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Observacao em Saude Publica - Efetivamente
funciona

Public Health Observation - Effectively Works

A aplicagdo de conhecimento cientifico a intervencao em
saude tem no inicio do século XX uma cada vez maior base
cientifica. No entanto, essa evidéncia nao se fica apenas
pelos resultados da vigilancia epidemiolégica, nem pela
demonstragao da eficacia das intervengoes, geralmente ob-
tida em estudos epidemioldgicos comparativos e aleatoriza-
dos, clinicos ou populacionais, realizados em condigdes
controladas. A evidéncia da eficiéncia econémica assume,
também, papel importante, em especial quando esta em
questdo a equidade do acesso a novas tecnologias. Por fim,
a situacao real em que determinada intervencao clinica, ou
preventiva, ird ser aplicada, determina a medida da sua efe-

tividade, agora avaliada em condicdes do mundo real.

Conforme alguns episodios recentes tém demonstrado, as
pessoas interessadas numa nova medida, curativa ou preven-
tiva, sejam doentes, pessoas em elevado risco, as suas fami-
lias, os médicos ou os decisores politicos, conhecem cada
vez melhor as possibilidades técnicas disponiveis, mas nem
sempre detém o conjunto de informacéo acerca da eficacia,

da eficiéncia e da efetividade dessas mesmas intervencoes

ou as podem julgar com base na sua experiéncia profissional.

Ja no final do século XX, o inicio do movimento “medicina
baseada na evidéncia” assumia essa necessidade de rever
e conjugar a melhor evidéncia cientifica disponivel com o
conhecimento clinico ou epidemiolégico concreto acerca
do caso em apreciagao para chegar as melhores op¢oes te-
rapéuticas ou preventivas, a selecdo e a deciséo de intervir
sobre um determinado doente, de forma individualizada, ou
sobre uma populagao-alvo, de forma a maximizar os impac-

tes necessarios com o menor risco (1),

Uma das questdes que entdo se colocava, e coloca ainda, na
preparacdo dessas intervencoes, geralmente terapéuticas,

em situacao real, concreta, é que se encontram, muitas vezes

conjuntos de individuos que pelas suas caracteristicas néo
estavam representados nas amostras inicialmente estudadas
na investigagao acerca da eficacia da intervengao. Essa vali-
dade externa dos estudos de investigagao, epidemioldgica,
ou clinica, é cada vez mais necessaria a medida que outros
fatores sdo identificados nos patamares causais da doenca,

da incapacidade e da salde.

A evidéncia observacional, que constitui a totalidade dos arti-
gos publicados até hoje neste Boletim, baseada muitas vezes
em dados do mundo real “real world data” é, assim, relevante
e cada vez mais importante na avaliagdo dos contextos e fac-
tores causais, dos efeitos, e na medicdo da efetividade e do
valor atribuivel as medidas terap@uticas clinicas (2), mas tam-

bém de medicina preventiva ou de saude publica.

O caso das doencas infeciosas, das quais as doencas evitaveis
pela vacinacdo sdo exemplo de relevo, exemplificam esta ne-
cessidade, em especial numa década em que diferentes taxas
de cobertura por vacinas e bolsas de pessoas com diferentes
suscetibilidades levam a que um mesmo pais ou regido tenham
realidades epidemioldgicas diferentes, cujo conhecimento é
essencial antes de qualquer deciséo ou intervengdo, sem men-

cionar a caréncia de medidas de efetividade das vacinas.

Reclama-se atualmente, também, uma epidemiologia mais
consequencialista (), que tenha como objetivo conhecer os
fatores e intervencdes que reduzem o risco de doenca e me-
lhoram o estado de saude das populacdes. Esta “nova“ abor-
dagem epidemiolégica tem como base estudos realizados
em amostras representativas e probabilisticas de base popu-
lacional, geralmente de grande dimensao, e recolha de infor-
macao sobre as varias realidades onde individuo se insere
(a populacéo, a geografia e 0 ambiente, a sociedade e a poli-
tica) assim como informacéao individual para além da biolégi-

ca, por exemplo psicologica e comportamental.

O Inquérito Nacional de Saude (INS) por entrevista, estatistica
oficial de saude incluida no sistema estatistico nacional, que
0 Ministério da Saude iniciou na década de 80 do século pas-
sado no entdo Departamento de Estudos e Planeamento da

Saude, mantem-se no Observatério Nacional de Saude (ONSA),
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atual Departamento de Epidemiologia do Instituto Nacional de
Saude Doutor Ricardo Jorge (INSA) (4). Em colaboragdo com o
Instituto Nacional de Estatistica, foram desde entao realizados
0s 4° e 5°INS (5.6) ¢ 0 6° INS, agora em preparagao.

Ao longo dos anos, o INSA tem desenvolvido, promovido, pu-
blicado e disseminado outros estudos de grande dimensao
com estas caracteristicas, como o Inquérito Seroldgico Na-
cional (ISN) (7:8), o Inquérito Alimentar Nacional e de Ativida-
de Fisica (IAN-AF) (910) o e_COR (Prevaléncia de fatores de
risco cardiovascular na populagéo portuguesa) (11.12) ¢ o In-
quérito Nacional de Satde com Exame Fisico (INSEF) (13-16),
Importa referir o caracter colaborativo destes estudos, reali-
zados em estreita colaboragcdo com entidades externas ao
INSA, como € o caso das regides de saude e da academia,
pratica habitual no INSA, mas que importa vincar.

Importara considerar na reestruturagao do INSA, em curso,
a decisdo de basear aquelas funcdes essenciais de interesse
estratégico nacional nos dados, nas amostras e nos resulta-
dos do trabalho laboratorial destes estudos epidemiolégicos
colaborativos de grande dimensé@o e na sua desagregacao

regional e mesmo local.

Alimentar-se-a0, deste modo, varias necessidades que extra-
vasam a propria instituicéo:

1) abase regular de evidéncia de &mbito nacional e subnacional,
disponivel para apreciacdo pelos servicos e profissionais
de saude publica, investigadores e decisores, no ambito
da observagao em saude;

a monitorizacdo programada do estado de salde, evitan-

S

do que a necessaria repeticao periddica de operacdes de
campo complexas dependa de agendas de financiamen-
to ndo alinhadas com a salde publica nacional, ou das
circunstancias, como se verificou em 2014/2015;

XL

a investigacdo epidemioldgica e laboratorial, concretizadas
desejavelmente em rede com outras equipas, num mesmo
assunto de interesse para a populagdo portuguesa, com
uma orientagdo especial para o estudo dos fatores proteto-
res da saude e de medidas de efetividade e impacte das in-
tervencdes em saude publica.

Carlos Matias Dias

Médico especialista em Saude Publica,
Coordenador do DEP

Baltazar Nunes

Investigador auxiliar, responsédvel pela Unidade de
Investigacdo Epidemiologica

Departamento de Epidemiologia (DEP)
Instituto Nacional de Saude Doutor Ricardo Jorge, IP
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_Resumo

Os incéndios florestais constituem uma séria ameaga a salde das popula-
¢cOes e ao ambiente. A preparacédo das familias para fazer face a desastres e
emergéncias é crucial para a sua protecéo e para a resiliéncia da comunida-
de. Aproximadamente um ano depois do incéndio florestal de 2017 ocorrido
na regiao portuguesa de Pedrogédo Grande, foi realizado um inquérito sobre
medidas de preparagdo, envolvendo uma amostra aleatoria e representativa
de 330 pessoas da populagao afetada. Analisaram-se as relagdes entre as
variaveis sociodemograficas e a ado¢ao de medidas basicas de preparagao
pelas familias, bem como do indice de preparagdo, através de odds ratio,
estimadas por regressao logistica. A taxa de resposta ao inquérito foi de
83%. Alimentos que ndo requerem refrigeragdo nem preparagao culinéria e
0 abastecimento de agua foram as medidas de preparagdo mais referidas
(85% e 63% respetivamente). Aproximadamente 79% dos respondentes
referiram dispor de um radio a pilhas e 47% de uma lanterna a pilhas, mas
apenas 35% verificava regularmente a carga das pilhas. A forma preferida
para obter informagdes durante um desastre ou emergéncia era a televisao
(36,4%), o telefone (22%) e o radio (15%). A analise do indice de preparacéo
revela a existéncia de pequenas diferencas a nivel local e que as mulheres
tendem a adotar menos medidas de preparagao que os homens. A existén-
cia de doencas cronicas estad relacionada com a adogdo de um maior
numero de medidas de preparacgao.

_Abstract

Wildfires are a serious threat to populations’ health and the environment.
Household preparedness for disasters and emergency is crucial to help
people to protect themselves and improve community resilience. A survey
on preparedness household measures was conducted in 2018 in a random
representative sample (n=330) of the population affected by the 2017 wildfi-
re in the Portuguese region of Pedrégdo Grande. Associations between
sociodemographic variables and the preparedness measures as well the
preparedness index were tested by odds ratio estimated by logistic regres-
sion. A response rate of 83% was obtained. Non-perishable food and water
supplies were the preparedness measures most referred (85% and 63% res-
pectively). To have a battery operated radio (79%) and a flashlight (47%) were
also referred but only 35% checked the batteries regularly. The preferred

primary means of getting information during a disaster or emergency were
television (36,4%), telephone (22%) and radio (15%). The preparedness index
analysis shows a slightly difference at local level and that women tended to
be less prepared than men. Having a chronical disease is associated with
the adoption of a higher number of preparedness measures.

_Introdugéo

A 17 de junho de 2017 ocorreu em Portugal um incéndio flo-
restal de grandes proporgoes que abrangeu varios concelhos
da regiao Centro, com especial gravidade nos concelhos de
Pedrogdo Grande, Figueiré dos Vinhos e Castanheira de Pera,
tendo causado 65 mortes, 30 mil hectares de floresta ardida,
perda parcial ou total de mais de 500 casas de habitacdo e
indmeros prejuizos nas areas econémica e ambiental (1-2),

Apesar de os incéndios florestais serem uma ocorréncia
comum em Portugal, assim como em muitos paises do sul da
Europa, prevé-se um aumento de frequéncia devido ao efeito
das alteracdes climaticas (%), Isto implica que mais popula-
cOes poderdo vir a estar expostas e a sofrer 0s seus efeitos,
pelo que importa melhorar a sua capacidade de resisténcia e
preparagao para fazer face a estas e outras catastrofes, natu-
rais ou ndo. Embora as catastrofes sejam largamente imprevi-
siveis, os danos por elas causados podem ser mitigados, ou
parcialmente prevenidos.

A preparacao para emergéncias na area da saude esta relacio-
nada com a capacidade de resposta dos sistemas de satde

05
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publica e do sistema prestador de cuidados, comunidades
e individuos. De um modo geral, estas medidas visam preve-
nir, proteger, responder com rapidez e recuperar de emergén-
cias na area da saude, particularmente aquelas cuja escala,
tempo ou imprevisibilidade ameagam sobrecarregar as capa-
cidades para fazer face as necessidades do dia-a-dia (4). Se-
gundo as Nagoes Unidas, a preparacdo para emergéncias é o
“conhecimento e as capacidades de resposta e recuperacéo
desenvolvidas pelos governos, organizagées profissionais,
comunidades e individuos para efetivamente antecipar, res-
ponder e recuperar dos impactos de eventos ou condi¢cbes
provavelmente perigosos, iminentes ou em curso” (%),

A Organizagao Mundial de Saude coloca o seu foco de prepa-
ragao para emergéncias nos servi¢cos de saude e na resposta
que estes devem dar as necessidades das populacoes afeta-
das, prevenindo simultaneamente a rotura da prestacao de
servigos. Envolvem, entre outros, a preparacdo dos profissio-
nais de salde, a manutencao da estrutura e funcionalidade

Quadro 1:

2018

6D

das instalagdes de prestacdo de cuidados de saude, a ma-

1

e

=
=

;g

o

X

/’IA

nutencdo de uma reserva adequada de medicamentos, um
sistema de vigilancia da saude e servicos laboratoriais, uma
previs@o adequada de cuidados de emergéncia, um seguro
estatal/governamental e um fundo de emergéncia (4:6).

Em relagéo a preparacéo individual e das familias, as medidas
propostas sdo menos sistematizadas e concisas. De acordo
com a FEMA, 2004 (7), esta preparagéo envolve conhecimen-
tos sobre 0s perigos que podem afetar a familia, o desenvol-
vimento de um plano de emergéncia para o alojamento, a
manutengdo de uma reserva de agua e de alimentos ndo pere-
civeis para todos os elementos da familia, o conhecimento da
localizacéo de zonas de seguranga ou de abrigo para todos os
tipos de emergéncia e 0 conhecimento dos sistemas de alerta
comunitarios e vias de evacuagéao.

Neste sentido, a Federal Emergency Management Agency
propbe as medidas basicas apresentadas no quadro 1.

Recomendagdes para a preparagdo domicilidria de emergéncias e catastrofes.

(EUA - Federal Emergency Management Agency, 2004)

= Estar informado

Ter conhecimento sobre os planos de emergéncia locais para efeitos de abrigo e evacuacao e sobre 0s
contactos locais das pessoas a contactar em caso de emergéncia ou catastrofe.

Preparar uma reserva minima para fazer face a desastres e emergéncias

A reserva minima para desastres e emergéncias é constituida por um conjunto de itens basicos que deve
existir no alojamento e que poderdo ser necessarios no caso de uma emergéncia:

Agua Ter em reserva 3 a 4 litros de dgua por pessoa/dia, para trés dias, tanto para
beber como para uso sanitario

Alimentos

Ter pelo menos uma reserva de alimentos para trés dias que ndo requeiram

frigorifico ou de ser cozinhados

Medicamentos

Ter uma reserva de medicamentos suficiente para trés dias para cada doente

cronico residente no alojamento

Comunicagdes

[luminagao/sinalizagéao

Ter um plano

Ter um radio portatil a pilhas ou acionado por manivela

Ter uma lanterna a pilhas ou acionada por manivela

O plano de emergéncia deve contemplar o auxilio a membros da familia com mobilidade reduzida ou
necessidades funcionais especificas, o cuidado de animais de estimagéo, bem como formas seguras de

desligar os equipamentos domésticos.

O plano deveré ser testado pelo menos duas vezes por ano e ajustado ou atualizado sempre que ocorrerem

alteragoes.

Adaptado de DeBastiani et al., 2012 (Centers for Disease Control and Prevention) @)
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O grau de preparagao para emergéncias varia de acordo
com as variaveis sociodemogréaficas () e podera estar ainda
associado a ocorréncia de doencas crénicas no agregado
familiar (10) e & existéncia de perturbagdes psicolégicas, por
exemplo.

_Objetivo

O presente estudo teve como objetivo caracterizar a adogéo
de medidas basicas de preparacao para emergéncias pela po-
pulacdo dos concelhos afetados pelos incéndios de Pedrégao
Grande, Figueir6 dos Vinhos e Castanheira de Pera relaciona-
das com a manutencao de uma reserva de alimentos e agua,
meios de comunicacao e medicacao para doentes crénicos.

_Métodos

Desenho do estudo

Na sequéncia dos incéndios de 2017 ocorridos nos concelhos
de Pedrégao Grande, Figueird dos Vinhos e Castanheira de
Pera foi desenvolvido o Plano Estratégico no &mbito da Saude
Publica, decorrente do n.° 2 da Resolugao do Conselho de Mi-
nistros n.° 101-A/20, de 12 de julho de 2017 (1), Um dos obje-
tivos desse plano é a recolha “de evidéncias que permitam ...
aumentar a resiliéncia das populagées em risco e capacitar
0s servicos de saude (sistema prestador e satde publica)
para disponibilizarem a resposta adequada as necessidades
da populacao”.

No ambito deste plano, foi desenvolvido um inquérito aplicado
a uma amostra de 330 pessoas, com idade compreendida
entre 0s 18 e 0s 79 anos, representativa da populacéao dos trés
concelhos afetados, estratificada e proporcional por idade,
sexo e concelho de residéncia com extracao aleatoria a partir
da base de dados do Registo Nacional de Utentes.

