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Conselho Cientifico do INSA: em prol da
investigacao cientifica e desenvolvimento
tecnolégico

Scientific Council of INSA: supporting scientific
research and technological development

Uma das principais atribuicées do Instituto Nacional de
Saude Doutor Ricardo Jorge (INSA) é promover e desenvolver
atividades de investigagdo cientifica e desenvolvimento
tecnoldgico (IC&DT) contribuindo para ganhos em salde
publica (1:2),

O Conselho Cientifico (CC) do INSA é o 6rgdo responsavel
pela apreciacao e acompanhamento das atividades de IC&DT,
orgao de reflexao e debate das atividades cientificas do INSA,
e 6rgao de ligacado entre a estrutura de IC&DT e demais 6rgaos
do INSA (3). Compete ao CC do INSA emitir parecer sobre o
orcamento, o plano e o relatério anual de atividades, assim
como exercer, em relac@o a carreira de investigagao cientifica
(CIC), as competéncias que Ihe estdo cometidas (3). Este
6rgao pronuncia-se ainda sobre todas as questdes que lhe
sejam submetidas pelo Conselho Diretivo (CD) da Instituicado.

O CC do INSA é constituido por todos os que, a qualquer
titulo, incluindo o de bolseiro, quer sejam cidadaos nacionais
ou estrangeiros, exergam atividade no INSA, desde que
estejam habilitados com o grau de doutor ou equivalente, e
tenham obtido aprovacéo nas provas a que se refere o n.° 2
do artigo 17.° do Decreto-Lei n.° 219/92, de 15 de outubro,
alterado pelo Decreto-Lei n.° 124/99, de 20 de abril, ou, ainda,
que nao possuam qualquer dessas qualificacdes, integrem a
carreira de investigacdo em categoria igual ou superior a de
investigador auxiliar ou a carreira docente universitaria em

categoria igual ou superior & de professor auxiliar (3.

De acordo com as suas competéncias, e a titulo de exemplo,
0 CC tem promovido os "Seminarios Ricardo Jorge" com o
objetivo de divulgar e estimular a discusséo sobre temas de
interesse para as atividades do INSA, para a ciéncia e para

a saude publica nacional e global. Por outro lado, a convite
do CD do INSA, a presidente do CC integrou, recentemente,
0 juri para atribuicdo do “Prémio Ricardo Jorge de Saude
Plblica 2024” que ocorreu no ambito das comemoragdes do
125.° aniversario do INSA (1899-2024).

A atual presidéncia do CC do INSA, eleita em 2023, tem
vindo a trabalhar com o CC e, em particular, com a Comissao
Coordenadora do CC, para em conjunto, e com 0 apoio do
Conselho Diretivo, continuar a apoiar e a dignificar a IC&DT
desenvolvida no INSA. Neste contexto, interessa estimular
o crescimento da CIC do INSA, nomeadamente através
de novos investigadores que se empenhem em promover
a exceléncia na pratica profissional, nas diferentes areas
cientificas, em prol da missao do INSA.

A nivel nacional, os CCs dos Laboratérios do Estado (LEs)
sao representados pelo Férum dos Conselhos Cientificos
dos Laboratérios do Estado (Férum CCs LE). O Férum CCs
LE pretende promover o reforgo, dinamizacéo e valorizacao
das atividades dos LE no contexto cientifico e tecnoldgico
nacional, designadamente para analisar conjuntamente 0s
seus problemas comuns e propor solugées adequadas (4).
Uma das suas atividades mais recentes foi a sua participagao
ativa no processo de revisdo do Estatuto da Carreira de
Investigacao Cientifica (ECIC), entretanto publicado (Lei n.°
55/2025, de 28 de abril) (5). Para isso, apresentou propostas
concretas que considera fundamentais para a CIC nos LEs.
Esta carreira é essencial para o cumprimento dos objetivos
da politica cientifica e tecnolégica nacional por parte destes

organismos.

Luisa Romdo
Presidente do Conselho Cientifico do INSA

Helena Soares Costa
Vice-Presidente do Conselho Cientifico do INSA
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_Surtos de mpox em Portugal: resposta laboratorial e desafios no controlo da epidemia
Mpox outbreaks in Portugal: laboratory response and challenges in epidemic control
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(3) Egas Moniz School of Health & Science, Caparica, Portugal

_Resumo

A infegdo mpox, causada pelo virus monkeypox (MPXV), tornou-se uma emer-
géncia global de saude publica em 2022. Portugal foi um dos primeiros paises
a confirmar casos de infegdo, o que levou a implementacdo de um sistema de
vigilancia laboratorial a nivel nacional. Este estudo descreve a evolugédo epide-
miol6gica de mpox em Portugal entre 2022 e 2025 e avalia 0 desempenho de
diferentes tipos de amostras biologicas na detegao de MPXV.

No Instituto Nacional de Saude Doutor Ricardo Jorge foram analisadas 5610
amostras de 2802 casos suspeitos de mpox pelo método PCR em tempo real.
As amostrasbioldgicas incluiram, maioritariamente, exsudados de leséo, orofa-
ringeo e anal e amostras de urina. Confirmaram-se 1202 casos positivos de
mpox distribuidos por trés surtos, sendo o primeiro 0 mais expressivo (79,3%).
A maioria dos casos ocorreu em homens que tém sexo com homens, entre
0s 20 e 39 anos de idade. As amostras de exsudados de lesdo e anal apresen-
taram as maiores taxas de positividade (95,1% e 87,9%, respetivamente), en-
quanto o exsudado orofaringeo permitiu o diagnéstico em cerca de 5% dos
€asos que nao apresentavam lesoes visiveis.

A vacinagao, aliada a outras estratégias direcionadas, contribuiu para reduzir
a transmisséo e a severidade clinica da doenga. A vigilancia laboratorial con-
tinua mostrou-se essencial para a detecao precoce dos casos, contribuindo
para uma resposta rapida e eficaz no controlo dos trés surtos. Estes dados
reforgam a importancia do desenvolvimento e da implementacéo de metodo-
logias laboratoriais de diagnostico e a adogéo de medidas de vigilancia dirigi-
das a populagdes vulneraveis.

_Abstract

Mpox, caused by the monkeypox virus (MPXV), became a global public
health emergency in 2022. Portugal was one of the first countries to
confirm cases, leading to the implementation of a national laboratory
surveillance system. This study describes the epidemiological evolution of
mpox in Portugal between 2022 and 2025 and evaluates the performance
of different types of clinical samples for MPXV detection.

A total of 5610 samples from 2802 suspected cases were analyzed by
real-time PCR at the Portuguese National Institute of Health Dr. Ricardo
Jorge. Most samples consisted of lesion, oropharyngeal and anal swabs
and urine samples. Out of these, 1202 positive cases were confirmed,
distributed across three outbreak waves, with the first being the most
significant (79.3%). Most cases occurred in men who have sex with men,
aged between 20 and 39 years. Lesion and anal swabs showed the highest
positivity rates (95.1% and 87.9%, respectively), while oropharyngeal swabs

enabled diagnosis in approximately 5% of cases without visible lesions.
Vaccination, combined with other targeted strategies, helped reduce both
transmission and clinical severity. Continuous laboratory surveillance
proved essential for the rapid detection of cases and contributed to the
effective response to the three outbreaks. These findings highlight the im-
portance of laboratory preparedness and focused public health measures
for vulnerable populations.

_Introdugéo

O virus monkeypox (MPXV), agente etioldgico da infecdo mpox,
pertence a familia Poxviridae e ao género Orthopoxvirus, que
também inclui o virus da variola. O virus foi isolado pela primeira
vez em macacos, num laboratério de investigacdo, em 1958
na Dinamarca. O primeiro caso humano de mpox foi notificado
em 1970 numa crianga do sexo masculino com nove meses
da Republica Democréatica do Congo, Africa Central. A infegéo
mpox € uma doenga zoondtica rara e endémica nos paises
da Africa Ocidental e Central, onde a interagdo proxima entre
humanos e animais selvagens ou potenciais reservatorio(s) é
frequente. A transmissdo ocorre, maioritariamente, através
do contacto direto com lesoes, fluidos corporais ou goticulas
respiratdrias de individuos ou animais infetados (1:2).

MPXV ¢ atualmente classificado em dois clades principais:
clade | (anteriormente designado Congo Basin clade), que
inclui os subclades la e Ib, e clade Il (anteriormente designado
West Africa clade), que inclui os subclades lla e llb. Estes
clades apresentam diferengas na severidade dos quadros
clinicos e na viruléncia, sendo o clade | associado a quadros
mais severos e a uma maior taxa de letalidade em comparagao
com o clade Il (1.2,3),
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Em maio de 2022, foi identificado um surto global causado
por estirpes do clade llb em varios paises do mundo. Devido
a rapida propagacao do virus, a Organizacao Mundial da
Saude (OMS) declarou, em julho de 2022, a infecdo mpox
como uma Emergéncia de Saude Publica de &mbito Interna-
cional (Public Health Emergency of International Concern,
PHEIC). Esta decisao evidenciou a necessidade de reforcar a
vigilancia epidemiolégica e a capacidade laboratorial de res-
posta. A 14 de agosto de 2024, a OMS voltou a declarar a in-
fecdo mpox como uma PHEIC, devido ao aumento do ndmero
de infecdes pelo MPXV clade Ib na Republica Democrética
do Congo e pela disseminagao para paises vizinhos. Desde
entdo, casos de mpox causados pelo MPXV clade | tém sido
notificados fora do continente africano, geralmente associa-
dos a individuos com histérico de viagem a paises endémi-
cos. Até fevereiro de 2025, a OMS registou mais de 130 000
casos confirmados de mpox, em 131 paises, incluindo 304
dbitos (3:4),

A apresentacao clinica caracteristica de mpox inclui um
curto periodo prodromico febril, seguido pelo desenvolvi-
mento progressivo de uma erupc¢ao cuténea caracteristica
com lesdes endurecidas e umbilicadas, que surgem inicial-
mente na cabeca ou face e progridem para os membros e
tronco, mantendo 0 mesmo estadio evolutivo da doenga. A
linfadenopatia € uma manifestacao tipica. No entanto, nos
surtos recentes, tém sido descritas apresentagdes atipicas,
com lesOes a iniciarem-se na zona genital. O diagndstico di-
ferencial clinico deve excluir outras doencas exantematicas,
nomeadamente a varicela (1),

O diagnostico laboratorial de mpox é realizado, preferencial-
mente, utilizando testes de amplificagao de acidos nucleicos
(NAAT), como a PCR (Reagao em Cadeia da Polimerase) em
tempo real ou convencional. O NAAT pode ser genérico para
Orthopoxvirus ou, de preferéncia, especifico para MPXV. A
PCR em tempo real destaca-se pela sua sensibilidade, es-
pecificidade e rapidez, sendo a metodologia de eleicdo na
investigacéo laboratorial inicial. Complementarmente, a se-
quenciacdo do genoma viral permite caracterizar a dinami-
ca da transmissao e, assim, contribuir para a vigilancia e
investigacao epidemioldgica. A amostra bioldgica adequada

para confirmacao laboratorial é o exsudado de lesao, sendo
também recomendada a colheita de um exsudado orofarin-
geo. Adicionalmente, outras amostras podem ser considera-
das para investigacéo, tais como: exsudados genital e/ou
anal, urina e sémen, dependendo das manifestagdes clini-
cas do doente (5.

A detecao precoce e a implementacao rapida de medidas
de controlo sdo fundamentais para mitigar a propagacao
do virus, destacando-se a importancia da existéncia de la-
boratérios de referéncia com capacidade para responder a
emergéncias de saude publica. Em Portugal, desde 2007,
o Instituto Nacional de Saude Doutor Ricardo Jorge (INSA)
dispoe de uma Unidade especializada na Resposta a Emer-
géncias e Biopreparagao (UREB), integrada no Departamen-
to de Doencas Infeciosas, e que é o laboratorio nacional de
referéncia para a detecdo de agentes patogénicos e com
potencial pandémico, incluindo os Orthopoxvirus.

_Objetivo

O presente estudo tem como objetivo descrever a evolucao
epidemiolégica de mpox em Portugal entre 2022 e 2025,
caracterizando 0s principais surtos registados no pais, bem
como avaliar o desempenho de diferentes tipos de amostras
bioldgicas na detecdo de MPXV, com base na experiéncia do
Laboratério Nacional de Referéncia - Unidade de Resposta a
Emergéncias e Biopreparacao do Instituto Nacional de Saude
Doutor Ricardo Jorge.

_Materiais e métodos

As amostras bioldgicas estudadas foram colhidas de
doentes com suspeita de infecdo mpox, com base na
observacao clinica, em unidades de salde publicas e
privadas distribuidas por todo o pais. Todas as amostras
foram enviadas para a UREB, no INSA, para detegédo de
MPXV.

No total, foram analisadas 5610 amostras clinicas pro-
venientes de 2802 doentes (grafico 1), nomeadamente:
exsudado de lesao (n=2977; 53,1%), exsudado orofa-
ringeo (n=2146; 38,2%), exsudado anal (n=287; 5,1%),
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urina (n=99; 1,8%) e outras amostras (n=101; 1,8%), incluin-
do exsudados genitais e oculares, sémen, liquido cefalorra-
quidiano, sangue periférico, liquido pleural, soro e secrecoes
bronquicas. O numero de amostras excede o numero de
doentes devido a colheita multipla para alguns doentes e ao
seguimento clinico em alguns casos. Adicionalmente, amos-
tras do mesmo doente foram colhidas e testadas nos diferen-
tes surtos.

Inicialmente, foram priorizados os exsudados de lesao e oro-
faringeo, conforme recomendacgao da OMS, sendo progressi-
vamente integrados outros tipos de amostras, como exsudado
anal e urina, a medida que foram evoluindo 0os conhecimentos
técnicos sobre a infecéo.

A extracao de DNA viral foi realizada utilizando o kit ANDIS
Viral RNA Auto Extraction & Purification, no sistema automa-
tizado de extracé@o de acidos nucleicos ANDIS 350 (3DMed),
de acordo com as recomendacdes do fabricante. A detegao
de MPXYV foi efetuada por PCR em tempo real, utilizando uma
técnica in-house especifica para a identificagdo do gene B7R
(6). Em todas as reacdes foram incluidos controlos positivos,
negativos e internos (gene RNAseP).

O resultado da detegao de MPXV foi definido como negativo
(Ct=40), fracamente positivo (35<Ct<40) e positivo (Ct<35). A
confirmacao laboratorial da infecédo por MPXV foi estabeleci-
da com base na obtengao de pelo menos uma amostra posi-
tiva por doente por PCR.

Para a analise estatistica, as caracteristicas das amostras
entre 0s grupos positivo e negativo foram comparadas utili-
zando o teste Fisher’s exact, com um nivel de significancia
de p<0,05, recorrendo ao GraphPad QuickCalcs (7).

_Resultados

Entre maio de 2022 e fevereiro de 2025, foram identificados
trés surtos de mpox em Portugal. O primeiro surto, que ocorreu
entre maio de 2022 e margo de 2023, concentrou a maioria
dos casos confirmados, com 953 casos, correspondendo a
79,3% do total. O segundo surto, ocorreu entre junho de 2023 e
marco de 2024 e contabilizou 229 casos (19,0%), evidenciando

uma reducao face ao surto anterior. O terceiro, iniciado em
junho de 2024, registou 20 casos (1,7%), até 28 de fevereiro
de 2025, perfazendo um total de 1202 casos confirmados no
INSA (grafico 1, painel A).

No primeiro surto verificou-se um elevado volume de amostras
processadas e uma taxa de positividade dos casos (47,0%),
com o pico da frequéncia registada em junho de 2022.
O segundo surto teve uma menor intensidade, com uma
reducao tanto no nimero de amostras processadas como no
numero de casos positivos (taxa de positividade = 38,0%), e
apresentou uma distribuic@o temporal mais prolongada, em
comparacao com o primeiro. O terceiro surto, foi caracterizado
por uma taxa de positividade bastante inferior (9%). Estes
dados podem indiciar uma baixa circulagdo do virus e sugerir
uma fase de declinio epidemiolégico e maior controlo da
infecdo (grafico 1, painel B).

Globalmente, a maioria dos casos sdo do sexo masculino
(n=1188; 98,8%), no grupo etario entre os 20-29 (n=375;
31,2%) e 30 e 39 anos (n=512; 42,6%), com idades
variando entre 17 e 66 anos (mediana de 33 anos), e séo
principalmente homens que tém sexo com homens (HSH).
Apenas 14 casos (1,2%) pertencentes ao sexo feminino
foram declarados (tabela 1). Ndo foram notificados casos
em criancas entre 0-9 anos de idade e registaram-se nove
casos acima dos 60 anos (0,7%) (tabela 1).

Os casos positivos foram detetados em todas as regides de
Portugal, mas foi na regido de Lisboa e Vale do Tejo (n=908;
75,5%) que se registou 0 maior numero, seguida das regides
Norte (n=234; 19,5%) e Centro (n=29; 2,4%) (tabela 1).

07



(¢

N° amostras analisadas

nstiuto_Nacional de Sadde

Doutor Ricardo Jorge

Observagbes_ Boletim Epidemiolégico

nimero

Gréfico 1: [ Distribuigdo temporal do nimero de amostras biolégicas analisadas e casos confirmados no INSA, entre 17 de maio de 2022 e
28 de fevereiro de 2025 (painel A); Distribui¢do do nimero de casos analisados, casos positivos e taxa de positividade, durante
os trés surtos de mpox em Portugal, entre 17 de maio de 2022 e 28 de fevereiro de 2025 (painel B).
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Tabela 1: [ Dados demogréficos dos casos positivos dos trés surtos de mpox ocorridos em Portugal, entre 17 de maio de 2022 e
28 de fevereiro de 2025.

N° de casos positivos (%)

Dados demograficos 1° surto 2° surto 3° surto Total
Sexo
Masculino 944 (99,1) 225 (98,3) 19 (95,0) 1188 (98,8)
Feminino 9(0,9) 4(1,7) 1(5,0) 14 (1,2)
Grupo etario
0-9 0 0 0 0
10-19 5(0,5) 0 0 5(0,4)
20-29 278 (29,2) 90 (39,3) 7 (35,0) 375 (31,2)
30-39 420 (44,1) 84 (36,7) 8 (40,0) 512 (42,6)
40-49 187 (19,6) 43 (18,8) 4 (20,0) 234 (19,5)
50-59 55 (5,8) 11 (4,8) 1(5,0) 67 (5,6)
60+ 8(0,8) 1(0,4) 0 9(0,7)
Regidao NUTS de testagem*
Norte 158 (16,6) 69 (30,1) 7 (35,0) 234 (19,5)
Centro 27 (2,8) 2 (0,9) 0 29 (2,4)
Area Metropolitana de Lisboa 742 (77,9) 153 (66,8) 13 (65,0) 908 (75,5)
Alentejo 5(0,5) 0 0 5(0,4)
Algarve 17 (1,8) 0 0 17 (1,4)
Regido Autonoma dos Agores 1(0,1) 0 0 1(0,1)
Regido Auténoma Madeira 3(0,3) 5(2,2) 0 8 (0,7)
Total 953 229 20 1202

* A Nomenclatura das Unidades Territoriais para Fins Estatisticos (NUTS) é desenvolvida pela Eurostat e é utilizada tanto em Portugal como em toda a Unido
Europeia para fins estatisticos. A divisdo NUTS abrange as regidoes NUTS I, NUTS Il e NUTS IIl, sendo que a subcategorizagdo complementar das Unidades
Administrativas Locais é usada para diferenciar areas locais de importancia transnacional. Foi utilizada a categorizagdo NUTS Il das regides de Portugal.
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Na andlise pormenorizada de cada surto, os dados revelam
uma predominancia do sexo masculino e dos grupos etarios
entre 0s 20-29 e 30-39 anos, com uma baixa representagao
de menores de 20 anos e adultos com mais de 60 anos.

A Area Metropolitana de Lisboa concentrou 77,9% (n=742)
dos casos durante o primeiro surto, mantendo-se como a
regiao mais afetada no segundo (n=153; 66,8%) e terceiro
surtos (n=13; 65,0%). Em contrapartida, a regiao Norte re-
gistou um aumento expressivo na proporgao de casos, pas-
sando de 16,6% (n=158) no primeiro surto para 30,1% (n=69)
no segundo e 35,0% (n=7) no terceiro. Ao contrario dos
surtos anteriores, que tiveram inicio na Area Metropolitana
de Lisboa, o terceiro surto teve inicio na regiao Norte. As re-
gides do Centro, Alentejo, Algarve e as Regides Autbnomas
mantiveram-se com menor frequéncia e pouca variagdo ao
longo dos trés surtos.

MPXV foi detetado em 2075 amostras de 1202 doentes. Para
avaliar a precisao diagnéstica dos diferentes tipos de amos-
tras na detecdo de MPXV, foram analisadas todas as amos-
tras (i.e. positivas, negativas e indeterminadas, n=2434) dos
1202 doentes com diagnostico de mpox confirmado.

Assim, verificou-se que a taxa de positividade foi mais eleva-
da no exsudado de lesdo (n=1250/1315; 95,1%) e no exsudado

anal (n=109/124; 87,9%), quando comparada com o exsuda-
do orofaringeo (n=697/950; 73,4%) e urina (n=19/45; 42,2%)
(grafico 2, painel A). Verificou-se ainda uma diferenca esta-
tisticamente significativa (p<0,0001) na taxa de positividade
entre os diferentes tipos de amostra, com excec¢do da com-
paracao entre exsudado de lesédo e anal.

Em cerca de 5% dos casos do primeiro surto, o diagnéstico
foi realizado no exsudado orofaringeo (n=38/953; 3,9%), exsu-
dado anal (n=5/953; 0,5%) ou em ambos 0s tipos de amostra
(n=6/953; 0,6%) em doentes com exsudado de lesdo negati-
vo. Todas estas amostras foram colhidas no mesmo dia da
amostra de lesdo correspondente. Estes individuos foram tes-
tados por serem contactos de casos positivos para MPXV ou
por apresentarem comportamentos de risco (@),

Relativamente as amostras de exsudados de lesao e anal,
apresentaram valores medianos de Ct mais baixos, de Ct=23
e Ct=22, respetivamente, sugerindo cargas virais mais eleva-
das em comparacao com os exsudados orofaringeos (Ct=31)
e urinas (Ct=30) (grafico 2, painel B).

Estes dados reforgam o papel do exsudado de lesao e exsu-
dado anal como amostras bioldgicas preferenciais para o
diagndstico laboratorial de mpox, pois evidenciam cargas
virais elevadas e alta sensibilidade na detegao de MPXV.

Gréfico 2: [] Taxa de positividade nos diferentes tipos de amostras dos 1202 casos positivos (painel A); carga viral de MPXV nas amostras

positivas (painel B), expressa em valores de Ct.
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_Discussdo e concluséo

O primeiro caso confirmado do surto de mpox em 2022 foi
notificado no Reino Unido a 6 de maio de 2022, num doente
com histéria recente de viagem a Nigéria. Em 17 de maio de
2022, Portugal foi 0 segundo pais a confirmar casos de mpox
(9,10), Estudos posteriores revelaram que o virus circulou
silenciosamente em territério nacional antes da notificacdo
oficial, 0 que pode justificar 0 aumento abrupto dos casos
iniciais (8). Um modelo matematico sugere que o virus tera
circulado 50 dias antes de ser detetado (11).

Neste estudo foram analisadas 5610 amostras de 2802 casos
provaveis, tendo sido confirmada a infe¢ao por MPXV em 1202
doentes. A caracterizacdo gendmica confirmou a presenca
do subclade Ilb (sublinhagens B.1) ao longo dos trés surtos

em Portugal, sem registo de casos do clade | ou subclade Ib
(12,13)

O primeiro surto destacou-se pela elevada intensidade de
transmissao e rapida disseminacao comunitaria, exigindo uma
resposta laboratorial répida. Os surtos seguintes apresentaram
um menor impacto, transmissao mais lenta e localizada o que
podera estar associado a fatores como imunidade adquirida,
alteracbes comportamentais e estratégias de saude publica
direcionadas. O terceiro surto, iniciado na regido Norte,
evidenciou um declinio na circulacao viral, compativel com um
cenario de maior controlo epidémico.

A analise demogréfica confirmou uma elevada concentracao de
casos HSH, jovens adultos (20-39 anos de idade), e residentes
na Area Metropolitana de Lisboa, reforgando a necessidade de
intervencdes especificas adaptadas a esta populagao-alvo.

Os dados laboratoriais demonstram que o exsudado de leséao
e 0 exsudado anal foram os tipos de amostra mais adequados
para a detecao de MPXV, com taxas de positividade e cargas
virais elevadas. No entanto, o exsudado orofaringeo revelou-se
uma alternativa vélida, especialmente em casos sem lesdes
visiveis, tendo permitido o diagnostico em cerca de 5% dos
casos no primeiro surto (8. A presenca de MPXV na orofaringe
tem sido consistentemente documentada, sugerindo o seu
potencial como via de transmissdo, especialmente por contato
oral direto (8,14,15),

Apesar de apresentarem menor sensibilidade, as amostras de
urina demonstraram alguma utilidade no diagnostico laboratorial
(positividade de 42,2%), podendo ser consideradas como
amostras complementares, especialmente em casos com
manifestacoes clinicas atipicas.

Estes dados reforgam a importancia da colheita de amostras
de multiplos locais anatémicos, sempre que possivel, para
aumentar a sensibilidade do diagnéstico laboratorial.

A vigilancia laboratorial entre 2022 e 2025 permitiu identificar
trés surtos com perfis de transmissao progressivamente menos
intensos. Esta evolugao reflete ndo apenas a dindmica natural
da infecao, mas também o efeito positivo das intervenc¢des de
saude publica, incluindo a vacinacao, estratégias de rastreio e
alteracdes comportamentais.

Modelos matematicos indicam que a transmissao foi fortemente
influenciada por comportamentos sexuais de risco, com um
impacto estimado até 120X superior em subgrupos com elevada
atividade sexual. Neste contexto, a vacinagdo demonstrou uma
elevada eficiéncia, com individuos vacinados contribuindo cerca
de 8X menos para a transmissibilidade e apresentando sintomas
menos graves. Estes dados sugerem que a vacinacao teve um
papel relevante na contencdo da segunda vaga (19,

Entre junho de 2022 e fevereiro de 2025, foram administradas
21 063 doses de vacina em Portugal, com 93,5% em regime
de pré-exposicéo, abrangendo 11 771 individuos (16).

