional bastante varidvel (elevada variedade
de insetos)
» Taxas de conversdo alimentar mais elevadas se considerados
os mamiferos
» Melhorias nos niveis de colesterol no sangue e na resposta
- glicémica » Emissdes de GEEs compardveis as da producao de carne de porco e
o » Reduzido teor de gordura e alto teor de proteina e fibra de frango
g » Reduzido teor de s6dio e boa fonte de zinco, selénio e > Ellejvad,o‘teor de RNA pode levar a um aumento da quantidade de
o antioxidantes acido drico no organismo (risco de gota) (20)
=8 a a q A a ~
S » Utilizacao da terra e da agua mais eficiente, » Niveis de ferro e vitamina B12 baixos em comparacao com 0s
= comparativamente 3 producdo de carne de porco e de frango encontrados na carne vermelha
» Reproduz bem o sabor e a consisténcia da carne, aumentando > ReagGes alérgicas
3 aceitacao deste substituto da carne
» A sua estrutura e propriedades bioldgicas estdo ainda mal
n documentadas
4*]
= » Efeitos da variacdo sazonal da composicao de algas na bioatividade
5 » A sua producdo ndo requer irrigacdo, terra ardvel e fertilizacao de seus peptideos, dificuldades na extracao de proteinas
5] p
S propriodates bioaias 0o peptideos e algas marinhas: 92 S omplers e lavs sequronga os peptiers,
3 antioxidantes, anti-hipertensivas, antidiabéticas, S hioducan de be t[;deos bioativos P
& anti-inflamatoérias, anticancerigenas, entre outras p = pep
5 » Necessidade de mais estudos sobre a biodisponibilidade dos
e peptideos bioativos e de validacao dos resultados em modelos
a

animais e testes em humanos antes de sua aplicacdo para consumo
humano (ex.: alimentos funcionais ou ingredientes farmacéuticos)
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| de Saude

Ndo existe uma solucdo Unica e de aplicacdo rapi-
da que promova uma mudanca global no sentido de
uma alimentacdo mais sustentdvel e saudavel. Para
qualquer mudanca é necessdria uma fase de transi-
cdo, que permita um processo de avaliacdo e integra-
cdo de todas as dimensoes envolvidas, isto é, ao nivel
social, economico e de sustentabilidade ambiental,
onde também se incluem os riscos e beneficios para
a satude (22,23),

Neste sentido, o projeto ALTERNATIVA como ferra-
menta para escolhas alimentares sustentdveis retine
uma equipa multidisciplinar de cinco instituicoes per-
tencentes a cinco Estados-Membros da Unido Euro-
peia - Portugal, Dinamarca, Franca, Itdlia e Grécia. O
projeto estd estruturado em cinco grupos de trabalho
(WPs) (figura 3).

De forma a atuar como uma ferramenta para escolhas
alimentares sauddveis, com base numa abordagem
risco-beneficio mais integrativa, que tenha em conta
a salde, aspetos socioecondmicos e sustentabilidade
ambiental, o projeto ALTERNATIVA propo6s-se a realizar

diferentes atividades que se complementam entre si.

Figura 3:

’%///e ) ‘ - %J;w L [ '\‘;
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S3o elas:

1) Sessdes de formacao

Com esta atividade espera-se a harmonizacao do
conhecimento e aumento da capacidade de todos os
parceiros envolvidos sobre as metodologias de ARB
de alimentos e de avaliacdo da sustentabilidade. Os
contetdos destas sessdes serdo constituidos por duas
vertentes principais: i) avaliacao do risco-beneficio de
alimentos; e ii) avaliacao da sustentabilidade.

2) Criacao de um protocolo de integracdo da
avaliacdo do risco-beneficio e da avaliacao do
impacto da sustentabilidade

Espera-se que o protocolo a ser desenvolvido consti-

tua uma estrutura coerente, que considere as aborda-

gens de ARB atuais com medidas de sustentabilidade
de géneros alimenticios e onde os conceitos de satde

e de sustentabilidade ambiental e econdémica sejam

elevados a um nivel de maior abrangéncia, onde mais

varidveis sao inclufdas. Por exemplo, para uma avalia-
cao mais abrangente do impacto na saude, o conceito
de saude precisa de integrar diferentes varidveis como
nutricdo, toxicologia, microbiologia e epidemiologia;

Estrutura dos grupos de trabalho (WPs) do projeto ALTERNATIVA (Alternative sources of

protein in European diets - integrating risk-benefit for health and sustainability).