Para a recolha de dados foram efetuadas entrevistas com su-
porte web (Computer Assisted Personal Interview) por uma
equipa de colaboradores da Escola Superior de Tecnologia
da Saude de Coimbra, treinados para o efeito por uma equipa
do Instituto Nacional de Saude Doutor Ricardo Jorge (INSA)
e da Administragao Regional de Saude do Centro. O trabalho
de campo decorreu entre 19 de marco e 7 de maio de 2018.
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Com base nos dados da primeira vaga deste inquérito foi re-
alizado um estudo transversal baseado nas respostas as per-
guntas relativas a preparacdo para emergéncias, adaptadas
do Disaster Preparedness Module do questionario do Beha-
vioral Risk Factor Surveillance System - BRFSS (Centers for
Disease Control and Prevention, 2012);

a) “Tem, em lugar conhecido e acessivel a todos, um radio
a pilhas para, em caso de haver falha de energia, poder
estar a par das indicacdes das autoridades?”

b) “Dispbe, em lugar conhecido e acessivel a todos, de uma
lanterna a pilhas para o caso de haver falha de energia?”

c) “Tem em sua casa dgua engarrafada suficiente para trés
dias para todas as pessoas que vivem consigo? (aproxima-
damente trés litros/pessoa/dia)”

d) “Tem, em sua casa, uma reserva de alimentos que n&o
requerem frigorifico ou necessitem de ser cozinhados,
tais como conservas e enlatados?”

Este grupo de perguntas admitia as respostas “Sim”, “Nao”,
“Nao sabe/Nao responde”.

Para efeitos de analise foi criado um indice de preparagéo
para emergéncias (Pouco ou nada preparado/Preparado ou
bem preparado), resultante do somatério destas quatro prin-
cipais medidas: de 0, 1 e 2 - nada ou pouco preparado; de
3 e 4 - preparado ou bem preparado.

Foi ainda incluida uma pergunta relativa @ medicagao de doen-
tes cronicos e outra sobre os meios de comunicagao escolhi-
dos para receber informacao em situacdo de emergéncia ou
catéstrofe:

e) “Dispde de uma reserva de medicamentos para 3 dias para
cada doente crénico que vive consigo?” (Sim, Nao, Nao
se aplica (ndo vive com doentes crénicos), Nao sabe/Nao
responde)

f) “Qual seria 0 seu principal meio de comunicac¢éo para rece-
ber informacdes e indicacées das autoridades, no caso de
uma catastrofe de grandes dimensdes?” (Televisao, Radio,
Internet, Jornais, Vizinhos, Outros)”.
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Foram também consideradas as caracteristicas sociodemo-
gréaficas sexo, grupo etario, concelho de residéncia, atividade
econdmica, situacao laboral e as respostas a pergunta “Tem
alguma doencga cronica ou problema de saude prolongado?
(Sim, Nao, Nao sabe/N&o responde).

Analise estatistica

Foram realizadas anélises descritivas para caracterizar os fa-
tores sociodemograficos segundo as medidas adotadas e de
acordo com a classificagao de preparacao para emergéncias.

As magnitudes das associag6es foram medidas pelas odds
ratio (OR) e odds ratio ajustadas (ORa) e os respetivos inter-
valos de confianca a 95%, estimadas pelo modelo de regres-
séo logistica. Foi usado o programa de estatistica IBM SPSS
Statistics V.25, 2017 e o nivel de significancia dos testes foi
fixado em 5%.

_Resultados

Participaram no inquérito 274 pessoas (taxa de adesado de
83%), mas apenas puderam ser considerados 269 participan-
tes, por terem sido detetadas inconsisténcias nos dados em
CiNco casos.

Gréfico 1:

Uma reserva de alimentos que ndo requerem
frigorifico ou necessitem de ser cozinhados

Agua engarrafada suficiente para trés dias para
todas as pessoas que vivem no alojamento

Uma lanterna a pilhas

Um radio a pilhas

0%

10%
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A medida de preparacao mais frequentemente referida foi a

/’IA

manutencao de uma reserva de alimentos que nao requerem
frigorifico ou necessitem de ser cozinhados (n=228; 85%),
mas apenas 170 (63%) referiram manter uma reserva de agua
para trés dias para cada pessoa do alojamento (grafico 1).

Em relagdo a existéncia de equipamento a pilhas (com autono-
mia), 79% (n=212) dos participantes afirmam dispor de uma
lanterna a pilhas e 47% (126), referiram dispor de um radio a
pilhas (grafico 1). De entre aqueles que usam lanternas e radio
a pilhas (n=219; 81%), apenas 77 (35%) responderam verificar

regularmente a carga das pilhas.

Considerando o indice de preparacao, 58,2% dos participan-
tes referem estar preparados ou bem preparados. Ou seja,
tinham adotado trés ou quatro das medidas previstas.

Observou-se uma diferenca significativa em Pedrogéao Grande,
com uma probabilidade menor de adogao de medidas (apenas
45,3% dos participantes deste concelho). As mulheres também
tém uma probabilidade menor de adotar a totalidade das medi-
das (50,7% em comparac¢ao com 67,8% dos homens). Os traba-
Ihadores da industria transformadora também tém uma menor
probabilidade (41,5%) de estarem preparados em comparagao
com trabalhadores de outras atividades econdmicas (tabela 1).

Adogao de medidas bésicas de preparagdo para emergéncias, referidas pelos
participantes no inquérito (n=269).

85

63

79

47

20% 30% 40% 50% 60% 70% 80% 90% 100%
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Tabela 1:

Preparadas ou bem

preparadas
n (%)

Concelho (n=156)

Castanheira de Pera 44 (61,1)

Figueiré dos Vinhos 83 (62,9)

Pedrégao Grande 29 (45,3)
Género (n=156)

Masculino 80 (67,8)

Feminino 76 (50,7)
Grupo etario (n=156)

20-39 24 (60,0)

40-49 31 (58,5)

50-59 38 (61,3)

60-69 39 (65,7)

70+ 24 (55,8)
Atividade econémica (CAE) (n=181)

Agricultura 22 (59,5)

Industria transformadora 17 (41,5)

Construgao 21 (84,0)

Atividades administrativas 10 (58,8)

Qutras atividades de servico 33 (57,9)

Producdo das familias para 10 (66,7)

uso préprio

Qutras 68 (25,3)
Situagao laboral (n=153)

Empregado 77 (58,8)

Desempregado 13 (50)

Reformado 51 (57,3)

Qutros 12 (92,3)

Preparagéo das familias para emergéncias e catéstrofes: indice de preparagéo.

Bivariavel Multivariavel
OR 1C95% ORa 1C95%
1 1
1,08 0,6-1,9 0,93 0,48 - 1,80
0,53 0,27 - 1,04 0,37* 0,17 - 0,83

0,49** 0,30 - 0,81 0,44* 0,25 -0,78
1 1
0,94 0,41 -2,17 0,76 0,30 -1,91
1,06 0,47 - 2,38 0,76 0,31 -1,87
0,84 0,38 - 1,85 0,48 0,17 - 1,36
0,84 0,35-2,02 0,55 0,16 - 1,87
1 1
0,48 0,20 - 1,20 0,32 0,11 -0,87
3,68 1,02 - 12,55 2,18 0,64 - 8,40
0,97 0,30 - 3,13 0,63 0,16 - 2,24
0,94 0,40 - 2,17 0,86 0,34 - 2,18
1,36 0,39 - 4,80 1,1 0,29 - 4,29
0,84 0,37 - 1,90 0,60 0,24 - 1,50
1 1
0,70 0,30 -1,63 0,85 0,32 - 2,26
0,94 0,65 - 1,62 1,41 0,66 - 3,53
1,60 0,67 - 3,93 2,60 0,80 - 8,45

OR: odds ratio; 1C95%: intervalo de confianga 95%; ORa: odds ratio ajustada. *p<0,05; ** p<0,01

Além destes resultados, ser portador de uma doenga crénica
aumenta a probabilidade de ado¢ao de medidas de protecdo
(OR=1,7;1C-95%: 1,04-2,8). Verificou-se que 82% (n=220) dos
participantes no inquérito referiram coabitar com doentes
crénicos, mas destes apenas 93% (n=205) referiram manter
uma reserva de medicamentos de trés dias para cada um (15
participantes referiram nao ter).

Quando inquiridos em relagao aos principais meios de comuni-
cagao utilizados para receber informacdes e indicacdes das
autoridades no caso de uma catastrofe de grandes dimensoes,
(36%) mencionaram a televisao, 22% o telefone (fixo e mével),
15% o radio e 11% internet (gréfico 2).
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Gréfico 2: £ Principal meio de comunicagao referido para rece-
ber informagdes e indicagbes das autoridades em
caso de catéstrofe (n=269).

7, 3% %
[ Televisao
30; 11%
[ Telefone
96; 36%
Radio
31; 1%
[ Vizinhos
[ Internet
40; 15%
B Outros
. 0,
G0 2 0 Nao sabe

De entre os participantes que referiram a televisdo como prin-
cipal meio de comunicagao, verificou-se que se tratava de uma
preferéncia sem diferencas significativas em relacdo ao conce-
Iho e ao sexo. Em relacédo a idade, os participantes com 70 e
mais anos preferem a televisdo (ORa=2,7; 1C95%=1,09-6,83)
como fonte de informacédo em caso de emergéncia.

Nao se detetaram diferencas significativas em relagdo ao
uso do telefone (fixo e mével). Os participantes de Pedrégao
Grande evidenciaram uma preferéncia menor pelo uso de
radio a pilhas (ORa=0,22; 1C95% =0,06-0,81) em relacao
aos outros dois concelhos e de entre aqueles que preferem
a internet como meio de informacé@o, sdo 0s mais jovens
(20-49 anos) que manifestaram essa preferéncia, uma vez
que os mais velhos (50-59 anos) manifestaram um uso menor
(ORa=0,22; 1C95%=0,07-0,70).

_Discussao e conclusdes

Quando comparados com os valores obtidos nos Estados
Unidos em 2012, através do Behavioral Risk Factor Surveilla-
ce System - BRFSS (Centers for Disease Control and Preven-
tion, 2012) em 14 estados e referente a dados recolhidos em
2006-2010, verificou-se que a proporgcao de participantes
portugueses que afirmavam dispor de lanterna (79%) ou de

2018
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radio a pilhas (47%) era inferior aos valores registados pelo
BRFSS (94,8% e 77,7%, respetivamente). No entanto, os por-
tugueses apresentavam uma proporgéo superior de reserva

fo
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de agua (63% vs 53,6%) e proporgdes semelhantes de reser-
va de comida e medicacao (85% vs 82,9%; 93% vs 89,7%).

Nao se observou qualquer relagdo com a idade, ao contrario
dos resultados obtidos em alguns estudos, que apontam para
individuos de meia-idade (40-69) ou para 0s grupos etarios
mais velhos, que 0s autores relacionam com a experiéncia de
vida e consequentemente, com uma maior sensibilidade para
o problema ().

A semelhanca de outros estudos (910) verificou-se que os
doentes cronicos tém uma probabilidade estatisticamente
significativa de manter em casa uma reserva de medicacao
que possibilite o controlo da sua doenca durante um determi-
nado periodo de tempo. A proporcao relatada de 89% (9) é
semelhante a proporcédo observada no presente estudo (93%).

Verificamos que a maioria prefere meios de comunicagao sem
autonomia energética (televisdo + telefone + internet = 186;
69%), 0 que podera ser muito limitativo em caso de falha no
fornecimento. Embora muito popular em determinada época,
o radio a pilhas tende a cair em desuso face aos telemoveis e
outros dispositivos e verificou-se que sa0 poucos 0s que exa-
minam regularmente a carga das pilhas (35%). Existem alter-
nativas com autonomia energética acessiveis, como os radios
alimentados por dinamo carregado por fricgao (manivela) ou
por células fotovoltaicas e estas alternativas devem ser consi-
deradas para efeitos de um kit de emergéncia (©).

Por questdes operacionais, nao foram incluidas no presente
estudo perguntas relativas a planos familiares de emergéncia
escritos, mas trata-se de um aspeto importante, sobretudo
para familias com criancas, doentes croénicos acamados, com
limitagOes cognitivas, doenga mental ou com mobilidade con-
dicionada, ndo esquecendo os animais de estimagao (12:13),

As Autarquias, a Protecao Civil e outros agentes comunitarios
podem prestar uma ajuda importante através de programas
especificos, envolvendo a sinalizacdo destas situagdes, divul-
gando informacao pertinente e desenvolvendo formas e mate-
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riais de apoio que possibilitem a criagao e atualizagao destes
planos familiares. Este tipo de programas devera ser avaliado
com regularidade (14.15),

_Recomendagdes

Desenvolver programas comunitarios de apoio as familias para
que possam preparar 0s seus planos de emergéncia. Além
disto, as Autarquias e a Protegao Civil devem fazer simulacros
regulares para melhor preparar as familias para emergéncias
e catastrofes. Este tipo de programas devera ser avaliado com
regularidade.

Ter em atencao as preferéncias por meios especificos de co-
munica¢do, mas incentivar o recurso a equipamentos com
autonomia, como por exemplo, os radios e lanternas alimen-
tados por dinamo carregado por fricgdo ou por células foto-
voltaicas.

Identificar e sinalizar na comunidade as familias com individuos
com limitagdes cognitivas ou de mobilidade, perturbacdes
psicolégicas, incapacidade ou com outras dificuldades, com
pessoas vulnerabilidades (criancas e idosos, por exemplo) de
modo a poderem dispor de medidas de emergéncia adequadas.

Os profissionais de salde devem sensibilizar os doentes croni-
cos que necessitam de medicacdo continuada para que man-
tenham uma reserva de medicagdo para usarem em caso de
necessidade e que podera ser, por exemplo, aviar a receita de
manutencao duas semanas antes de esgotar 0 medicamento
em casa.
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_Resumo

As infecdes TORCH sdo causa de perturbagdo neurossensorial grave no
feto e recém-nascido, podendo ser causa ou associar-se a paralisia cere-
bral (PC). Os registos do Programa de Vigilancia Nacional da Paralisia Ce-
rebral (PVNPC) foram usados para identificar e caracterizar, aos 5 anos de
idade, as criangas com PC e infegdo TORCH, nascidas em 2001-2010, e es-
timar a frequéncia desta associagdo em Portugal. Foi estimada a prevalén-
cia da associagéo da PC a infegdo TORCH em 5,8% (IC95% 4,64-7,29). Os
agentes infeciosos mais frequentemente registados foram: citomegalovirus
(45 casos), virus da imunodeficiéncia humana (15 casos) e Treponema palli-
dum (6 casos), a grande maioria em criancas nascidas em Portugal. Nas
criangas com PC e infegado TORCH predomina o tipo clinico de PC espas-
tica bilateral com 4 membros afectados, sendo frequentes morbilidades e
défices associados. Na ressonancia magnética encefélica é mais frequen-
te 0 predominio das lesdes do 1° e 2° trimestres da gestagao. A prevencao
primaria, parece ter maior potencial de sucesso quando pré-natal, no inicio
da gestacgao ou na transmissao perinatal. A elevada suspeigao clinica e epi-
demiolégica podera aumentar o sucesso da prevencgéo terciaria. Os dados
da vigilancia epidemiolégica nacional ajudam a entender e aplicar estraté-
gias de prevencéo na PC associada a infegdo TORCH.

_Abstract

TORCH infection causes severe foetal and neonatal disease and neurolo-
gical disorders, such as cerebral palsy (CP) may occur. Data from the
Portuguese National Surveillance of Cerebral Palsy (PVYNPC) are used
to characterize, at 5 years of age, children with CP born 2001-2010 with
TORCH infection and to estimate the prevalence of the the association in
Portugal. The prevalence of the association of CP with TORCH infection
was estimated in 5.8% (95%Cl 4.64-7.29). The infeccious agents most
frequently registered were cytomegalovirus (45), HIV (15) and Treponema
pallidum (6), the large majority are children born in Portugal. The predo-
minant clinical type in children with CP and TORCH infection is bilateral
spastic CP with 4 affected limbs, frequently with associated morbidity
and functional impairments. Cranial magnetic ressonance shows mostly

predominant lesions originated in the 1st and 2nd trimester of pregnancy.
These results highlight the potential for primary prevention, with higher
potential for success in cases of either prenatal or early gestational
infection or perinatal transmission; high clinical and epidemiological
suspition can increase the success of terciary prevention. Data from
national epidemiologic surveillance contribute to better understand and
implement strategies to prevent CP associated to TORCH infection.