Apesar da reducdo no numero de casos, a persisténcia do
virus na mesma populacdo-alvo reforca a necessidade de
estratégias de vigilancia e prevengao sustentadas, adaptadas
ao risco e integradas em sistemas de alerta e resposta rapida.
A infecdo mpox permanece uma infecdo emergente com
potencial de reemergéncia, pelo que paises ndo endémicos
devem manter as capacidades laboratoriais e uma vigilancia
ativa para atempadamente responderem a novos surtos.
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_Resumo

A disponibilizagéo dos testes rapidos de antigénio (TRAg) permitiu que o diag-
nostico de infecdo por SARS-CoV-2 possa ser feito antes ou durante uma con-
sulta médica. Este conhecimento pode condicionar a procura de cuidados e por
outro lado, o Médico de Familia (MF) pode ter informacao sobre o estado de in-
fecdo antes do recrutamento do doente para os estudos de efetividade vacinal.
Estudos com desenho de caso-controlo teste-negativo (TND), tradicionalmente
usados para estimar a efetividade da vacina contra a COVID-19, podem assim
incorrer em viés se a realizacdo dos TRAg e a consulta com o MGF variarem
consoante o estado vacinal e o resultado do autoteste. Este estudo descreve
0s padrdes de autoteste em cuidados de saude primarios e as diferencgas entre
individuos que realizaram autoteste e ndo, nos cuidados de saude primarios em
Portugal, avaliando o potencial de viés nos estudos de efetividade vacinal con-
tra a COVID-19.

Foram incluidos individuos com 60 ou mais anos com Infecéo Respiratéria
Aguda (IRA) que consultaram um MGF entre setembro de 2022 e maio de
2023. Foram recolhidos dados demograficos, de vacinagao, testagem, sinais
e sintomas e comorbilidades.

Dos 166 individuos incluidos (21 casos, 145 controlos), 67 (40%) realizaram
TRAg. Estes foram mais frequentemente mulheres (72% vs. 67 %) e mais jovens
(94% entre 60-79 anos vs. 87%). Os individuos que realizaram autotestes tive-
ram uma taxa de positividade para SARS-CoV-2 de apenas 10%, comparado
com 14% entre aqueles que nao realizaram autoteste. Além disso, apresenta-
vam menor prevaléncia de doengas cronicas (64% vs. 79%) e foram menos va-
cinados na campanha vacinal sazonal (39% vs. 53%).

Os resultados sugerem uma possivel associagao negativa entre vacinagéo e
TRAg. A elevada proporgao de individuos que realizaram TRAg (40%) pode
gerar viés no estudo de efetividade de vacinas, reforgando a necessidade de
estudos com maior dimensao e estimativas de efetividade vacinal estratifica-
das de acordo com esta variavel.

_Abstract

Rapid antigen self-tests allow SARS-CoV-2 diagnosis without consulting a
General Practitioner (GP). A test-negative design (TND) study estimating
COVID-19 vaccine effectiveness may be biased if self-testing and GP
consultation differ by vaccination status and self-test results. This study

describes self-testing patterns and differences between self-testers and
non-self-testers in primary care in Portugal to assess potential bias.
Using TND data (September 2022-May 2023), we included patients aged
60+ with Acute Respiratory Infection (ARI) consulting a GP. GPs collected
data on demographics, vaccination, self-test use, and clinical status. Cases
were RT-PCR positive for SARS-CoV-2; controls were negative.

Of the 166 patients included (21 cases, 145 controls), 67 (40%) performed
a self-test. These individuals were more likely to be female (72% vs. 67%)
and younger (94% aged 60-79 vs. 87%). Those who self-tested had a
lower SARS-CoV-2 positivity rate (10% vs. 14%), a lower prevalence of
chronic conditions (64% vs. 79%), and were less frequently vaccinated in
the seasonal vaccination campaign (39% vs. 53%).

Results suggest a potential negative association between vaccination and
self-testing. Given the high self-testing rate (40%), bias may be significant.
The small sample size limited further analysis, highlighting the need for
larger studies with vaccine effectiveness estimates stratified by self-testing.

_Introdugéo

O desenho de caso-controlo teste negativo (TND), é recomen-
dado na avaliagao da efetividade de vacinas (EV) contra a gripe
e COVID-19, sendo amplamente utilizado (12). Em Portugal,
0s estudos de EV contra a gripe tém também sido baseados
no TND desde 2008 e a partir de 2021, o TND foi adaptado
para estimar a EV contra a COVID-19 em diferentes contextos
(3,4). No TND, os individuos que procuram cuidados de satde
por infecao respiratéria aguda sao testados laboratorialmente
para um virus respiratério de interesse (por exemplo, virus da
gripe ou SARS-CoV-2) (5). Os casos s&o definidos como os
individuos com teste positivo para esse agente, enquanto os
individuos com teste negativo sdo classificados como contro-
los. A EV é estimada comparando a proporgao de vacinados
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entre casos e controlos, utilizando modelos de regresséo lo-
gistica e com ajustamento para possiveis fatores de confun-
dimento (5). O TND tem a vantagem de minimizar viés devido
ao comportamento de procura de cuidados de saude, uma
vez que os individuos desconhecem o agente causador de in-
fecdo, desde que uma premissa essencial seja cumprida: 0s
controlos devem ser representativos da populacdo de origem
dos casos em termos de vacinagao (6).

A implementagao classica do TND no &mbito dos cuidados de
saude primarios, resulta no desconhecimento, tanto dos indi-
viduos como dos médicos de familia, do diagndéstico laborato-
rial no momento de recrutamento para estudo. Porém com a
introducao dos testes rapidos de antigénio (TRAg), os indivi-
duos podem obter um diagndstico de infegao por SARS-CoV-2
antes de consultar um profissional de saude, o que pode alte-
rar a procurar de cuidados médicos e pode também influenciar
0 médico no recrutamento do individuo para o estudo de EV.

O comportamento de testagem pode variar ao longo do
tempo, com as diretrizes e recomendacgoes de saude publica
e de acordo com caracteristicas individuais, como a idade ou
presenca de comorbilidades. Ha pouca informacao sobre a
proporgao de pessoas com sintomas de infecao respiratéria
aguda que utilizam autotestes, embora se estime que entre
12-21% da populagéo geral em Franca tenha utilizado auto-
testes entre janeiro e maio de 2022 (7). Em Portugal, estes
testes estao disponiveis em farméacias, supermercados ou
para compra online desde 2021. O resultado do autoteste
depende da sensibilidade e especificidade do kit utilizado e
do procedimento de colheita da amostra (8).

Com a ampla disponibilizacdo de TRAg, poderdo ocorrer
vieses de seleg@o nos estudos de efetividade da vacina com
base no TND, tendo em conta que, por exemplo, pessoas va-
cinadas podem ser mais propensas a utilizar TRAg. Também,
o resultado do Trag (positivo ou negativo) pode influenciar a
decisédo de consultar o médico de familia.

E, portanto, necessario compreender em que medida o uso
de TRAg para SARS-CoV-2 influencia as estimativas de EV
contra a COVID-19 em estudos TND ao nivel dos cuidados
de saude primarios.

_Objetivos

Descrever 0s padrdes de uso de TRAg nos doentes recrutados
para o estudo de efetividade da vacina contra COVID-19, nos
cuidados de saude priméarios em Portugal entre setembro de
2022 e maio de 2023, e analisar as diferencas entre individuos
que realizaram ou nao autoteste, avaliando o potencial de viés
no calculo da efetividade de vacinas.

_Material e métodos

No ambito do estudo Vaccine Effectiveness, Burden and
Impact Studies (VEBIS nos cuidados de satde primarios (4)
foram identificados individuos com sintomas compativeis
de IRA (%) e recolhida amostras do exsudado nasofaringeo.
As amostras foram enviadas para o Laboratério Nacional
de Referéncia para o Virus da Gripe (LNRVG) do Instituto
Nacional de Saude Doutor Ricardo Jorge (INSA). Para cada
participante foi preenchido um questionario epidemiolégico
contendo informacoes sociodemograficas e clinicas, incluin-
do a realizacdo de TRAg antes da consulta.

Para o presente estudo, foram incluidos individuos com 60 ou
mais anos que consultaram um médico de familia com uma
IRA e que pertenciam ao grupo-alvo da campanha de vacina-
¢ao contra a COVID-19 no outono/inverno de 2022/2023 (10).

Foi realizada uma anélise descritiva, comparando os individuos
que realizaram um TRAg durante o atual episddio de doenca
que motivou a consulta com um médico de familia e aqueles
que néo realizaram TRAg para esse episédio, segundo sexo,
idade, data de inicio dos sintomas e data da colheita da
amostra, resultado do teste RT-PCR para SARS-CoV-2, estado
vacinal para a COVID-19 e para gripe, presenca de doencgas
cronicas, positividade para outros agentes respiratorios e
infecéo prévia por SARS-CoV-2.

De entre os individuos que realizaram um TRAg para o episo-
dio de doenca, comparou-se o resultado do teste RT-PCR,
na colheita realizada pelo médico de familia, com o resultado
do autoteste.

Foi ainda estimada a sensibilidade e especificidade dos TRAg em
comparacdo com os testes RT-PCR realizados pelos médicos.
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_Resultados

Dos 197 individuos inicialmente recrutados, pertencentes ao
grupo etéario-alvo para a vacinacao (60 anos ou mais), foram
excluidos 13 individuos vacinados nos 14 dias anteriores ao
inicio dos sintomas, 1 residente em ERPI (Estrutura Residencial
para Pessoas ldosas), 7 individuos testados ap6s 10 dias do
inicio dos sintomas e 2 devido a resultados de RT-PCR para
SARS-CoV-2 em falta ou inconclusivos. Além disso, foram
excluidos 8 individuos com data da Ultima toma de vacina
desconhecida ou ndo plausivel.

No total, foram incluidos na andlise 21 casos de COVID-19 e
145 controlos com RT-PCR negativo para SARS-CoV-2.

A informagdo sobre TRAg estava disponivel para todos 0s
individuos com IRA incluidos nesta analise. Dos 166 individuos
incluidos, 99 (60%) nao realizaram TRAg e 67 (40%) realizaram.
A maior proporgao de TRAg realizados ocorreu em outubro
de 2022 (30%), enquanto a maior propor¢ao de individuos que
nao realizaram TRAg foi registada em novembro de 2022 (26%)
(tabela 1).

A sensibilidade estimada dos TRAg, cujo resultado foi auto
referido pelos individuos que consultaram o médico de familia,
em comparagao com os testes RT-PCR realizados na colheita
efetuada pelo médico é de 57%, e a especificidade estimada
é de 100% (tabela 2).

Tabela 2: [ Comparagao dos resultados do RT-PCR para
SARS-CoV-2 e do autoteste entre os individuos que realizaram
um autoteste para o episédio de doenga pelo qual consultaram um

médico de familia, VEBIS Lot 5, Portugal, setembro 2022 - maio 2023.

Resultado PCR

Resultado do TRAg Positivo Negativo Total
Positivo 4 0 4
Negativo 3 55 58
Desconhecido 0 5 5
Total 7 60 67

_Discussao

Os individuos que realizaram TRAg apresentaram menor pro-
babilidade de estarem vacinados na campanha de vacinacao
contra a COVID-19 no outono/inverno de 2022/2023 (39% vs.
53%). Esta diferenga pode dever-se a presenca de doencgas
crénicas, uma vez que os que realizaram TRAg eram mais jo-
vens: 94% tinham entre 60-79 anos, comparativamente a 87%
dos que néo realizaram autoteste - e a proporcéo de doencas
cronicas era menor entre 0s que realizaram TRAg (64% vs.
79%, respetivamente). Os adultos mais velhos e aqueles com
doencas crénicas apresentam uma maior cobertura vacinal
em comparagao com os adultos mais jovens e sem doencas
cronicas.

Também foi menor a proporc¢édo de individuos que realizaram
TRAg e que receberam a vacina contra a gripe na época
2022/2023 (35% vs. 53%, respetivamente). A toma da vacina
em geral pode estar associada a realizacao de TRAg, embora,
como a vacinagao contra a gripe e contra a COVID-19 estejam
correlacionadas, seja dificil dissociar essa relagao.

Uma maior proporcao de individuos que realizaram TRAg
procurou atendimento médico 4-10 dias ap6s o inicio dos
sintomas (41% vs. 29%). Uma proporgao semelhante de indi-
viduos que realizaram autoteste cumpria a definicao de caso
de sindrome gripal da EU (69% vs. 66%, respetivamente).

Os individuos que realizaram TRAg apresentaram uma taxa de
positividade para SARS-CoV-2 por PCR ligeiramente inferior
(10% vs. 14%). No entanto, considerando o resultado do
autoteste como critério de positividade, a taxa foi menos de
metade (6% vs. 14%). Isto pode indicar que as pessoas com
um autoteste positivo sdo menos propensas a procurar um
médico, ou pode refletir uma baixa sensibilidade do autoteste.
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Tabela 1: [ Caracteristicas dos individuos que realizaram um TRAg para o episédio de doenga pelo qual consultaram um médico de familia
e daqueles que néo realizaram TRAg, VEBIS, Portugal, setembro 2022 - maio 2023.

Com TRAg (n=67) Sem TRAg (n=99)
Numero de participantes (%) 67 (40%) 99 (60%)
Teste PCR SARS-CoV-2
Positivo 7/67 (10%) 14/99 (14%)
Negativo 60/67 (90%) 85/99 (86%)
Vacinacéo contra a COVID-19 (época 2022/2023)
Sim 26/67 (39%) 52/99 (53%)
N&o 41/67 (61%) 47/99 (47%)
Mediana do nimero de dias desde a ultima vacinagao (IQR) 88 (38-120) 68 (45-90)
Cumprimento da definicdo de caso Sindrome Gripal ' 46/67 (69%) 65/99 (66%)
Resultado do TRAg ?
Positivo 4/62 (6%) NA
Negativo 58/62 (94%) NA
Idade [mediana (IQR)] 65 (62-73) 67 (64-75)
Grupo etario
60-79 anos 63/67 (94%) 86/99 (87%)
>80 anos 4/67 (6%) 13/99 (13%)
Sexo
Feminino 48/67 (72%) ‘ 66/99 (67%)
Més de inicio dos sintomas
Setembro 1/67 (1%) 0/99 (0%)
Outubro 20/67 (30%) 11/99 (11%)
Novembro 16/67 (22%) 26/99 (26%)
Dezembro 11/67 (16%) 24/99 (24%)
Janeiro 7/67 (10%) 24/99 (24%)
Fevereiro 3/67 (4%) 9/99 (9%)
Margo 3/67 (4%) 4/99 (4%)
Abril 6/67 (9%) 1/99 (1%)
Maio 1/67 (1%) 0/99 (0%)
Junho 0/67 (0%) 0/99 (0%)
Julho 0/67 (0%) 0/99 (0%)
Agosto 0/67 (0%) 0/99 (0%)
Presenca de doenca crénica 43/67 (64%) 78/99 (79%)
Diabetes 14/67 (21%) 25/99 (25%)
Imunossupressao 0/67 (0%) 0/99 (0%)
Doenca cardiovascular 41/67 (61%) 66/99 (67 %)
Doenga pulmonar 6/67 (9%) 12/99 (12%)
Vacinacao contra a gripe (época 2022/2023) 23/66 (35%) 51/97 (53%)
Positivo para outros virus respiratérios (influenza, RSV, rinovirus, etc.) 14/67 (21%) 18/99 (18%)
Dias entre o inicio dos sintomas e a colheita
0 0/67 (0%) 0/99 (0%)
1 6/67 (9%) 20/99 (20%)
2 16/67 (24%) 19/99 (19%)
3 17/67 (25%) 31/99 (31%)
4-7 25/67 (37%) 27/99 (27%)
8-10 3/67 (4%) 2/99 (2%)

"Inicio subito + 1 sintoma sistémico + 1 sintoma respiratério; NA - N&o se aplica.
2 Os resultados dos autotestes sao apresentados para os individuos que realizaram um autoteste para o episédio de doenga que motivou a consulta.
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_Conclusoes

Desta andlise exploratoria do uso de TRAg prévio a consulta
com o médico familia, no ambito do estudo VEBIS em
cuidados de saude primarios, em Portugal, destaca-se a
elevada proporgédo de TRAg realizada pela populacdo do
estudo VEBIS em Portugal na época 2022/2023. A possivel
associacao negativa entre a vacinagao contra a COVID-19 e
arealizagdo de TRAg, bem como entre um autoteste positivo
e a ndo procura de cuidados médicos, indica a necessidade
de investigacao adicional.

Portugal continua a recolher informagdes sobre TRAg no
ambito do estudo VEBIS, e a repeticdo desta andlise com
dados das épocas 2023/2024 e 2024/2025, com um tamanho
amostral maior, serd fundamental para compreender melhor
as associagbes e 0s potenciais vieses relacionados com 0s
TRAg no estudo. Além disso, podera ser realizada uma anali-
se abrangendo todo o grupo-alvo da vacinacao, incluindo in-

dividuos com idade inferior a 60 anos com doencas cronicas.

Paralelamente, a reativagdo do Gripenet, - componente
portuguesa do Influenzanet (1) podera permitira aprofundar
a compreensdo dos potenciais vieses relacionados com a
realizagao de TRAg na populagao portuguesa e sua influéncia
na procura de cuidados de saude.
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_Resumo

A detengdo e a criagdo de animais em exploragdes caseiras podem representar
um risco para a transmissao de agentes patogénicos zoonéticos e de genes de
resisténcia a antibiéticos, com impacto na saude publica. Em Portugal, a ausén-
cia de registo de sistemas de producéo caseira (SPC) dificulta a caracterizagao
das praticas de gestao e criagdo de animais, assim como o perfil dos seus pro-
prietarios.

Este estudo-piloto pretende avaliar o método de amostragem dos detentores de
SPC e desenvolver um questionario epidemiolégico pioneiro para avaliar as condi-
coes de criagdo, biosseguranca e riscos sanitarios e ambientais em SPC.
Estruturado em cinco segdes, o questionario foi disponibilizado em i) formato ele-
tronico e ii) em papel, tendo-se testado duas formas de divulgagéo: atraves de di-
vulgagéo digital e por aplicagéo presencial por pontos de contacto (veterinarios,
inspetores sanitarios e associagdes do setor). Até ao momento, observou-se um
maior nimero de respostas na versao online, pela sua maior facilidade e abran-
géncia de divulgagao.

Apesar das limitagbes na distribuicao dos questionarios, a metodologia adota-
da permitira caracterizar os SPC e 0s seus proprietarios, contribuindo para a
avaliagao de possiveis riscos e 0 seu impacto na salde publica. A continuidade
da recolha de dados fortalecera esta caracterizacao, apoiando estratégias de
mitigacao de riscos zoondticos, seguranga alimentar e promogéo da satde ani-
mal sob a abordagem One Health.

_Abstract

Keeping and rearing animals on backyard farms can pose a risk for the
transmission of zoonotic pathogens and antibiotic resistance genes,
impacting public health. In Portugal, the lack of registration for backyard
production systems (BPS) hinders the characterization of management
and animal husbandry practices, as well as the profile of their owners.
This pilot study aims to evaluate the sampling method of BPS owners and
develop a pioneering epidemiological questionnaire to assess breeding
conditions, biosecurity, health and environmental risks in BPS.
Structured into five sections, the questionnaire was made available in
i) electronic format and ii) on paper, having tested two dissemination
strategies: digital distribution and face-to-face application by key contact
points (veterinarians, health inspectors and sector associations). To date,
the online version has received a higher number of responses due to its
broader reach and ease of dissemination.

Despite limitations in questionnaire distribution, the adopted methodology
will enable the characterization of BPS and their owners, contributing to the
assessment of potential risks and their impact on public health. Continued
data collection will strengthen this characterization, supporting strategies
for mitigating zoonotic risks, ensuring food safety and promoting animal
health under the One Health framework.

_Introdugéo

Os sistemas de produgéao caseira (SPC) de animais constituem
uma pratica tradicional em Portugal, caracterizando-se pela
criacdo de um numero reduzido de espécies pecuarias,
destinadas principalmente ao autoconsumo. No entanto,
aves e leporideos podem ser comercializados em mercados
locais, conforme definido pela Dire¢céo-Geral de Alimentacéo e
Veterinaria (DGAV) (1*4). O contacto frequente entre animais e
produtores (incluindo agregado familiar), a auséncia de assis-
téncia veterinaria e inspecao sanitaria, a administragao empiri-
ca de farmacos (%), 0 uso de dejetos animais como fertilizante
agricola e a interagdo com animais selvagens (6.7) s&o fatores
criticos que aumentam o risco de disseminacéo de agentes
patogénicos zoono6ticos, incluindo bactérias multirresistentes,
nestes agroecossistemas.

A auséncia de regulamentacdo e de medidas eficazes de
biosseguranca nestas exploragdes domésticas favorece a
disseminagao de microrganismos patogénicos e o uso indis-
criminado de antibidticos, alguns de importancia critica para
a saude humana. Estudos recentes sugerem que exploragdes
de pequena escala podem atuar como reservatérios de genes
de resisténcia a antibidticos, favorecendo a transferéncia
horizontal desses genes entre microrganismos patogénicos e
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0 uso indiscriminado de antibiéticos, alguns de importancia cri-
tica para a saude humana. Estudos recentes sugerem que ex-
ploracdes de pequena escala podem atuar como reservatorios
de genes de resisténcia a antibiéticos, favorecendo a transfe-
réncia horizontal desses genes entre microrganismos patogéni-
cos e comensais (810). Sem programas nacionais de vigilancia,
a prevaléncia de agentes patogénicos zoonéticos nos SPC per-
manece desconhecida em Portugal, assim como o seu impac-
to na salde animal, na seguranca alimentar, no ambiente e na
saude publica, dificultando uma analise de risco adequada e a
implementagao de medidas de prevencéo e controlo eficazes.

Dado o contacto constante entre produtores e respetivo agrega-
do familiar (incluindo criangas), animais domésticos e vida sel-
vagem, a avaliacdo dos SPC deve seguir uma abordagem One
Health (11-13)_ Neste contexto, torna-se essencial caracterizar os
fatores de risco, percecoes e préaticas dos proprietarios relativa-
mente a medidas de biosseguranca, prevencao de doencas (in-
cluindo abate obrigatério), uso de medicamentos veterinarios, e
gestao animal (incluindo o cumprimento de normas de bem-es-
tar animal). Embora as explora¢des caseiras sejam uma pratica
cultural comum em Portugal, néo existem dados oficiais sobre o
seu numero ou distribuicdo a nivel nacional, ja que o seu registo
apesar de obrigatério, ndo é feito por rotina. Atualmente, os ani-
mais devem ser registados no Sistema Nacional de Informagéo e
Registo Animal (), mas o grau de cumprimento desse requisito
e sua fiscalizacdo séo incertos. Consequentemente, as praticas
de maneio, bem-estar animal e biosseguranca nos SPC perma-
necem desconhecidas, sendo necessario compreender melhor
a sua dindmica para mitigar riscos sanitarios e ambientais.

_Objetivo

O presente trabalho visa desenvolver e validar uma metodolo-
gia de amostragem, elaborar um questionario para futura im-
plementacao de um estudo epidemiolégico piloto, pioneiro a
nivel nacional, dirigido a proprietarios de exploracdes casei-
ras de animais. Este instrumento permitira avaliar a salde e o
bem-estar dos animais criados em sistemas de producéo ca-
seira portugueses, bem como 0s potenciais riscos sanitarios
e ambientais associados a estes sistemas.

_Materiais e métodos

Com base em estudos internacionais (11:14-20) foi preparado
um questionario estruturado e adaptado ao contexto nacional,
de modo a recolher informagao voluntéria de proprietarios de
SPC de animais. O questionério ¢ dirigido a qualquer pessoa
singular (=18 anos) ou coletiva que possua um numero reduzi-
do de animais de qualquer espécie pecuaria (exceto espécies
cinegéticas, como perdiz, coelho bravo e lebre) para lazer ou
consumo familiar.

O questionario piloto € composto por 38 questdes de selecao
Unica, multipla e respostas abertas, organizadas em secoes
que abordam caracteristicas do inquirido, criagc@o de animais
e praticas associadas. Para avaliar a clareza e a validade do
instrumento, seré realizado um pré-teste com 12 inquiridos
elegiveis, com diferentes niveis de escolaridade (amostragem
minima de conveniéncia para assegurar diversidade suficiente
entre os participantes). Este pré-teste permitira identificar po-
tenciais problemas na concecéo do questionario, dificuldades
na compreensao das questdes e verificar se 0 questionario
mede eficazmente os aspetos pretendidos. A avaliacao inclui-
r4 a analise da reagao dos inquiridos as questdes e respetivas
respostas (conforme a tabela 1), uma entrevista subsequente
e a recolha de outros indicadores relevantes, como o tempo
necessario para completar o questionario e 0s procedimentos
para a sua aplicagao. Estas informacoes serdo fundamentais
para a revisao e otimizacdo do questionario antes da sua im-
plementacéo.

Apo6s a validagcdo da versdo preliminar, serdo efetuados
0s ajustes necessarios para a obtencao da versao final do
questionario, que sera disponibilizada em formato eletroni-
co (através da plataforma RedCAP; versdo portuguesa:
https://survey-insa.min-saude.pt/redcap/surveys/?s=9-
DYRAT78XP; versdo inglesa: https://survey-insa.min-sau-
de.pt/redcap/surveys/index.php?s=L8C7TWBWYFR) ou em
formato papel. Considerando as potenciais diferencas re-
gionais nas praticas e percegdes dos proprietarios de SPC,
0 estudo visa uma cobertura nacional (incluindo ilhas), utili-
zando as regides NUTS Il como referéncia geografica.
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Tabela 1: [ Indicadores de pré-teste para avaliar a compreenséo do inquirido sobre as questdes do questionario.