WP1: Gestao, coordenacdo e divulgacao dos resultados globais

Lider: INSA

WP2: Formacao, desenvolvimento e divulgacao de métodos

Lider: INRA; Colider: NKUA

WP3: Integracao ARB e sustentabilidade
Lider: UNIPR; Colider: INSA

WP4: Aplicacdo do estudo de caso
Lider: DTU; Colider: INRAe

do em pratica

WP5: Colocac
Lider: NKUA

INSA - Instituto Nacional de Saude Doutor Ricardo Jorge, Portugal, UNIPR - University of Parma, 1tadlia; NKUA - National and
Kapodistrian University of Athens, Grécia; INRAe - National Research Institute for Agriculture, Food and Environment, Franca;
DTU - National Food Institute, Technical University of Denmark, Dinamarca.
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da mesma forma, para uma avaliacdo mais abrangente
da sustentabilidade econdmica, ambiental e social tém
que ser incluidas novas varidveis, tais como valor agre-
gado bruto, distribuicdo da margem bruta, valor de re-
putacdo, andlise do ciclo de vida, cdlculos de pegada de
carbono, igualdade de género, coesao territorial, entre
outros. Por outro lado, o desenvolvimento do protoco-
lo servird de apoio ao desenvolvimento de uma outra
atividade, um estudo de caso. Pretende-se que este
mesmo protocolo sirva de suporte para futuras avalia-
coes neste ambito e consequentemente para a formu-
lacdo de politicas e definicao de estratégias para a pro-
mocdo de sistemas alimentares sequros e sustentaveis.

3) Estudo de caso

Através da aplicacao do protocolo mencionado anterior-
mente, 0 estudo de caso pretende avaliar o impacto da
substituicdo do consumo de carne vermelha por lequ-
minosas, uma fonte vegetal alternativa de proteina,
onde poderd ser feita uma avaliacdo em tempo real da
metodologia desenvolvida no protocolo. Este estudo de
caso contempla a selecdo da fonte alternativa de pro-
tefna a ser considerada e dos indicadores para a ava-
liacdo da sustentabilidade, recolha e harmonizacao dos
dados necessdrios a execucdo da avaliacao, avalia-
cao dos impactos na salde e na sustentabilidade, ter-
minando com a integracdo de todos os resultados e a
comunicacao dos principais resultados.

4) Grupo focal

Esta atividade teve como objetivo, numa primeira fase,
criar um grupo de discussao que tenha em comum o
interesse e envolvimento na integracao da ARB e na
avaliacdo prdtica dos impactos da sustentabilidade
para assim se consequirem obter informacdes sobre
0 entendimento, interesses, necessidades e questdes
por parte de todos os envolvidos, existindo assim uma
melhor preparacdo e antevisao dos desafios globais
gerados pela mudanca atual dos sistemas alimenta-
res e dietas sustentdveis. Esta atividade atua de forma
transversal em relacdo as restantes atividades do pro-
jeto ao fazer a ponte entre 0s aspetos técnicos/cien-
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tificos com a demanda real dos formuladores de poli-
ticas, fornecendo uma visao preliminar para a criacao
do protocolo de integracdo da avaliacdo do risco-bene-
ficio e da avaliacdao do impacto da sustentabilidade e,
ainda, acumulando o conhecimento gerado pelas ses-
soes de formacdo e pelo estudo de caso, de forma a
aumentar a sua aplicabilidade. Para tal, foi desenvol-
vido um questiondrio contemplando:

- duas fases, em que a primeira servird para identifi-
car os principais tépicos a serem avaliados no ques-
tiondrio e, em que a sequnda fase servird para dis-
cutir a versao preliminar do questionario;

- e dois subgrupos, em que um grupo serd formado
por avaliadores de risco e outro grupo por gestores e
comunicadores de risco, com um maximo de dez par-
ticipantes por subgrupo e com, aproximadamente 1 a
2 horas para cada sessao.

_Conclusao

A gestao e antecipacao das tendéncias adversas que
3 Humanidade enfrenta na atualidade, diretamente
associadas as escolhas alimentares das populacoes,
s¢ é possivel por meio de uma abordagem holistica,
que tenha em consideracdo os diversos impactos (ris-
cos e beneficios) e que integre diferentes areas cien-
tificas, como é o caso da avaliacao do risco-beneficio
e da avaliacao do ciclo de vida. Somente desta forma
serd possivel fazer face aos desafios esperados, atra-
vés da tomada de decisoes e da implementacao de
acoes mais adequadas.

Além do reduzido impacto ambiental, as dietas susten-
tdveis, aquelas que compreendem menos alimentos de
origem animal e mais de origem vegetal, contribuem
para uma alimentacdo e nutricao seqguras, promovendo
uma vida saudavel para as geracoes presentes e futuras.

O projeto ALTERNATIVA contribuird para os atuais desa-
fios, fornecendo ferramentas inovadoras para apoiar as
melhores decisdes sobre as dietas do futuro, garantin-
do a nutricdo humana e a saude do planeta.
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