_Introdugéo

A paralisia cerebral (PC) é um conjunto amplo de condigbes
clinicas permanentes, mas nao inalteraveis, com afectacao
da fungdo motora, movimento e/ou postura, devidas a
interferéncia/lesdo/anomalia ndo progressiva do desenvolvi-
mento do cérebro imaturo (Surveillance of Cerebral Palsy
in Europe - SCPE) (). E a deficiéncia motora mais comum
na infancia, persistindo na adolescéncia e idade adulta.
Condiciona esforco familiar e social relevantes e um gasto
avultado de recursos.

A vigilancia epidemioldgica da PC proporciona um indicador
importante dos cuidados de satde maternos e perinatais (2).
Portugal conta desde 2006 com o Programa de Vigilancia
Nacional da Paralisia Cerebral (PVNPC), o primeiro registo
de PC com dimensao nacional na Europa, associado desde
2007 a SCPE e, desde 2016, ao Joint Research Centre da
Comissao Europeia, integrando a Plataforma Europeia de
Registos de Doencas Raras. Desde abril de 2018, o Instituto
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Nacional de Saude Doutor Ricardo Jorge integra o consércio
que suporta o PVNPC, contribuindo para a vertente cientifica

e a articulacdo com outros programas de registo e vigilancia.

A associacdo da PC com infecdo por citomegalovirus (CMV)
estd estudada (3), mas a associagao ao conjunto das infecdes
TORCH carece de caracterizacdo quanto a sua frequéncia,
gravidade clinica e funcional, e factores de risco associados.

_Objetivos

Caracterizar as criangas com PC nascidas na década de 2001-

2010 com infecdo TORCH e estimar a frequéncia da associagao.

_Métodos

O PVNPC desenvolve a vigilancia activa de casos de PC em
Portugal, fazendo o seu registo e caracterizagdo na idade reco-
mendada de 5 anos de idade, seguindo o protocolo comum da
SCPE (), que inclui a definicdo e classificacdo da PC, instru-
mentos de avaliagdo funcional, imagioldgica (5) e de morbilida-
de associada. Para os efeitos deste estudo, consideraram-se
infecdes TORCH as definidas pela Rede Nacional de Vigilan-
cia Laboratorial e Clinica de Infegdes Congénitas (TORCHnet)
(6). Foram estudados os casos de PC notificados ao PVYNPC
até setembro de 2018, nascidos em 2001-2010, avaliados em
2006-2016. Foram estimadas proporcoes e odds ratio (OR)
com intervalos de confiaga de 95% (IC95%); compararam-se
proporgdes com testes qui-quadrado e exato de Fisher, confor-
me adequado. Foram usados os programas IBM SPSS Statis-
tics V25 e OpenEpi (7).

_Resultados

Foram notificadas ao PVNPC 1731 criangas com PC nascidas
entre 2001 e 2010, 125 nao nascidas em Portugal (7,2%).
Obteve-se informacao sobre infecdo TORCH em 1202/1731
casos (69,4%), 60/1202 ndo nascidas em Portugal (5,25%).
Identificaram-se 70/1202 criangcas com registo de infecéo
TORCH (5,8%; 1C95% 4,64-7,29), correspondendo a 63/1142
nascidos em Portugal (5,5%; 1C95% 4,34-7,0) e 7/60 né&o
nascidos em Portugal (11,7%; 1C95% 5,77-22,18) (p=0,047).

As infecdes identificadas estao referidas na tabela 1. Os agen-
tes mais frequentemente registados foram o CMV (45 casos

2018
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[40 nascidos em Portugal], 3 em coinfecao), o VIH (15 casos

/I) \\,

[13 nascidos em Portugal], 2 em coinfecdo) e o Treponema
pallidum (6 casos, todos nascidos em Portugal).

A ressonancia magnética (RM) encefalica (802/1202 casos)
revela padroes de lesdo diferentes (p<0,001), sendo nas
criangas com PC e infe¢do TORCH mais frequentes as lesdes
do 1° e 2° trimestres (anomalias congénitas) (40% vs. 11,7%) e
as classificadas em Diversos (32,5% vs. 10,2%) (tabela 2). O
padrdo de tipos clinicos de PC é diferente (p=0,002), sendo
mais frequente nas criangas com infe¢do TORCH a PC espas-
tica bilateral com afectac@o de 4 membros (569,4% vs. 35,9%;
OR 2,6; 1C95% 1,59-4,32). A epilepsia é mais frequente nas
criancas com PC e infegdo TORCH (55,6% vs. 43,6%; OR 1,6
IC95% 0,97-2,72; p=0,042). Sao também mais frequentes e
mais graves os défices neurossensoriais e cognitivo.

As criangas com PC e infecao TORCH nasceram mais frequen-
temente de maes mais jovens (p=0,001), de gestagao de termo
e leves para a idade gestacional (37% vs. 17%; p<0,001).

Tabela 1: 2 Agentes de infe¢des TORCH identificadas em crian-
¢as com paralisia cerebral nascidas em 2001-2010,
registadas no Programa de Vigilancia Nacional da
Paralisia Cerebral.

Agentes referidos no registo n %
Citomegalovirus (CMV) 42 60
CMV + Virus da Imunodeficiéncia Humana 2 2,9
CMV + Virus da rubéola 1 1,4
Virus Herpes simplex 2 2,9
Virus da Imunodeficiéncia Humana 12 171
Virus da rubéola 2 2,9
Treponema pallidum 6 8,6
Toxoplasma gondii 1 1,4
Apenas referida infe¢do do grupo TORCH 2 2,9

Total 70 100
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Tabela 2:
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Classificagao da ressonancia magnética em criangas com paralisia cerebral

nascidas em 2001-2010, registadas no Programa de Vigilancia Nacional da
Paralisia Cerebral com e sem referéncia a infe¢do TORCH.

Padrao predominante de lesdo na ressonancia magnética Infegéo TORCH| | Néo Infegéo TORCH
(n=40) (n=762)
A - Malformag6es: padrbes do 1° e 2° trimestres 16 (40%) 89 (11,7%)
B - Lesdo predominante da substancia branca: padrées precoces 4 (10%) 309 (40,6%)
do 3° trimestre
C - Lesédo predominante da substancia cinzenta: padrées tardios 6 (15%) 243 (31,9%)
do 3° trimestre
D - Diversos (miscellaneous) 13 (32,5%) 78 (10,2%)
E - Normal 1(2,5%) 43 (5,6%)

Classificagdo da ressonancia magnética em idade pos-neonatal, baseada no padrao predominante de lesdo que possa
provocar o padréo clinico predominante da paralisia cerebral ®),

_Discusséo

A prevaléncia de infecdo TORCH registada em Portugal nas
criangas com PC foi de cerca de 6%, possivelmente mais
frequente entre 0s casos nédo nascidos em Portugal. Em
Portugal existem dados actuais e abrangentes referentes a
infecao congénita e perinatal por CMV na populagao geral de
recém-nascidos, estimada em 6,6x10° (IC95% 4,81-8,92) (),
Apesar de ser uma estimativa refrente apenas a CMV e de
reflectir provavelmente subdiagnéstico e subnotificagao, é a
infecao TORCH mais frequente, sugerindo que, nas criangas
com PC, a associacdo é muito mais frequente do que na
populagdo em geral.

Existe a percepgao de que, no seu conjunto, infecao TORCH
seja uma condicao subdiagnosticada, quer na populacdo em
geral quer nas criancas com PC, pois ¢é de dificil confirmacéo,
particularmente quando se investiga tardiamente a etiologia da
PC, dada a heterogeidade e caracter multifactorial dos agen-
tes, da apresentacéo clinica e do padrao neuroimagiolégico.

A PC espastica bilateral com afectacdo de 4 membros é o
tipo clinico mais frequente nas criangas com infecao TORCH
(59,4%), estimando-se que esta forma muito grave de PC
tenha uma possibilidade cerca de 2,5 vezes maior de ocor-
rer quando a PC se associa a infecdo TORCH. Apesar de
se tratar do tipo clinico tipico da crianga com PC nascida a
termo (4), estas criancas com PC e infe¢cdo TORCH raramen-
te apresentam clinica de hipdxia perinatal e a RM mostra

maioritariamente lesbes predominantes com origem no 1°
e no 2° trimestres da gestagéo, sugerindo o efeito directo e
precoce dos agentes no encéfalo em desenvolvimento.

Os agentes registados mais frequentemente (CMV, VIH, sffilis)
sugerem poder haver potencial de prevencao da transmisséao
vertical e da gravidade da afecé@o se houver diagnéstico e tra-
tamento precoces. As lesdes encontradas na RM (vide supra)
sugerem maior potencial de sucesso se o tratamento ocorrer
precocemente, antes ou no inicio da gestacdo; no entanto,
nas situacdes de risco ou de certeza de transmissao perinatal
(sifilis, VIH, CMV), o tratamento especifico logo apds o nasci-
mento podera estar fortemente recomendado. As caracteristi-
cas identificadas que potencialmente permitiriam identificar
gestacdes e criangas em risco (méaes jovens, recém-nascidos
de termo e leves para a idade gestacional, anomalia congéni-
ta encefalica) abrem alguma expetativa de poderem contribuir
para o diagnostico e para a intervencao precoces.

_Conclusdes

Sendo a proporgao de casos graves de PC mais frequente
do que nas criancas com PC sem infecdo TORCH, é impor-
tante haver elevada suspeicéo clinica e epidemiolégica para
permitir a sua prevengao (primaria e secundaria) e iniciar
precocemente a intervencao de reabilitacdo. A vigilancia epi-
demioldgica da PC permite obter informacao rigorosa para
auxiliar a suspeicéo clinica e a planificacdo de cuidados.
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_Utilizacao dos cuidados de satide na presenca de sindrome gripal: descricao das épocas

2011/2012 a 2016/2017

Use of health care during influenza season: seasons 2011/2012 to 2016/2017
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Departamento de Epidemiologia, Instituto Nacional de Saude Doutor Ricardo Jorge, Lisboa, Portugal.

_Resumo

A gripe é uma doenca respiratéria aguda que, apesar de normalmente
benigna, pode ter um curso mais severo, com impacto nos servigos
de saude. O objetivo deste estudo é caracterizar o comportamento de
procura de cuidados de saide numa amostra da populagdo portuguesa
face a sintomatologia de gripe (SG). Realizou-se um estudo descritivo
com base na informacao recolhida pelo sistema de vigilancia participa-
tiva Gripenet, nas épocas de gripe de 2011/2012 a 2016/2017. Entre
2011/2012 e 2016/2017 foram identificados 4196 casos de SG. Do total
dos casos, 71,3% (1C95%: 69,9-72,6) referiu ndo ter recorrido a nenhum
servico de saude; 11,4% (IC95%: 10,4-12,4) referiu uma consulta de
Medicina Geral e Familiar (MGF) e 6,2% (IC95%: 3,2-6,5) tera recorrido
a uma urgéncia/servico hospitalar. O estudo revelou que a maioria das
pessoas nao recorre a nenhum servigo de salude, sendo a consulta de
MGF o servigo mais utilizado numa situagéo de SG.

_Abstract

Influenza is an acute respiratory disease that although usually benign, can
have severe form, with impact in health services use. The objective of this
study is to characterize the health seeking behaviour on a Portuguese
population sample regarding influenza like illness (ILI). We conducted a
descriptive study based on data collected through the online collaborative
system, Gripenet, in influenza seasons from 2011/12 to 2016/17. From all
cases collected in 2011/12-2016/17 (n=4196), 71.3% [95%CI: 69.9-72.6]
didn’t consult with any health service; 11.4% [10.4-12.4] reported having had
a GP appointment and 6.2% [95%Cl: 5.6-7.0] recurred to the ER/hospital.
This study shows that the majority of ILIs does not seek any health services
and the use of GP services was the most frequent service.

_Introdugéo

A gripe € uma doenca respiratoria aguda, provocada pelo
virus influenza, normalmente benigna e responsavel por epi-
demias sazonais. Contudo, a gripe pode ser uma doenca
mais severa com impacto na procura de cuidados de saude.
Anualmente, estima-se que o virus influenza seja responsa-
vel por 3 a 5 milhdes de casos de doenca grave e por 250
mil a 500 mil mortes em todo o mundo (1),

A informagéo resultante dos sistemas de monitorizacdo e
vigilancia da gripe apoiam o planeamento, implementacao
e avaliagdo das estratégias de prevencdo. Atualmente, o
Gripenet (2) é 0 tnico sistema de monitorizacdo de base po-
pulacional e ndo dependente da procura de cuidados exis-
tente em Portugal para a vigilancia da gripe.

Este sistema de vigilancia participativa, em que qualquer cida-
dao residente em Portugal pode voluntariamente participar,
conta com mais de 2000 participantes ativos que respondem
a questionarios online entre novembro e maio, permitindo a
monitorizacdo da epidemia sazonal. Adicionalmente, o websi-
te http://www.gripenet.pt, que serve de suporte ao projeto,
esta disponivel durante todo o ano, fornecendo informacgao
sobre a doenca e as tematicas com ela envolvidas, sendo o
maior repositério de conteudos online em lingua portuguesa
sobre a gripe.

O sistema integra ainda o consércio europeu Influenzanet (3),
(www.influenzanet.eu) que faz a anélise, apresentagao e divul-
gacao dos dados a nivel europeu.

Objetivo

O presente estudo teve como objetivo caracterizar o compor-
tamento de procura de cuidados de saude numa amostra
da populacdo portuguesa face a sintomatologia de gripe
(sindrome gripal-SG).

_Métodos

Realizou-se um estudo epidemiolégico descritivo com base na
informacéo recolhida em seis épocas (2011/2012 a 2016/2017)
pelo sistema de vigilancia participativa Gripenet.
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Este sistema de base comunitaria consiste na notificagéo Grafico 1: [ Proporgéo de individuos com SG que referiram
semanal, através da internet, de um conjunto de sintomas ter procurado os cuidados de salde nas épocas
clinicos e dos comportamentos deles decorrentes. Para 2011/2012 a 2016/2017. (n=4196 casos de SG)

este estudo analisaram-se a procura de cuidados de saude

(consultas de medicina geral e familiar- MGF, urgéncia/servigo Consulta de medicina geral e familiar |
hospitalar e outros) e o recurso ao servico telefénico (SNS 24) 160
dos individuos com SG. 14,0
Para este estudo utilizou-se a definicdo de SG da Unido Euro- EZ 1 } } } }
peia (4): inicio stbito de sintomas, 1 sintoma respiratério (tosse, = 810 ]
dificuldade respiratoria, dor de garganta) e 1 sintoma sistémico Y, 118 12,7 116 9,3 115 16
(febre, mialgia, mal-estar, dor de cabeca). Para avaliar as dife- 40
rencas nos comportamentos por época, utilizou-se o teste de 20
Qui-quadrado, com um nivel de significancia de 5%. o 201112 2012/13  2013/14  2014/15  2015/16  2016/17
Epoca
_Resultados
Urgéncia/servico hospitalar

Nas seis épocas de gripe estudadas entre 2011/2012 e
2016/2017 foram identificados na base de registos de Gripenet, EZ
4196 casos de SG, com idade entre os 1 e 86 anos, dos quais 12,0
39,8% eram do sexo masculino. 10,0 ]
A maioria dos individuos (71,3%; IC 95%: 69,9 a 72,6) refe- = ZZ } } } }
riu n&o ter recorrido a nenhum servico de saude. Do total 4,0 }
de notificagdes, 11,4% [10,4% a 12,4%] referiu o recurso a 20 98 94 H7 . » "
uma consulta de MGF e 6,2% [5,6% a 7,0%)] tera recorrido o0 201142 2012/13 201314 Y
a urgéncia/servico hospitalar. No grafico 1 encontra-se des- 2014/15  2015/16  2016/17
criminada a evolugdo ao longo das seis épocas em estudo. Epoca
Nas seis épocas em analise nao se verificaram diferencas es- SNS 24
tatisticamente significativas no recurso as consultas de MGF 160
(p=0,464). Contudo, verificou-se uma utilizagdo mais frequen- 14.0
te de urgéncias/servicos hospitalares em 2012/2013 (9,4%) 12,0
comparativamente as restantes épocas (4,7% em 2013/2014 a e
6,3% em 2016/2017) (p=0,007). A utilizagio do servico SNS 24 & 22
variou significativamente (p=0,015) entre 1,4% [0,7% a 2,7%)] 410 } }
em 2013/2014 e 4,6% [3,2% a 6,5%] em 2015/2016 (gréfico 1). 2,0 I { I I

o 30 2,7 1lg 33 4,6 4,2

2011/12  2012/13  2013/14  2014/15  2015/16  2016/17

Epoca

Fonte: Gripenet.
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_Discussao e conclusdes

Os resultados deste estudo preliminar revelam que a maior
parte da populag@o ndo recorre a nenhum servico de saude
numa situacéao de sindroma gripal. O servico mais referido foi
0 dos cuidados de saude primérios, sendo a frequéncia de uti-
lizagao de uma consulta de MGF estével ao longo das épocas,
0 que esta de acordo com o descrito em outros estudos ().