Indicador Comentario
1. Interrupcédo com resposta Inquirido interrompe a leitura da questado com a resposta.
. . Inquirido pede repeticdo ou explicacdo da questdo, ou faz alguma afirmacéao
2. Explicagéo — . Lo ~
indicando incerteza sobre o significado da questao.
3. Resposta adequada Inquirido d& uma resposta que cumpre o objetivo da questao.

4. Resposta qualificada

Inquirido d& uma resposta que cumpre o objetivo da questéo, mas indica
incerteza sobre a precisao.

5. Resposta inadequada Inquirido da uma resposta que nao cumpre o objetivo da questao.
6. Nao sabe Inquirido responde "Nao sei" ou uma resposta equivalente.
7. Recusa responder Inquirido se recusa a responder a questao.

Dado que o registo das SPC nao ¢ sistematico e a sua distri-
buicéo exata é desconhecida, a aplicagao de uma amostragem
probabilistica ndo € viavel. Assim, a recolha de dados ocorrera
por duas abordagens complementares (figura 1): 1) direta, na
qual os proprietarios andnimos terdo acesso ao questionario
eletronico através de acdes de divulgacéo (pontos focais, as-
sociagdes de produtores de animais, eventos especializados,
redes sociais, email, etc.), preenchendo-o online de forma vo-
luntéria; e 2) indireta, em que o questionario sera administrado
presencialmente em SPC identificadas por pontos de contacto
com conhecimento e atuacdo numa dada NUT lIl, que funcio-
nardo como intermediarios junto dos respetivos proprietéarios,
assegurando a aplicagdo de, pelo menos, 10 questionarios por
NUT Ill, de modo a garantir uma representatividade minima
e homogénea a nivel nacional (figura 2). Para tal, o presente
estudo conta com a colaboracdo de uma vasta rede multidis-
ciplinar de profissionais (médicos veterinarios, inspetores sa-
nitarios, microbiologistas, bioinforméticos, epidemiologistas,
outros profissionais da saude humana e animal e estudantes
de medicina veterinaria), bem como com 0 apoio de organiza-
coes de bem-estar animal e associagdes ligadas a agricultura
e a pecuaria, garantindo assim a representatividade e robustez
dos dados, para além de facilitar a implementacéo do estudo.

Figura 1: [ Workflow da estratégia de concegdo do questionario,
recolha de dados e anlise estatistica (21:22),
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Apos a validagao dos dados recolhidos a partir das duas bases Embora o questionario nao envolva informacdes sensiveis,
de dados independentes e nao probabilisticas, garantindo a a versao final do mesmo e o procedimento para recolha de
auséncia de inconsisténcias e incongruéncias, proceder-se-a a dados serdo submetidos para aprovacgao ética e de protecao
analise estatistica descritiva. Esta incluiré a distribuicéo de fre- de dados & Comissao de Etica do INSA.

quéncias bem como medidas de tendéncia central e disperséo,

usando o software R (23),

Figura 2: [ Distribui¢ao geografica por NUT Ill dos pontos focais envolvidos no presente estudo (cada circulo vermelho é
proporcional ao nimero de SPC participantes para realizagdo do questiondrio por entrevista direta).
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_Resultados e discussdo

O questionario piloto esté estruturado em cinco secdes princi-
pais: 1) Dados do inquirido, 2) Caracterizagao da exploracéo,
3) Condicdes no local de criagéo, 4) Saude e bem-estar animal
e 5) Medidas de protecao e biosseguranga.

De forma sucinta, a seccdo ‘Dados do inquirido’ inclui ques-
tdes sobre o concelho de residéncia, codigo postal parcial,
nivel de escolaridade e composicao do agregado familiar, ndo
sendo solicitadas informagdes de identificacéo pessoal, como
nomes completos ou cédigos postais completos para garan-
tir o anonimato dos participantes. A segao 'Caracterizacdo da
exploracdo' engloba perguntas sobre o nimero e origem dos
animais detidos, atividades desenvolvidas na exploragéo, pro-
dutos obtidos e destino ou utilizacdo dos produtos de origem
animal. A se¢do 'Condicdes no local de criacdo' aborda as-
petos como o alojamento, tipo de cama e alimentacdo dos
animais, origem da agua, gestdo de dejetos e existéncia de
sistemas de drenagem de esgotos. Ja a secdo 'Saude e bem-
-estar animal' explora praticas relacionadas com a vacinacéo,
desparasitagao, tratamento de doengas, administracéo de me-
dicamentos veterinarios (incluindo antibidticos) e assisténcia
veterinaria. Por fim, a secdo 'Medidas de protecao e biossegu-
ranca' contempla questdes relacionadas com o uso de equi-
pamentos de protegdo individual (EPI), contacto com outros
animais, programas de controlo de pragas, procedimentos
de limpeza e desinfecédo, destino do estrume e eliminagao de
cadaveres de animais. A recolha desta informagdo permitira
identificar potenciais fatores de risco associados aos SPC e
analisar o conhecimento dos proprietarios sobre medidas de
biosseguranca, cumprimento de normas de alojamento e apli-
cacao de medidas preventivas. Além disso, possibilitara a ava-
liacédo de diferencas nas praticas de criacéo, suplementacao
alimentar e administrac@o de medicamentos, medidas de bios-
seguranca e tamanho do grupo de animais - fatores criticos na
transmissé@o de doencas dentro e fora dos SPC.

Antes de aceder as perguntas, os participantes recebem infor-
macdes essenciais sobre o questionério, incluindo objetivos,
publico-alvo, tempo estimado de preenchimento e contato da
equipa responsavel. Sao também esclarecidos sobre a nature-

za voluntaria da participacéo e confidencialidade dos dados re-
colhidos, garantindo total anonimato desde a fase da recolha e
processamento de dados até a divulgacao ou publicagao dos
resultados. Adicionalmente, é disponibilizada uma ficha infor-
mativa contendo detalhes sobre o estudo, incluindo beneficios,
riscos, custos associados a participagéo e a instituicao respon-
savel pelo estudo. O consentimento informado é obrigatério,
exigindo que os inquiridos confirmem a leitura e compreensao
de todas as informacdes fornecidas antes de prosseguir, auto-
rizando a utilizagao dos dados disponibilizados.

As respostas obtidas no pré-teste indicaram que os partici-
pantes compreenderam as questdes e 0s conceitos aborda-
dos sem dificuldades significativas.

Até ao momento, a implementacéo do questionario piloto re-
sultou em n=596 respostas vélidas (n=27 em papel; n=569
online), com preenchimento total ou parcial em todas as re-
gides NUTS lll. No geral, observou-se uma adesao maior ao
formato digital, um resultado consistente com estudos reali-
zados nos EUA e em Franga (19.20), Embora o questionario
online ofereca vantagens como maior acessibilidade e privaci-
dade, pode enviesar os resultados para individuos com maior
literacia digital. Em contrapartida, o questionario em papel
mitiga essa limitacdo, mas a sua distribuicdo depende da co-
laboragdo dos pontos de contacto e da disponibilidade dos
proprietarios. Ainda assim, caso a rede de pontos de contac-
to consiga assegurar a aplicacao de, pelo menos, 10 questio-
narios em papel por cada NUT Ill, sera possivel obter uma
amostra base minima de 260 respostas representativas da
realidade nacional. Esta estratégia visa colmatar a auséncia
de dados prévios sobre a distribuicao dos SPC, promovendo
uma cobertura geogréfica equilibrada e representativa. Para
reforgar essa estratégia, esta planeada a ampliagao da divul-
gacao do questionario através de feiras agricolas e pecuarias.

Os resultados preliminares demonstram a viabilidade da parti-
cipacao dos proprietarios de SPC, permitindo uma caracteriza-
cao inicial destes sistemas em Portugal. No entanto, reforcar a
aplicacéo do questionario em papel permanece essencial para
garantir uma representacao mais abrangente da realidade dos
SPC a nivel nacional.
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_Conclusoes

O presente estudo demonstra a viabilidade de um questionério
epidemiologico pioneiro para caracterizar os sistemas de pro-
ducéo caseira (SPC) em Portugal, permitindo recolher dados
essenciais sobre condi¢des de criacdo, préticas sanitarias e
biosseguranca, além de avaliar riscos sanitarios e ambientais.
A elevada adesao ao formato online confirma a eficacia da di-
vulgacao digital, enquanto a aplicagao em papel é crucial para
alcangar grupos com menor literacia digital e garantir uma re-
presentacdo mais abrangente. Embora a auséncia de uma lis-
tagem completa de produtores inviabilize uma amostragem
probabilistica, a metodologia adotada oferece uma visao na-
cional dos SPC e seus detentores, constituindo um instrumen-
to promissor para a avaliagao de riscos em saude publica.

A validagao preliminar refor¢a o potencial do questionario para
estudos futuros, servindo de base para investigacoes epide-
miologicas e estabelecimento de politicas sanitarias mais dire-
cionadas. A ampliac@o da recolha de dados e da divulgacao
permitira uma caracterizagao mais detalhada dos SPC, contri-
buindo para recomendacdes baseadas em evidéncia que pro-
movam a saude animal, a segurancga alimentar e a mitigagao
de riscos zoonoticos, alinhando-se, assim, com a abordagem
One Health (11-13,19,20)
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_Resumo

A reagéo de Maillard, responsavel pela cor, sabor e aroma dos alimentos, tam-
bém produz substancias nocivas, como a acrilamida (AA). Esta amida insatu-
rada forma-se quando alimentos ricos em hidratos de carbono, como pao,
batatas e café, sdo cozinhados a temperaturas elevadas e humidade baixa. A
Unido Europeia classificou a AA como carcinogénica (Categoria 1B), mutagéni-
ca (Categoria 1B) e toxica para a reprodugéo (Categoria 2). O presente estudo
visa validar um método para determinar AA em cereais e derivados e investigar
a sua presenca em diferentes variedades desses produtos.

Utilizou-se a cromatografia liquida de ultra eficiéncia acoplada a um detetor
de massa (UPLC-MS/MS) com ionizagé@o por electrospray positiva (ESI*) para
detetar e quantificar a AA. O desempenho do método foi validado utilizando
testes de avaliacdo externa da qualidade internacionais como testes de profici-
éncia (FAPAS) e material de referéncia certificado (ERM-BD272). Avaliaram-se
parametros como linearidade, limite de detegdo (LD), limite de quantificagdo
(LQ), precisao, exatidao e incerteza. Os LD e LQ foram de 0,40 pg/L e 1,22
pg/L, respetivamente, em conformidade com o Regulamento (UE) 2017/2158.
A curva de calibragdo mostrou linearidade (R? > 0,995).

O método apresentou boas taxas de recuperagao (92%-105%) e de preci-
sdo (desvio padrao relativo (RSD) < 13%), participacéo satisfatéria em en-
saios de comparacao interlaboratorial (ECI) (Z-score: 0,69 para Crispbread
e -0,98 para Biscuit), assim como bons resultados para o ERM-BD272, de-
monstrando que o método é adequado para a determinacdo de AA em ce-
reais e derivados. O método foi aplicado a cereais e derivados existentes
no mercado, incluindo bolacha Maria, pao de trigo, flocos de milho e bola-
chas para bebé, todos recolhidos em Lisboa, Portugal.

Os resultados de AA das amostras avaliadas, expressos em pg/kg, encon-
tram-se abaixo dos valores legislados pelo Regulamento (EU) 2017/2158.
Embora os niveis de acrilamida encontrados cumpram os limites estabele-
cidos pela Unido Europeia, é necessaria uma monitorizagcdo continua da
sua ocorréncia, considerando as incertezas ainda presentes sobre os efei-
tos a longo prazo deste contaminante.

_Abstract

The Maillard reaction, responsible for food color, flavor, and aroma, also
produces harmful substances such as acrylamide (AA). This unsaturated
amide is formed when carbohydrate-rich foods such as bread, potatoes,
and coffee are cooked at high temperatures and low humidity. The Euro-
pean Union has classified AA as carcinogenic (Category 1B), mutagenic
(Category 1B), and toxic for reproduction (Category 2). The present study
aims to validate a method to determine AA in cereals and cereal-based

products and investigate its presence in different food items.
Ultra-performance liquid chromatography coupled to mass spectrometry
(UPLC-MS/MS) with positive electrospray ionization (ESI*) was used to
detect and quantify AA. The method performance was validated using
international external quality control tests such as proficiency tests
(FAPAS) and a certified reference material (ERM-BD272). Parameters such
as linearity, limit of detection (LD), limit of quantification (LQ), precision,
accuracy and uncertainty were evaluated. The LD and LQ were 0.40 ug/L
and 1.22 ug/L, respectively, in compliance with Regulation (EU) 2017/2158.
The calibration curve showed linearity with an R? greater than 0.995.

The method showed suitable recovery rates (92%-105%) and precision (RSD
< 13%), satisfactory participation in interlaboratory comparison (ECI) assays
(Z-score: 0.69 for Crispbread and -0.93 for Biscuit) and good results for the
ERM-BD272, demonstrating that the method is suitable for the determination
of AA in cereals and cereal-based products. The method was applied to
commercially available products, including Maria biscuits, wheat bread, corn
flakes, and baby biscuits collected in Lisbon, Portugal.

The AA results of the evaluated samples, expressed in ug/kg, are below the
values legislated by the Commission Regulation (EU) 2017/2158. Although the
acrylamide levels found comply with the limits established by the European
Union, continuous monitoring of its occurrence is necessary, considering the
remaining uncertainties about the long-term effects of this contaminant.

_Introdugéo

A acrilamida (AA) é um composto quimico que se forma em
alimentos ricos em hidratos de carbono quando estes sao
cozinhados a elevadas temperaturas e baixa humidade,
levantando sérias preocupagées de satde publica (). Este
composto é classificado como carcinogénico do Grupo 2A
pela International Agency for Research on Cancer (2). A
alimentacao é a principal fonte de exposi¢ao e os produtos a
base de cereais sdo uma das principais fontes de exposi¢édo
a AA, sendo fundamental controlar a sua ocorréncia nos
alimentos para reduzir a exposi¢ao alimentar e o risco para
a satde humana ).
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Atualmente, em Portugal, existe apenas um estudo de expo-
sicdo realizado, que utiliza dados de ocorréncia fornecidos
pela Autoridade Europeia para a Seguranca dos Alimentos
(EFSA) (4). Assim, ¢ essencial avaliar a ocorréncia de AA nos
produtos alimentares comercializados em Portugal, utilizan-
do métodos analiticos devidamente validados por forma a
garantir a fiabilidade dos dados.

Embora os efeitos da AA na salude humana ainda nao sejam
totalmente compreendidos, diversos estudos sugerem riscos
potenciais. A exposigao dietética a AA pode afetar negativa-
mente o crescimento e o desenvolvimento dos recém-nasci-
dos, tendo também sido relatado que este contaminante causa
efeitos neurotéxicos, podendo levar & neuropatia (5-7). Evidén-
cias indicam uma correlagao entre a exposicdo a AA e o au-
mento do risco de certos tipos de cancro, incluindo cancro
do pulmao (8), linfatico (%), do ovario e endométrio (19). No en-
tanto, alguns trabalhos apresentam opinides divergentes, su-
blinhando a necessidade de mais estudos para compreender
plenamente os efeitos da AA na satde humana (11,12),

A metodologia de Estudos de Dieta Total (Total Diet Study - TDS)
¢ amplamente utilizada para avaliar a exposicao da populagéo
a substancias quimicas nos alimentos, sejam elas benéficas ou
prejudiciais a saude. Reconhecida pela Organizacdo Mundial
da Saude (OMS), esta metodologia, preconiza a avaliagdo das
amostras tal como consumidas, servindo como uma ferramenta
de salde publica essencial para monitorizar a seguranca de ali-
mentos e proteger a saude da populagao.

_Objetivos

Este trabalho teve como objetivos: i) desenvolver e validar
um método para a determinacdo de acrilamida (AA) em
cereais e derivados utilizando a técnica de cromatografia
liquida de ultra eficiéncia acoplada a um detetor de massas
(UPLC-MS/MS), ii) avaliar os niveis de AA em diferentes
produtos disponiveis no mercado portugués utilizando o
método desenvolvido.

_Materiais e métodos

O teor de AA foi determinado por UPLC-MS/MS com modo de
ionizacao, ESI*. O método de extragdo incluiu o desengordura-
mento com n-hexano, a adicédo de AA-D3 como padrao interno,
extracdo com agua, e limpeza com coluna de extracdo em
fase sélida. O desempenho do método e as figuras de mérito,
foram avaliados recorrendo a ferramentas metrolégicas como
um material de referéncia certificado (MRC) (ERM-BD272 -
Crispbread) e ensaios de comparagao interlaboratorial (ECIs)
(FAPAS) € pela avaliacao de pardmetros como: limite de detegéo
(LD), limite de quantificacdo (LQ), linearidade, repetibilidade,
precisao intermédia, exatidao e incerteza.

O processo de selegao e preparacdo das amostras para o
estudo preliminar de monitorizagdo dos teores de AA foi
realizado de acordo com a metodologia TDS, mas com um
numero inferior de amostras por pool/ de grupo de alimentos.
O plano de amostragem abrangeu a recolha de produtos de
cereais e derivados no mercado, nomeadamente bolacha
Maria (n=6), pao de trigo (n=6), flocos de milho (n=6) e biscoi-
tos infantis (n=6), adquiridos no comércio local, em 2023,
em Lisboa, Portugal. Apos a recolha foram preparadas pools
com as 6 amostras recolhidas de cada natureza, levando a
um total de 4 pools. Estas foram analisadas em triplicado,
em condictes de garantia da qualidade suportadas pelos
requisitos descritos na norma ISO/IEC 17025:2018 (13). A
concentracdo de AA encontra-se expressa, pela média de
trés réplicas + desvio padréao (DP), em pg/kg.

_Resultados e discussdo

Neste trabalho apresentam-se os resultados obtidos nos estu-
dos de validagao do método desenvolvido para determinagao
do teor de AA em cereais e derivados, e que possibilitaram
a sua acreditacdo de acordo com a norma ISO 17025:2018,
assim como os resultados decorrentes da aplicagao do méto-
do a quatro categorias de produtos (bolacha Maria, bolachas
infantis, pdo de trigo e flocos de milho).

A tabela 1 apresenta as figuras de mérito dos diversos
parametros da validacao do método.
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A curva de calibragéo foi estabelecida com base no sinal/
rufdo (S/N) das transicoes quantificadora (m/z 72 > 55) e
qualificadora (m/z 72 > 72 oum/z 72 > 44 oum/z 72 > 27) e
dos racios entre as transicoes qualificadora/quantificadora.
Foram validadas duas gamas de trabalho, ambas apresen-
tam linearidade das respetivas curvas de calibracdo e um
quadrado do coeficiente de correlacao (R? superior a 0,995.
O LD e LQ do método foram calculados pela curva de cali-
bragdo sendo de 0,40 pg/L e 1,22 ug/L, respetivamente. A
exatidao do método foi analisada com recurso a um MRC de
pao estaladico (ERM-BD272 - Crispbread), com um valor de
referéncia de 980 + 90 ug/kg, e a ensaios de recuperagao. O
laboratério obteve um valor médio (n=17) de 954 + 34 ug/kg,
o qual esta dentro do intervalo do MRC. Foram também ana-
lisados varios alimentos de cereais e derivados (n=7) fortifi-
cados com uma solucdo padrdo de AA para determinar as
taxas de recuperacao, que se situaram, entre 92 e 105%. Os
estudos de repetibilidade e precisao intermédia do método

obtiveram resultados satisfatorios, 3,4% e < 13%, respetiva-
mente. O laboratério participou ainda em EClIs, obtendo z-s-
cores dentro dos critérios de aceitacdo (FAPAS Crispbread:
z-score = 0,69; FAPAS Biscuit: z-score = -0,93). A incerteza
expandida do método, considerando um fator de expansao
de 2, foi de 24%, tendo sido calculada com base em dados
analiticos de controlo de qualidade interno.

Os resultados obtidos na validagao do método cumprem 0s
requisitos do Regulamento (UE) 2017/2158 da Comissao Eu-
ropeia (14) e da norma ISO 17025:2018, encontrando-se o
ensaio acreditado desde 2023.

Apos a otimizacao e validagdo do método, foram analisadas
amostras de bolacha Maria, bolachas infantis, pao de trigo e
flocos de milho, as quais foram preparadas na forma de pools.
No grafico 1 estdo apresentados os resultados obtidos para
estas amostras.

Tabela 1: [] Figuras de mérito da validagdo do método para determinagao do teor de acrilamida.

Gama de trabalho

LD (bg/l)  LQ (wg/L) (o)
I 1,26 -12,5
Acrilamida 0,40 1,22 10 - 100 92 -

LD-Limite de detegdo; LQ-Limite de quantificacdo

Recuperagéo

Repetibilidade  Precisao intermédia  Incerteza expandida
(%) (%) (%)

105 3,4 <18 21

Grafico 1: [ Teor de acrilamida (ug/kg) nas matrizes alimentares em estudo.
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A pool de bolacha Maria apresentou um teor médio de AA de
72 + 1 pg/kg. No caso da bolacha Maria, os valores obtidos
de AA estao abaixo dos niveis de referéncia da Unido Euro-
peia (UE) (350 pg/kg) (14). A média da EFSA (201 pg/kg) para
este tipo de produto é superior ao valor encontrado mas esta
dentro dos limites indicativos da UE, sugerindo que 0s niveis
de AA sdo aceitaveis e seguros para o consumo (3).

No pao de trigo observou-se uma concentragao méedia de AA
de 29 + 1 pg/kg. Os valores de AA encontrados estéao abaixo
dos niveis de referéncia estabelecidos pelo regulamento da
UE, sendo também inferiores aos valores reportados pela
EFSA (42 pg/kg) (3:14). Os dados do presente estudo, indi-
cam que o pao de trigo apresenta niveis de AA seguros para
0 consumo humano.

Para os flocos de milho, o teor médio de AA foi de 59,0 + 0,4
ug/kg. Os resultados mostram que os niveis de AA encontra-
dos estéo abaixo dos valores de referéncia da UE (150 pg/kg)
(14). A média reportada pela EFSA para cereais de pequeno-
-almoco (117 ug/kg) mantém-se dentro dos niveis de referén-
cia da UE (8),

As bolachas infantis apresentaram uma concentracao média
de AA de 35 + 2 pg/kg. Os niveis de AA encontrados estédo
abaixo dos limites indicativos da UE (150 pg/kg) e EFSA (111
ug/kg) para alimentos processados a base de cereais para
bebés, indicando que estes produtos sdo seguros para o
consumo infantil face & legislagéo atual (3.14).

Avaliando os valores de AA obtidos nas amostras de cereais e
derivados analisadas, verificou-se que todos os teores estédo
abaixo do nivel de referéncia estabelecido pela legislacao da
UE 2017/2158 (14).

Embora existam algumas diferencas entre as médias reporta-
das pela EFSA e os valores encontrados no presente estudo,
ambos estao abaixo dos niveis de referéncia da UE, sendo um
bom indicativo de seguranga alimentar.

_Conclusao

O método analitico proposto foi validado com sucesso para
determinar o teor de AA em cereais e derivados, cumprindo
0s requisitos estabelecidos tanto no Regulamento (UE)
2017/2158 como na norma ISO 17025:2018, estando acredi-
tado pelo Instituto Portugués de Acreditagao.

Avaliando os valores de AA obtidos nas amostras de cereais
e derivados, verificou-se que todos os teores estdo abaixo
do nivel de referéncia estabelecido pela legislacdo da UE,
regulamento 2017/2158. Como tal, os produtos analisados ao
abrigo da atual legislag@o, sdo seguros para 0 consumo da
populacéo portuguesa. No entanto, considerando a constan-
te evolugao da ciéncia, a alteragao dos produtos disponiveis
no mercado e a alteraga@o nos padroes de consumo, é impor-
tante uma monitorizacdo periddica. Torna-se fundamental
expandir a monitorizacdo dos teores de AA a outros grupos
de alimentos, permitindo no futuro a realizacdo de estudos
rigorosos e fidedignos sobre a exposicdo a este composto
quimico, e possibilitando uma correlacdo mais precisa com
dados epidemioldgicos.
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_Resumo

A “comida de rua”/ street food é uma importante componente do sistema de
distribuicdo de alimentos em muitas cidades. No entanto, alimentos expostos
para venda na rua estdo geralmente associados a condi¢cdes ambientais e
estruturais que favorecem a sua potencial contaminag@o microbioldgica.
Neste estudo, foi avaliada a qualidade microbiolégica de 118 alimentos
prontos para consumo, vendidos na rua, em instalagées méveis e/ou amoviveis
localizadas na area metropolitana de Lisboa.

Foram usados como indicadores de higiene e/ou alteragdo, 0s ensaios
Microrganismos a 30 °C, Bolores, Leveduras, Enterobacteriaceae e Escherichia
coli. Como indicadores de seguranga/higiene alimentar foram utilizados os
ensaios Listeria monocytogenes, Salmonella spp., Staphylococcus coagulase
positiva (SCP), Clostridium perfringens, Bacillus cereus e patotipos de E. coli
implicados em doengas gastrointestinais.

De acordo com os Valores-guia INSA, 2019 a declaracéo de conformidade
da qualidade microbioldgica foi de Satisfatério em 35 amostras (29,7%),
Questionavel em 29 (24,6%) e Nao satisfatorio em 51 (43,2%). Trés amostras
(2,6%) obtiveram declaragdo de conformidade da qualidade microbiolégica
de Néo satisfatorio/potencialmente perigoso, devido a presenga de L.
monocytogenes > 100 unidades formadoras de colénias por grama (ufc/g)
e/ou B. cereus > 10° ufc/g e/ou SCP > 10* ufc/g. Foram detetados genes
de B. cereus que codificam toxinas diarreicas e eméticas nas estirpes
isoladas de duas amostras que continham B. cereus > 10° ufc/g. Nao foi
detetada a presenca de Salmonella spp., Clostridium perfringens e de genes
caracteristicos de patotipos de E. coli habitualmente implicados em doencas
gastrointestinais, em qualquer das amostras analisadas. Verificou-se a
presenga de Staphylococcus coagulase positiva em 26,3% das amostras
analisadas.

Foi observada uma relacéo significativa entre a qualidade microbioldgica
declarada e o Grupo em que os alimentos se incluiam, com o aumento
de classificagbes Questionaveis e Nao satisfatorias no caso dos
Grupos de alimentos que incluiam componentes hortofruticolas crus
(Fisher-Freeman-Halton = 29,01; p < 0,001). Os dados obtidos alertam para
a necessidade de aprofundar os conhecimentos sobre o cumprimento das
Boas Praticas de Higiene, sobre o estabelecimento de pontos criticos de
controlo e sobre o grau de conhecimento destes principios pelos vendedores
ambulantes de alimentos.

_Abstract

Street food sector is an important component of the food distribution
system in many cities. However, foods exposed for sale on the roadside are
generally associated with conditions that favor its potential microbiological
contamination.

In this study, the microbiological quality of 118 ready-to-eat street foods
sold in the metropolitan area of Lisbon, Portugal was evaluated.

Colony count at 30 °C, yeasts, moulds, Enterobacteriaceae and
Escherichia coli were used as spoilage/hygiene indicators. Listeria
monocytogenes, Salmonella spp., coagulase-positive staphylococci
(CPS), Clostridium perfringens, Bacillus cereus and E. coli pathotypes
implicated in gastrointestinal disease were used as food safety/hygiene
indicators.

According to INSA Microbiological guidelines (Valores-guia INSA, 2019),
35 (29.7%) of the samples were classified as satisfactory, 29 (24.6%) as
questionable and 51 (43.2%) as unsatisfactory. Three samples (2.6%)
were unsatisfactory/ potentially dangerous, due to the presence of L.
monocytogenes > 100 cfu/g (colony-forming units per gram) and/or B.
cereus > 10° cfu/g and/or CPS > 10* cfu/g. B. cereus genes encoding
diarrheal and emetic toxins were detected in the strains isolated from two
samples containing > 10° cfu/g. Salmonella spp., Clostridium perfringens
and pathogenic E. coli were not detected in any of the examined samples.
CPS was detected in 26.3% of the samples.

A significant relationship between microbiological quality and food
category groups, with the increase of questionable and unsatisfactory
classifications for those samples including raw components, like fruits
and vegetables, was observed (Fisher-Freeman-Halton = 29.01; p <
0.001). The data obtained highlight the need to deepen knowledge about
compliance with Good Hygiene Practices, the establishment of critical
control points and the level of knowledge of these principles by the street
food vendors.
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_Introdugéo

Segundo a Organizacdo das Nacdes Unidas para a
Alimentagao e a Agricultura (FAO) e a Organizagdo Mundial
da Saude (OMS) “comida de rua”/ street food séao “alimentos
e bebidas preparados e/ou vendidos em ruas, e outros locais
publicos, para consumo imediato, ou consumo posterior sem
processamento ou preparacéo adicional” (1:2).

A street food esta ligada aos estilos de vida urbanos e, por
isso, € normalmente comercializada em areas de passagem
constante ou intermitente de pessoas, como perto de locais
de trabalho, escolas, paragens de transportes publicos e
em eventos festivos esporadicos de curta duracao, como
jogos de futebol, concertos, feiras e festivais de verdo ou
de Natal (3). Embora os consumidores estejam cientes das
limitacdes associadas as condi¢des estruturais e de higiene
das instalacdes em que a “comida de rua” é preparada (4-6),
por vezes, escolhem estes alimentos devido ao seu facil
acesso, preco mais baixo, sabor caracteristico, variedade e
servico rapido, entre outros (4-6),

Na Unido Europeia (UE) os estabelecimentos de street food
devem cumprir 0s requisitos estipulados pelo Regulamento
(CE) N.° 852/2004, relativo a higiene dos géneros alimenticios.
Neste regulamento, ha uma disposicdo especial (Anexo I, Cap.
ll) que estabelece os requisitos aplicaveis, entre outras, as
instalacdes amoviveis e/ou temporérias (7). Neste contexto, os
vendedores ambulantes de alimentos devem seguir regras de
higiene rigorosas para evitar contaminacdes e a deterioracao
dos alimentos por microrganismos, de forma a garantir a
seguranca dos produtos comercializados. De realcar que, na
Europa, de acordo com os dados reportados a Autoridade
Europeia para a Seguranca dos Alimentos (EFSA) (8) entre
2019 e 2023, foram associados a locais de exposi¢gao como
“‘restaurantes, pubs, vendedores ambulantes, take-away,
etc.”, 721 surtos com forte evidéncia da sua origem alimentar,
que originaram 10871 casos de doenga. Salmonella spp,
Staphylococcus aureus e Clostridium perfringens foram alguns
dos agentes causais mais comuns detetados em surtos
associados a estes locais de exposigéo (8,

Até ao momento, a maior parte dos estudos sobre a
qualidade microbiolégica de “comida de rua” foi realizada fora
da Europa, principalmente em paises em desenvolvimento
(9-14) No entanto, com o crescente interesse nos paises
europeus por este tipo de alimentos, e de forma a
melhor compreender os sistemas de seguranga alimentar
implementados, serd crucial estabelecer programas de
vigilancia que monitorizem a qualidade microbioldgica da
street food disponibilizada em Portugal.

_Objetivo

Monitorizar a qualidade microbiol6gica de “comida de rua”/
street food, pronta para consumo, comercializada na area
metropolitana de Lisboa, Portugal.

_Material e métodos

Amostragem

Foram colhidas cento e dezoito (118) amostras Unicas de
alimentos street food, prontos para consumo, por amostra-
gem de conveniéncia, em 39 pontos de venda de sete areas
do distrito de Lisboa, entre marco de 2019 e dezembro de
2022.

Classificacdo das amostras

As amostras foram classificadas em Grupos, de acordo
com os Valores-guia INSA, 2019 (15), com base no tipo de
preparagdo: com/sem tratamento térmico, manipulagdo
apos tratamento térmico, presenca de componentes crus
ou de componentes com flora prépria (tabela 1).
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Tabela 1:

N° de amostras

Classificagdo das amostras (n=118) em Grupos de alimentos prontos para consumo.

Exemplos

Salgadinhos ou aperitivos que geralmente sdo servidos frios (ex:
pastéis de bacalhau, risséis, chamucas), produtos de pastelaria
(ex.: croissants, donuts) e sanduiches (ex.: cachorros-quentes e
hamburgueres)

Sandufches contendo vegetais frescos (ex.: cachorros-quentes
ou hamburgueres contendo alface, tomate e cenoura crua)

e saladas mistas consistindo na combinagéo de alimentos
cozinhados e produtos horticolas crus

Grupo Tipo de alimentos
P (Total=118) P

1 52 Alimentos que sofreram tratamento térmico
Alimentos compostos por alimentos totalmente
cozinhados/pasteurizados, adicionados de

2 51 componentes crus
Alimentos prontos a consumir contendo peixe cru Sushi
Frutos e produtos horticolas crus, podendo incluir

3 15 pequenos apontamentos de alimentos totalmente

cozinhados

Anélises microbioldgicas

Em todas as amostras foram efetuados os seguintes
ensaios de quantificacao: Microrganismos a 30°C, Bolores,
Leveduras, Enterobacteriaceae, Escherichia coli, Bacillus
cereus, Listeria

Staphylococcus  coagulase

monocytogenes e Clostridium perfringens. As amostras

positiva,

foram ainda ensaiadas para a presenca de Salmonella spp. e
Listeria monocytogenes em 25 gramas de alimento. Sempre
gue se obteve uma contagem de E. coli, em 25 gramas,
foi efetuada a pesquisa de marcadores de viruléncia de
E. coli patogénica intestinal. Foram utilizados os métodos
automatizados TEMPQ® (bioMérieux), para as contagens e
VIDAS® (bioMérieux) para as pesquisas, como método de
screening de Listeria monocytogenes e de Salmonella spp.,
com confirmacdo de resultados positivos pelos métodos
de referéncia ISO 11290-1 e ISO 6579-1, respetivamente. A
tipagem e identificagdo de genes especificos associados a
viruléncia das estirpes patogénicas isoladas foi efetuada por
Polymerase Chain Reaction (PCR) e/ou por sequenciagao
total do genoma (WGS). A contagem de L. monocytogenes,
C. perfringens e fungos (bolores e leveduras) foi efetuada,
respetivamente, pela ISO 11290-2, ISO 7937 e ISO 21527.

Frutas, saladas de hortofruticolas, sumos de fruta e de vegetais

Interpretacdo dos resultados microbiolégicos e analise
estatistica

A interpretacao dos resultados microbioldgicos foi efetuada
de acordo com os Valores-guia INSA, 2019 (15),

Para determinar se havia uma relagdo significativa
entre a qualidade microbiolégica e o Grupo dos
alimentos analisados foi realizado o teste exato de
Fisher-Freeman-Halton, (99,9% de confianca). Para tal foi
utilizado o software IBM SPSS Statistics 27.0.1.

_Resultados

Os resultados foram analisados tendo por base o0s
Valores-guia INSA, 2019 de forma a estabelecer a declaragéo
de conformidade da qualidade microbiol6gica das amostras
ensaiadas, estando os dados obtidos apresentados na
tabela 2. Das 118 amostras, a declaracdo de conformidade
da qualidade microbioldgica foi de Satisfatério em 35 (29,7%),
Questionavel em 29 (24,6%), Nao satisfatorio em 51 (43,2%)
e Nao satisfatorio/potencialmente perigoso em 3 (2,6%).
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Tabela 2: [ Nivel da qualidade microbiolégica, por parametro, por Grupo e global, de acordo com os Valores-guia INSA, 2019 (15)

Parametros microbiolégicos Ni\:filc(::b?;lzlé?j:e %12?:512 'I%rtljapl):521 'It'aortlgl);:é Total (n=118) (%)
Satisfatério 34 21 8 63 (53,4)
Microrganismos a 30 °C Questionavel 5 12 6 23 (17,8)
Nao satisfatorio 13 18 1 32 (27,1)
Satisfatério 40 15 5 60 (50,9)
Enterobacteriaceae Questionavel 4 13 4 21 (17,8)
Nao satisfatorio 8 23 6 37 (31,4)
Satisfatorio 48 40 13 101 (85,6)
Escherichia coli Questionavel - 8 1 9 (7,6)
Nao satisfatorio 4 3 1 8 (6,8)
Satisfatério 52 45 7 104 (88,1)
Bolores Questionavel 0 1 3 4 (3,4)
N&o satisfatorio 0 5 5 10 (8,5)
Satisfatorio 45 40 11 96 (81,4)
Leveduras Questionavel 6 5 4 15 (12,7)
N&o satisfatorio 1 6 0 7(5,9)
Satisfatério 52 51 15 118 (100)
SZ?:;ZZLU"’Z Nao satisfatorio 0 0 0 0 (0)
N&o satisf./ pot. perigoso 0 0 0 0 (0)
Satisfatorio 48 47 15 110 (93,2)
Bacillus cereus N&o satisfatorio 2 4 0 6 (5,1)
N&o satisf./ pot. perigoso 2 0 0 2 (1,7)
Satisfatério 40 40 7 87 (73,7)
Staphylococcus Questionavel 7 11 7 25 (21,2)
coagulase positiva Nao satisfatorio 4 0 1 5 (4,3)
Nao satisf./ pot. perigoso 1 0 0 1(0,8)
Satisfatorio 50 51 15 116 (98,4)
L. monocytogenes N&o satisfatorio 1 0 0 1(0,8)
Nao satisf./ pot. perigoso 1 0 0 1(0,8)
Satisfatorio 52 51 15 118 (100)
Salmonella spp. N&o satisf./ pot. perigoso 0 0 0 (0)
Satisfatorio 28 7 0 35 (29,7)
Total Questionavel 10 13 6 29 (24,6)
Nao satisfatorio 11 31 9 51 (43,2)
N&o satisf./ pot. perigoso 3 0 0 3(2,6)
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A declaracao de conformidade da qualidade microbioldgica
Nao satisfatério/potencialmente perigoso atribuida a trés
amostras (todas do Grupo 1) foi devida a presenga de L.
monocytogenes superior a 100 ufc/g - uma amostra; B. cereus
(> 10° ufc/g) e Staphylococcus coagulase positiva (> 10
ufc/g) - uma amostra; e B. cereus superior a 10° ufc/g - uma
amostra. Foi também detetada em uma amostra do Grupo
1 a presenca de L. monocytogenes num nivel < 100 ufc/g.
As estirpes de L. monocytogenes isoladas pertenciam aos
sequence types ST87 e ST121. Nao se detetou a presenca de
Salmonella spp., Clostridium perfringens e E. coli patogénicas
em qualquer das amostras analisadas. Foram detetados
genes codificadores de toxinas diarreicas e eméticas nas
estirpes de B. cereus isoladas das duas amostras com
declaragao de conformidade da qualidade microbioldgica Nao
satisfatério/potencialmente perigoso (> 10° ufc/g).

A declaracao de conformidade da qualidade microbioldgica
de Nao satisfatorio para 51 amostras ocorreu devido a
resultados superiores ao Valor Maximo Admissivel (VMA) em
varios parametros microbiologicos, sendo o mais frequente
as Enterobacteriaceae (37/51; 72,5%). Niveis acima do VMA

para E. coli também foram encontrados em 8 amostras.

Ao analisar os resultados obtidos, considerando também
a classificacdo das amostras em Grupos, foi possivel
encontrar uma associagdo significativa entre a qualidade
microbioldgica e o Grupo do alimento pronto para consumo
(Fisher-Freeman-Halton = 29,01; p < 0,001). Observa-se uma
clara diminuicdo na proporcdo de amostras satisfatérias
e um consequente aumento na propor¢cdo de amostras
questionaveis e nao satisfatorias, a medida que passamos
das amostras do Grupo 1 para as do Grupo 3.

_Discusséo

Apesar de na Europa existirem poucos estudos que avaliem
as condicOes e praticas de higiene, bem como a qualidade
microbiolégica da “comida de rua” disponivel para venda
em estabelecimentos amoviveis e/ou temporarios (16), a
informagao publicada evidencia a existéncia de algumas
lacunas na implementacdo das Boas Praticas de Higiene
(BPH) (17-20),

Analogamente os resultados obtidos no presente estudo
apontam para um incumprimento de algumas das BPH
neste tipo de estabelecimentos. A detecdo de E. coli
e Staphylococcus coagulase positiva (indicadores de
seguranca/higiene) acima do Valor Maximo de Referéncia
(VMR) em 14,4% (17/118) e 26,2% (31/118) das amostras,
respetivamente, reflete a importancia de incentivar os
operadores destas empresas a rever e/ou a implementar
BPH, estabelecer pontos criticos de controlo, revalidar a
formacao dos manipuladores de alimentos e promover o
autocontrolo nos seus estabelecimentos.

A associacdo significativa entre o nivel da qualidade
microbiolégica e o Grupo de alimentos prontos para
consumo, com uma diminuicdo na proporgao de
amostras satisfatérias a medida que passamos do
Grupo 1 para o 3, pode estar relacionada com o tipo de
componentes incluidos. Uma lavagem inadequada de
componentes hortofruticolas servidos crus, a utilizagao de
tempos/temperaturas de armazenamento inadequados e um
ineficiente controlo do tempo de utilizacao destes produtos
podem explicar estes resultados. Contrariando a tendéncia
revelada pelo teste exato de Fisher-Freeman-Halton,
neste estudo, a declaracdo de conformidade da qualidade
microbiolégica N&o satisfatério/potencialmente perigoso
foi atribuida apenas a amostras do Grupo 1. No entanto,
é importante notar que essas 3 amostras eram todas do
mesmo tipo de alimento - Coxinhas de frango que, embora
totalmente cozinhado, ¢ um alimento pronto para consumo
que requer muita manipulacao durante a preparagao. Além
disso, apesar de ser frito antes de servir, por ser uma
preparacao em panado, com alguma espessura, deve ter-se
em atengd@o que no seu interior devera ser atingida uma
temperatura suficiente para a eliminacdo de microrganismos
que possam estar presentes. O tempo e a temperatura de
conservacao antes e apoés fritura, bem como a protecdo
contra contaminantes ambientais, antes de ser dispensado
ao consumidor, sdao também fatores importantes para

garantir a seguranca deste tipo de preparagoes.
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As sequence types identificadas para as estirpes de
L. monocytogenes encontradas ja foram relatadas, na
Europa, em isolados clinicos humanos (21). A integracéo
de ambos os isolados de L. monocytogenes na colecdo do
Instituto Nacional de Saude Doutor Ricardo Jorge permitiu
verificar que o isolado ST121 integrou um grande grupo
de estirpes isoladas de alimentos (com estirpes desde
2009), confirmando o elevado grau de disseminacao e
persisténcia desta bactéria.

_Concluséao

Apesar da existéncia de regulamentacao europeia que es-
tabelece os requisitos aplicaveis as instalac6es amoviveis
e/ou temporarias (7), a declaracdo de conformidade da
qualidade microbioldgica nas amostras, unicas, de conve-
niéncia, analisadas neste estudo, evidencia a necessidade
de o0s operadores de empresas alimentares de street
food melhorarem os sistemas de seguranca alimentar
implementados.

Devem ser incentivados programas de vigilancia que
visem motivar e consciencializar este grupo especifico de
operadores sobre a importancia do cumprimento das Boas
Praticas de Higiene e de Fabrico, do estabelecimento
de pontos criticos de controlo, da revalidacdo frequente
da formacao dos manipuladores e da implementagédo de
programas de autocontrolo, como determinantes para a
seguranca e qualidade dos alimentos prontos para consu-
mo disponibilizados por este setor alimentar.

Este artigo corresponde a uma versao reduzida, em portugués, do
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_Avaliacao da exposicao ao mercurio no primeiro estudo da dieta total harmonizado em

Portugal

Assessment of mercury exposure in the first harmonized total diet study in Portugal
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Departamento de Alimentacdo e Nutricdo, Instituto Nacional de Saude Doutor Ricardo Jorge, Lisboa, Portugal

_Resumo

O objetivo deste estudo foi estimar a exposi¢ao da populagao portuguesa ao
metilmercdrio e mercurio inorganico, usando uma metodologia harmonizada
de Estudos de Dieta Total (TDS), e avaliar o risco de exceder a Dose Semanall
Admissivel (DSA) (1,3 e 4 pg/kg de peso corporal/ semana, respetivamente).
Amostras de alimentos representativas do padrdo alimentar da populagao
foram preparadas de acordo com os habitos de consumo e analisadas para
determinar o teor de mercurio total. O metilmercurio e o mercurio inorganico
foram estimados a partir do mercurio total, utilizando a abordagem conserva-
dora da Autoridade Europeia para a Seguranga dos Alimentos (EFSA) e a ex-
posicao aos mesmos foi estimada usando o Monte Carlo Risk Assessment
(MCRA).

A exposicao dos adultos e idosos dos 18 aos 74 anos, expressa em ug/kg peso
corporal/semana, ao metilmercurio foi de 1,25 (média), 0,01 (mediana) e 5,45
(P95), enquanto ao mercurio inorganico foi de 0,37 (média), 0,15 (mediana) e
1,27 (P95). Dos individuos, 27,6% excederam a DSA, para o metilmercurio, e
3,5% para o mercurio inorganico. Entre as mulheres em idade fértil (18-45 anos),
a exposicdo média ao metilmercurio foi de 1,13 pg/kg peso corporal/semana,
com 25% excedendo a DSA. O bacalhau seco e a pescada foram os principais
contribuintes para a ingestao de mercurio.

_Abstract

The aim of this study was to estimate the exposure of the Portuguese
population to methylmercury and inorganic mercury using a harmonized
Total Diet Study (TDS) methodology and to assess the risk of exceeding
the Tolerable Weekly Intake (TWI) (1.3 and 4 ug/kg body weight/week,
respectively). Food samples representative of the population’s diet were
prepared as consumed and analysed for total mercury. The European
Food Safety Authority’s (EFSA) conservative approach to estimating
methylmercury and inorganic mercury was applied, and exposure was
assessed using the Monte Carlo Risk Assessment (MCRA) software.

The mean, median, and P95 exposure of adults and elderly from 18 to
74 years old to methylmercury was 1.25, 0.01, and 5.45 ug/kg body
weight/week, respectively, while exposure to inorganic mercury was 0.37,
0.15, and 1.27 ug/kg body weight/week. TWI was exceeded by 27.6% of
the individuals for methylmercury and by 3.5% for inorganic mercury.
Women of childbearing age (18-45 years) showed a mean exposure to
methylmercury of 1.13 ug/kg body weight/week, with 25% exceeding the
TWI. Cod and hake were the main contributors to mercury intake.

_Introdugéo

O merclrio, um metal naturalmente presente na crosta
terrestre, ocorre em diversas formas quimicas, sendo o metil-
mercUrio a mais preocupante devido a sua bioacumulagao nos
organismos aquaticos e na cadeia alimentar (1:2). A exposico
humana ao mercurio ocorre por diversas vias, incluindo a
inalagdo, ingestédo de alimentos e contato dérmico, sendo
0 consumo de peixe e marisco uma das principais fontes. A ex-
posicao crénica ao metilmercurio pode causar efeitos adversos
na saude, especialmente défice no neurodesenvolvimento em
criangas e problemas neurolégicos, cardiovasculares e renais
em adultos (3.

Para proteger a saude humana da exposicdo a substéancias
quimicas, entidades internacionais como o Comité conjunto
da Organizacao das Nagdes Unidas para a Alimentacéo e a
Agricultura e da Organizagao Mundial da Saude (FAO/OMS)
de Peritos em Aditivos Alimentares (JECFA) e a Autoridade
Europeia para a Seguranga dos Alimentos (EFSA) estabele-
ceram valores de referéncia para a saude, como a Dose
Semanal Admissivel (DSA) para o metilmercudrio e mercurio
inorganico (3:4),

O consumo de pescado pela populacdo portuguesa €
elevado (59,41 kg per capita em 2021 (5)), resultando poten-
cialmente numa exposicéo excessiva ao mercurio cujo risco
¢ importante avaliar. Os estudos de dieta total (TDS) sao
uma ferramenta de salde publica, pois permitem estimar, de
modo robusto, a exposicdo da populagdo a contaminantes
e nutrientes, uma vez que representam a alimentacdo da
populacdo de uma forma global e analisam os alimentos tal
como sao consumidos, refletindo as préaticas de preparacao
culinéria habituais. S&o, portanto, instrumentos essenciais
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para desenvolver estratégias eficazes de gestao e reducao da
exposigao. A utilizagdo de metodologias harmonizadas para
a avaliagao da exposicao alimentar, permite a analise de ten-
déncias temporais, facilita a comparabilidade entre paises e
fornece evidéncia cientifica para a adogao de medidas efica-
zes de gestao do risco (6:7).

_Objetivos

O presente estudo teve como principal objetivo avaliar a ex-
posicao crénica da populacao portuguesa ao metilmercurio
e mercurio inorganico, utilizando uma metodologia harmoni-
zada de Estudos de Dieta Total (TDS), e estimar o risco de ul-
trapassar os valores de referéncia admissiveis estabelecidos
para protecao da saude.

_Material e métodos

O planeamento, a aquisicao e a preparagao das amostras de
alimentos utilizadas no presente estudo, foram realizados pelo
Departamento de Alimentagao e Nutric&o do Instituto Nacional
de Saude Doutor Ricardo Jorge, tal como descrito detalhada-
mente por Vasco (&), de acordo com a metodologia harmoniza-
da desenvolvida no projeto TDS-Exposure (7:9).

Dados de consumo alimentar e amostragem de alimentos

Com base no inquérito de consumo alimentar “Alimentacdo
e estilos de vida da populacdo portuguesa” (19), foi elabora-
da uma lista de 1072 alimentos representativos da dieta da
populacdo portuguesa (18-93 anos, n=3529), classificando-
-0s em 20 grupos segundo o sistema de classificacdo e des-
cricio de alimentos FoodEx2 (11). Para os adultos e idosos
dos 18 aos 74 anos (n=3272), foi criada uma lista TDS com
528 alimentos, cobrindo 95% da dieta. A selecao dos alimen-
tos baseou-se em dois critérios: i) todos os que contribuiam
para 90% do consumo alimentar, ii) e aqueles que, ndo es-
tando cobertos pelo critério anterior, eram relevantes como
possiveis fontes de exposicao a substancias de interesse (8),
Os alimentos foram agrupados, resultando em 164 amostras
TDS, cada uma composta por 12 subamostras. Para consi-
derar variagcOes sazonais e regionais, foram analisadas 227

amostras TDS (2724 subamostras). A recolha dos alimentos
decorreu entre abril de 2014 e margo de 2016, em diferentes
estabelecimentos comerciais da Grande Lisboa. Os alimen-
tos foram preparados como consumidos pela populacéo, se-
guindo os habitos culinarios mais comuns. As partes ediveis
foram homogeneizadas, agrupadas nas respetivas amostras
TDS, aliquotadas e armazenadas a -20°C até a andlise (8).

Determinacdo analitica de mercurio

A determinacéo da ocorréncia de mercurio total nas amostras
TDS foi realizada por um método acreditado ISO/IEC 17025,
utilizando um analisador direto de mercurio DMA-80 (Milesto-
ne Inc., EUA), baseado na decomposigcao térmica, améalgama
e detecdo espectrométrica atémica (254 nm). Os resultados
foram expressos em pg/kg. Os limites de detecao (LOD) e
quantificacdo (LOQ) do método variaram entre 0,07-4,6 ug/kg
e 0,2-13,8 ug/kg, respetivamente. A precisdo da medicao,
expressa em coeficiente de variagdo de repetibilidade e de
precisao intermedia, foi igual ou inferior a 0,70% e 1,16%, res-
petivamente. A avaliagdo do desempenho laboratorial incluiu
a participacdo em testes de proficiéncia (Fapas®, Reino Unido)
e a analise de material de referéncia certificado (NIST 1566b,
tecido de ostra), apresentando z-scores entre -2,9 ¢ 1,2, Ain-
certeza relativa dos resultados foi de 5%.

Ocorréncia, avaliacdo da exposicdo e caracterizagcdo do
risco

Para os resultados da ocorréncia os valores obtidos na deter-
minagao analitica abaixo do limite de detecao (LOD) e/ou limite
de quantificacédo (LOQ) foram tratados pelo método de substi-
tuicdo Upper Bound (UB) e Lower Bound (LB) (12:13). No UB,
aos valores nao detetados foi atribuido o valor do LOD e aos
valores entre LOD e LOQ o valor de LOQ. No LB, valores nao
detetados foram considerados zero e aos valores entre LOD e
LOQ foi atribuido o valor de LOD.