O recurso a urgéncia/servigo hospitalar variou ao longo das
épocas, sendo mais elevado numa época com cocirculagao
de virus do tipo A(H1) e B (linhagem Yamagata). Considerando
que existe um diferencial de circulacao de virus associado a
idade (6), a distribuicao etaria dos participantes na plataforma
Gripenet pode ser uma explicacdo para este resultado, dada
a sub-representacdo de criancas e idosos.

O recurso ao servico SNS 24 foi referido por 3,7% dos casos
notificados no periodo em estudo. Este resultado surpreende,
na medida em que seria expectavel que quem participa num
sistema de vigilancia participativa online pudesse ter uma utili-
zacao mais frequente de uma ferramenta de aconselhamento
e encaminhamento a distancia.

Tendo em conta as recomendagdes, podera ser importante
aumentar a literacia da populacéo para melhor gerir episé-
dios de gripe, incentivando a utilizacdo de servigcos como
SNS 24, reduzindo, assim, a procura dos cuidados de saude
presenciais.

Esta informagéo é importante para o planeamento de servi-
cos de saude durante a epidemia de gripe, pois permite um
dimensionamento da capacidade de resposta adequado ao
volume da procura, determinado em monitorizagéo perma-
nente e tempo util.
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_Resumo

As epidemias de gripe representam um sério problema de saude publica
com elevados custos econoémicos. Foi sugerido que um dos alelos do
gene IFITM3 (rs12252-C) constitui um importante fator de risco de base
populacional para as formas graves da gripe por infegdo pelo virus
A(H1N1)pdmO09. Analisamos variantes do IFITM3 associadas a gravidade
da doenga em doentes portugueses (n=41). Foram identificados sete
SNPs no amplicao de 352bp do /IFITM3 em torno do rs12252. De acordo
com HapMap, o SNP rs34481144 pertence ao mesmo bloco de desequi-
librio de ligagao (LD) que rs12252, e esta em LD com rs6421983. A asso-
ciagdo negativa com formas sintoméaticas graves em relagdo a ligeiras
observada para o alelo rs34481144-A é sugestiva de um efeito protetor no
modelo de hereditariedade dominante. Para além disso, o haplétipo Hap4
com rs34481144-A, e sem o rs12252-C, mostrou estar significativamente
associado a gripe sintomaticamente ligeira. Por outro lado, apesar de a
um nivel de significancia limiar, o haplétipo Hap1 com rs34481144-G, sem
rs12252-C, mostrou-se associado a gripe com sintomatologia grave. Em
comparagdo com a populagao portuguesa em geral, foram observadas
diferencas significativas nas frequéncias do alelo possivelmente protetor
rs34481144-A no grupo com sintomatologia grave, do Hap1 deletério
no grupo com sintomatologia ligeira e do Hap4 protetor no grupo com
doenca grave. A propor¢ao de casos com sintomas graves que poderiam
ser evitados se todos os individuos da populagéo apresentassem o alelo
protetor rs34481144-A foi estimada em 56% e 64%, respetivamente na
populacdo em geral e no grupo de individuos com doenga ligeira. A impli-
cagao destas variantes nos fenotipos da doenga necessita de estudos de
validagcdo, nomeadamente de natureza funcional.

_Abstract

Influenza epidemics are a serious global public health and economic
problem. The IFITM3 allele (rs12252-C) was suggested as a strong
population-based genetic risk factor for severe influenza virus infection by
A(HTNT)pdm09. We analyzed IFITM3 variants for association to influenza
severity in Portuguese patients (n=41). Seven SNPs, within the 352bp
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IFITM3 amplicon around rs12252, were identified. According to HapMap
SNP rs34481144 belongs to the same linkage disequilibrium (LD) block
as rs12252, and is in strong LD with rs6421983. A negative association
with severe relative to mild disease was observed for allele rs34481144-A,
indicating a protective effect under the dominant model. Moreover, haplo-
type Hap4 with rs34481144-A, not including rs12252-C, was significantly
associated to mild influenza. Conversely, although with borderline signifi-
cance, haplotype Hap1 with rs34481144-G, not including rs12252-C, was
associated to severe disease. Moreover, in comparison to the general
Portuguese population, statistical significant differences in the frequen-
cies of the protective allele rs34481144-A in the severe disease group,
the deleterious Hap1 in the mild disease group and the protective Hap4
in the severe disease group, were observed. The population attributable
risk (PAR) for the targeted rs34481144 allele or genotype was of 55.91%
and 64.44% in the general population and the mildly infected individuals,
respectively. Implication of these variants in disease phenotype needs
further validation, namely through functional analysis.

_Introdugéo

As epidemias de gripe sazonal sdo responsaveis por elevada
morbilidade e mortalidade a nivel mundial (). O seu impacto
na saude global e na economia impulsionaram a pesquisa das
bases genéticas da predisposicao a gripe.

Em resposta a uma infecdo viral aguda, o sistema imunitario do
hospedeiro induz a sintese de moléculas antivirais tais como as
proteinas transmembranares da familia IFITM que estao envol-
vidas (i) no sequestro viral, (i) no bloqueio de recetores virais,
e (iii) na restricao da endocitose/fuséo, podendo assim inibir a
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replicagao de varios tipos de virus incluindo o da gripe, um Or-
tomixovirus (2). No gene de uma dessas proteinas, a IFITM3,
0 alelo C do polimorfismo (SNP) do locus rs12252, foi associa-
do a sintomas graves da gripe causada pelo virus pandémico
A(H1IN1)pdm09 em varias populacoes. Este alelo, raro nas po-
pulagdes com ancestralidade europeia mas muito comum nas
populacdes do Extremo Oriente, podera representar um fator
de risco populacional importante (3-6).

_Objetivo

Investigar a associacdo do gendtipo IFITM3 na regiao do SNP
rs12252-C com a gravidade sintomaética da gripe, causada pelo
virus A(HIN1)pdmQ9, em doentes da populagéo portuguesa.

_Material e métodos

Sujeitos

Foram selecionados 41 doentes portugueses com infegao
confirmada pelo virus A(HIN1)pdmQ9 e classificados entre
doentes com formas ligeiras da doenca recebendo tratamento
ambulatério e doentes com formas graves da doenca recorren-
do as Unidades de Cuidados Intensivos (UCI). Os critérios de
admissdo as UCI foram pneumonia ou dispneia. Para efeitos
comparativos foram também selecionadas 200 amostras da
populacao geral portuguesa provenientes de uma amostragem
de conveniéncia, do Departamento de Genética Humana,
Instituto Nacional de Saude Doutor Ricardo Jorge (DGH/INSA).
As amostras foram anonimizadas antes da investigagao.

Genotipagem

A extragcdo do ADN gendmico dos pacientes foi efetuada
a partir de leucocitos periféricos no MagNA Pure LC
(Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Alemanha) e a
partir de exsudados nasais utilizando o kit QlAamp®
Viral RNA Mini (Qiagen, Hilden, Alemanha). Os primers
direto e reverso: 5'- GGAAACTGTTGAGAAACCGAA-3’ e
5'- CATACGCACCTTCACGGAGT-3(4) foram utilizados na
amplificacéo por PCR de um fragmento de 352 pb no primeiro
exao do gene IFITM3 (chr11: 320556 -320907, GRCh38/hg38).
Os produtos de PCR purificados foram sequenciados por ele-
troforese capilar ABI-3130 XL (Applied Biosystems, MA, EUA).

As sequéncias foram analisadas com o programa FinchLa™
(Geospiza). Os haplotipos foram reconstruidos a partir dos
dados gendmicos para os 7 SNPs do amplicao do gene IFITM3
pelo programa PHASE 2.1 (7.8). A anotacéo alélica atribuida ao
haplétipo (Hap) seguiu a seguinte ordem: (5'>3'): rs34481144
c.-23G>A (5" UTRY); rs1136853 ¢.9C>A (p.His3GIn); SNP codao
11 ¢.33T>C (p.Pro11Pro); rs12252 ¢.42T>C (p.Ser14Ser);
rs56323507 ¢.51C>T  (p.Pro17Pro); rs56020216 ¢.60T>C
(p.Tyr20Tyr); rs11553885 ¢.165C>T (p.Pro55Pro).

Estudos de associagao

Os estudos de associagao genoétipo-fenotipo foram efetuados
para os individuos com formas graves e ligeiras da doenca.
Apenas foram analisados 0s SNPs em equilibrio de Hardy-
Weinberg (HWE) e com uma frequéncia do alelo minoritario
(MAF) >5% em ambos os grupos fenotipicos.

A analise estatistica foi efetuada em R (http:/www.R-
project.org). Foram utilzados testes do qui-quadrado e exato
de Fisher (duas caudas) (no caso de amostras pequenas)
para os estudos de associacdo sob diferentes modelos de
hereditariedade. O qui-quadrado também foi utilizado para
avaliar 0s possiveis efeitos de confundimento devidos a idade,
sexo e doenga cronica.

Os resultados da associacdo genotipo-fenotipo foram apre-
sentados como a razdo das probabilidades complementares
(Odds Ratio, OR), e o intervalo de confianca (IC) representando
0 grau de precisdo no tamanho do efeito. Devido ao tamanho
reduzido da amostra populacional e o baixo nivel de penetran-
cia das variantes observadas neste primeiro estudo preliminar,
foi considerado justificavel um nivel de significancia de 10%.
Neste caso, além do seu nivel habitualmente considerado
de 95%, o0 IC de 90% para o OR foi também calculado para
efeitos limiares (borderline), sugestivos mas néo conclusivos.
O critério do False Discovery Rate (FDR) foi aplicado para
reduzir a proporgao de falsos positivos devidos a realizacdo
de testes multiplos, apesar de que, considerando a natureza
néo aleatéria na escolha dos loci genéticos, esta corre¢céo nao
seria obrigatéria.

A proporcao de risco atribuivel a populagao (Population Attri-
butable Risk, PAR), foi calculada por: PAR%=100x p (1-OR)/
[p (1-OR)+1], onde p é a prevaléncia do alelo em estudo
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na populacdo geral (ou no grupo com doenga ligeira) e 0
OR representa uma estimativa do risco relativo de doenca
grave na populacao com o alelo (ou o gendtipo) em estudo
comparada com a populacdo que ndo apresenta o alelo (ou
0 genotipo).

_Resultados

Dos sete SNPs detetados no amplicao de 352 pb do IFITM3
(tabela 1), os estudos de associagdo genotipo-fendtipo
foram efetuados apenas para 0os SNPs com MAF >5%:
rs12252, rs1136853 e rs34481144 (tabela 2). Os resultados
evidenciaram um efeito protetor significativo contra as
formas graves da gripe para o alelo rs34481144-A no modelo
dominante (OR=0,26; 1C95% 0,07-0,97) e um efeito significa-
tivo limiar borderline no modelo sobredominante (OR=0,27;
IC90% 0,09-0,82). Estes resultados, ndo resistiram aos
critérios FDR. Comparando a distribuicdo deste SNP com
a populacao geral, foi observada uma diferenca borderline
significativa na distribui¢@o do alelo rs34481144-A, no grupo
de gripe sintomaticamente grave em relagdo a populacao
geral (p=0,071).

Tendo em conta que, a auséncia do alelo rs34481144-A se
mostrou associada a um risco acrescido de gripe com sinto-
mas graves, foi estimado o PAR, a proporcéo de graves que
poderiam ser evitados se todos os individuos da populacéo
tivessem o alelo protetor. Pelos nossos resultados, 56%
e 64% do risco de infecdo com caracteristicas graves €
atribuivel a auséncia do alelo rs34481144-A, respetivamente
na populacdo geral portuguesa e no grupo de doentes com
sintomas ligeiros.

De acordo com a nossa analise, os fatores idade e sexo ndo
mostraram associacdo com o genotipo, assim como o fator
doencga crénica ndo mostrou associacao com a gravidade
sintomatica da gripe, razéo pela qual ndo foram considerados
em ajustamentos para fatores de confundimento. Nenhuma
outra associacado significativa foi evidenciada para 0s outros
dois SNPs, apesar de uma tendéncia observada para o alelo
rs12252-C em associagdo com um risco acrescido de doenga
grave, tal como previamente descrito para outras populacoes.
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Estudos de associagao gendtipo-fendtipo foram realizados
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para os trés haplotipos com frequéncias >5%: Hap1
(GCTTCTC), Hap3 (GATCCTC), Hap4 (ACTTCTC). O Hapt
revelou-se como um fator genético deletério relativo a gripe
com sintomas ligeiros (OR=2,41; 1C90% 1,14-5,08) (tabela 3),
e 0 Hap4 um fator genético protetor estatisticamente signifi-
cativo contra a gripe sintomaticamente grave (OR=0,29;
IC95% 0,10-0,82) (figura 1 e tabela 3). Para o Hap4, o teste
qui-quadrado resistiu ao critério FDR. Em comparacdo com
a populagao geral portuguesa, a distribuicdo do Hap1 dele-
tério no grupo de doentes com sintomas de gripe ligeiros
foi significativamente diferente do observado na populacdo
geral (p=0,017) enquanto a distribuicdo do Hap4 protetor no
grupo de doenca grave foi significativamente diferente da
observada na populacado geral portuguesa (p=0,016).

Os padroes de desequilibrio de ligacao (Linkage disequili-
brium, LD), das variantes genéticas na regiao cromossomica
em volta do rs34481144, foram visualizados numa populagéo
com ancestralidade na Europa do norte e oeste do HapMap,
com o programa Haploview (9). Este SNP parece perten-
cer a0 mesmo bloco de LD do rs12252 (figura 2), estando
este Ultimo em LD perfeito com o rs1136853 (r?=1). O SNP
rs34481144 parece estar em LD com o rs6421983 (r°=0,88).
A anélise de transcricéo in vitro do IFITM3 com os hapldéti-
pos Hap1 e Hap4, ndo evidenciou diferencas significativas,
mesmo apés estimulo por interferdo, IFN-a ou IFN-y (dados
nao apresentados). A andlise in silico das variantes introni-
cas rs6421983 ¢.249+171G>A e ¢.249+171G>C, utilizando o
programa Human Splicing Finder (19), no revelou alteragdes
potenciais de splicing.
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Tabela 1: 2 Frequéncias alélicas e genotipicas das variantes do /FITM3 na populagdo geral portuguesa e em
doentes portugueses infetados pelo virus A(HIN1)pdm09