Para estimar os niveis de metilmercurio a partir dos valores
de mercurio total, seguiu-se a abordagem conservadora da
EFSA, assumindo 100% de metilmercurio no peixe e 80% nos
mariscos. O mercurio inorgénico foi estimado como 20% do
mercUrio total no peixe e 50% nos mariscos. Nos restantes ali-
mentos, o mercUrio total foi considerado 100% inorganico (3).
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A avaliacdao da exposicéo ao metilmercurio e mercurio inor-
ganico foi realizada por uma abordagem semiprobabilistica,
combinando os dados de ocorréncia (UB e LB) com os con-
sumos alimentares de cada individuo, registados no inquérito
alimentar. A combinacdo dos dados de ocorréncia com 0s de
consumo foi realizada por meio da codificacao utilizando o
sistema FoodEx2, e a exposicao foi calculada com o softwa-
re Monte Carlo Risk Assessment (MCRA), utilizando o0 modelo
“Observed Individual Mean” (OIM) (14). A exposicao foi esti-
mada para os alimentos "como medidos" (amostras TDS) e
"como consumidos" (subamostras TDS), sendo expressa em
média, mediana (P50) e percentil 95 (P95), representando a
populacédo com exposicdo média e muito alta. A exposicao
foi calculada, para os adultos e idosos dos 18 aos 74 anos
(n=3272) e segmentada por sexo. A exposicao para mulheres
em idade fértil (18-45 anos, n=905) foi também avaliada.

Para a caracterizagao do risco, 0s valores estimados de expo-
sicao ao metilmercurio e mercurio inorganico foram compara-
dos com os valores da DSA de 1,3 e 4 ug/kg de peso corporal
(pc), respetivamente, estabelecidos pela EFSA (3). Foi também
estimada a percentagem de individuos que excederam a DSA,
assim como, a contribuicdo de cada alimento para a exposi-
cao total, destacando-se os principais contribuintes.

_Resultados e discussdo
Mercurio

Os niveis de ocorréncia de mercurio total abaixo do LOD e
LOQ representaram 77% das amostras analisadas, no entan-
to, todas as amostras TDS compostas por peixe e/ou marisco
apresentaram valores de ocorréncia acima do LOQ. O grupo
alimentar "peixe, marisco, anfibios, répteis e invertebrados"
teve 0 maior valor médio de ocorréncia de mercurio total (0,136
mg/kg), incluindo a amostra com o maior valor (0,574 mg/kg,
peixe-espada). Outros grupos alimentares apresentaram valo-
res médios iguais ou abaixo de 0,0195 mg/kg.

Metilmercurio

Somente as estimativas UB do metilmercurio sao apresenta-
das, pois ndo houve diferengas significativas entre os valores
de UB e LB. O grafico 1 apresenta a estimativa de exposicao
ao metilmercurio dos adultos e idosos dos 18 aos 74 anos. A
média semanal de exposicao foi de 1,25 ug/kg pc/semana,
com a mediana (P50) proxima de zero (0,01 ug/kg pc/sema-
na) e 0 P95 estimado em 5,45 pg/kg pc/semana. A exposicao
média ao metilmercurio atingiu 96% da DSA, e o percentil 95
o valor de 419%. A proporcao de individuos que excederam
a DSA foi de 27,6%. Os grupos alimentares "peixe, mariscos,

Gréfico 1: [ Exposicédo estimada dos adultos e idosos dos 18 aos 74 anos ao metilmercrio.
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anfibios, répteis e invertebrados" e "pratos compostos" foram
0s Unicos responsaveis pela exposicao ao metilmercurio. Os
principais alimentos contribuintes para a exposi¢cdo ao metil-
mercurio foram o bacalhau seco (18,3%) e pescada (14,3%).

Quando considerados apenas os consumidores (1659 indi-
viduos), a exposicao ao metilmercurio foi estimada em 2,46
ug/kg pc/semana (média) e 1,57 pg/kg pc/semana (P50),
correspondendo a 189% e 121% do DSA, respetivamente.

O metilmercurio esta associado a efeitos adversos no desen-
volvimento neurolégico em fetos e criancas, por isso a expo-
sicao foi estimada para 905 mulheres portuguesas em idade
fértil (18 a 45 anos). A exposigao semanal média estimada foi
de 1,13 pg/kg pc/semana, correspondendo a 86,9% do DSA
(1,3 ug/kg pc/semana), enquanto a mediana (P50) foi 0 pg/kg
pc/semana. No percentil 95, a exposicao foi de 5,56 pg/kg
pc/semana, aproximadamente quatro vezes a DSA, com 25%
das mulheres excedendo esse limite. Para as consumidoras
de peixe e marisco (409 individuos), a exposicdo média foi
de 2,50 pg/kg pc/semana (192% a DSA), o dobro do valor es-
timado para todas as mulheres em idade fértil. Os principais
contribuintes para a exposicdo foram a pescada (20,2%), o
bacalhau seco (14,5%) e o atum em conserva (12,8%).

Mercdrio inorgénico

O grafico 2 apresenta a estimativa de exposicao ao mercu-
rio inorganico para os adultos e idosos dos 18 aos 74 anos
em Portugal.

A exposicao média foi de 0,30 pg/kg pc/semana (LB) e 0,37
ug/kg pc/semana (UB), com a mediana de 0,03 e 0,15 pg/kg
pc/semana, LB e UB, respetivamente. No percentil 95, a expo-
sicao semanal foi de 1,26 pg/kg pc/semana (LB) e 1,27 pg/kg
pc/semana (UB). Apenas 3,4% (LB) e 3,5% (UB) dos individuos
excederam a DSA.

Os grupos alimentares ‘peixes, mariscos, anfibios, répteis e
invertebrados’ e ‘pratos compostos’ foram responsaveis por
79% a 85% da exposi¢cdo ao mercurio inorganico.

Os principais alimentos que contribuiram para a exposicao
foram o bacalhau seco (11,6% a 16,8%) e a pescada (9,3% a
9,9%).

Gréfico 2: [ Exposicéo estimada dos adultos e idosos dos 18 aos 74 anos ao mercdrio inorgénico.
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_Conclusoes

A exposicdo média estimada dos adultos e idosos dos 18 aos
74 anos ao metilmercurio e mercdrio inorganico nao excedeu a
Dose Semanal Admissivel (DSA). No entanto, 27,6% dos indivi-

duos ultrapassaram a DSA para metiimercurio e 3,5% para mer-

curio inorgéanico, indicando risco potencial de efeitos adversos.

A distribuicao da exposi¢cdo ao metilmercurio é assimétrica,
afetando apenas cerca de metade dos individuos correspon-
dendo aos consumidores de peixe e marisco para 0s quais a
exposicao média excede em 189% a DSA e em 192% a DSA,
no caso particular das consumidoras em idade fértil. Este
Gltimo resultado ¢ particularmente preocupante, pois a expo-
sicdo ao metilmercurio pode prejudicar o desenvolvimento
neuroldgico fetal. Por outro lado, para as ndo consumidoras
de pescado ha preocupagao com a baixa ingestao de acidos
gordos dmega-3 que tém o pescado como principal fonte e
que sao essenciais para a saude cardiovascular e para o neu-
rodesenvolvimento infantil, sendo de privilegiar o consumo de
diferentes espécies, com elevados teores de émega-3 e com
menores teores de mercurio.

Estudos futuros devem avaliar a exposi¢ao ao metilmercurio
em grupos vulneraveis (gravidas, lactantes e criancas até 10
anos), considerando as recomendacdes portuguesas para o
consumo de peixe e marisco (19).

Este artigo corresponde a uma versao reduzida, em portugués,
do artigo original: Vasco E, Dias MG, Oliveira L. Mercury Exposure
Assessment from the First Harmonised Total Diet Study in
Portugal. Expo Health. 2025;17:119-152. Epub 2024 Aug 15.
https://doi.org/10.1007/s12403-024-00649-1
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_Resumo

A Hipercolesterolemia Familiar (FH) é uma condic@o autossémica semidomi-
nante causada por variantes patogénicas ou provavelmente patogénicas nos
genes LDLR, APOB e PCSK9. A FH pode apresentar-se na forma monoaléli-
ca (FH heterozigética) ou bialélica (FH homozigética). A forma homozigética é
mais rara e com fenétipo mais grave. Individuos com FH homozigética geral-
mente apresentam hipercolesterolemia severa (LDL>400mg/dL), xantomas e
doenga cardiovascular aterosclerotica (DCVA) prematura em idade jovem.
Até 2023, foram referenciados ao Estudo Portugués de Hipercolesterolemia
Familiar 1291 casos-index. Neste estudo foram analisados os casos com FH
homozigotica.

Foram identificados 15 casos com FH homozigética: 5 com a mesma varian-
te bialélica no LDLR, 7 com variantes bialélicas diferentes no LDLR, 1 com va-
riantes bialélicas diferentes no PCSK9, e 2 com variantes nos genes LDLR e
APOB. A maioria dos individuos eram adultos (73%) e do sexo feminino (87%),
13% apresentando xantomas tendinosos e 36% com DCVA. Variantes de alelo
nulo estéo associadas a um fen6tipo mais grave e a uma menor resposta ao
tratamento, sendo necessaria terapéutica independente da atividade do rece-
tor de LDL.

O diagnoéstico genético permite identificar com precisao as variantes e 0s tipos
de alelos, e implementar uma abordagem terapéutica mais personalizada nes-
tes individuos.

_Abstract

Familial Hypercholesterolemia (FH) is an autosomal semidominant condition
caused by pathogenic or likely pathogenic variants in the LDLR, APOB,
and PCSK9 genes. FH can manifest in a monoallelic form (heterozygous
FH) or a biallelic form (homozygous FH). The homozygous form, which is

rarer and has a more severe phenotype, with severe hypercholesterolemia

(LDL>400mg/dL), xanthomas, and premature atherosclerotic cardiovascu-

lar disease (ASCVD) at a young age.

This study aims to analyse cases of homozygous FH. Until 2023, 1291 index
cases were referred to the Portuguese Familial Hypercholesterolemia Study.
Among these, 15 cases were identified with homozygous FH: 5 with the

same biallelic variant in LDLR, 7 with different biallelic variants in LDLR, 1

with different biallelic variants in PCSK9, and 2 with variants in both LDLR

and APOB. Most individuals are adults (73%) and females (87%), with 13%

presenting tendon xanthomas and 36% with ASCVD. Null allele variants

were associated with a more severe phenotype and less responsive to

treatments, requiring therapies with a mechanism of action independent

of LDL receptor activity.

Genetic diagnosis enables precise identification of variants and allele

types, allowing personalized therapeutic approaches for these individuals.

_Introdugéo

A Hipercolesterolemia Familiar (FH) é uma condicéao genética
do metabolismo lipidico, caracterizada clinicamente por niveis
elevados de colesterol das lipoproteinas de baixa densidade
(C-LDL), levando a um risco aumentado de doenca cardiovas-
cular aterosclerética (DCVA), e a uma maior morbilidade e
mortalidade (1:2),
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A FH é uma condicao autossémica semidominante que se
manifesta de forma monoalélica, designada por FH heterozi-
gotica, ou bialélica, denominada FH homozigotica, consoante
a presenca de um ou dois alelos com variantes patogénicas
ou provavelmente patogénicas (3-6). As variantes ocorrem em
trés genes primarios, estando presentes em maior frequén-
cia no gene LDLR (>90%), e em menor frequéncia nos genes
APOB (5-10%) € PCSK9 (<1%) (1.7:8),

O padrao de hereditariedade da FH é considerado semidomi-
nante, uma vez que ambos os alelos afetados contribuem para
o fenétipo, aumentando de forma aditiva o nivel de C-LDL. O
fenotipo observado em individuos homozigéticos € manifes-
tamente mais grave do que nos individuos heterozigéticos,
incluindo valores extremamente elevados de C-LDL (> 400
mg/dL néo tratados), xantomas tendinosos ou cutaneos e pre-
senca de DCVA prematura em idade jovem (2:9),

As variantes identificadas nos individuos com FH podem ser
classificadas em dois tipos, com base na atividade do recetor
de LDL: alelo nulo ou alelo defeituoso. As variantes de alelo
nulo correspondem a uma perda total de funcédo (<10% de ati-
vidade), enquanto as variantes de alelo defeituoso implicam
uma perda parcial de funcéo (10-70% de atividade) (3.10). A
determinacdo da atividade do recetor é realizada através de
ensaios funcionais especificos que avaliam o ciclo do recetor
das LDL, na forma da sua expressao, e ligagao e internaliza-
cao das particulas de LDL (5.11),

A FH homozigoética pode apresentar-se em trés combinacoes
possiveis de alelos; defeituoso/defeituoso, defeituoso/nulo ou
nulo/nulo. Os tipos de variantes estao associados a diferentes
graus de hipercolesterolemia, com as variantes de alelo nulo
a resultarem em fendtipos mais graves, enquanto as variantes
de alelo defeituoso estdo geralmente associadas a um fendti-
po mais moderado, sendo por esta razao essencial a identifi-
cacdo dos alelos nos individuos com FH homozigética (6:12).

Ao contrério da forma heterozigotica, que € muito comum (1
em 300), a forma homozigbtica € mais rara (1 em 400.000)
(13,14) A'identificacao destes individuos nos primeiros anos
de vida é muito importante, pois permite a implementacao
de medidas terapéuticas desde cedo, de modo a travar a

progressdo da aterosclerose e reduzindo, assim, 0 risco
de doenca cardiovascular aterosclerética (3:6.15.16) A espe-
ranca e qualidade de vida de pessoas com FH homozigdtica
melhorou significativamente nos Gltimos 30 anos (9), devido
ao desenvolvimento de diversos farmacos que atuam na via
do recetor das LDL (estatinas, inibidores de absorcéo intes-
tinal e inibidores de PCSK9 (iPCSK9)) que, em conjunto, per-
mitem uma reducédo de C-LDL de cerca de 60% (3:17). Mais
recentemente, foram aprovados novos farmacos especificos
para a FH homozigotica, sendo que, em Portugal, esta apro-
vado apenas o inibidor de ANGPTL3 (IANGPTL3), que reduz
o LDL por uma via independente do recetor de LDL. Este far-
maco é particularmente importante para os homozigotos de
alelo nulo/nulo, uma vez que estes ndo respondem a farma-
cos dependentes da via do recetor das LDL. A LDL aférese
é um tratamento fundamental nos individuos com FH homo-
zigdtica, utilizado em combinagao com outras terapéuticas.
Existem, no entanto, limitagdes relativamente ao seu uso,
como a acessibilidade, a invasibilidade e duracao do proce-
dimento, que impactam a qualidade de vida das pessoas.

_Objetivo

Neste trabalho, pretende-se analisar os casos identificados
geneticamente com FH homozigotica, referenciados ao Estudo
Portugués de Hipercolesterolemia Familiar entre 1999 e 2023.

_Material e métodos

O Estudo Portugués de Hipercolesterolemia Familiar é
um projeto de investigacao, coordenado pelo INSA desde
1999, gratuito para os seus participantes e instituicoes de
saude colaboradoras (18). No momento da referenciagéo,
foi realizado um perfil bioguimico com determinacao de
colesterol total (CT), C-LDL direto, colesterol HDL (C-HDL) e
triglicéridos (TG), por métodos enzimaticos colorimétricos e
imunoturbidimétricos.

Desde 2017, o estudo molecular ¢ realizado através de um
painel de NGS que inclui 8 genes (LDLR, APOB, PCSKQ,
LDLRAP1, APOE, LIPA, ABCG5 e ABCGS8). Para 0s casos
recebidos entre 1999 e 2016, o estudo molecular incluiu a
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analise dos genes LDLR, APOB (apenas fragmentos de 2

_Resultados
6x0es) & PCSK9, utllizando as metodologias de sequenciagao Até ao final de 2023, foram referenciados 1291 individuos

de Sanger e de MLPA (Multiplex Ligation-dependent Probe com critérios clinicos de FH (casos-index), e confirmados

Ampliiication), para a identificagao de grandes rearranjos no geneticamente com FH homozig6tica 15 individuos. Dois dos

(19) i o . » )
gene LDLA 1%, Todas as variantes encontradas por NGS foram casos com FH homozigdtica foram identificados através do

validadas por sequenciacao de Sanger, e o estudo foi alargado astudo de familiares (método cascade screning).

aos familiares, sempre que possivel, para identificacdo de

. . e . , . Na tabela 1 encontram- racteristi mografi
familiares em risco. A classificacdo das variantes foi realizada a tabela 1 encontram-se as caracteristicas demograficas,

segundo as guidelines do American College of Medical Genetics clinicas e perfil lipidico dos individuos com FH homazigdtica,

. . ~ , im com variantes identifi n n rimari
and Genomics (ACMG), utilizando as recomendacdes do painel assim como as variantes identificadas nos genes primarios

de peritos do Clinical Genome Resource (ClinGen) Familial da FH, o tipo de alelo e as respetivas atividades determinadas

Hypercholesterolemia Variant Curation Expert Panel (FH VCEP) através de estudos funcionais.
para o gene LDLR 5) e as guidelines gerais do ACMG com No total de individuos com FH homozigética, foram identifica-
as respetivas adaptacoes para os restantes genes (20,21) A dos 5 casos com a mesma variante bialélica no gene LDLR (ta-
atividade da proteina foi determinada através de ensaios funcio- bela 1A), 7 casos com diferentes variantes bialélicas no gene
nais, realizados no nosso grupo de investigagdo ou por outros LDLR (tabela 1B), 1 caso com diferentes variantes bialélicas
no gene PCSK9 (tabela 1B), e 2 casos com variantes bialélicas

em genes diferentes (LDLR e APOB) (tabela 1C).

laboratdrios (11:22-24) permitindo classificar as variantes, com
base na atividade do recetor de LDL, em variantes de alelo nulo
e variantes de alelo defeituoso.

Em 2024, foram recolhidos dados de seguimento (follow-up)
para 6 dos individuos com FH homozigoética.

Tabela 1: [ Caracteristicas demogréficas, clinicas e genéticas dos individuos com FH homozigética do Estudo Portugués de FH.

A - Casos com a mesma variante bialélica

Dados demogréaficos Dados clinicos Perfil lipidico (mg/dL) Variantes identificadas

ade DCVA  Xant Classificagdo  Atividade
Sexo  (anode dadepresente . C-iT az,"mas CT C-LDL C-HDL TG  Tratamento | Gene cDNA Proteina o da
referenciagéo) (idade) €ndinosos variante proteina*
Pré - - - - -
55 78 ~ - . [(Val429Leu)]; 15-30%
F ) Nao Nao tpip | ©[1285G>CL | pllval42Leuls | o N
(2000) (?) Em | 299 | 232 47 99 Estatina [1285G>C] [(Val429Leu)] de atividade
Pré | 596 | 512 65 96 -
For 25 42 i ) ' c.[1291G>A]; p.[(Alad31Thr)]; Patoaénioa ~20%
(2006) (vivo) Néo Néo En 870 | 200 | 84 | 84 Estatina + LDLR [1291G>A] [(Ala431Th)] 9 de atividade
ezetimiba
Pré | 345 | 210 51 - - . ; 9
21 35 [(Arg406Trp)]; " 60-65
F 9 N&o Néo LDLR c.[1216C>T]; p-[lArg ol Patogénica o &
(2009) (?) Em 258 186 50 79 Estatina [c.1216C>T] [(Arg406Trp)] de atividade
Pré | 544 460 49 | 175 -
33 35 Angina c.[1027G>A]; p.[(Gly343Ser)]; - 65-70%
F ? Estatina + LDLR Gly343S Patogénica de atividade
(2022) (vivo) (15) Em | 391 | 326 47 105 [1027G>A] [(Gly343Ser)] vi
ezetimiba
Pré - - - -
Estenose R tati X ; [(p.Asp221Tyr)]; 109
M 35 35 ot sim oswastatina + |- ) o1 c[6616>Tl 1 pAPASRZ2ATYOl e <10%
(2023) (vivo) aortica Em 767 | 702 35 161 ezetimiba + [661G>T] [(p-Asp221Tyr)] de atividade
(35) PCSK9 +

LDL aférese

Idade expressa em anos; F, feminino, M, masculino; ?, desconhecido; DCVA, doenca cardiovascular aterosclerdtica; EAM, enfarte do miocéardio; CT, colesterol total;
C-LDL, colesterol LDL; C-HDL, colesterol HDL; TG, triglicéridos; pré, valores pré-tratamento; em, valores em tratamento; iPCSK9, inibidor de PCSK9; *atividade da proteina LDLR com a variante em
comparagdo com uma proteina de atividade normal (wild type); **Casos que correspondem a individuos com informacao de seguimento (follow-up) disponivel.
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B - Casos com diferentes variantes bialélicas

Dados demogra

Idade |
(ano de
referenciacéo) (

36

(2001)

29
(2006)

46
(2011)

61
(2012)

10
(2016)

15
(2018)

39
(2021)

11
(2011)

ficos

dade presente
vivo ou morto)

58
(vivo)

46
(morto)

58

72
(vivo)

18
(vivo)

20
(vivo)

42
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Dados clinicos

DCVA Xantomas
(idade)  tendinosos
Nao Nao
EAM s
(23) a0
Néo Néo
Angina -
Nao
(50)
Néo Néo
Néo Néo
EAM
si
(34) im
Nao Nao

Em

Em

Em

Pré

Em

Em

Pré

Em

49

355

561

346

600

185

587

389

656

470

423

470

175

316

139

C-LDL C-HDL

Perfil lipidico (mg/dL)

TG

435 42 64

280 51 119

515 - -

298 29 84

108 63 36

401 69 67

293 65 122

594 45 70
397 38 70
317 41 323

397 38 70

234 50 58

88 42 55

Tratamento

Rosuvastatina +
ezetimiba

Estatina +
ezetimiba +
LDL aferése

Estatina +
ezetimiba

Estatina +
ezetimiba +
LDL aferése

Estatina

Atorvastatina

Estatina +
ezetimiba +
iPCSK9

Estatina

Gene

LDLR

LDLR

LDLR

LDLR

LDLR

LDLR

LDLR

PCSK9

Variantes identificadas

cDNA

¢.[313+6T>C];

[1291G>A]

c.[631C>G;

[1178delA]

c.[1633G>T];

[1775G>A]

c.[1061-?
_1845+7%del];

[1216C>T]

c.[670G>A];

[1291G>A]

c.[1060+1G>A];

[1585G>C]

c.[1187-34_2140
+43del];

[241C>T]

c.[185C>A];

[1399C>C]

Proteina

p.[LeuB4_Pro105
delinsSer];

[(Ala431Thr)]

p.[(His211Asp)];

[(Lys393Argfs*20)]

p.[(Gly545Trp)];

[(Gly592GIu)]

P71

[(Arg406Trp)]

p.[(Asp224Asn)];

[(Alad31Thr)]

p.[(Gly293_Glu3
32del)];

[(Ala431Thr)]

Pl

[(Arg81Cys)]

p.[(Ala62Asp)];

[(Pro467Ala)]

Classificacao
da
variante

VUS

Patogénica
Patogénica
Patogénica

Patogénica

Patogénica
Patogénica

Patogénica
Patogénica
Patogénica
Patogénica

VUS

Provavelmente
patogénica

Provavelmente
patogénica

Provavelmente
patogénica

Vus

Atividade
da

proteina*

~20%
de atividade
100% expresséo,
~50% ligacao
e internalizagéo

<10%
de atividade

10%
de atividade
51% expressdo,
~40% ligacéo
e internalizac@o
<10%
de atividade

60-65%
de atividade

<10%

de atividade
~20%

de atividade

?
~70%
de atividade
<10%

de atividade

~70%
de atividade

46% expressao
~35% internalizacdo

56% expressao
~35% internalizacdo

F, feminino, M, masculino; ?, desconhecido; DCVA, doenga cardiovascular aterosclerética; EAM, enfarte do miocérdio; CT, colesterol total; C-LDL, colesterol LDL; C-HDL, colesterol HDL; TG, triglicéridos;
pré, valores pré-tratamento; em, valores em tratamento; iPCSK9, inibidor de PCSK9; *atividade da proteina LDLR com a variante (expressao, ligacdo e/ou internalizagdo das particulas de LDL) em comparacao

com uma proteina de atividade normal (wild type), nos ensaios que envolvem variantes no gene PCSK9 é quantificada a expressao do LDLR e a internalizagao das particulas de LDL.

**Casos que correspondem a individuos com informacao de seguimento (follow-up) disponivel; VUS, variante de significado incerto.

C - Casos com diferentes variantes bialélicas em genes diferentes (digénico)

Sexo

Frr

Dados demograficos

Idade |
(ano de
referenciacéo) (

21

(2022)

12
(2022)

dade presente
vivo ou morto)

22
(vivo)

13
(vivo)

Dados clinicos

DCVA Xantomas

(idade) tendinosos
Nao Néo
Nao Nao

Em

CT

465

237

273

180

C-LDL C-HDL

Perfil lipidico (mg/dL)

TG

356 78 149

1562 59 99

195 66 62

119 53 66

Tratamento

Atorvastatina
+ ezetimiba

Atorvastatina

Gene

LDLR

APOB

LDLR

APOB

Variantes identificadas

cDNA

c.1291G>A

c.10580G>A

c.1118G>A

€.13480_
13482del

Proteina

p.(Ala431Thr)

p.(Arg3527Gln)

p.(Alad31Thr)

p.(GIn4494del)

Classificagao
da
variante

Patogénica
Patogénica
Patogénica

Patogénica

F, feminino, M, masculino; DCVA, doenga cardiovascular aterosclerética; EAM, enfarte do miocardio; CT, colesterol total; C-LDL, colesterol LDL; C-HDL, colesterol HDL; TG, triglicéridos;
pré, valores pré-tratamento; em, valores em tratamento; iPCSK9, inibidor de PCSK9; *atividade da proteina LDLR com a variante (expressao, ligagdo e/ou internalizagcdo das particulas de LDL) em comparagdo
com uma proteina de atividade normal (wild type), nos ensaios que envolvem variantes no gene APOB ¢ quantificada a ligagdo e internalizagdo das particulas de LDL.
**Casos que correspondem a individuos com informagao de seguimento (follow-up) disponivel.