Doentes portugueses infetados pelo virus A(HIN1)pdm09 2

SNP, variante Gontiino (Eil%;) (Ic=)t4a1l> Slntomatalg%ga ligeira P Smtomat(glngQl)e grave ©
rs12252 ©6 0,00 (0/200) 0,0244 (1/41) 0,0526 (1/19) 0,00 (0/22)
¢.42T>C (p.Ser14Ser) cT 0,1200 (24/200) 0,1463 (6/41) 0,1053 (2/19) 0,1818 (4/22)
T 0,8800 (176/200) 0,8293 (34/41) 0,8421 (16/19) 0,8182 (18/22)
Alelo C 0,0600 (24/400) 0,0976 (8/82) 0,1053 (4/38) 0,0909 (4/44)
Alelo T 0,9400 (376/400) 0,9024 (74/82) 0,8947 (34/38) 0,9091 (40/44)
HWE¢ 0,815 1,170
rs34481144 AA 0,1100 (22/200) 0,0976 (4/41) 0,1053 (2/19) 0,0909 (2/22)
.-23G>A (5" UTR) AG 0,4450 (89/200) 0,4146 (17/41) 0,5789 (11/19) 0,2727 (6/22)
GG 0,4450 (89/200) 0,4878 (20/41) 0,3158 (6/19) 0,6364 (14/22)
Alelo A 0,3325 (133/400) 0,3049 (25/82) 0,3947 (15/38) 0,2273 (10/44)
Alelo G 0,6675 (267/400) 0,6951 (57/82) 0,6053 (23/38) 0,7727 (34/44)
HWE¢ 0,001 0,019
rs1136853 AA 0,00 (0/200) 0,0244 (1/41) 0,0526 (1/19) 0,00 (0/22)
¢.9C>A (p.His3GIn) AC 0,1050 (21/200) 0,1463 (6/41) 0,1053 (2/19) 0,1818 (4/22)
©C 0,8950 (179/200) 0,8293 (34/41) 0,8421 (16/19) 0,8182 (18/22)
Alelo A 0,0525 (21/400) 0,0976 (8/82) 0,1053 (4/38) 0,0909 (4/44)
Alelo C 0,9475 (379/400) 0,9024 (74/82) 0,8947 (34/38) 0,9091 (40/44)
HWE 0,614 1,170
rs11553885 T 0,00 (0/200) 0,00 (0/41) 0,00 (0/19) 0,00 (0/22)
¢.165C>T (p.Pro55Pro) TC 0,00 (0/200) 0,0488 (2/41) 0,0526 (1/19) 0,0455 (1/22)
cc 1,00 (200/200) 0,9512 (39/41) 0,9474 (18/19) 0,9545 (21/22)
Alelo T 0,00 (0/400) 0,0244 (2/82) 0,0263 (1/38) 0,0227 (1/44)
Alelo C 1,00 (400/400) 0,9756 (80/82) 0,9737 (37/38) 0,9773 (43/44)
HWE¢ NA 0,026
SNP cdi1 ©C 0,00 (0/200) 0,00 (0/41) 0,00 (0/19) 0,00 (0/22)
¢.33T>C (p.Pro11Pro) cT 0,00 (0/200) 0,0244 (1/41) 0,0526 (1/19) 0,00 (0/22)
T 1,00 (200/200) 0,9756 (40/41) 0,9474 (18/19) 1,00 (22/22)
Alelo C 0,00 (0/400) 0,0122 (1/82) 0,0263 (1/38) 0,00 (0/44)
Alelo T 1,00 (400/400) 0,9878 (81/82) 0,9737 (37/38) 1,00 (44/44)
HWE NA 0,006
rs56323507 T 0,00 (0/200) 0,00 (0/41) 0,00 (0/19) 0,00 (0/22)
¢.51C>T (p.Pro17Pro) TC 0,00 (0/200) 0,00 (0/41) 0,00 (0/19) 0,00 (0/22)
©6 1,00 (200/200) 1,00 (41/41) 1,00 (19/19) 1,00 (22/22)
Alelo T 0,00 (0/400) 0,00 (0/82) 0,00 (0/38) 0,00 (0/44)
Alelo C 1,00 (400/400) 1,00 (82/82) 1,00 (38/38) 1,00 (44/44)
HWE NA NA
r$56020216 ©C 0,00 (0/200) 0,00 (0/41) 0,00 (0/19) 0,00 (0/22)
¢.60T>C (p.Tyr20Tyr) cT 0,00 (0/200) 0,00 (0/41) 0,00 (0/19) 0,00 (0/22)
T 1,00 (200/200) 1,00 (41/41) 1,00 (19/19) 1,00 (22/22)
Alelo C 0,00 (0/400) 0,00 (0/82) 0,00 (0/38) 0,00 (0/44)
Alelo T 1,00 (400/400) 1,00 (82/82) 1,00 (38/38) 1,00 (44/44)
HWE¢ NA NA

PGP - Populagao geral portuguesa (este estudo); HWE - equilibrio de Hardy-Weinberg; NA - variante observada sem frequéncia ou populagédo (1000
Genomes Project) '"); SNP - Single Nucleotide Polymorphism; cd - codéo.

a Frequéncia alélica e genotipica documentada a partir do presente estudo; ba sintomatologia ligeira corresponde a doentes observados apenas em
ambulatério; © A sintomatologia grave corresponde a doentes hospitalizados em Unidades de Cuidados Intensivos; d valores do qui-quadrado do
HWE para os dados colhidos no presente estudo.
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Tabela 2: [} Associagdo dos polimorfismos rs12252, rs1136853 and rs34481144 ao risco acrescido de gripe com sinto-
matologia grave, sob diferente modelos de hereditariedade.

Modelo P P P OR
el SNP Tabela de contingéncia Qui-quadrado (x2)  Teste exato de Fisher @ (IC 95%)
Aditivo CC CT TT Heterozigoto
rs12252 Sintomas graves da gripe 0 4 18 NA 0,429 0,00 (0-NaN)
Sintomas ligeiros da gripe 1 2 16 Homozigoto
NA 0,486 0,00 (0-NaN)
AA AC CC Heterozigoto
rs1136853 Sintomas graves da gripe 0 4 18 NA 0,429 0,00 (0-NaN)
Sintomas ligeiros da gripe 1 2 16 Homozigoto
NA 0,486 0,00 (0-NaN)
AA AG GG Heterozigoto
rs34481144 Sintomas graves da gripe 2 6 14 NA 0 1,83 (0,20-16,51)
Sintomas ligeiros da gripe 2 1 6 Homozigoto
NA 0,578 0,43 (0,05-3,79)
Alélico T C NA 1 0,85 (0,20-3,66)
rs12252 Sintomas graves da gripe 40 4
Sintomas ligeiros da gripe 34 4
C A NA 1 0,85 (0,20-3,66)
rs1136853 Sintomas graves da gripe 40 4
Sintomas ligeiros da gripe 34 4
G A 0,100 0,149 0,45 (0,17-1,18)
rs34481144 Sintomas graves da gripe 34 10
Sintomas ligeiros da gripe 23 15
Dominante TT CC+CT NA 1 1,19 (0,23-6,12)
rs12252 Sintomas graves da gripe 18 4
Sintomas ligeiros da gripe 16 3
CC AA+AC NA 1 1,19 (0,23-6,12)
rs1136853 Sintomas graves da gripe 18 4
Sintomas ligeiros da gripe 16 3
GG AA+AG 0,041 0,062 0,26 (0,07-0,97)P
rs34481144 Sintomas graves da gripe 14 8
Sintomas ligeiros da gripe 6 13
Recessivo CT+TT CC NA 0,463 0 (0-NaN)
rs12252 Sintomas graves da gripe 22 0
Sintomas ligeiros da gripe 18 1
AC+CC AA NA 0,463 0 (0-NaN)
rs1136853 Sintomas graves da gripe 22 0
Sintomas ligeiros da gripe 18 1
AG+GG AA NA 1 0,85 (0,11-6,70)
rs34481144 Sintomas graves da gripe 20 2
Sintomas ligeiros da gripe 17 2
Sobredominante CC+TT CT NA 0,668 1,89 (0,31-11,68)
rs12252 Sintomas graves da gripe 18 4
Sintomas ligeiros da gripe 17 2
AA+CC AC NA 0,668 1,89 (0,31-11,68)
rs1136853 Sintomas graves da gripe 18 4
Sintomas ligeiros da gripe 17 2
AA+GG AG 0,047 0,062 0,27 (0,07-1,01)¢
rs34481144 Sintomas graves da gripe 16 6
Sintomas ligeiros da gripe 8 "

SNP - Single Nucleotide Polymorphism; IC - Intervalo de confianca; OR - Odds Ratio; NA - Nao aplicavel.

a0 teste exato de Fisher refere-se ao teste com duas caudas; b 0intervalo de confianga a 90% para um nivel de significancia de 10% (borderline): OR=0,26; 1C90% 0,09-0,79;
€ O intervalo de confianga a 90% para um nivel de significancia de 10% (borderline): OR=0,27; 1C90% 0,09-0,82.
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Figura 1: Histograma das frequéncias dos alelos e haplétipos nos doentes portugueses infetados pelo
virus A(HIN1)pdmO09.
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As barras de erro correspondem aos erros padrdo. Os graficos circulares & direita representam a distribuicdo dos gendtipos para o
SNP (Single Nucleotide Polymorphism) rs34481144 nos dois grupos sintomaticos da gripe.

Tabela 3: [} Associagdo dos haplétipos maioritarios® ao risco acrescido de gripe com sintomatologia grave.

Tabela de contingénci P P OR
abela oe contingencia Qui-quadrado (x2)  Teste exato de FisherP (IC 95%)

Ausente Presente 0,051 0,075 2,41 (0,99-5,86)¢
Haplétipo-1 Sintomas graves da gripe 16 28
Sintomas ligeiros da gripe 22 16

Ausente Presente NA 0,463 0,00 (0,00-NaN)
Haplotipo-3 Sintomas graves da gripe 44 0
Sintomas ligeiros da gripe 37 1

Ausente Presente 0,016 0,024 0,29 (0,10-0,82)
Haploétipo-4 Sintomas graves da gripe 37 7
Sintomas ligeiros da gripe 23 15

IC - Intervalo de confianca; OR - Odds Ratio; NA — Nao aplicavel.

a Os haplétipos maioritarios s@o os que apresentam uma frequéncia > 5% nos grupos populacionais em estudo: populagao geral portuguesa e doentes infetados pelo
virus A(H1N1) da gripe. Para a definigdo dos haplétipos ver o corpo do texto; b 0 teste exato de Fisher refere-se ao teste duas caudas; © O intervalo de confianca a
90% para um nivel de significancia de 10% (borderline): OR=2,41; 1C90% 1,14-5,08.
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Figura 2:

Os padrdes de desequilibrio de ligagdo (LD) na regido genémica em torno do rs34481144

segundo o HapMap, visualizados pelo programa Haploview () numa populagdo com
ancestralidade oriunda da Europa do norte e oeste.
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0 segundo bloco de LD contém o SNP rs34481144 correlacionado com rs6421983 (r=0,88) e dois SNPs
correlacionados com os SNPs rs12252 e rs1136853 (r=1,00). As frequéncias dos alelos minoritarios destes SNPs
sao 0,495 para 0 rs34481144, 0,485 para 0 rs6421983, e 0,045 para ambos 0s rs12252 e rs1136853.

_Conclusdes

A pandemia de gripe de 2009 pelo virus A(HIN1)pdmO9 sus-
citou a estudos de associacao da variante do SNP rs12252 do
gene IFITM3 com a gripe sintomaticamente grave. No nosso es-
tudo de associacao genética na populacéo portuguesa o alelo
rs12252-C nao se revelou significativamente associado a do-
enca grave como previamente descrito (3-6). Porém, o alvo do
nosso estudo, o SNP rs34481144, localizado no mesmo bloco
LD que 0 rs12252 e em LD com 0 rs6421983, no seu alelo A pa-
rece conferir protegao contra as formas graves de doenca.

A analise de associagao genotipo-fendtipo, dos haplétipos mais
frequentes na populacdo geral portuguesa, revelou uma asso-
ciacdo estatisticamente significativa com a doenca grave (Hap1)
ou ligeira (Hap4), sendo que neste Ultimo caso a associagao re-
sistiu ao critério FDR (OR=0,29; 95% IC 0,10-0,82). E notavel

neste caso, que o Hap inclui o alelo protetor rs34481144-A mas
nao o alelo de suscetibilidade rs12252-C. Além do mais, 0s re-
sultados séo sugestivos de uma associagao do Hap1, que inclui
0 alelo rs34481144-G mas nado o alelo rs12252-C, com a gripe
de sintomatologia grave a um nivel de significancia borderline
(OR=2,41; 90% IC 1,14-5,08). A associacdo com a gravidade
da doenca também foi observada para o SNP rs34481144 onde
0 alelo minoritario A foi indicativo de um efeito protetor num
modelo de hereditariedade dominante (OR=0,26; 95% IC 0,07-
0,97). Em conformidade com estes resultados, quando compa-
radas as frequéncias dos SNPs e Hap entre os dois grupos de
pacientes e a populacdo geral portuguesa, foram observadas
diferengas estatisticamente significativas, nomeadamente a
frequéncia do alelo protetor rs34481144-A no grupo com doen-
ca grave foi mais baixa que o previsto pela andlise da popula-
cdo geral, a frequéncia do Hap1 deletério no grupo de doenca
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ligeira mais baixo que o expetavel, e a frequéncia do Hap4 pro-
tetor no grupo de doenca grave mais baixo que o observado na
populacao geral portuguesa. A proporcéo de casos com sinto-
mas graves que poderiam ser evitados se todos os individuos
da populacédo apresentassem o alelo protetor rs34481144-A foi
estimada, respetivamente, em 56% e 64% na populacéo geral
e no grupo de individuos com doenca ligeira.

Os mecanismos genéticos e moleculares das proteinas IFITM
que interferem com os ciclos de infegdo viral e bacteriana
ainda ndo estéo inteiramente elucidados (12:13). No nosso es-
tudo, o SNP rs34481144 no seu alelo G foi associado com for-
mas graves da infegao pelo virus da gripe. A analise in vitro
da transcricdo dos haplétipos Hap1 e Hap4 mais frequentes
do gene IFITM3 n&o evidenciou nenhuma diferenca significa-
tiva, com ou sem estimulagao pelo IFN-ct ou [FN-y.

_Conclusdes

Estes resultados apontam para diferencas importantes no
risco de desenvolver doenga grave por infegao pelo virus da
gripe A(HIN1)pdmQ9 em populacdes de fundo genético dife-
rente. A confirmacao dos nossos resultados em grupos popu-
lacionais maiores e em estudos funcionais dos SNPs em LD
com 0 rs34481144 (rs6421983) seria necessaria para identifi-
car novos alvos de intervencéo no controlo da gripe.
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_Resumo

A analise do genoma do patégeno e da genética do hospedeiro tem possi-
bilitado o entendimento da coevolugdo do Mycobacterium tuberculosis
com o seu hospedeiro humano, conduzindo a relagdes simpatricas mais
estaveis entre o hospedeiro e o patégeno. A influéncia de fatores clinicos
(coinfegao pelo VIH e tuberculose multirresistente (MDRTB]) e demograficos
(sexo e idade) na relacéo hospedeiro-patégeno simpatrica foi investigada
utilizando o spacer oligonucleotide typing (spoligotyping) enquanto método
de genotipagem de isolados do M. tuberculosis pertencendo a linhagem
Euro-Americana. Foram analisados 547 casos de tuberculose (TB) e 0s iso-
lados correspondentes, de uma amostragem consecutiva de seis anos num
contexto de elevada prevaléncia para a coinfecgdo TB-VIH (32,0%). Entre
estes, 62,0% resultaram de infegdo causada pelos principais genétipos de
M. tuberculosis em circulagao. A relagdo simpatrica foi definida de acordo
com o spoligotype em comparacdo com a base de dados internacional de
spoligotype SpolDB4. Foi evidenciada uma associagdo estatisticamente
significativa da MDRTB com os isolados simpatricos, independente da coin-
feca@o pelo VIH. Para além disso, o resultado do estudo da prevaléncia da
distribuicdo da infecdo com a idade foi sugestivo de que os determinantes
da predisposicé@o genética do hospedeiro a TB simpatrica eram impulsiona-
dos por variantes comuns sob efeito de um “gene principal” (“major gene
effect”). Em termos de saude publica, estes resultados poderdo dar um im-
portante contributo para a elaboragdo de modelos que preveem a duracéo
dos ciclos de transmissao ativa, nomeadamente associada a casos graves
de MDRTB.

_Abstract

Major contributions from pathogen genome analysis and host genetics have
equated the possibility of Mycobacterium tuberculosis co-evolution with its
human host leading to more stable sympatric host-pathogen relationships.
We explored the influence on the sympatric host-pathogen relationship of
clinical (HIV infection and multidrug-resistant tuberculosis (MDRTB]) and
demographic (gender and age) factors using spacer oligonucleotide typing
(spoligotyping) for the classification of M. tuberculosis strains within the
Euro-American lineage. We analyzed a total of 547 tuberculosis (TB) cases,
from six year consecutive sampling in a setting with high TB-HIV coinfec-

6) Unidade Multidisciplinar de Investigagdo Biomédica, Instituto de Ciéncias Biomédicas Abel Salazar, Porto, Portugal.

tion (32.0%). Of these, 62.0% were caused by major circulating M. tubercu-
losis genotypes. The sympatric relationship was defined according to spoli-
gotype in comparison to the international spoligotype database SpolDB4.
A significant association of MDRTB with sympatric strains, regardless of
the HIV status, was evidenced. Furthermore, distribution curves of the
prevalence of sympatric TB in relation to patients’ age suggested that the
host genetic determinisms in the host-pathogen relationship were driven by
more common variants under a “major gene” effect.