Atividade
da
proteina*

~20%
de atividade
~40% LDL ligagao
e internalizacao
64-69% ligacao
e internalizagéo

50-60% ligagao
e internalizacao
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_Discussao

Neste trabalho, foram identificados 15 individuos com
FH homozigoética, a maioria com variantes bialélicas pato-
génicas ou provavelmente patogénicas nos trés genes
da FH (LDLR, APOB ou PCSK9), sendo mais frequente a
presenca de variantes no gene LDLR. Trés das variantes
identificadas (LDLR: ¢.1585G>C/p.(Gly529Arg); PCSKO:
¢.1399C>G/p.(Pro467Ala); LDLR: ¢.313+6T>C) foram clas-
sificadas como variantes de significado incerto (VUS), no
entanto, os estudos funcionais realizados revelaram um
defeito na funcao do recetor das LDL (tabela 1B). Os estu-
dos funcionais realizados em células heterélogas, para
a variante LDLR: ¢.1585G>C/p.(Gly529Arg), resultaram
numa diminuicdo da expressdo do recetor e também da
ligacdo e internalizacdo das particulas de LDL, afetando
assim a atividade do recetor (1), Para a variante PCSK9:
¢.18399C>G/p.(Pro467Ala), foi observada uma reducao na
expressao do recetor e na internalizagcdo das particulas
de LDL em células heterdlogas, bem como, em linfocitos
dos individuos portadores desta variante (24). No caso
da variante LDLR: ¢.313+6T>C, embora a atividade do
recetor ndo tenha sido diretamente avaliada, os estudos
de RNA realizados com o c¢cDNA do individuo portador
desta variante demonstraram a eliminacao do ex@o 3 no
transcrito final (p.Leu64_Pro105delinsSer). Esta alteracao
sugere que a variante resulta na introducao de um codao
stop prematuro, levando a producdo de uma proteina
truncada nao funcional (25).

Dois dos individuos com FH homozigotica descritos neste
trabalho foram identificados através do estudo de familiares.
Estes individuos apresentavam um feno6tipo mais severo,
nao justificado pela presenca de apenas uma variante, o que
levou a realizacdo de um estudo aprofundado dos 3 genes
da FH, permitindo assim identificar uma variante adicional e
confirmando o genotipo de FH homozigética.

A idade média de referenciagdo foi de 29,9+15,3 anos,
sendo que a maioria dos casos identificados sdo adultos
(73%) e do sexo feminino (87%). Cerca de 13% apresenta-
vam xantomas tendinosos, e 36% dos adultos apresenta-

vam, no momento da referenciacdo, doenca cardiovascu-
lar aterosclerotica. No momento da referenciacédo, todos
0S casos estavam em terapéutica com estatina, 50% utili-
zavam uma associagdo de estatina com ezetimiba, 13%
estavam em terapéutica em combinacdo com iPCSK9 e
13% realizavam LDL aférese. Tal como observado noutros
paises, estes individuos estao a ser diagnosticados tardia-
mente (adultos: 36,5+12,5 anos; criancas/adolescentes:
12,0+¢1,9 anos) e, apesar do tratamento implementado,
nao atingem os valores alvo de C-LDL recomendados (<70
mg/dL nos adultos, ou <565 mg/dL na presenca de outros
fatores de risco cardiovascular, e <115 mg/dL nas criangas
e adolescentes) (3:9), o que contribui para a ocorréncia de
aterosclerose prematura (tabela 1).

Relativamente ao tipo de alelo, verificou-se que 5 individuos
possufam uma variante de alelo nulo, que resultam em rece-
tores com uma atividade <10%, e 9 individuos apresentavam
variantes de alelo defeituoso. Um caso foi identificado com
duas variantes de alelo nulo (tabela 1A), sendo este o indivi-
duo com fendtipo mais severo, apresentando C-LDL=702
mg/dL, apesar do tratamento com rosuvastatina, ezetimiba,
LDL aférese e iPCSK9. A presenca de variantes de alelo nulo
tem sido amplamente associada a um fendtipo mais severo
€ a uma menor resposta ao tratamento, uma vez que 0S
tratamentos de primeira e segunda linha (estatina e iPCSK9)
dependem da presenca de atividade residual dos recetores
de LDL (10,11,26-29) para estes casos, esta indicado uma te-
rapéutica com mecanismo de acdo independente do recetor
de LDL (3:30),

Em 2024, foram recolhidos dados de seguimento de 6
individuos com FH homozigdtica (identificados com ** na
tabela): 4 individuos com duas variantes de alelo defeituoso
estdo atualmente em terapéutica combinada com iPCSK9;
e 2 individuos, com pelo menos uma variante de alelo nulo,
encontram-se em terapéutica combinada com iANGPTLS,
incluindo o individuo com o fendtipo mais severo, cujo valor
atual de LDL-C é de 74 mg/dL sob tratamento com rosuvas-
tatina, ezetimiba, iIANGPTL3 e LDL aferése.
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_Conclusoes

A FH homozig6tica encontra-se subdiagnosticada tanto
a nivel mundial como em Portugal, uma vez que, face a
prevaléncia estimada, muitos dos individuos afetados
permanecem por identificar ou sdo diagnosticados tardia-
mente. Em Portugal, estima-se que existam cerca de 25
individuos com FH homozigética, mas apenas 15 foram
identificados ao longo dos 25 anos do Estudo Portugués
de Hipercolesterolemia Familiar.

O diagnostico genético em individuos com suspeita clinica
de FH homozigdtica permite identificar com precisao as
variantes e o0s tipos de alelos presentes, viabilizando uma
abordagem clinica/terapéutica mais personalizada. Além
disso, contribui para a estratificacao do risco cardiovascular
destes individuos e para o rastreio dos seus familiares.

Assim, é essencial que individuos com suspeita clinica de
FH sejam identificados em idade jovem e estudados molecu-
larmente para que seja possivel implementar o tratamento

adequado, visando melhorar o prognéstico da sua condicéo.

Agradecimentos:

A todos os participantes e investigadores do Estudo Portugués de
Hipercolesterolemia Familiar. As unidades ULR/DPS e UTI/DGH,
pela colaboracdo na determinacao do perfil lipidico e nas corridas
de sequenciagéo, respetivamente.

Referéncias bibliograficas:

(1) Goldstein JL, Hobbs HH, Brown MS. Familial Hypercholesterolemia. In: Scriver
CR, Beaudet AL, Sly WS, et al. (eds). The metabolic and molecular bases of inhe-
rited disease. 7th ed. New York: McGraw-Hill, 1995. pp. 1981-2030.

(2) Ray KK, Pillas D, Hadjiphilippou S, et al. Premature morbidity and mortality asso-
ciated with potentially undiagnosed familial hypercholesterolemia in the general
population. Am J Prev Cardiol. 2023 Sep 6;15:100580.
https://doi.org/10.1016/j.ajpc.2023.100580

(3) Cuchel M, Raal FJ, Hegele RA et al. 2023 Update on European Atherosclerosis
Society Consensus Statement on Homozygous Familial Hypercholesterolaemia:
new treatments and clinical guidance. Eur Heart J. 2023 Jul 1;44(25):2277-91.
https://doi.org/10.1093/eurheartj/ehad197

(4) Berberich AJ, Hegele RA. The complex molecular genetics of familial hypercho-
lesterolaemia. Nat Rev Cardiol. 2019 Jan;16(1):9-20.
https://doi.org/10.1038/s41569-018-0052-6

(5) Chora JR, lacocca MA, Tichy L, et al. The Clinical Genome Resource (ClinGen)
Familial Hypercholesterolemia Variant Curation Expert Panel consensus guideli-
nes for LDLR variant classification. Genet Med. 2022 Feb 1;24(2):293-306.
https://doi.org/10.1016/j.9im.2021.09.012

(6) Sturm AC, Knowles JW, Gidding SS, et al. Clinical Genetic Testing for Familial
Hypercholesterolemia. J Am Coll Cardiol. 2018 Aug 7;72(6):662-80.
https://doi.org/10.1016/j.jacc.2018.05.044

(7) Abifadel M, Varret M, Rabes JP, et al. Mutations in PCSK9 cause autossomal do-
minant hypercholesterolemia. Nat Genet. 2003;34:154-6.
https://doi.org/10.1038/ng1161

(8) Innerarity TL, Weisgraber KH, Arnold KS, et al. Familial defective apolipoprotein
B-100: low density lipoproteins with abnormal receptor binding. Proc Natl Acad
Sci U S A. 1987 Oct;84(19):6919-23. https://doi.org/10.1073/pnas.84.19.6919

(9) Tromp TR, Hartgers ML, Hovingh GK, et al. Worldwide experience of homozy-
gous familial hypercholesterolaemia: retrospective cohort study. Lancet. 2022
Feb 19;399(10326):719-28. https://doi.org/10.1016/S0140-6736(21)02001-8

(10) Bourbon M, Alves AC, Alonso R, et al. Mutational analysis and genotype-phenotype
relation in familial hypercholesterolemia: The SAFEHEART registry. Atherosclerosis.
2017 Jul 1,262:8-13. https://doi.org/10.1016/j.atherosclerosis.2017.04.002

(11) Graga 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 1;16(4):516-24. https://doi.org/10.1016/j.jacl.2022.04.005

(12) Reijman MD, Defesche JC, Wiegman A. Genotype-phenotype correlation in a
large cohort of pediatric patients with heterozygous and homozygous familial
hypercholesterolemia. Curr Opin Lipidol. 2023 Dec 1;34(6):287-95.
https://doi.org/10.1097/MOL.0000000000000863

(13) Hu P, Dharmayat K, Stevens CAT, et al. Prevalence of Familial Hypercholesterole-
mia Among the General Population and Patients With Atherosclerotic Cardiovas-
cular Disease: A Systematic Review and Meta-Analysis. Circulation. 2020 Jun
2;141(22):1742-59. https://doi.org/10.1161/CIRCULATIONAHA.119.044795

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

(15) Groselj U, Wiegman A, Gidding SS. Screening in children for familial hypercho-
lesterolaemia: start now. Eur Heart J. 2022 Sep 7;43(34):3209-12.
https://doi.org/10.1093/eurheartj/ehac224

(16) Wiegman A, Gidding SS, Watts GF, et al. Familial hypercholesterolaemia in chil-
dren and adolescents: gaining decades of life by optimizing detection and treat-
ment. Eur Heart J. 2015 Sep 21;36(36):2425-37.
https://doi.org/10.1093/eurheartj/ehv157.

(17) Mach F, Baigent C, Catapano AL, et al. 2019 ESC/EAS Guidelines for the mana-
gement of dyslipidaemias: Lipid modification to reduce cardiovascular risk. Eur
Heart J. 2020 Jan 1;41(1):111-88. https://doi.org/10.1093/eurheartj/ehz455.

45



‘ " nsiuo_Nacional de Satide Observagdes_ Boletim Epidemiolégico S

Doutor Ricardo Jorge

artigos breves_ n.7

(18) Bourbon M, Rato Q; Investigadores do Estudo Portugués de Hipercolesterolemia
Familiar. Portuguese Familial Hypercholesterolemia Study: presentation of the
study and preliminary results. Rev Port Cardiol. 2006 Nov;25(11):999-1013.

(19) Medeiros AM, Alves AC, Miranda B, et al. Unraveling the genetic background of
individuals with a clinical familial hypercholesterolemia phenotype. J Lipid Res.
2024 Feb;65(2):100490. https://doi.org/10.1016/}.jIr.2023.100490

(20) Richards S, Aziz N, Bale S, et al. 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/gim.2015.30

(21) Chora JR, Medeiros AM, Alves AC, et al. Analysis of publicly available LDLR,
APOB, and PCSK9 variants associated with familial hypercholesterolemia: applica-
tion of ACMG guidelines and implications for familial hypercholesterolemia diagno-
sis. Genet Med. 2018 Jun 26;20(6):591-8. https://doi.org/10.1038/gim.2017.151

(22) Graga R, Zimon M, Alves AC, et al. High-Throughput Microscopy Characteriza-
tion of Rare LDLR Variants. JACC Basic Transl Sci. 2023 Jun 28;8(8):1010-21.
https://doi.org/10.1016/j.jacbts.2023.03.013

(23) Alves AC, Benito-Vicente A, Medeiros AM, et al. Further evidence of novel APOB
mutations as a cause of familial hypercholesterolaemia. Atherosclerosis. 2018
Oct;277:448-56. https://doi.org/10.1016/j.atherosclerosis.2018.06.819

(24) Alves AC, Etxebarria A, Medeiros AM, et al. Characterization of the first PCSK9
gain of function homozygote. J Am Coll Cardiol. 2015 Nov 10;66(19):2152-54.
https://doi.org/10.1016/j.jacc.2015.08.871

(25) Bourbon M, Duarte MA, Alves AC, et al. Genetic diagnosis of familial hypercholes-
terolaemia: the importance of functional analysis of potential splice-site mutations.
J Med Genet. 2009 May;46(5):352-7. https://doi.org/10.1136/jmg.2007.057000

(26) Santos PCJL, Morgan AC, Jannes CE, et al. Presence and type of low density
lipoprotein receptor (LDLR) mutation influences the lipid profile and response to
lipid-lowering therapy in Brazilian patients with heterozygous familial hypercho-
lesterolemia. Atherosclerosis. 2014 Mar;233(1):206-10. Epub 2014 Jan 4.
https://doi.org/10.1016/j.atherosclerosis.2013.12.028

(27) Perez De Isla L, Alonso R, Watts GF, et al. Attainment of LDL-Cholesterol Treat-
ment Goals in Patients With Familial Hypercholesterolemia: 5-Year SAFEHEART
Registry Follow-Up. J Am Coll Cardiol. 2016 Mar 22;67(11):1278-85.
https://doi.org/10.1016/j.jacc.2016.01.008

(28) Alonso R, Mata N, Castillo S, et al. Cardiovascular disease in familial hypercholes-
terolaemia: influence of low-density lipoprotein receptor mutation type and classic
risk factors. Atherosclerosis. 2008 Oct;200(2):315-21. Epub 2008 Feb 20.
https://doi.org/10.1016/j.atherosclerosis.2007.12.024

(29) 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

(30) Pirillo A, Catapano AL, Norata GD. Monoclonal Antibodies in the Management of
Familial Hypercholesterolemia: Focus on PCSK9 and ANGPTLS3 Inhibitors. Curr
Atheroscler Rep. 2021 Oct 26;23(12):79.
https://doi.org/10.1007/s11883-021-00972-x

46



(, instiuvto_Nacional de Saude Observagdes_ Boletim Epidemiolégico
Doutor Ricardo Jorge

nimero

_Deficiéncia da descarboxilase dos L-aminoacidos aromaticos: possibilidade de inclusao

no Programa Nacional de Rastreio Neonatal
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_Resumo

A deficiéncia da descarboxilase dos L-aminoacidos aromaticos (AADC) é uma
doenca genética rara que afeta a sintese de neurotransmissores, resultando
em sintomas neurolégicos e de desenvolvimento graves. A quantificagéo da
3-0-metildopa (3-OMD), em amostras de sangue seco, tem-se mostrado um
método fiavel, sensivel e especifico para a detegao desta patologia no periodo
neonatal. Este facto, associado ao desenvolvimento de novas terapias com
vantagens de inicio precoce, tem feito equacionar o rastreio neonatal desta
patologia.

Este estudo teve como objetivo avaliar a possibilidade de integrar a quantifi-
cacao de 3-OMD no protocolo existente, de espectrometria de massa, no Pro-
grama Nacional de Rastreio Neonatal (PNRN), assim como implementar uma
prova de segundo nivel para melhorar a sensibilidade e especificidade da de-
tecdo da patologia.

A quantificacdo da 3-OMD foi incorporada no procedimento existente, sem
comprometimento do mesmo, sendo eficaz na quantificagdo de valores de
concentragdo clinicamente relevantes. Como prova de segundo nivel foi
desenvolvida uma abordagem por LC-MS/MS que se revelou eficaz na detegéo
de eventuais interferentes.

A possibilidade de incluséo da quantificacdo da 3-OMD, incluida na abordagem
multiplex de MS/MS ja utilizada, sem custos diretos relevantes associados, per-
mite que se equacione a eventual inclusao desta patologia no PNRN.

_Abstract

Aromatic L-amino acid decarboxylase (AADC) deficiency is a rare genetic
disorder that affects neurotransmitter synthesis, resulting in severe
neurological and developmental symptoms.

Quantification of 3-O-methyldopa (3-OMD), a metabolite accumulated in this
condition, in dried blood spot’s (DBS) has proven to be a sensitive and specific
method for newborn screening. This fact, combined with the development of
new therapies offering advantages when started earlier, has led to discussions
about considering the neonatal screening for this condition.

This study aimed to assess the possibility of integrating the quantification of
3-OMD into the existing mass spectrometry protocol of the Portuguese Neo-
natal Screening Program (PNRN), as well as to implement a second-tier test
to improve the sensitivity and specificity of the detection. The quantification
of 3-OMD was incorporated into the existing procedure without compromising
it, being effective in quantifying clinically relevant concentration values. A
second-tier test was developed using an LC-MS/MS approach, which proved
effective in discriminating potential interferences.

The possibility of including 3-OMD quantification, as part of the already used
multiplex MS/MS approach, with no significant associated direct costs, allows
for the consideration of including this condition in the PNRN.

_Introdugéo

A deficiéncia da descarboxilase dos L-aminoacidos aromaticos
(AADC) é uma doenga genética rara, de transmissao autossomica
recessiva, causada por variantes patogénicas no gene DDC (1), A
enzima AADC desempenha um papel crucial na biossintese dos
neurotransmissores dopamina e serotonina (figura 1), e a sua
deficiéncia resulta em manifestacdes neurologicas, neuromuscu-
lares e comportamentais (). Esta patologia foi descrita pela
primeira vez em 1990 por Hyland, et al. ®) e, atualmente, estdo
documentados cerca de 350 casos na literatura (4). A prevaléncia
global permanece desconhecida, variando entre 1:32.000 no
Taiwan e 1:190.000 nos Estados Unidos da América (4).

Os sintomas geralmente surgem nos primeiros seis meses
de vida, sendo os mais frequentes a hipotonia, distdrbios do
movimento (como crises oculégiricas e distonia), atraso de
desenvolvimento e disfungdes autonoémicas (por exemplo,
ptose e sudorese excessiva). Adicionalmente, incluem-se pro-
blemas comportamentais (irritabilidade e choro excessivo),
perturbacoes do sono (insénia e hipersonia) e sintomas
gastrointestinais (diarreia, obstipagao, entre outros) (6).

Segundo o mais recente consenso (6), o diagnéstico da
deficiéncia da AADC requer resultados positivos em pelo
menos duas das trés principais abordagens diagndsticas: (1)
analise dos neurotransmissores no liquido cefalorraquidiano
(LCR), que revela um padréo caracteristico, com um redugao
significativa do acido 5-hidroxi-indolacético (5-HIAA) e do
acido homovanilico (HVA), aumento de precursores como
L-DOPA, 5-hidroxitriptofano (5-OH-Trp) e 3-OMD, com niveis
normais de pterinas; (2) avaliacdo da atividade enzimatica no
plasma, que se encontra reduzida; e (3) diagnostico molecular,
com identificagdo de variantes patogénicas no gene DDC (6).
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Figura 1: [ Via metabélica da sintese de dopamina e serotonina,

adaptada de Himmelreich N., et al .

GTP VLA B6 GTP
mPLHl 1 a0 lc,TPcu
prvs| 3-0MD B6.P e
w O |- .
Tyrosine T—' L-Dopa 5-OH-Trp #————— Tryptophan

[ | TPH

L-Aromatic amino acid decarboxylase
AADC

vit-C l
Norepinephrine +——————Dopamine Serotonin
DBH MADY (S ,
= | comr
ALDH
=
ﬁ PNMT DOPAC 3MT MAO
=
& [comr MAO/
Epinephrine ALDH SHIAA

HVA

Os tratamentos de primeira linha incluem agonistas da do-
pamina (que ativam diretamente os recetores de dopamina),
inibidores da monoamina oxidase (que impedem a degrada-
cao da dopamina e da serotonina) e piridoxal fosfato (PLP),
um cofator essencial da enzima AADC (6). Contudo, a efica-
cia destas terapias é limitada na maioria dos casos (2:7).

O desenvolvimento de terapias génicas tem surgido como uma
estratégia promissora no tratamento de doengas raras (8). Para
a deficiéncia de AADC, a terapia génica envolve a administragao
intraputaminal de uma copia funcional do gene DDC, utilizando
vetores virais adeno-associados. Estudos clinicos demonstra-
ram melhorias significativas nos sintomas e na fun¢@o motora
apos o tratamento, com beneficios mais evidentes em pacien-
tes mais jovens (°712). Em 2022, a Agéncia Europeia de Medi-
camentos aprovou a terapia génica Eladocagene exuparvovec
(Upstaza®) para doentes com deficiéncia de AADC confirmada,
fen6tipo grave e idade minima de 18 meses (19).

A existéncia de uma abordagem terapéutica que apresenta
maior eficacia quando iniciada em fases pré-sintomaticas
suscitou o interesse pela inclusdo desta patologia nos pro-
gramas de rastreio neonatal. Estes baseiam-se na quantifi-
cagao de 3-OMD, um metabolito acumulado nesta condicao,
em amostras de sangue seco em papel de filtro (DBS), utili-
zando espectrometria de massa em tandem (MS/MS).

Estudos internacionais demonstraram que esta pode ser in-
cluida nos métodos multiplex de MS/MS, ja utilizado pelos
laboratorios para o rastreio neonatal de doencas metabdli-
cas, apresentando elevada sensibilidade e especificidade,
associada a uma baixa taxa de falsos positivos (14-18),

_Objetivos

O objetivo deste estudo é avaliar a possibilidade técnica de
integrar a quantificagdo de 3-OMD no método de MS/MS
utilizado no Programa Nacional de Rastreio Neonatal (PNRN)
e desenvolver e implementar uma prova de segundo nivel para
eliminar possiveis interferentes na quantificacdo da 3-OMD
no rastreio inicial, permitindo aumentar a sensibilidade e
especificidade do teste.

_Material e métodos

O método de MS/MS utilizado no PNRN é um protocolo
desenvolvido e validado internamente, baseado na técnica
descrita por Rashed, et al. (19). Este procedimento permite
a analise de aminoacidos e acilcarnitinas através de Injecao
de Fluxo acoplada a Espectrometria de Massa em Tandem
(FIA-MS/MS) (Sciex Qtrap4500 e 4000Qtrap). Para a quantifi-
cacgao de 3-OMD, foi adicionado o padrao interno 3-OMD-D3,
numa concentragao final de 0,1 uM, a solucdo de extracdo. As
transicoes 268,1 m/z » 166,1 m/z (3-OMD) e 271,1 m/z > 169,1
m/z (3-OMD-D,) foram otimizadas e integradas no método de
aquisicdo MS/MS.

Foram analisadas amostras residuais de sangue seco em
papel de filtro (DBS) anonimizadas, provenientes do PNRN,
bem como amostras DBS anonimizadas de adultos em
terapia com DOPA, fornecidas por um laboratério parceiro.
Amostras com concentracoes de 3-OMD acima do cut-off
estabelecido foram sujeitas a uma prova de segundo nivel,
utilizando cromatografia liquida acoplada a espectrometria
de massa em tandem (LC-MS/MS), com condicbes de
extracdo idénticas as do método FIA-MS/MS. Para a andlise
por LC-MS/MS, foi utilizada uma coluna Penomex Gemini
3u C6-phenyl 110A, com uma fase moével composta por
acetonitrilo/agua, utilizando um sistema HPLC Agilent série
1100 acoplado a um MS/MS 4000Qtrap da Sciex (grafico 1).
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_Resultados e discussao

A integracdo do 3-OMD no método FIA-MS/MS foi realizada
com sucesso, sem interferir na quantificacdo dos restantes
biomarcadores do painel de rastreio. O método de quantifica-
¢ao implementado revelou um limite de dete¢a@o de 0,95 uM,
o limite de quantificagdo de 2,87 uM, a exatidao de 1,3% e
a precisao de 5,7%. A analise de 2066 amostras de sangue

seco (DBS) anonimizadas de recém-nascidos saudaveis
revelou uma concentracdo média de 3-OMD de 1,9 uM, com
um desvio padrdo de 0,4, enquanto os percentis 2,5 e 99,5
foram 1,2 uM e 3,3 uM, respetivamente. Estes dados estabe-
leceram uma baseline abrangente dos valores de 3-OMD na
populaca@o neonatal.

Gréfico 1: [ Separagdo cromatogréfica de 3-OMD enddgeno (azul) e 3-OMD-D, (vermelho) numa amostra de um individuo normal (A)
e numa amostra enriquecida a 10 yM (B), utilizando LC-MS/MS. O pico azul aos 7,05 minutos foi identificado como um interferente.
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As amostras dos dois doentes sob terapia com DOPA reve-
laram concentracdes de 3-OMD significativamente mais ele-
vadas em comparac¢do com os recém-nascidos normais (8,0
UM e 35,6 uM). Estes resultados demonstram a capacidade
do método em detetar concentracdes de 3-OMD a niveis cli-
nicamente relevantes (grafico 2). As amostras de rastreio
neonatal de doentes com AADC, reportadas na literatura,
apresentam valores de 3-OMD entre 5,05 uM e 35,95 pM, o
que suporta a validade do método implementado na identifi-
cacao desta patologia.

Grafico 2: [ Distribuicdo da concentragdo de 3-OMD em
recém-nascidos (RN) normais (grafico de box-and-whiskers, verde)
e em individuos sob terapia com DOPA (pontos individuais,
vermelho).
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Com base numa anélise detalhada dos dados obtidos e nos
valores de 3-OMD reportados em doentes com deficiéncia
de AADC confirmada, o percentil 99,5 (3,3 uM) foi estabele-
cido como o cut-off para o encaminhamento das amostras
para prova de segundo nivel. Todas as amostras que apre-
sentaram concentracdes iniciais elevadas de 3-OMD mostra-
ram valores normais apos reandlise por LC-MS/MS. Estes
resultados evidenciam que a separacao cromatogréafica utili-
zada na prova de segundo nivel permite discriminar de forma
eficaz os niveis verdadeiramente elevados de 3-OMD de po-
tenciais interferentes, reduzindo a ocorréncia de falsos posi-
tivos e garantindo a precisdo diagnostica.