_Introdugéo

Durante os séculos XVIII e XIX, a tuberculose (TB) causou
20% de todas as mortes na Europa numa epidemia sem para-
lelo. Em 1958, a partir da analise de dados de morbilidade e
mortalidade, E. R. N. Grigg concluiu que uma epidemia de TB
dura aproximadamente 300 anos (1-2). A baixa incidéncia da
TB atualmente observada na Europa seria sugestiva de seu
declinio final. As elevadas taxas de mortalidade observadas
em populagdes virgens evidenciam grandes diferengas na
resposta imunitaria & doenca (3-5). No entanto, a influéncia
da estirpe infeciosa no fenotipo da doenga também tem vindo
a ser valorizada (6-19), As relacdes hospedeiro-patégeno tém
sido classificadas como simpatricas quando o hospedeiro e
0 patdégeno compartilham uma origem geogréafica ancestral
comum, ou alopatrica, quando se originam de areas geogra-
ficas ndo sobrepostas (11). Consequentemente, a relagéo
patdégeno-hospedeiro simpatrica seria caracterizada por as-
sociagOes mais estaveis entre as linhagens do M. tuberculo-
sis e suas populagdes humanas (12-14),
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Em Portugal, estudos anteriores delinearam a especificidade
geogréafica dos gendtipos de M. tuberculosis (15-18). Mais es-
pecificamente, por meio do spoligotyping, foram identificados
0s spoligotypes caracteristicos do contexto portugués (16),

_Objetivos

Reanalisar a nossa compreenséo atual da estrutura popula-
cional do M. tuberculosis em Portugal e, numa abordagem
epidemioldgica molecular retrospetiva, investigar a influén-
cia da infecao pelo VIH e da MDRTB na relagao simpatrica
patégeno-hospedeiro.

_Materiais e métodos

Caracteristicas da populacéo

Este estudo retrospetivo de epidemiologia molecular incluiu
859 doentes de TB com cultura positiva para o M. tubercu-
losis, que foram diagnosticados e tratados de acordo com
0s procedimentos recomendados em Portugal entre 1999
e 2006. Os isolados correspondentes de M. tuberculosis in-
clufam 665 isolados da area metropolitana de Lisboa (16)
e 194 de varias localizagdes em Portugal. Dados sociode-
mogréficos (idade, sexo) e parametros laboratoriais (dados
da resisténcia do M. tuberculosis a antibidticos de primeira
linha, estado de infecéo pelo VIH) foram obtidos do hospital
totalmente anonimizados e associados apenas ao nimero
do isolado de M. tuberculosis.

Um total de 547 doentes da area metropolitana de Lisboa com
diagndstico confirmado para a TB e conhecido para o VIH, 82,3%
(547/665), foram incluidos no estudo. Destes 32,0% (175/547) es-
tavam infetados pelo VIH e 68,0% (372/547) eram VIH-negativos.
Os dados de resisténcia da TB aos antibioticos estavam dispo-
niveis para 86,7% (474/547) dos casos. As amostras indepen-
dentes provenientes de varias localizagcdes em Portugal foram
utilizadas apenas como elemento comparativo.

Analisamos a distribuicao da TB causada M. tuberculosis de
gendtipos especificos, observando a frequéncia dos casos em
funcao da idade. Para ndo distorcer as observagdes quanto as
tendéncias evolutivas da relagao simpatrica entre o M. tubercu-
losis e 0 seu hospedeiro humano, os individuos VIH-negativos
foram considerados como o grupo de referéncia.

2018
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Analise molecular

O Spacer oligonucleotide typing, spoligotyping, € a classifi-
cacao em tipos internacionais partilhados (SIT), com a ajuda
da base de dados internacional de spoligotyping (SpolDB4)
(http://www.pasteur-guadeloupe.fr:8081/SITVITDemo/) (19:20)
e do programa Spotclust (http://homepages.rpi.edu/~bennek/
EpiResearch) (21), foram realizados como anteriormente des-
crito (16,18). Os padrdes SIT foram submetidos a andlise filo-
genética utilizando o MIRU-VNTR-plus (http://www.MIRU
-VNTRplus.org) (22:23). Os complexos clonais (CC) e Single-
tons (nao agrupados) foram obtidos através da anélise de
variagao de locus Unico (SLV). Os SITs foram considerados
caracteristicos da populacdo portuguesa, conforme os crité-
rios anteriormente descritos (16). A distribuicao dos SITs entre
0s grupos de estirpes simpatricas e alopatricas foi também
analisada no “subgrupo principal” de 339 casos. O “subgrupo
principal” de 339 casos foi definido como aquele em que as
assinaturas de spoligotype classificadas em SIT agruparam 15
ou mais isolados, representando 62,0% (339/547) dos pacien-
tes incluidos no estudo. Dados sobre a resisténcia aos antibié-
ticos estavam disponiveis para 86,7% (294/339) desses casos.

Andlise estatistica

Toda a andlise de dados foi realizada com R (R Development
Core Team 2005).

A associacdo dos CCs derivados dos spoligotypes com o MI-
RU-VNTR-plus foi avaliada utilizando o modelo linear generali-
zado CCs ~ infecdo por VIH + MDRTB + sexo + grupo etario,
assumindo uma distribuicdo binomial do erro. De igual modo
foi estudada a associacdo dos SITs simpatricos utilizando o
modelo SIT simpatrico ~ infecdo por VIH + MDRTB + sexo +
grupo etario, para o conjunto de doentes infetados pelo VIH e
VIH negativos, e para os doentes VIH negativos separadamen-
te. A fim de evitar artefactos resultantes de genotipos raros,
0 modelo foi testado para o “subgrupo principal” (n=339). A
razao das probabilidades complementares (Odd Ratios, ORs)
foi derivada para os modelos finais. As interagdes entre fato-
res foram testadas, mas, por nao serem estatisticamente sig-
nificativas, nao foram incluidas nos modelos finais. Também
testamos o efeito da idade na prevaléncia da TB utilizando
0 modelo linear generalizado Prevaléncia de tuberculose ~
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tuberculose simpatica + grupo etario, sendo os pacientes VIH
negativos considerados o grupo de referéncia, assumindo uma
distribuicdo Poisson do erro. Quando foram encontradas di-
ferencas significativas para os diferentes fatores nos modelos
(Anova, P<0,05), realizamos comparagOes post-hoc pairwise
entre os niveis de fatores com o teste de Tukey’s honest signi-
ficant differences (HSD) (alfa=0,01).

_Resultados

A linhagem predominante de M. tuberculosis observada, a li-
nhagem Euro-Americana, 92,1% (504/547), foi adicionalmen-
te subdividida em CCs derivados de spoligotypes utilizando
MIRU-VNTRplus (22.23), A andlise descritiva dos fatores de-
mograficos e clinicos entre as estirpes alopatricas e simpa-
tricas para o “subgrupo maior” (n=339) figura no quadro 1.
Desta populacdo 33,3% (113/339) estava infetada pelo VIH e
66,7% (226/339) era VIH-negativa. A distribuicdo da idade €
mostrada em relacdo a estes dois grupos. Entre os doentes,
56,3% (191/339) estavam infetados por estirpes alopatricas
e 43,7% (148/339) por estirpes simpatricas. Neste “subgrupo

|n

principal”, todas, exceto as estirpes com spoligotype Beijing,
pertenciam a linhagem Euro-Americana, 95,6% (324/339).
Uma arvore filogenética (figura 1) mostra a familia spoligo-
type predominante Latino-Americana Mediterranica (LAM),
pertencendo a linhagem Euro-Americana, principalmente
agrupada dentro do CC1. As estirpes simpatricas estao re-
presentadas pelos SITs 20, 64, 389, 244 ¢ 1106, enquanto as
estirpes alopatricas pelos SITs 42, 150, 17, 53, 50, 1, 34, 47.
As estirpes simpatricas, exceto SIT244, foram todas identifi-
cadas em amostras de conveniéncia independentes de varias

regides em Portugal.

Na analise estatistica da associacao dos CCs a infecao pelo
VIH, MDRTB, sexo e idade, foi evidenciada a associacdo da
coinfegao pelo VIH com os Singletons (p=0,03) (n=339) e 0
CC contendo 0 SIT244 (p<0,001) (n=547). Embora, na nossa
classificagdo original, 0 SIT244 tenha sido incluido no grupo
de estirpes caracteristico da populacdo portuguesa (16),
na presente analise, o SIT244 foi associado a infecao pelo
VIH. Como os gendtipos relacionados com o VIH foram pre-
viamente associados a estirpes alopatricas (24), duas ana-

lises subsequentes foram consideradas no nosso modelo
final, uma na qual o SIT244 foi incluido no grupo simpatrico
de estirpes e a outra onde foi agrupada com o alopatrico.
No primeiro caso, foi observada uma associa¢@o positiva
entre a infecdo pelo VIH e as estirpes simpatricas. No en-
tanto, quando o SIT244 foi excluido deste grupo e incluido
no grupo alopatrico nenhuma relagdo, nem positiva nem ne-
gativa, foi observada com a infecdo pelo VIH. No entanto,
uma associagao estatisticamente significativa foi observada
entre a MDRTB e as estirpes simpatricas, na analise restrita
ao subgrupo principal (n=339) (tabela 1), bem como relati-
va a base de dados completa (n=547) (dados nao apresen-
tados). A associagao foi significativa, quer o SIT244 fosse
incluido no grupo simpatrico (p<0,001) quer no alopatrico
(p<0,001) e nao foi afetada quando os casos infestados pelo
VIH foram excluidos (p<0,001). Assim, a associagao das
estirpes simpatricas com a MDRTB nao se mostrou depen-
dente do estado de infecdo pelo VIH.

Para a TB alopatrica, a distribuigao da prevaléncia de acordo
com o grupo etario mostrou trés picos, correspondendo as
criangas muito jovens, adultos jovens e idosos, tipicamente
referida como uma curva trimodal (grafico 1). As diferengas
de prevaléncia entre grupos etarios néo foram tao pronuncia-
das para a TB causada por estirpes simpatricas devido a
gueda da prevaléncia nos muito jovens e idosos e as altera-
coes do pico central. Isso foi traduzido numa tendéncia para
uma curva de distribuigao tipica (padrédo). Essa tendéncia foi
ainda mais acentuada quando o SIT244 foi incluido no grupo
alopétrico.
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Quadro 1: [l Caracteristicas dos doentes com tuberculose segundo o genétipo da linhagem M. tuberculosis para os genétipos mais frequentemente observados. it
Genotipo das estirpes’ Caracteristicas dos doentes 8
§z
Spoligotype arvore geradora minima? Sexo masculino (%) MDRTB* (%)  Infecdo VIH® (%) Idade® (média + dp) % g-
H
cc Node  SLV(1) SLV(2) Linhagem (Spoligotype)3  Frequéncia (%) Todos VIH+ VIH- S &
[72]
Todos (n=339) = - - = - 100,0% (339/339) 72,0% (244/339) 9,9% (29/294) = 33,3% (113/339) | 40,42 = 16,84 37,03 £ 10,21 42,12 £ 19,11 2.
o
Alopatrico (n=191) - - - - - 56,3% (191/339) 72,3% (138/191) 2,4% (4/164) 27,2% (52/191) 40,68 + 17,05 37,96 + 10,23 41,70 + 18,92 ®
Simpatrico (n=148) - - - - - 43,7% (148/339) 71,6% (106/148) 19,2% (25/130)  41,2% (61/148) 40,09 + 16,60 36,23 + 10,21 42,79 + 19,51
o
CC1 59,0% (200/339) 75,0% (150/200) 11,5% (20/174) = 33,0% (66/200) 42,00 + 17,43 37,83 + 10,62 44,04 + 19,66 g
SIT42 Euro-Americana (LAM9)  18,0% (61/339) 72,1% (44/61) 3,8% (2/52) 32,8% (20/61) 43,21 + 16,90 38,70 + 8,34 45,41 + 19,560 S
o
SIT150 Euro-Americana (LAM9) 6,0% (20/339) 85,0% (17/20) 0,0% (0/18) 30,0% (6/20) 40,50 + 17,22 39,83 + 16,61 40,79 + 18,08 ‘8
®
SIT20 SIT17 Euro-Americana 24,2% (82/339) 79,3% (65/82) 20,8% (15/72) 36,6% (30/82) 41,85 + 18,45 38,07 + 12,03 44,04 + 21,09 @
(LAM1 66% LAM9 34%) @
SIT389 Euro-Americana 2,9% (10/339) 50,0% (5/10) 0,0% (0/8) 30,0% (3/10) 38,80 + 16,43 32,00 + 3,46 41,71 £ 19,18 %
(LAM2 82% LAM1 11%) m
SIT64 Euro-Americana 3,8% (13/339) 69,2% (9/13) 23,1% (3/13) 30,8% (4/13) 39,46 + 9,20 38,50 + 5,20 39,89 + 10,78 z
(LAM1 66% LAM9 34%) %
Euro-Americana (LAM9) 4,1% (14/339) 71,4% (10/14) 0,0% (0/11) 21,4% (3/14) 44,29 + 21,99 30,67 + 4,04 48,00 + 23,55 @j
o
(=]
CC2 15,3% (52/339) 71,2% (37/52) 4,7% (2/43) 26,9% (14/52) 39,48 + 16,86 39,64 + 11,58 39,42 + 18,57
SIT53 Euro-Americana (T1) 11,5% (39/339) 71,8% (28/39) 3,2% (1/31) 23,1% (9/39) 39,77 + 16,80 38,22 + 7,21 40,23 + 18,82
SIT50 Euro-Americana 3,8% (13/339) 69,2% (9/13) 8,3% (1/12) 38,5% (5/13) 38,62 + 17,72 42,20 + 17,87 36,38 + 18,47
(H377% T1 23%)
@E~N
=
Singletons 25,7% (87/339) 65,5% (57/87) 9,1% (7/77) 37,9% (33/87) 37,37 + 15,06 34,30 + 8,32 39,24 + 17,80 o
SIT244 Euro-Americana 8,8% (30/339) 56,7% (17/30) 71% (2/28) 63,33% (19/30) 34,63 + 9,60 33,63 + 7,95 36,36 + 12,18
(T2 82% T1 18%)
SIT1 Leste-Asiatica (Beijing) 4,4% (156/339) 53,3% (8/15) 0,0% (0/12) 20,0% (3/15) 35,27 + 18,51 31,33 + 6,66 36,25 + 20,56
SIT34 Euro-Americana 3,5% (12/339) 75,0% (9/12) 0,0% (0/11) 25,0% (3/12) 44,33 + 25,45 33,00 + 8,72 48,11 + 28,41
(S78% T1 22%)
SIT1106 Euro-Americana 2,7% (9/339) 55,6% (5/9) 83,3% (5/6) 55,6% (5/9) 36,56 + 13,63 36,60 + 10,74 36,50 + 18,48
SIT47 (LAM9 60% T2 40%) 6,2% (21/339) 85,7% (18/21) 0,0% (0/20) 14,3% (3/21) 39,14 + 11,13 39,00 + 11,00 39,17 + 11,47
Euro-Americana (Haarlem1)
1 A classificagdo alopatrica e simpatria das estirpes de M. tuberculosis foi obtida a partir da comparagéo dos spoligotypes portugueses com a base de dados de spoligotyping internacional SpolDB4 (21) Esta base de dados classifica
as estirpes de acordo com o tipo "Shared international type" (SIT). As estirpes alopatricas incluem estirpes com SITs 42, 150, 17, 53, 50, 1, 34, 47 (n=191) e as estirpes simpatricas incluem aquelas com SITs 20, 64, 389, 244, 1106
(n=148) (n=148).
2 O MIRU-VNTR plus (http://www.miru-vntrplus.org) foi utilizado para analisar dados de spoligotyping dos isolados de M. tuberculosis (22,23) o algoritmo de Kruskal foi utilizado para agrupar em complexos clonais (CC) dados de
SITs, utilizando uma Unica variagé@o de locus, SLV (1), e para gerar uma arvore filogenética.
3 As linhagens de M. tuberculosis foram classificadas segundo o spoligotype. A designacao do spoligotype foi obtida com a ajuda da base de dados SpolDB4 (http://www.pasteur-guadeloupe.fr:8081/SITVITdemo) (19.20) ¢ ¢ programa
Spotclust (http://www.rpi.edu/$bennek/EpiResearch ) (21). A designacéo das linhagems, Leste-Asiatica e Euro-Americana resulta da analise de Long Sequence Polymorphism (LSP) (14),
4 0Os dados de resisténcia aos antibioticos estavam disponiveis para 86,7% (294/339) dos casos e foram usados para determinar a percentagem de casos de tuberculose multirresistente (MDRTB) segundo o genctipo de estirpe. J!]i—‘t-lt
5 VIH = infegdo pelo virus da imunodeficiéncia humana. j - .E
6 Aidade em anos expressa como média + dp, dp = desvio padréo. kel Bl e
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Figura 1: [ Andlise filogenética pelo software MIRU-VNTR-plus (http://www.MIRU-VNTRplus.org) (22.23) dos padrées
spoligotype do “subgrupo principal” de 339 casos, 62,0% (339/547), atribuido aos gendtipos predominantes
de M. tuberculosis (SITs).
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A arvore geradora minima (minimum spanning tree) foi calculada de acordo com o algoritmo de Kruskal (Kruskal, 1956).
Os complexos clonais MIRU-VNTRplus (CC) foram obtidos através da variagdo de /locus Unico (SLV), refletindo diferencas
de um Unico espagador entre os spoligotypes.