Para avaliar a viabilidade de padrdes internos alternativos,
foi realizada uma comparacao entre FIA-MS/MS utilizando
3-OMD-D, e FIA-MS/MS com ®C,-Phe e C,-Tyr, previamen-
te demonstrados como eficazes em fluxos de trabalho de
rastreio neonatal (16.17), A analise de 24.441 amostras de re-
cém-nascidos revelou um desempenho semelhante entre os
dois métodos. Embora ®C4-Phe e ®*C,-Tyr apresentem menor
precisdo e exatiddo em comparagdo com o 3-OMD-D,, os
resultados sugerem que podem ser adequados para fins de
rastreio, representando uma alternativa viavel com potencial
para reduzir custos e simplificar o processo.

_Concluséo

Neste estudo o método FIA-MS/MS para quantificacdo de
3-OMD em amostras DBS foi adicionado com sucesso ao
atual método multiplex de MS/MS ja utilizado pelo Programa
Nacional de Rastreio Neonatal (PNRN) para o rastreio neonatal
de doencas metabodlicas.

Quando conjugado com a prova de segundo nivel desenvol-
vida, permite criar uma abordagem ao rastreio neonatal da
deficiéncia em AADC com elevados niveis de sensibilidade e
especificidade.

Este facto, associado a ja existéncia na Unidade de Rastreio
Neonatal, Metabolismo e Genética, das técnicas para a confir-
macé&o das suspeitas de diagndstico, nomeadamente a andlise
de neurotransmissores em LCR e estudos moleculares do
gene DDC, possibilita ao PNRN equacionar a realizagao de um
eventual estudo-piloto para o rastreio neonatal da deficiéncia
em AADC.
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_Resumo

O rastreio neonatal tem um papel essencial na detegdo precoce da Hiperpla-
sia Congénita das Suprarrenais, numa fase pré-sintomatica, permitindo uma
institucionalizagao atempada de tratamento com melhoras no curso clinico do
recém-nascido. O marcador utilizado para efeitos de rastreio neonatal, é a 17-
-a-hidroxiprogesterona (17-OHP), quantificada em cartdo de Guthrie por fluo-
roimunoensaio. No entanto, este marcador origina classicamente um elevado
numero de falsos positivos, sobretudo em recém-nascidos de baixo peso e/ou
prematuros. De forma a contornar esta limitagéo, a estratégia preconizada
passa pelo ajuste dos valores de referéncia da 17-OHP, em fungéo do peso-
e/ou idade gestacional e a utilizagdo de provas de segundo nivel, através da
andlise de perfis de esteroides, em sangue em papel.

Neste trabalho foi levada a cabo a definicdo de valores de referéncia para a 17-
-OHP (estratificados por peso e idade gestacional) adaptados & populagéo por-

tuguesa de recém-nascidos e foram implementadas as provas de segundo nivel.

Da conjugacao destas duas estratégias, resulta uma abordagem que se traduzi-
ra numa consideravel melhoria de sensibilidade e especificidade, caso se consi-
dere no futuro a introdugdo do rastreio desta patologia no Programa Nacional
de Rastreio Neonatal.

_Abstract

Neonatal screening has an essential role in the early detection of
Congenital Adrenal Hyperplasia in a pre-symptomatic phase, allowing an
early institutionalization of treatment with improvements in the clinical
course of the newborn. The marker used for neonatal screening purposes
is 17-a-hydroxyprogesterone (17-OHP), quantified in Guthrie cards by
fluoroimmunoassay. However, this marker classically leads to a high
number of false positives, especially in low birth weight and/or premature
newborns. To overcome this limitation, various screening programs
resort to the adjustment of the reference values of 17-OHP, according to
weight and/or gestational age and the use of second-tier tests, through
the analysis of steroid profiles, in dried blood spots.

In this work, the definition of reference values for 17-OHP (stratified by
weight and gestational age) adapted to the Portuguese population of
newborns was carried out and the second-tier tests were implemented.

The combination of stratified reference values and the use of these
second-tier tests results in an approach that will translate into a conside-
rable improvement in sensitivity and specificity, if the introduction of
screening for this pathology in the National Neonatal Screening Program
is considered in the future.

_Introdugéo

A Hiperplasia Congénita das Suprarrenais (HCSR) compreende
um grupo de doengas genéticas com um modo de transmissao
autossomica recessiva, que pode ter origem em defeitos em
uma de cinco enzimas, envolvidas na biossintese do cortisol,
pelas glandulas suprarrenais (21-hidroxilase, 11-B-hidroxilase,
3-B-hidroxiesteroide desidrogenase, 17-a-hidroxilase e a StAR
- steroidogenic acute regulatory protein) (). A HCSR por
défice de 21-hidroxilase, que se deve a mutagbes no gene
cYP21A2 (1-9), representa cerca de 90 a 95% dos casos desta
patologia e por isso é reiteradamente considerado sindnimo
de HCSR (4.5). Esta apresenta uma ampla variabilidade clinica
que se traduz num vasto espetro de sintomas. Nas formas
classicas, as manifestacdes clinicas podem surgir ja durante o
periodo pré-natal, por norma mais severas, sendo subdivididas
entre formas com perda de sal e virilizantes simples. Ja,
as formas néo cléssicas, podem apresentar manifestacdes
clinicas em idade mais tardia, sendo que alguns pacientes
podem ser assintomaticos (6). A HCSR classica apresenta uma
incidéncia global de 1 em cada 15.000 nados-vivos, sendo
esta semelhante em ambos 0s sexos. Por sua vez, a forma
néo classica, apesar de sub-diagnosticada, é mais comum,
estimando-se que tenha uma incidéncia de 1 em cada 1000
nados-vivos (7-9),

O diagnéstico da deficiéncia de 21-hidroxilase deve ser
ponderado em recém-nascidos com ambiguidade sexual e
perda de sal, hipotensdo ou hipoglicemia. Analiticamente,
a hiponatremia e hipercalemia com aumento da atividade
plasmatica da renina sdo encontradas na forma com perda
de sal. A alteracao bioquimica mais caracteristica da HCSR
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por deficiéncia de 21-hidroxilase é o aumento da 17a-OHP,
mas gue nao é especifico, podendo também pode ser obser-
vado na deficiéncia em 11-B-hidroxilase (10-12),

Entre 1986 e 1987, foi efetuado em Portugal um estudo-piloto
para o Rastreio Neonatal da HCSR em 100.000 recém-nasci-
dos, tendo sido detetados sete casos positivos (prevaléncia
ao nascimento de 1/14.300), mas onde apenas se conseguiu
antecipar o diagndstico clinico em dois casos, devido ao facto
de a data a média de inicio de tratamento ser 19 dias de vida.
Por esta razdo a avaliagdo do estudo-piloto ndo foi positiva e
atualmente, o Programa Nacional de Rastreio Neonatal (PNRN)
nao inclui a HCSR no seu painel de doencas rastreadas (12). A
nivel mundial, ja s@o varios 0s paises que incluem a Hiperplasia
Congénita das Suprarrenais no rastreio neonatal, tendo em
vista, essencialmente, a identificacdo da forma classica com
perda de sal e a virilizante simples, o que se traduz numa signi-
ficativa diminuicdo da morbilidade e mortalidade associadas
(1.14) " Além de permitir a rapida administracdo do tratamento
adequado (uso de mineralocorticoides ou glicocorticoides),
prevenindo crises de perda de sal e morbimortalidade associa-
da, a detecédo precoce possibilita a correta classificacao do
género em recém-nascidos do sexo feminino com virilizagao
dos 6rgéos genitais externos e o diagnéstico precoce da forma
virilizante simples, evitando a hiperandrogenizacdo durante a
infancia (15.16),

Todavia, a utilizagcdo da 17-OHP como marcador primario do
rastreio desta doenca resulta num elevado nimero de falsos
positivos, devido a reagOes cruzadas com metabolitos precur-
sores deste esteroide, verificadas principalmente nas primeiras
48h apo6s 0 nascimento e em recém-nascidos pré-termo e/ou
de baixo peso ou até mesmo devido a patologias associadas,
stress e variagao bioldgica (1718, No sentido de mitigar este
problema foi reportada a utilizacao de provas de segundo nivel
recorrendo a cromatografia liquida acoplada a espetrometria
de massa em tandem (LC-MS/MS). Desta forma, o doseamen-
to da 17-OHP de forma mais especifica por LC-MS/MS, con-
juntamente com a quantificacdo de outros metabolitos como
a androstenediona (A4), 11-desoxicortisol (11-D), 21-desoxicor-
tisol (21-D), cortisol (F) e particularmente, o uso da razéo
(17-OHP+A4) /F, fornecem informacdes adicionais importantes,

melhorando significativamente a especificidade do protocolo e
por consequéncia o seu valor preditivo positivo (6:19),

O desenvolvimento das provas de segundo nivel associadas
ao facto de o PNRN ter aos dias de hoje uma média de inicio
de tratamento de 9,3 dias, faz com que se volte a equacionar
o rastreio desta patologia em Portugal, como alids ja se
encontra vertido no Despacho n.° 7276/2019, de 16 de agosto
que aprova o Programa Nacional de Rastreio Neonatal (20).

_Objetivo

Estabelecer valores de referéncia para o doseamento da
17-a-OH-progesterona em sangue seco em papel de filtro,
numa populacdo de recém-nascidos portugueses, tendo por
base a idade gestacional e/ou peso e a implementacao das
provas de segundo nivel por LC-MS/MS.

_Materiais e métodos

O doseamento da 17-OHP foi efetuado por fluoroimunoensaio
de resolucédo temporal de fase so6lida, em amostras anonimiza-
das residuais de sangue seco em papel de filtro de 1724
recém-nascidos, rececionadas no Instituto Nacional de Saude
Doutor Ricardo Jorge para efeitos de rastreio neonatal entre
2020 e 2023.

Assim, para este doseamento, o protocolo baseou-se no kit
DELFIA®17a-OH-progesterona da Perkin EImer. Este método
utiliza uma reacdo competitiva entre a 17-OHP marcada com
Eurdpio (Eu) e a 17-OHP da amostra, que competem para lo-
cais limitados de ligacdo a anticorpos policlonais especificos
para a 17-OHP de coelho. O danazol é usado para libertar a
17-OHP das proteinas ligadas. Um segundo anticorpo, contra
IgG de coelho, separa os anticorpos ligados dos antigénios
livres. A solugéo intensificadora dissocia os ides de Eurdpio,
formando quelatos fluorescentes, cuja intensidade € inversa-
mente proporcional & quantidade de 17-OHP na amostra (10).

Tendo em vista a otimizagao dos valores de referéncia, foi
calculado o percentil 99,5 da populacao saudavel em estudo
e tendo em conta os subgrupos previamente definidos pelo
método de Lahti, em fungéo da idade gestacional e do peso.
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De seguida, para desenvolvimento e implementacéo das pro-
vas de segundo nivel foi selecionada a técnica de LC-MS/MS.
Esta trata-se de uma técnica que permite identificar e quanti-
ficar os esteroides em estudo (17-OHP, androstenediona,
11-desoxicortisol, 21-desoxicortisol e cortisol) com base nas
suas raz0es massa/carga e padroes de fragmentagao, ofere-
cendo alta sensibilidade e especificidade. A implementagao
do procedimento experimental incluiu trés fases principais:
extracdo, separacdo cromatografica e detecé@o por espectro-
metria de massa (19.21), Neste contexto, foram analisadas
amostras de controlo externo de qualidade (CDC - Center
for Disease Control and Prevention - Atlanta), amostras de
recém-nascidos normais e duas amostras de doentes com
HCSR (diagnosticados apds apresentacao de sintomas).

_Resultados

Para definir os grupos para os valores de referéncia de
17-OHP (em funcéo da idade gestacional e peso) adequados,
é primordial que o nivel deste metabolito seja homogéneo.
Para isso, foram seguidas as recomendacdes do Comité
Nacional de Normas Laboratoriais Clinicas dos Estados
Unidos da América (NCCLS). De forma a otimizar o ajuste dos
valores de referéncia para a 17-OHP, utilizou-se o percentil
99,5, da populacao saudavel em estudo e tendo em conta

0s subgrupos previamente definidos pelo método de Lahti,
em funcdo da idade gestacional e do peso. Os resultados
encontram-se apresentados na tabela 1.

Com o intuito de obter resultados quantitativos, foram cons-
truidas curvas de calibrag@o para cada um dos metabolitos
em estudo, utilizando-se amostras certificadas do programa
de controlo de qualidade do CDC. Obteve-se um coeficiente
de correlagé@o superior a 0,99 para todos 0s metabolitos a
quantificar, com baixos limites de detecado e quantificagé@o. A
analise de amostras de individuos com HCSR revelou, como
esperado, um aumento ndo apenas da 17-OHP, mas também
da androstenediona e da razao (17-OHP+ androstenediona)/
cortisol.

A implementacdo das provas de segundo nivel, por espetro-
metria de massa em tandem, permitiu quantificar véarios este-
roides em sangue em papel, com altos niveis de sensibilidade
e especificidade (grafico 1):

Tabela 1: [ Percentil 99,5 de 17-OHP (nmol/L), em fungdo do peso e idade gestacional.

Grupos Peso (gramas) Percentil 99,5 (nmol/L)
A <1750 212,80
B 1750-2500 51,08
C 2500-3000 32,67
D >3000 12,97

Idade gestacional

Grupos e Percentil 99,5 (nmol/L)
| <31 252,70
1 31-33 107,49
11 33-35 61,16
v 35-36 38,03
Vv 36-37 28,43
Vi 37-38 20,30
Vil 38-39 14,94
Vil >39 13,28
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Grafico 1: [ Perfil cromatografico de esteroides obtido de uma amostra fornecida pelo controlo de qualidade externo (CDC)
(A), um controlo normal (B) e um positivo para HCSR (C).
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dg -170HP - rosa, 17-OHP - cinza, androstenediona (A4) - vermelho, 11-desoxicortisol (11-D) - azul, 21-desoxicortisol (21-D) - azul-claro, cortisol (F) - verde.

_Discussdo e concluséo

Este estudo comprovou a necessidade de efetuar uma estra-
tificacdo dos valores de 17-OHP, no que diz respeito a idade
gestacional e/ou peso, tendo sido definidos os intervalos e
peso e idade gestacional que devem ser considerados e a
variacdo da 17-OHP em cada um deles, servindo de suporte
a uma futura definicdo dos valores de referéncia para a
populagéo portuguesa.

No entanto, a especificidade limitada do doseamento da
17-OHP por fluoroimunoensaio e as alteracoes decorrentes
da prematuridade, resultam numa alta taxa de falsos positi-
vos (FP) quando esta é utilizada como Unica abordagem ao
rastreio (21-23), A alta taxa de FP ao rastreio, acarreta gastos
econdmicos superiores a 10 vezes o gasto de uma amostra

considerada normal, acrescendo ainda a avaliagéo clinica,
muitas vezes desnecessaria, assim como ansiedade gerada
nas familias (24). Uma das estratégias para diminuicdo
dos FP é a utilizacéo das provas de segundo nivel que sdo
efetuadas sobre a amostra inicial do rastreio neonatal, quan-
do o marcador primario do rastreio se encontra aumentado
(17-OHP doseada por fluoroimunoensaio).

No caso do rastreio da HCSR a prova de segundo
nivel baseia-se numa cromatografia de esteroides, por
LC-MS/MS, doseando para além da 17-OHP (de forma mais
especifica) outros marcadores secundarios, nomeadamente,
androstenediona (A4), cortisol (F), 21-desoxicortisol (21-D) e
11-desoxicortisol (11-D) e da aplicagado da razao (17-OHP +
androstenediona)/ cortisol (6).
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Tendo em consideracao a importancia das provas de segundo
nivel para a eficacia da abordagem laboratorial ao rastreio
da HCSR e tendo em vista uma eventual inclusdo no painel
de doencas rastreadas no PNRN, foi levado a cabo a sua
implementacéo na Unidade de Rastreio de Neonatal, Metabo-
lismo e Genética, o braco laboratorial do Programa Nacional
de Rastreio Neonatal. Os resultados obtidos revelam uma
especificidade e sensibilidade adequadas e uma eficiente
quantificacdo dos metabolitos numa gama de concentragdes
clinicamente relevantes.

Sendo a cromatografia de esteroides uma prova extremamente
especifica, a sua adocao e inclusao no fluxograma de rastreio
da HCSR permitira nao s6 os 6bvios ganhos em especificidade
(com a reducao de falsos positivos), mas também de sensibili-
dade, pois permitira definir os valores de referéncia do marca-
dor priméarios em valores inferiores ao Py, 5, melhorando desta
forma a sensibilidade, sem comprometer a especificidade.

O calculo dos valores de referéncia da 17-OHP estratificados
por idade gestacional e peso ajustados a populagéo portugue-
sa e a implementacdo da cromatografia de esteroides como
prova de segundo nivel, cria bases para se equacionar o
inicio de um novo estudo-piloto para o rastreio de HCSR em
Portugal.
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_Resumo

As exposicdes ambientais e ocupacionais a alguns agentes quimicos ou fisicos
representam sérios riscos para a satude humana. A biomonitorizagdo humana
(BMH) permite quantificar a exposicao a substancias quimicas e seus efeitos
precoces através da caracterizagdo de biomarcadores de exposicéo e de bio-
marcadores de efeito. O ensaio do microntcleo em células bucais (MNBMCyt)
& um biomarcador precoce de genotoxicidade que permite identificar instabili-
dade cromossomica em células da mucosa oral, tendo vindo a encontrar uma
aplicagao crescente em estudos de BMH.

Nesta revis@o pretendeu-se dar uma perspetiva da aplicagdo do MNBMCyt em
estudos epidemiolégicos realizados em contexto ambiental e ocupacional, com
base em exemplos de estudos de BMH recolhidos através de pesquisa biblio-
gréfica.

Globalmente, a facilidade da colheita e processamento da amostra, aliada a
ja existente harmonizagdo de procedimentos de andlise e a sensibilidade para
detecdo precoce de efeitos genotoxicos decorrentes da exposicao a variados
agentes quimicos (p.ex., compostos organicos volateis, metais, entre outros) e
fisicos (radiagéo ionizante) tém levado a propor a sua mais frequente incluséo
em futuros estudos de BMH. Contudo, ainda permanecem algumas limitages
analiticas (analise microscépica morosa) e necessidade de mais dados que
permitam fortalecer a relevancia e grau de confianca neste biomarcador, para
reforcar a sua futura utilizagdo para apoiar intervengdes que visem prevenir o
desenvolvimento de doengas relacionadas com a exposi¢ao a substancias ge-
notoxicas.

_Abstract

Environmental and occupational exposures to some chemical or physical
agents pose serious risks to human health. Human biomonitoring (HBM)
allows the quantification of exposure to chemical substances and their early
effects through the characterization of exposure and effect biomarkers. The
micronucleus (MN) assay in buccal cells (MNBMCyt) is a biomarker of early
effect that allows the identification of chromosomal instability in oral mucosa
cells, and has been increasingly used in HBM studies.

This review aimed to provide an overview of the application of MNBMCyt
in epidemiological studies carried out in environmental and occupational
settings, based on examples of HBM studies collected through literature
search.

Overall, the simplicity of sample collection and processing, combined
with the already existing harmonization of analysis procedures and the
sensitivity for early detection of genotoxic effects from exposure to
various chemical agents (e.g., volatile organic compounds, metals,
among others) and physical agents (ionizing radiation) have led to the

proposal for its more frequent inclusion in future HBM studies. However,
some analytical limitations (time-consuming microscopic analysis) and a
need for more data to strengthen the relevance and degree of confidence
in this biomarker have been also identified, in order to reinforce its future
use to support interventions aimed at preventing the development of
diseases related to exposure to genotoxic substances.

_Introdugéo

A biomonitorizacao humana (BMH) é uma ferramenta essencial
na avaliacdo da exposicdo a substancias quimicas e dos seus
impactos na saude. Permite quantificar de forma fidedigna
a exposicao a produtos quimicos através da anélise das subs-
tancias quimicas, dos seus metabolitos ou dos produtos de
reagdo em amostras bioldgicas (). Enquanto a monitorizagéo
ambiental avalia a exposicdo externa, a BMH foca-se na dose
interna atingida no organismo, tornando-se muito relevante
para a identificacdo de grupos mais expostos ou mais
vulneraveis, com vista a uma melhor orientacao das agoes
de mitigagdo, quando necesséarias (?). No dominio da saude
ocupacional, a BMH possibilita a andlise tanto de exposicdes
individuais como coletivas, a identificacdo de atividades ou
processos associados a uma maior exposicao, bem como a
caracterizacdo de efeitos precoces (pré-clinicos) e a avaliagao
da eficacia das medidas de protegdo implementadas (3.

Os biomarcadores de efeito sao cruciais para avaliar precoce-
mente alteracdes bioldgicas ou bioquimicas no organismo
associadas a exposicéao a produtos quimicos, antes do apare-
cimento de doenca, ajudando a entender a relacdo entre
exposicdo e os seus efeitos. Alguns desses compostos sdo
genotdxicos, isto €, possuem a capacidade de alterar, direta
ou indiretamente, a fungao ou estrutura do DNA, interferindo,
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por exemplo, na sua replicagéo (2), Os biomarcadores de ge-
notoxicidade, como os que refletem alteragdes ao nivel dos
cromossomas, sao essenciais na interpretacao da associagao
entre a exposicao, as lesdes no DNA e o desenvolvimento de
doencas a longo termo, como o cancro, entre muitas outras
condigdes de saude ().

Os micronucleos (MN), pequenos nucleos adicionais e inde-
pendentes do nucleo principal da célula, surgem no citoplas-
ma como resultado da perda/ganho de cromossomas inteiros
que se segregam erroneamente durante a diviséo celular, ou
de quebras nos cromossomas. A frequéncia de MN &, por
isso, um biomarcador fidedigno para avaliar a instabilidade
cromossémica, indicando um efeito genotéxico (5:6). A analise
de MN em linfocitos do sangue periférico ¢ amplamente reco-
nhecida como biomarcador de efeito em estudos de BMH. A
anélise de MN em células da mucosa bucal (MNBM) tem sido
também utilizada na monitorizagdo da exposigao a agentes
genotoxicos, particularmente por via oral ou inalatéria, como
por exemplo, em fumadores ativos ou passivos (), consumi-
dores de tabaco de mascar e trabalhadores de industrias me-
taltrgicas e de reciclagem (8,

A mucosa bucal constitui uma barreira primaria contra subs-
tancias inaladas ou ingeridas, e as suas células epiteliais pos-
suem ainda alguma capacidade de metabolizar substancias

quimicas, incluindo agentes carcinogénicos. As células da
mucosa bucal tém ainda a particularidade de migrarem do es-
trato basal (stratum germinativum) até ao superficial (stratum
corneum) num curto periodo de apenas 7 a 21 dias, durante
o0 qual podem apresentar alteracdes nucleares resultantes de
lesbes no DNA causadas pelos compostos que contactaram
com a mucosa bucal (8:9) (figura 1A e figura 1B).

Uma vez que as amostras de células bucais sao colhidas
de forma facil e ndo invasiva, comparativamente a outras
amostras biologicas (ex.: sangue), a sua utilizagao ¢ vantajo-
sa em estudos de BMH para investigar o impacto da exposi-
cdo a agentes potencialmente genotéxicos na mucosa oral
e, também, para analisar, a influéncia da nutrigao, fatores de
estilo de vida, etc. (8:10). Esta metodologia ndo requer cultu-
ra celular nem indugéo de divisdo nuclear ex vivo, ao contréa-
rio da analise de MN em linfécitos. O MNBM evoluiu para o
Ensaio do Citoma de Microntcleos Bucais (MNBMCyt) que
oferece uma quantificagao abrangente das alteracoes cro-
mossoémicas, falhas na citocinese e morte celular, além de
outras anomalias nucleares, uma vez que as mesmas podem
ser retidas ao longo da maturagao e diferenciacé@o celular
bucal. Assim, é considerado um biomarcador muito Util e fi-
dedigno para identificar efeitos genotoxicos, citostaticos e
citotéxicos (5:6),

Figura 1: [} Representagdes esquematicas da secgdo transversal da mucosa bucal, destacando os diferentes estratos celulares (a),
e diferentes tipos celulares e possiveis alteragdes genéticas (b) [adaptado de Thomas, et al. (2009) e Bolognesi, et al.

(2013), respetivamente].
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A colheita de células bucais ¢ realizada através de uma ras-
pagem suave do revestimento interno da bochecha com uma
espatula ou pequena escova. Apos 0s procedimentos de fixa-
¢ao e coloracéo das células, a anélise microscoépica consiste
na contagem do numero de células bucais diferenciadas com
MN e com vesiculas nucleares (NBUDs), e sao ainda contabili-
zadas células em diferentes estadios de diferenciagéo (figura
1B). E recomendada a andlise de 1.000-3.000 células bucais
para garantir robustez estatistica na detecéo de danos gené-
ticos, dada a baixa frequéncia espontanea de MN (8-10) A re-
colha, através de um questionario, de dados demograficos
e fatores de saude e estilo de vida dos participantes permite
depois contextualizar os resultados citogenéticos obtidos na
analise microscopica e estatistica.

_Objetivo

Este estudo teve como objetivo reunir alguns exemplos da
vasta literatura existente sobre a aplicac@o do ensaio de MN
em células bucais na BMH, para a detegdo de potenciais
efeitos genotoxicos e citotdxicos associados a diversas ex-
posicdes ambientais e ocupacionais. Pretendeu-se contri-
buir para uma analise critica dos resultados obtidos com o
MNBMCyt, bem como para a discussao do seu papel futuro
como um biomarcador de efeito, tendo em conta a ligacdo
entre exposicao e efeitos na salde humana.

_Aplicacdo do ensaio MNBMCyt em estudos de exposi-
¢cdo ambiental

Na tabela 1 apresenta-se um resumo dos principais resulta-
dos dos estudos analisados no &mbito da exposi¢ao ambien-
tal ou associada a estilos de vida.