Tabela 1: [7] Andlise de regresséo logistica' para o “subgrupo principal” de pacientes (n=339)
em relagdo a tuberculose causada por estirpes simpétricas de M. tuberculosis.

Estirpe simpatrica SITs 20, 64, 389, 244, 1106 (n=148)

Estimativa Erro padrao z P Odds Ratio IC Limite inferior IC Limite superior
Constante -14,566 882,743 -0,017 0,987
MDRTB 2155 0,558 3.857 <0,001 *** 8,629 3.191 30,183 " Modelo estatistico: modelo linear generali-
zado, Tuberculose simpadtrica ~ Infegdo VIH
VIH 0,659 0,278 2,365 0,018 * 1,933 1,121 3,355

+ MDRTB + sexo + faixa etaria.

Cdédigos de significancia: 0 “***’ 0,001 “**’
Estirpe simpatricas SITs 20, 64, 389, 1106 (n=118) 0,01 “*" 0,05 0,1’ 1; MDRTB - tubercu-
lose multirresistente.

Estimativa Erro Padrao z P Odds Ratio IC Limite inferior IC Limite superior
As interacdes entre os fatores foram testa-
Constante -14,566 882,743 -0,017 0,987 das, mas, por nao serem significativas, nao
MDRTB 2,250 0,488 4607 <0,001*** 0,487 3,859 26,991 foram incluidas no modelo final. Idade e

sexo nao foram significativos.
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Distribui¢do da frequéncia de TB causada por estirpes simpatricas e alopéatricas de M. tuberculosis, em fungéo

da faixa etaria em individuos VIH-negativos, 68,0% (372/547).
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Os grupos 1 a 8 representam as categorias de idade em anos de 0 a 4, 5a 14, 15 a 24, 25 a 34, 35 a 44, 45 a 54, 55 a 64, acima de 65, respetivamente.
Diferencas significativas entre os grupos etarios (HSD de Tukey, p<0,01) sdo indicadas por letras minusculas, idénticas quando a mesma relagéo é
obtida; (A) TB causada por estirpes simpatricas, 26,3% (98/372), versus alopatricas, 73,7% (274/372), marcando o desvio em relagdo as curvas de
distribuic@o trimodal usuais; (B) TB causada por estirpes simpatricas, 23,4% (87/372), versus alopatricas, 76,6% (285/372), excluindo as estirpes
SIT244 do grupo simpatrico. Diferencas significativas entre fatores do grupo etario (HSD de Tukey, p<0,01) s@o indicadas por letras diferentes sendo

as mesmas para cada PTSIT (alopatrico e simpatrico).

_Discussao

A TB permanece endémica na populacdo portuguesa, com
maior incidéncia nas grandes areas urbanas. Corroborando
um declinio lento da TB, a média da idade de incidéncia tem
vindo a aumentar (25). De acordo com o0s nossos estudos
anteriores, Portugal aparece como podendo ter uma das
maiores proporcoes globais de estirpes endémicas da fami-
lia spoligotype LAM (16.18) Dados restritos & area metropoli-
tana de Lisboa revelaram uma prevaléncia de 51% da familia
LAM e uma elevada proporgao das subfamilias SIT20 (LAM1)
e SIT42 (LAMY) (16),

Investigamos a significancia estatistica da associacdo entre
estirpes simpatricas e a infecédo pelo VIH, idade, género e
MDRTB utilizando um nivel de andlise genotipica mais estrin-
gente em comparagédo com estudos anteriores (24), através da

definicao de CC a partir dos spoligotypes utilizando o progra-
ma MIRU-VNTRplus. Foi evidenciada uma associa¢ao estatisti-
camente significativa do VIH com o CC contendo o SIT244.
Esta familia de spoligotype nao foi detetada em amostras inde-
pendentes provenientes de varias localizagdes em Portugal.
Além disso, na base de dados internacional SpolDB4 o SIT244
estava representado em numeros elevados em apenas dois
lugares, Portugal e Bangladesh (20:26). A natureza dos lagos
historicos entre estas duas populagbes provavelmente nao
iria resultar numa partilha duradora de caracteristicas genéti-
cas. Estes factos contribuiram para refutar a classificacdo do
SIT244 nas estirpes simpatricas. O SIT244 pode ter resultado
de uma estirpe alopatrica importada que se tornou prevalente
entre pacientes infetados pelo VIH na area metropolitana de
Lisboa. Consequentemente, eliminando o SIT244 do grupo
simpatrico, 0s nossos resultados corroboraram investigagdes
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anteriores em que a TB simpatrica ndo estava associada a in-
fecdo pelo VIH (24). No entanto, foi observada uma associa-
cao estatisticamente significativa da MDRTB com estirpes
simpatricas, independente de haver infegao pelo VIH. As es-
tirpes simpatricas sdo mais propensas a superar as alopatri-
cas na transmisséo ativa da TB (14:24)_ A principal assinatura
LAM no nosso estudo, o SIT20, pertence a subfamilia LAM1
caracterizada pela dele¢cdo RDRio. Nos nossos estudos ante-
riores, a delegdo RDRio foi detetada em cerca de 60% dos
isolados de LAM em Portugal e foi associada a transmissao
de MDRTB (18:27), As estirpes RDRio tém sido associadas a
transmiss&o continua e a uma maior carga bacilar (30.31), Em-
bora a transmissdo ativa de isolados deste estudo ndo tenha
sido avaliada, dados sobre a transmissao ativa de spoligotypes
relevantes para este estudo encontram-se disponiveis noutros
relatos (15.18.27.30) As curvas da prevaléncia da TB em rela-
¢&0 ao grupo etario geralmente mostram uma distribuicéo tri-
modal e s@o Uteis como marcador da evolucdo epidémica da
doenca (25:31). A distribuicao trimodal observada foi acentua-
da no caso dos genodtipos alopatricos (grafico 1A) e mantida
mesmo quando o SIT244 foi incluido nesse grupo (grafico 1B).
No entanto, para a TB causada por estirpes simpétricas, foi
observada a tendéncia para uma distribuicdo normal. Ao que
parece a idade é menos relevante na suscetibilidade as estir-
pes de TB simpatricas altamente transmissiveis.

A TB em idade precoce tem sido atribuida a mutagdes raras
no genoma do hospedeiro responsaveis por caracteristicas
Mendelianas monogénicas (altamente penetrantes) enquanto
em idade avancada atribuida a polimorfismos comuns, tendo
um efeito mais moderado (menor penetrancia) sobre o risco
de doenca clinica. Estas situacbes, no entanto, foram con-
sideradas como as duas extremidades de um espetro conti-
nuo de suscetibilidade genética do hospedeiro. Garantindo
este continuum, encontrariamos um efeito devido a um "gene
principal" (“major gene effect”) (32,33)- De facto, para as estir-
pes simpatricas, a maior estabilidade da relag@o hospedeiro-
-patégeno, caracteristica de populagdes que sobreviveram
a exposicao historica, a atenuacao do pico central e a perda
dos picos nos extremos da distribuicdo etéria trimodal pode-
riam ser sugestivas de determinantes genéticos polimorficos
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regeria a relagdo simpatrica hospedeiro-patégeno, sugerido
pelos resultados do nosso estudo, seria concordante com 0s
aspetos que regem a especificidade geografica da variagao
genética humana na Europa (34) e parece particularmente re-
levante para o desenho de estudos futuros.

_Concluséo

A epidemiologia molecular trouxe evidéncia sugestiva da coe-
volucdo hospedeiro-patdgeno na TB permitindo a introdugéo
da ideia de que a resposta imunitaria do hospedeiro pode variar
de acordo com a estirpe de M. tuberculosis que o infeta. Essa
premissa tem importantes implicagdes em termos de saude pu-
blica. A escolha dos determinantes genéticos para definicdo
das relagbes hospedeiro-patogeno simpatricas ou alopatricas
pode afetar os modelos de infecdo e doenga na TB. A questéo
da predisposicao genética do hospedeiro e sua possivel influ-
éncia na duracao dos ciclos de transmissao ativa de TB simpa-
trica que, como vimos, podem estar associados a casos graves
de MDRTB, permanece de grande interesse.
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Resumo

O balanco entre os riscos e beneficios para a saude resultante do consu-
mo de alimentos é um importante contributo para apoiar a definicao de
politicas de salde e a promocao da literacia dos consumidores. No ambito
do projeto RiskBenefit4EU, financiado pela European Food Safety Authori-
ty e coordenado pelo Departamento de Alimentacéo e Nutrigdo do Institu-
to Nacional de Saude Doutor Ricardo Jorge, o presente trabalho pretende
descrever a estratégia implementada para a capacitacdo das equipas por-
tuguesas em avaliacdo de risco-beneficio de alimentos (RBA). Concretiza-
da pelos parceiros do Institut National de la Recherche Agronomique e da
Technical University of Denmark, a capacitacdo consiste em trés ativida-
des principais: 1) Formacao tedrica, focando os conceitos-chave para a
avaliacdo de RBA; 2) Formagao pratica, aplicando os conceitos adquiridos
e as metodologias transmitidas a um estudo de caso; e 3) Missoes cientifi-
cas, de curta duracgao, para formacao avancada em dominios especificos
da avaliagdo de RBA. No que diz respeito a formacéo pratica, e com o ob-
jetivo de consolidar os conhecimentos adquiridos em avaliagdo de RBA,
esta previsto o desenvolvimento de um estudo de caso portugués sobre
alimentos a base de cereais habitualmente consumidos por criangas. A
estratégia de capacitagdo seguida neste projeto servira de modelo para
outras equipas e paises, contribuindo para a disseminacé@o de uma cultura
de avaliagdo de RBA nas vertentes toxicologica, microbiolégica e nutricio-
nal a nivel internacional.

_Abstract

The balance of risks and health benefits from food consumption constitutes
a crucial topic to consumer literacy and health policy-makers. Through the
RiskBenefit4EU project, funded by the European Food Safety Authority,
and coordinated by the Food and Nutrition Department of Portuguese
National Institute of Health Dr. Ricardo Jorge, the present work intends to
identify the applied strategy to capacitate the Portuguese teams for the de-
velopment and implementation of risk-benefit assessment (RBA) in food.

The training of the Portuguese team is being accomplished by the French
National Institute for Agricultural Research and the Technical University
of Denmark members, through three main capacity building activities: 1)
Theoretical training, focusing on the key concepts for RBA; 2) Practical
training, applying the concepts acquired and the methodologies transmit-
ted to a concrete case study; and 3) Short-term scientific missions for ad-
vanced training in specific areas of RBA. In order to complete the training
of the Portuguese teams and consolidate the knowledge acquired in RBA,
a Portuguese case study on cereal-based foods usually consumed by chil-
dren is planned. The training strategy followed in this project will contribute
as a model of capacity building for disseminating a culture of risk-benefit
assessment in the toxicological, microbiological and nutritional aspects at
the international level.

_Introdugéo

E reconhecido que a dieta, os alimentos que a constituem
ou 0s seus componentes podem apresentar riscos e benefi-
cios para os consumidores (figura 1). O resultado do balanco
destes dois elementos assume particular importancia para os
diferentes intervenientes da cadeia alimentar, desde os de-
cisores politicos, que contribuem para o estabelecimento de
recomendacoes de salde, aos consumidores, que fazem es-
colhas que determinardo alteragdes nas suas dietas. A ava-
liacao de risco-beneficio de alimentos (RBA) consiste numa
ferramenta que permite estimar os riscos e 0s beneficios para
a salde humana da exposigao (ou da auséncia dela) a um
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alimento ou grupo de alimentos (dieta) ou a alguns dos seus
componentes. Estes riscos e beneficios, de natureza toxico-
l6gica, microbioldgica ou nutricional, deverao ser integrados
em métricas comparaveis, por forma a determinar o balanco
entre o risco e o beneficio(!).

Figura 1: Avaliagéo de risco-beneficio de alimentos.
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Apesar da evolugao a nivel internacional verificada nos dltimos
anos no dominio da avaliagéo de RBA, através do desenvolvi-
mento de diferentes projetos(?-8); redes e iniciativas(?), exis-
tem diversos desafios no desenvolvimento da avaliagdo de
RBA(10), entre os quais se destacam a auséncia de dados e
de conhecimento nas diferentes areas que a integram, a nao
inclusdo da componente microbioldgica nestas avaliagdes e a
n&o utilizagdo de métricas integrativas de saude.

Em Portugal, os estudos de RBA desenvolvidos até ao mo-
mento estao exclusivamente associados a avaliagao de riscos
e beneficios associados ao consumo de peixe ou alimentos
relacionados, integrando maioritariamente as componentes
nutricional e toxicoldgica(1119). Assim, considera-se de ex-
trema relevancia o desenvolvimento de acoes que permitam a
atualizacao e/ou capacitacao cientifica e técnica necessarias
para a implementagao da avaliagdo de RBA em Portugal.

Através da linha de financiamento da European Food Safety
Authority (EFSA’s Partnering Grants), foi possivel estabele-
cer uma equipa internacional multidisciplinar, integrando par-
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ticipantes de diferentes instituicdes nacionais (Instituto Nacio-
nal de Saude Doutor Ricardo Jorge, INSA; Autoridade de
Seguranca Alimentar e Econdémica, ASAE; Faculdade de Cién-
cias da Nutricdo e Alimentacdo da Universidade do Porto,
UPORTO) e internacionais (Institut National de la Recherche
Agronomique, INRA; National Food Institute, Technical Univer-
sity of Denmark, DTU), no &mbito do projeto RiskBenefit4EU
(https://riskbenefit4eu.wordpress.com/).  Assumindo como
lema “trabalhando em equipa para fortalecer a avaliagao de
risco-beneficio na UE (Unido Europeia) através do desenvolvi-
mento e aplicacdo de uma abordagem holistica", o projeto
RiskBenefit4EU, coordenado pelo Departamento de Alimenta-
céo e Nutrigao do INSA, tem como principal objetivo o fortale-
cimento da capacidade da UE para avaliar e integrar os riscos
e beneficios alimentares para a satde dos consumidores, nas
vertentes toxicoldgica, microbiolégica e nutricional. Através
da capacitacdo das equipas portuguesas para a implementa-
cao de avaliacdo de RBA pretende-se desenvolver uma estra-
tégia de capacitacdo que podera ser aplicada no futuro em
diferentes paises da EU.

_Objetivo

Este artigo apresenta a estratégia para o desenvolvimento e
execucao da avaliagao de risco-beneficio de alimentos (RBA)
em Portugal, desenvolvida e implementada no dmbito do pro-
jeto RiskBenefit4EU para a capacitagao das equipas portugue-
sas envolvidas neste projeto.