Dois estudos relataram aumentos significativos na frequéncia
de MN e NBUDs bucais em populacdes expostas ao arsénio
através do consumo de agua (), e ao arsénio em combina-
cdo com o fumo do tabaco (12), 0 que estd em linha com o
potencial carcinogénico desses agentes quimicos (11:12) |n-
clusivamente, foram observados efeitos sinergisticos decor-
rentes da co-exposicdo ao arsénio e tabaco (2). Naderi e
colaboradores (2012), mostraram que individuos fumadores
apresentam uma maior frequéncia de MN bucais em compa-

ragdo com ndo fumadores, reforgando assim as evidéncias
de que o tabagismo pode causar alteracdes cromossomicas
na mucosa oral. Contudo, nao foi encontrada uma correlacao
significativa entre o numero de pacotes de tabaco porano e a
frequéncia de MN bucais (13). Este estudo ¢ particularmente
relevante para destacar que o estilo de vida, particularmente
0 tabagismo (mesmo a niveis moderados), pode induzir alte-
ragdes genéticas detetaveis.

Num estudo realizado em populacdes residentes perto de
uma exploracao mineira, observaram-se frequéncias mais
elevadas de todos os parametros medidos pelo MNBMCyt
em populagdes expostas a residuos de minas de carvao,
comparativamente as populacdes nao expostas, embora
nao se tenha observado uma correlagao significativa entre
0s niveis de exposi¢ao e as frequéncias de MN em células
bucais. Os resultados indicaram, contudo, correlagoes sig-
nificativas entre as frequéncias de MN bucais e dados de
outros biomarcadores de genotoxicidade, nomeadamente
0 Comet Assay e o ensaio de MN em linfocitos. Este estudo
refor¢a a necessidade de monitorizar os danos genéticos
em populagdes expostas a este tipo de poluentes ambien-
tais (14), e que o MNBMCyt pode complementar ou substi-
tuir outros biomarcadores de efeito.

Relativamente a exposicado a poluentes do ar, um estudo rea-
lizado em estudantes universitarios saudaveis, mostrou uma
relacdo direta entre a exposicao ao ozono (Os), um potente
indutor de stress oxidativo, e 0 aumento da frequéncia de
MN bucais, tendo-se observado um aumento de 39% na po-
pulacdo mais exposta durante a estacdo do ano com maior
concentragdo de O (15). Assim, este estudo sublinha a im-
portancia de fatores sazonais na avaliacdo de biomarcado-
res de genotoxicidade. Efeitos semelhantes foram também
observados por Demircigil e colaboradores (2013) quando in-
vestigaram os efeitos da exposicdo a poluentes resultantes
do trafego urbano. Nesse estudo, amostras de células bucais
colhidas em criancas de duas escolas em areas de trafego
urbano e trafego suburbano foram comparadas em estacoes
do ano distintas tendo-se observado uma frequéncia mais
elevada de MN bucais nas criancas da escola na area urbana
durante o verdo (quando os niveis de O; sdo mais elevados)
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e uma relacédo inversa com os testes de fungdo pulmonar.
Estes resultados indicam que a exposi¢ao a poluicdo do ar
e a sazonalidade podem ter uma impacto consideravel na
salde e no desenvolvimento das criangas (16). Ceretti e cola-
boradores (2014) descreveram também elevados valores de
MN bucais em criancas residentes numa cidade com elevados
niveis de trafego urbano (17). Qutros autores compararam va-
lores de MN bucais em criancas residentes perto e longe de
industrias de producao de 6leo de palma (18). Estes dois estu-
dos revelaram a existéncia de uma associagao fraca, mas es-
tatisticamente significativa, entre a frequéncia de MN (e outros
biomarcadores) e a concentragao de particulas PMy,, PM,s
(17,18) g de NO, (17). Assim, a exposicao precoce das criangas
a estas emissdes poluentes pode aumentar o risco de sinto-
mas respiratorios e de desenvolvimento de doencas cronicas,
como o cancro, a longo prazo (17.18) evidenciando a necessi-
dade de reduzir essa exposicao para prevenir problemas de
saude no futuro.

_Aplicacdo do ensaio MNBMCyt em estudos de exposi-
¢cdo ocupacional

Na tabela 2 apresenta-se um resumo dos principais resulta-
dos dos estudos analisados no ambito da exposicdo ocupa-
cional a agentes potencialmente genotoxicos.

Em trabalhadores expostos a compostos organicos volateis
(VOGs), como n-hexano, tolueno, metiletilcetona e formal-
defdo (FA), em industrias de calcado e em laboratérios de
anatomia patologica, observou-se uma frequéncia significa-
tivamente mais elevada de MN bucais, em comparacdo ao
grupo de controlo (19.20) A amostragem do ar nas zonas de
ar respiravel das trabalhadoras em questao suportou a as-
sociagao entre exposi¢cdo ocupacional ao FA, amplamente
usado neste tipo de laboratérios, e 0s danos genéticos ob-
servados. Para além disso, o aumento da frequéncia de MN
bucais foi muito superior ao aumento de MN em linfocitos
no grupo exposto comparativamente ao controlo, eviden-
ciando a sensibilidade do ensaio MNBMCyt (20). Observou-
-se também uma relacdo significativa entre a duragao da
exposicdo e a frequéncia deste biomarcador, 0 que sugere
um efeito cumulativo (21). A exposicéo a VOCs noutros seto-

res industriais, como pintura, causou também um aumento
significativo na frequéncia de MN e em células bucais relati-
vamente a um grupo de controlo. Ao estratificar os trabalha-
dores por tipo de atividade foi ainda possivel observar que
os efeitos da exposicao ocupacional variam de acordo com
a tarefa desempenhada, com os pintores de rolo a apresen-
tarem frequéncias significativamente mais elevadas de MN e
NBUDs bucais em relagéo aos pintores de spray (2). Outro
estudo analisou trabalhadores com atividades associadas
a exposicdo a VOCs presentes em poeiras de tintas. Por
exemplo, a exposicao a este tipo de compostos por traba-
lhadores de flexografia (FWs) refletiu-se em frequéncias ele-
vadas de MN bucais. Neste estudo, a influéncia do habito
tabagico também foi analisado e observou-se que os FWs
expostos apresentaram um aumento significativo de MN
bucais (23). Contudo, essa influéncia ndo parece ser geral e
poderéa ser aparente apenas em “grandes fumadores” ou em
associacao com a exposicao a outros compostos quimicos.
Efetivamente, no estudo de Vital e colaboradores (2020), a
exposicdo a fumo passivo (FP) em trabalhadores de restau-
rantes e bares ndo causou diferencgas significativas na fre-
quéncia de MN e NBUDs bucais entre 0s grupos expostos e
nao expostos ao FP. Contudo, foi observada uma correlacdo
positiva entre a frequéncia de MN bucais e a de MN em linfo-
citos no grupo exposto a FP (24),

Relativamente a exposicéo a metais, em fundigdes de cobre
observou-se uma associagdo entre a exposi¢ao ao arsenio e
0 aumento da frequéncia de MN bucais e de MN em linfécitos
(25), Este estudo enfatiza a relevancia do uso complementar
de diferentes biomarcadores de efeito, como 0 MNBMCyt e
0s MN em linfocitos de sangue periférico e a associagao exis-
tente entre ambos. A exposicado a residuos de equipamentos
eletronicos (e-waste), incluindo metais e compostos organi-
cos, foi também associada com um aumento significativo da
frequéncia de MN bucais e outros parametros, como células
binucleadas e células carioliticas (indicadoras de morte celu-
lar), em trabalhadores de industrias de reciclagem (informal)
de e-waste. O aumento da frequéncia de MN bucais apresen-
tou também uma correlacéo direta com o periodo de exposi-
cd0 ao e-waste (26),
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Existem ainda dados do ensaio MNBMCyt em trabalhadores

expostos a radiacdo, por exemplo em estacdes de energia
nuclear (27) e na 4rea da medicina nuclear (28), evidencian-
do frequéncias de MN bucais mais elevadas do que 0s con-
trolos. Os dados sugerem que este biomarcador é capaz de
detetar também efeitos precoces decorrentes da exposicao
ocupacional a baixas doses de radiagédo ionizante.

Em suma, todos estes estudos mostram a sensibilidade do
ensaio MNBMCyt para detegao de efeitos genotdxicos preco-
ces associados a exposicao ocupacional a agentes fisicos e
quimicos, incluindo VOCs, metais e suas misturas, havendo,
nalguns estudos, indicios de um efeito cumulativo na indugéo
de MN. Para além disso, podera ser utilizado para identifica-
cao de grupos mais suscetiveis ou de atividades industriais
que representem maior risco para a saude do trabalhador.

Muitos outros estudos da literatura demonstram o potencial
e a aplicabilidade do ensaio MNBMCyt como biomarcador
de efeito em contexto ocupacional, tendo uma revisao siste-
mética recente identificado 121 estudos em trabalhadores,
num total de 561 estudos descrevendo a aplicacdo deste
ensaio (29). Apesar disso, também sdo apontados alguns
desafios metodolégicos (39). A diversidade de variaveis re-
lacionadas com colheita, coloragao e critérios de analise,
entre outras, pode comprometer a exatiddo dos dados (8),
Assim, existe uma necessidade de uniformizagao continua
dos protocolos deste ensaio, para garantir resultados con-
fiaveis, comparaveis e reprodutiveis (8:9). Para reduzir essa
variabilidade, tém sido desenvolvidos protocolos padroniza-
dos que garantam consisténcia na identificacao de células e
biomarcadores entre laboratérios, como o projeto HUMNXL,
em que foram definidos protocolos e critérios de avaliagcdo
para o MNBMCyt (6:9.10), Para além disso, estudos de com-
paragao interlaboratorial como o de Rohr e colaboradores
(2020) tém visado harmonizar o protocolo de MNBMCyt e
identificar possiveis fontes de variabilidade em estudos de
BMH. Os seus resultados salientaram a necessidade de uma
maior padronizag@o nos critérios de analise, principalmente
nos parametros de morte celular, e foi demonstrada também
a importancia deste tipo de exercicios comparativos para
garantir a consisténcia e fiabilidade dos resultados (31).
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_Conclusoes

Este artigo visou dar uma perspetiva da aplicabilidade da anéa-
lise de MN em células da mucosa bucal, ou ensaio MNBMCyt,
em estudos de BHM envolvendo individuos expostos a uma
variedade de agentes quimicos e fisicos, em contextos am-
bientais e ocupacionais. Este ensaio tem vindo a afirmar-se
como um biomarcador de efeito vantajoso, pela facilidade da
colheita e transporte de amostras, aliada a sua sensibilidade
para detecdo de efeitos genotdxicos e de outras alteragoes
nucleares e celulares. Trata-se, assim, de uma anélise acessi-
vel, ndo invasiva e altamente aplicavel na detecao precoce de
potenciais efeitos com repercussdo na saude a longo prazo,
j& com algum grau de padronizagdo de protocolos, 0 que
é crucial para assegurar a consisténcia dos dados. Apesar
disso, & também um ensaio moroso por requerer uma analise
microscépica minuciosa, reconhecendo-se a enorme vanta-
gem de se desenvolverem métodos automatizados para a sua
analise. Existem ainda lacunas de conhecimento que devem
ser abordadas em estudos futuros, como a necessidade de
compreender melhor a biologia e os efeitos da cinética celu-
lar bucal, nomeadamente ao nivel da taxa mitética e da sua
influéncia sobre a frequéncia de MN e a influéncia de fatores
de confundimento como idade, género, estilo de vida, estagcéo
do ano, entre outros.

Assim, apesar da sua grande potencialidade, reconhece-se
também a necessidade da realizacdo de estudos adicionais
que fornegam mais evidéncias que permitam ultrapassar as
limitagcdes apontadas. Para além disso, a realizacao de es-
tudos que explorem a relacao entre MN em células bucais
e outros biomarcadores de genotoxicidade, por exemplo,
MN em linfocitos, serédo fundamentais para validar o uso do
ensaio MNBMCyt em estudos de BMH. Complementarmen-
te, a realizagdo de mais estudos prospetivos que permitam
estabelecer uma associacao entre uma frequéncia elevada
de MN em células bucais e um maior risco de desenvolvi-
mento de doenca, permitird fortalecer a relevancia e grau
de confianca neste biomarcador, reforcando a sua futura
utilizacao para apoiar intervencoes que visem prevenir o de-
senvolvimento de doencas relacionadas com a exposicédo a
substancias genotdxicas.
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_Resumo

A monitorizagdo da mortalidade por todas as causas é uma ferramenta (til na
identificaco de fendmenos de salde, ou desastres de elevada magnitude ou
gravidade e que podem, por isso, ter impacto na mortalidade.

Este trabalho teve como objetivo descrever a evolugao da mortalidade por todas
as causas durante o ano de 2024 [semana 01/2024 a semana 52/2024 (01 janei-
ro de 2024 a 29 dezembro de 2024)], bem como, identificar e analisar os perio-
dos de excesso de mortalidade.

Foram analisados dados semanais de mortalidade, estratificados por sexo e
grupo etario. A mortalidade esperada foi estimada através de modelos de re-
gresséo linear ajustados para tendéncias temporais e sazonalidade, excluindo-
-se 0s periodos associados a eventos com potencial impacto na mortalidade.
A identificac@o dos periodos de excesso de mortalidade baseou-se na aplica-
¢ao de regras de Westgard, e os excessos foram quantificados em termos ab-
solutos e relativos.

No periodo em estudo, foram registados 118.360 ¢bitos em Portugal, tendo
sido identificados dois periodos de excesso de mortalidade a nivel nacional
[3.072 6bitos em excesso (IC 95%: 2.534-3.610)]. Foram estimados excessos
de mortalidade nos grupos etarios acima dos 45 anos, observando-se um gra-
diente crescente com a idade.

Pela coincidéncia temporal podemos concluir que os periodos de excesso de
mortalidade terdo estado potencialmente associados a epidemia de gripe, ao
periodo de maior circulagédo de COVID-19, e ao periodo de calor extremo ocor-
rido em 2024.

_Abstract

All-cause mortality monitoring is a useful tool for identifying health events
or disasters of high severity or high incidence in the population, which have
impact on mortality.

The aim of this work was to describe the evolution of all-cause mortality
during 2024 [week 01/2024 to week 52/2024 (01 January 2024 to 29 Decem-
ber 2024)], as well as to identify and analyse the periods of excess mortality.
Weekly mortality data was analysed, stratified by sex and age group.
Expected mortality was estimated using linear regression models adjusted
for time trends and seasonality, excluding periods associated with events
with a potential impact on mortality. The identification of periods of excess
mortality was based on the application of Westgard rules, absolute and
relative excess mortality were estimated.

During the study period, 118,360 deaths were registered in Portugal, and
two periods of excess mortality were identified at national level [3,072 excess
deaths (95% CI: 2,634-3,610)]. Excess mortality was observed in age groups
over 45 years, with an increasing gradient with age.

Due to the coincidence in time, we might conclude the periods of excess mortality
were potentially associated with the flu epidemic, the period of highest circulation
of COVID-19, and the period of extreme heat occurred in 2024.

_Introdugéo

A monitorizacdo da mortalidade por todas as causas ¢ uma
ferramenta essencial em saude publica para a detegao preco-
ce de alteragdes nos padroes de mortalidade associadas a
eventos com possiveis impactos, como epidemias sazonais
de gripe, pandemias, periodos de temperaturas extremas
ou outras emergéncias de saude publica. A sua principal
vantagem reside no facto de permitir a vigilancia em tempo
quase real de tendéncias de mortalidade, independentemente
da causa especifica de Obito, proporcionando uma visao
abrangente e ndo enviesada, por exemplo por diferentes
praticas de diagndstico, do impacto global de fendmenos
agudos na saude da populacéo.

Em Portugal, o sistema de vigilancia da mortalidade por todas
as causas foi implementado de forma sistematica em 2007,
assegurando uma monitorizagdo continua e permitindo a
identificacdo de padroes sazonais, tendéncias de longo prazo
e episddios de excesso de mortalidade (1). Esta monitorizagéo
tem-se revelado crucial na resposta a diversos eventos de
saude publica, incluindo a pandemia da COVID-19, epidemias
de gripe sazonal e periodos de temperaturas extremas.

O excesso de mortalidade — definido como a diferenca entre
0 numero de 6bitos observado e 0 nimero de dbitos esperado
com base em padrdes histéricos — constitui um dos principais
indicadores utilizados nesta monitorizagé&o. Para a sua quantifi-
cagao, recorrem-se frequentemente a modelos estatisticos
baseados em séries temporais, que ajustam para tendéncias
seculares, variagdes sazonais e outros fatores relevantes.

Além da detecao de sinais anomalos na evolu¢do da mortali-
dade, esta abordagem é também Util na avaliacdo do impacto
de politicas de salude publica, na orientacdo de intervencoes
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emergentes e na comunicagéo de risco junto da populacéo
e dos decisores politicos.

_Objetivos

Este trabalho teve como objetivo descrever a evolugao da mor-
talidade por todas as causas em 2024 [entre a semana 01/2024
(01 a 07 de janeiro 2024) e a semana 52/2024 (23 a 29 de de-
zembro de 2024)], bem como identificar e analisar os periodos
de excesso de mortalidade por todas as causas ocorridos.

_Material e métodos

Foram usados dados de mortalidade provenientes do Sistema
de Informagdo dos Certificados de Obito (SICO) (disponiveis
a 14-01-2025) que foram agregados por semana e estratifica-
dos por grupo etario (0-14; 15-24; 25-44; 45-64; 65-74; 75-84;
> 85 anos), e por sexo.

A mortalidade esperada (linha de base) foi estimada para cada
estrato utilizando modelos de regressao linear ajustados para
a mortalidade semanal, excluindo periodos potencialmente
associados a excessos de mortalidade (epidemias de gripe
e COVID-19, e periodos de frio ou calor extremo) em fungdo
de uma componente polinomial para explicar as tendéncias
temporais e uma componente sinusoidal para captar a sazo-
nalidade. Para ajuste das linhas de base foram usados dados
entre a semana 40/2007 e a semana 40/2024.

O numero semanal de Obitos em excesso foi estimado a
partir da diferenca entre 0 numero de 6ébitos observado e o
numero de 6bitos esperado durante os periodos de excesso
de mortalidade identificados. Os periodos com excesso de
mortalidade sdo identificados de acordo com duas regras
de Westgard (2:2) descritas como:

e Duas semanas com mortalidade acima do limite superior do
intervalo de confianga a 95% da linha de base;

¢ Uma semana com mortalidade acima do limite superior do
intervalo de confianca a 99% da linha de base.

Em ambos 0s casos o periodo com excesso de mortalidade
termina quando a mortalidade se encontrar abaixo do limite
superior do intervalo de confianga a 95% (IC 95%) por duas
semanas consecutivas.

Para estes periodos, além do excesso de mortalidade absolu-
to, estimou-se ainda 0 excesso de mortalidade relativo a linha
de base, bem como o excesso da mortalidade por 100.000
habitantes, considerando as estimativas oficiais de populacéo
publicadas pelo Instituto Nacional de Estatistica (4).

_Resultados

Entre a semana 01/2024 (01 a 07 de janeiro 2024) e a semana
52/2024 (23 a 29 de dezembro de 2024) foram registados
118.360 dbitos em Portugal (119.117, considerando o ano civil
de 2024). Destes, 53.664 no grupo etario com 85 e mais anos
de idade e 59.298 no sexo masculino. A mortalidade variou
entre um valor minimo de 1.884 6bitos na semana 36/2024
(02 a 08 de setembro) e um valor maximo de 3.561 ébitos na
semana 01/2024 (01 a 07 de janeiro) (grafico 1).

No decorrer do ano de 2024, foram identificados dois perio-
dos com excesso de mortalidade a nivel nacional (grafico 1
e tabela 1).

No primeiro periodo de excesso de mortalidade, com duracéo
de 3 semanas, estimamos um excesso relativo ao esperado de
32%. Neste periodo foram estimados excessos de mortalida-
de em ambos 0s sexos - apresentando o sexo feminino valo-
res superiores ao masculino - e nos grupos etarios acima dos
45 anos de idade, com um gradiente crescente com a idade
(entre 0s 45 e 65 anos observou-se um excesso relativo de
26% e no grupo etario > 85 anos de 36%) (tabela 1). Este pe-
riodo foi temporalmente coincidente com a epidemia de gripe
da época 2023/2024, que decorreu entre a semana 47/2023 e
a semana 4/2024.

O segundo periodo de excesso de mortalidade teve um menor
impacto (excesso relativo de 19%), uma duragao de 2 sema-
nas e apenas foi detetado no sexo feminino e nNos grupos
etarios dos 65 aos 74 anos e dos 85 e mais anos de idade
(tabela 1). Este periodo foi temporalmente coincidente com o
aumento do nimero de casos e de dbitos por COVID-19 ocor-
rido no verdo de 2024 e com alguns dias de calor extremo
identificados pelo Sistema ICARO como perfodos de calor ex-
tremo com provavel impacto na mortalidade.
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Para 0 sexo feminino, observou-se ainda um terceiro periodo Em total, em 2024 foram identificados 3.072 6bitos em exces-
de excesso de mortalidade, na Ultima semana de 2024 que se s0 (IC 95%: 2.534-3.610), durante dois periodos de excesso
prolongou para 2025 (excesso absoluto na semana 52/2024 de mortalidade.

de 137 (IC 95%: 4-270) dbitos correspondendo a um excesso

relativo de 11%).

Grafico 1: [ Evolugdo da mortalidade entre as semanas 1 e 52 de 2024.
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A azul a linha de base, a laranja e vermelho os limites superiores do intervalo de confianga superiores a 95% e 99%
respetivamente, e a verde os 6bitos registados.
As areas a sombreado cinzento apresentam os periodos de excesso de mortalidade identificados.

Tabela 1: [1 Resumo dos dois periodos de excesso de mortalidade identificados (excesso absoluto, excesso relativo, e dbitos em
excesso por 100.000 habitantes).

Periodo 1 (01/2024 a 03/2024) Periodo 2 (30/2024 a 31/2024)
Estrato Excesso absoluto Excesso relativo Obitos em excesso Excesso absoluto Excesso relativo Obitos em excesso
n (IC 95%) (%) (/100 000 habitantes) n (1C95%) (%) (/100 000 habitantes)

Portugal 2.357 (1.940-2.774) 32 22 715 (375-1.0565) 19 6

Sexo

Feminino 1.335 (1.103-1.565) 36 24 471 (283-659) 25 8
Masculino 1.021 (806-1.236) 27 20 — — —

Grupo etario

45 aos 64 anos 206 (140-272) 25 6 — — _

65 aos 74 anos 239 (164-314) 22 18 125 (64-186) 21 9

75 aos 84 anos 500 (374-626) 37 56 — — —

85 e mais anos 1.299 (1.090-1.508) 39 342 363 (192-534) 22 95
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_Discussao

Entre 1 de janeiro e 29 de dezembro de 2024, registaram-se
em Portugal 118.360 obitos. Neste periodo, foram identifica-
dos dois periodos de excesso de mortalidade por todas as
causas anivel nacional, correspondendo a um total de 3.072
6bitos em excesso (IC 95%: 2.534-3.610).

O primeiro episédio ocorreu entre 1 e 21 de janeiro de 2024,
coincidindo temporalmente com o final do periodo epidémi-
co da gripe. A epidemia de gripe de 2023/2024, cujo periodo
epidémico se estendeu da semana 47/2023 a semana 4/2024,
foi associada a um excesso estimado de 3.624 ¢bitos (IC
95%: 3.086-4.162), concentrados entre o inicio de dezembro
de 2023 e o final de janeiro de 2024 (5). Com a atualizagéo
de dados estima-se que, no intervalo de 1 a 21 de janeiro,
tenham ocorrido 2.357 6bitos em excesso (IC 95%: 1.940-
2.774). Este excesso foi observado nos grupos etarios acima
dos 45 anos de idade, aumentando progressivamente com
a idade e em ambos o0s sexos. Importa salientar que, em pe-
riodos epidémicos anteriores com dominéncia do subtipo
A(HTN1)pdmO09 (5)— o virus predominante na época gripal de
2023/2024—, os excessos de mortalidade foram, tendencial-
mente, de menor magnitude e menos impactantes nos grupos
etarios mais velhos (6). O padrdo de mortalidade observado
podera estar relacionado com a redugao da imunidade po-
pulacional devido a limitada circulagdo deste subtipo desde
a época gripal de 2019/2020, com a emergéncia de novos
grupos genéticos virais ou com uma possivel maior gravidade
clinica das infecdes (6).

O segundo episodio de excesso de mortalidade foi identifica-
do entre 22 de julho e 4 de agosto de 2024, coincidindo com
um periodo de temperaturas extremas identificado pelo siste-
ma de vigilancia ICARO (7). Este excesso ocorreu aproximada-
mente duas semanas ap6s o0 pico de atividade da COVID-19
durante o verdo de 2024 (8). Durante este periodo, a média
diaria de obitos por COVID-19 superou a registada nas esta-
cOes de inverno, primavera e outono. Estes dados sugerem
que a conjugacao de temperaturas elevadas e da atividade
epidémica da COVID-19 constituiram fatores determinantes

para 0 excesso de mortalidade observado. Foram estimados
eXCess0s Nos grupos etarios entre 65-74 anos e =85 anos e
no sexo feminino, 0 que pode estar relacionado com o maior
numero de mulheres nos grupos etarios mais velhos.

_Conclusdes

Dada a coincidéncia temporal, concluimos que os periodos
de excessos de mortalidade identificados terdo estado poten-
cialmente associados a fendmenos amplamente conhecidos
por poderem ter impactos na mortalidade, particularmente, as
epidemias de gripe e COVID-19 e periodos de calor extremo.
O estudo confirma a existéncia de padrdes sazonais e varia-
coes etarias na mortalidade em Portugal, reforcando a neces-
sidade de politicas publicas, focadas nas populacdes mais
vulneraveis e a existéncia de planos de contingéncia para mi-
tigar os excessos de mortalidade sazonais.

A monitorizacéo e investigagdo mantém-se necessarias para
melhor compreensdo dos determinantes da mortalidade, sua
evolucéo futura e avaliag@o das medidas implementadas.
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