_Material e métodos

Com especial enfoque para a capacitacéo, as atividades de
formacao desenvolvidas no ambito do projeto RiskBenefit4EU
sdo enquadradas na tarefa 2 do projeto: “Capacity building
& Framework development”. Através de uma formagao teori-
ca complementada com exercicios de aplicacdo praticos,
0s membros das equipas do INRA e DTU transmitiram 0s
conceitos-chave para a implementagao de avaliacdo de RBA
aos membros das equipas portuguesas. Neste artigo é apre-
sentada a estratégia utilizada para esta capacitagao, bem
como as atividades desenvolvidas e planeadas no ambito do
projeto RiskBenefit4EU.
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_Resultados

No ambito do projeto RiskBenefit4dEU foram consideradas trés
atividades principais de capacitacéo: 1) formacgao teérica, fo-
cando os conceitos-chave para a avaliagao de RBA; 2) forma-
cao pratica, aplicando os conceitos adquiridos a um estudo
de caso concreto, aplicando as metodologias e ferramentas
transmitidas; e 3) missdes cientificas de curta duragao, no
sentido de obter formacéo avangada em dominios especificos
da avaliacdo de RBA.

No que concerne a formagéo teorica, foi seguida uma aborda-
gem passo a passo, em conformidade com a abordagem pre-
viamente descrita por Boué e colaboradores(20). A figura 2
apresenta os principais passos considerados na RBA, no
ambito do projeto RiskBenefit4EU e sobre os quais incidiu a
formacao teodrica desenvolvida.

Figura 2: [ Abordagem passo a passo da avaliagéo de risco-

-beneficio em alimentos: principais passos consi-
derados no ambito do projeto RiskBenefit4EU.

Enquadramento geral e 4mbito
Selecédo dos Efeitos para a Saude
Quantificagao de Riscos e Beneficios

Interpretagao dos Resultados e Comunicagao

No dmbito da etapa 1, “Enquadramento geral e &mbito”, foram
estabelecidas as recomendacdes para a definicdo do proble-
ma a ser avaliado no &mbito da avaliacédo de RBA, bem como
a definicdo dos cenarios a considerar na avaliagdo. Na etapa
seguinte, “Selecao dos Efeitos para a Saude”, foram apresen-
tadas as estratégias para a identificacdo e priorizacdo dos
efeitos para a saude. Na “Quantificacdo de Riscos e Bene-
ficios”, as metodologias de avaliacao individual dos riscos e
beneficios, tendo em conta a sua natureza (toxicologica, mi-
crobiologica e nutricional) foram apresentadas e discutidas,
bem como as metodologias para quantificacdo do impacto

na salde. Por ultimo, na etapa “Interpretagao dos Resultados
e Comunicacéo”, foram focadas as principais metodologias
para comparar os diferentes cenarios, interpretacdo dos re-
sultados e sua comunicagao.

Por forma a dar seguimento a capacitagao das equipas por-
tuguesas, esta previsto o desenvolvimento de um estudo de
caso portugués sobre alimentos a base de cereais, habitual-
mente consumidos por criangas. Com o objetivo de planificar
as atividades necessarias a realizacdo do estudo de caso,
sera realizado um segundo momento de formacé@o maiorita-
riamente num formato de tutoria. O desenvolvimento deste
estudo de caso sera uma oportunidade para consolidar os
conhecimentos adquiridos e em complemento com as mis-
sbes de curta duracéo, obter conhecimentos avangados em
avaliagdo de RBA. Estas missdes permitirdo aos membros
das equipas portuguesas visitar as instituicdes internacio-
nais parceiras (INRA ou DTU), durante um periodo méaximo de
duas semanas, favorecendo uma maior proximidade entre os
elementos da equipa formadora e em formagéao e desta forma
o aprofundamento de aspetos determinantes para 0 sucesso
desta capacitacéo.

_Discusséo e conclusédo

O fortalecimento da capacidade para avaliar e integrar os
impactos adversos e benéficos resultantes do consumo de
alimentos para a salde dos consumidores, nas vertentes
toxicoldgicas, microbioldgicas e nutricionais é uma recente
necessidade e importante propdsito na Unido Europeia(9).

A avaliacao de risco-beneficio de alimentos (RBA) constitui
uma ferramenta valiosa para a tomada de decisdo, baseada
na evidéncia cientifica, visando a prevencao da doenca e pro-
mogao da saude publica.

O projeto RiskBenefit4EU constitui uma oportunidade de capa-
citac@o das equipas portuguesas envolvidas para uma futura
implementacéo da avaliacdo de RBA em Portugal. A estratégia
de capacitacdo seguida neste projeto servirda de modelo para no
futuro capacitar outras equipas, de diferentes nacionalidades, e
assim contribuir para o estabelecimento e disseminacdo de uma
cultura de avaliagao de risco-beneficio a nivel internacional.
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_Resumo

O programa de intervengao comunitaria Eat Mediterranean: a program for
eliminating dietary inequality in schools (EM), promovido pela Administragao
Regional de Saude de Lisboa e Vale do Tejo, teve como objetivo contribuir
para a reducdo das desigualdades nutricionais em meio escolar, através
da promocéo da Dieta Mediterranica enquanto estilo de vida saudavel e
com um padrao alimentar mediterranico. O presente artigo refere-se a
avaliagdo da composigédo nutricional das refeicdes escolares, antes e apds
intervencao deste programa, relativamente as recomendagdes nutricionais
estabelecidas para a populagédo em estudo. Na fase de diagndstico as refei-
¢Oes avaliadas apresentaram um desvio negativo, para os teores de energia
e hidratos de carbono para os grupos 6-10 e 16-21 anos (com e sem pao
nas refeicdes), mantendo-se esta tendéncia para as outras faixas etarias,
particularmente para as refeicoes sem pao. Em contraste, com excegao da
faixa etaria dos 16-21, observaram-se desvios tendencialmente positivos
para os teores de proteina, relativamente as recomendacdes nutricionais
estabelecidas para a populagdo em estudo. Os teores de sal apresentaram
desvios diferentes para as diferentes faixas etarias, sendo estes superiores
a 40% para a faixa etaria dos 2-5, quando comparados com o valor da dose
diaria recomendada. Na fase pés-intervencdo, conseguiram-se melhorias
significativas nos teores de energia e hidratos de carbono para as faixas
etarias dos 2-5 e 6-10 ano, nos valores de proteina manteve-se o desvio
positivo e, no teor de sal, observou-se uma redugao nos desvios obtidos
para todas as faixas etarias. Quanto ao valor de gordura esteve sempre
dentro dos intervalos de referéncia, na fase de diagnostico e intervengao. O
programa EM demonstrou ter um impacto positivo na qualidade nutricional
das refeicdes escolares disponibilizadas, embora os aspetos relacionados
com a reducao do teor de sal, a oferta de quantidades adequadas de prote-
ina e hidratos de carbono, bem como a porgéo servida a respetiva faixa
etaria, precisem de ser acompanhados, ajustados e reavaliados.

_Abstract

The community-based intervention Eat Mediterranean: a program for
eliminating dietary inequality in schools (EM), promoted by the Portugue-
se Regional Health Administration of Lisbon and Tagus Valley, aimed
to contribute to the reduction of nutritional inequalities in the school
environment through the promotion of the Mediterranean Diet, an healthy
lifestyle with a mediterranean food pattern. The present study addresses
the evaluation of the nutritional composition of school meals, before and

after the intervention of the EM, considering the nutritional recommenda-
tions set out for the population under study and/or the value of the recom-
mended daily allowance, for the respective age group. In the diagnostic
phase, the evaluated meals showed a negative deviation for total energy
and for the carbohydrate content, for the groups 6-10 and 16-21 ages
(with and without bread), being this trend maintained for the remaining
age ranges, particularly for meals without bread. In contrast, with the ex-
ception of the age group of 16-21, protein content presented tendentially
positive deviations, as compared with the nutritional recommendations
set out for the population under study. Regarding salt content, different
deviations were observed among the studied age groups being these
deviations higher than 40% for the age group of 2-5, as compared with
the value of the recommended daily allowance, for the respective age
group. In the post-intervention phase, corrections were achieved for total
energy and carbohydrate content particularly for the age groups of 2-5
e 6-10, for protein values, the positive deviation was still registered and
the salt content decreased for all age groups. The fat content was always
within the reference intervals, in the diagnosis and intervention phase.
The EM program has proved to have an overall positive impact on the
nutritional quality of the school meals provided. However, the reduction of
salt content, the provision of adequate amounts of protein as well as the
adjustment of the portion served to the respective age group should be
reinforced, adjusted and monitored.

_Introdugéo

As escolas, enquanto espacgos educativos e promotores de
salde, devem assegurar um ambiente que valorize uma ali-
mentacao adequada, quer através dos contetdos curricula-
res, quer através da oferta alimentar em meio escolar.

A qualidade das refeicdes realizadas em meio escolar é de-
terminante para a salde e desenvolvimento das criancas e
jovens, uma vez que é na escola que ingerem a maioria das
suas refeicoes e onde passam um tempo significativo das
suas vidas (1),
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Em Portugal, os municipios sdo responsaveis pelo fornecimen-
to das refeicoes escolares (almoco) e pela gestdo das emen-
tas do ensino pré-escolar e 1° ciclo do ensino basico (). No
2° e 3° ciclos do ensino basico e no ensino secundario, com
excegao das escolas com o seu proprio servigo de cozinha, o
fornecimento de refeicOes escolares € da responsabilidade da
Diregdo-Geral dos Estabelecimentos Escolares (DGEstE) (3).

A Organizagao Mundial da Saude e a Unido Europeia, reconhe-
cem o papel da escola no combate a obesidade, bem como a
importancia de estabelecer politicas de apoio a comportamen-
tos alimentares adequados que limitem a disponibilidade de
produtos com elevados teores de sal, agticar e gordura (4-6).

O programa de intervengao comunitaria Eat Mediterranean:
a program for eliminating dietary inequality in schools (EM),
promovido pela Administragao Regional de Salde de Lisboa e
Vale do Tejo, nos municipios de Santarém e Alpiarca nos anos
letivos de 2015/2016 e 2016/2017, teve como principal objeti-
vo contribuir para a reducé@o das desigualdades nutricionais
em meio escolar, através da promocéao da Dieta Mediterranica
e seus principios, enquanto estilo de vida saudavel e com um
padréo alimentar mediterranico (7).

De entre 0s véarios objetivos da estrutura da intervencao do
programa EM, a nivel individual e comunitario, foi definida
como area de intervencao prioritaria a avaliacdo e melhoria
da oferta alimentar nos refeitérios, bares e bufetes escolares
e maquinas de venda automatica de alimentos.

_Objetivo

O presente estudo refere-se a avaliagdo da composigao nutri-
cional das refeicoes escolares, antes e apos intervengao do
programa EM.

_Material e métodos

O programa EM foi desenvolvido em trés Agrupamentos de Es-
colas dos municipios de Santarém e de Alpiarga, nos anos leti-
vos 2015/16 e 2016/17, num total de 25 escolas. Os alunos que
beneficiaram da presente intervencéo foram alunos do ensino
pré-escolar até ao secundario, compreendendo idades entre
0s 2 e 0s 21 anos (tabela 1).
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Tabela 1: 2 Distribuic&o dos alunos por ano letivo.
Ano letivo Alunos nas escolas (n)
Fase 1 (2015/2016) 5773
Fase 2 (2016/2017) 5925

O programa incluiu as fases: 1) Fase de Diagndstico inicial
(marco-junho 2016) onde foram avaliadas as ementas esco-
lares referentes ao ano letivo 2015/2016, e colhidas amos-
tras para avaliacdo laboratorial, 2) Fase de Intervencao
(julho-marco de 2017) onde foram elaboradas e implemen-
tadas novas ementas alinhadas para corrigir os desvios en-
contrados na Fase 1 e 3) Fase Pos-Intervencao (abril-junho
de 2017) onde foi realizada uma nova avaliagcdo laboratorial

das refeicdes escolares.

Foram identificados dez pontos de colheita que forneciam as
refeicoes as 25 escolas integradas no programa EM, represen-
tando assim 100% dos locais de confecdo de alimentos para
as 25 escolas.

Uma refeicdo completa era composta por pao, sopa, prato
principal e uma peca de fruta. As amostras colhidas inclui-
ram: pao, sopa e prato principal (com salada ou horticolas
cozidos). Em cada momento foram colhidas 10 refeicdes,
tendo sido analisadas no total 20 refeigdes, que representa-
ram 60 amostras.

Os teores de proteina, gordura total, hidratos de carbono, valor
energético e sal foram determinados por métodos internos
desenvolvidos e validados pelo laboratério, e de acordo com
normas europeias ou internacionais (8). As analises foram reali-
zadas, em condi¢cOes de garantia da qualidade cumprindo 0s
requisitos descritos na norma EN ISO/IEC 17025 (9).

A avaliac&o da composicao nutricional das refeicdes foi reali-
zada considerando que a refeigao do almogo devera contribuir
com 30% do valor energético diario (10), e através da verifica-
cao dos desvios relativos as recomendacgdes nutricionais, es-
tabelecidas pelo Joint FAO/WHO Expert Consultation para a
populagdo em estudo (11,
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Assumindo que algumas criancas nem sempre consomem 0
pao (que é oferecido adicionalmente na refeigao), dois cena-
rios foram considerados para avaliar a composic¢ao nutricio-
nal das refeicoes: com e sem pao.

A existéncia de desvios relativos foi considerada sempre que
0s resultados estivessem abaixo ou acima dos valores minimo
e maximo de referéncia usados, para os nutrientes e valor de
energia analisados. O limite inferior foi usado como valor de
referéncia, para analisar os desvios que estavam abaixo do
intervalo de referéncia. Da mesma forma, o limite superior foi
usado como valor de referéncia para considerar os desvios
que estavam acima do intervalo de referéncia. Qualquer valor
dentro do intervalo de referéncia foi considerado como tendo
0% de desvio.

Estabeleceu-se que houve alteragdo ao desvio relativo obtido,
antes e apos a intervencgdo, quando essa alteragao foi supe-
rior a 5%.

_Resultados

Verifica-se na tabela 2 que na fase de diagndstico as refei-
coes (com e sem pao) apresentaram um desvio negativo,
para os valores de energia e hidratos de carbono relativa-
mente as recomendagdes nutricionais estabelecidas para 0s
grupos 6-10 e 16-21 anos, mantendo-se esta tendéncia para
as outras faixas etarias, particularmente para as refeicoes
sem p&o. Quanto ao teor de proteina, com excegao da faixa
etaria dos 16-21, observou-se uma percentagem de desvio
tendencialmente positiva, em especial para as refeicées com
pao. O valor de gordura estava dentro dos intervalos de refe-
réncia e o teor de sal apresentou um desvio superior a 40%,
relativamente ao valor da dose diaria recomendada, para a
faixa etaria dos 2-5 anos.

Na fase pos-intervencao, verificou-se que os teores de ener-
gia e hidratos de carbono aproximaram-se daqueles estabe-
lecidos nos intervalos de referéncia, nas refeicées com péo,
para as faixas etarias dos 2-5 e 6-10 anos. Na faixa etaria
dos 11-15, a intervencdo nao revelou alteragdes nos teores
de hidratos de carbono quando comparados com 0s interva-
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los de referéncia e, na faixa etaria dos 16-21, o desvio nega-
tivo encontrado acentuou-se. Para os valores de proteina,
com excegao da faixa etaria dos 16-21, onde os teores de
proteina se mantiveram proximos dos estabelecidos nos
intervalos de referéncia, mantiveram-se 0s desvios positivo
relativos aos intervalos de referéncia nos restantes grupos
etarios, com acentuacao dos mesmos para as faixas etarias
dos 2-5 e 6-10. O valor de gordura n&o revelou alteracdes e
quanto ao teor de sal observou-se uma reducgao para todas
as faixas etarias, que no caso dos grupos 6-10 e 11-15 anos,
para as refeicoes com péo, passou de um desvio positivo
para um negativo (-15%).

_Discusséo

Muito embora as refeicdes escolares tenham que obedecer a
capitagdes pré-estabelecidas compreendendo as necessida-
des nutricionais por faixa etaria, entende-se que as escolas
servem refeicdes para todos os niveis de ensino de forma
semelhante, principalmente no que se refere a quantidade
servida (porcoes) independentemente da idade da crianca,
dificultando, por essa razdo, qualquer correcdo de desvios
nutricionais registados.

No entanto, o Eat Mediterranean alcangou varios resultados
positivos. Na fase pds-intervencéo verificou-se a) redugao do
teor de sal para todas as faixas etérias, para as refeicdes com
e sem pao; b) melhoria nos desvios dos teores de energia
e hidratos de carbono recomendados para as faixas etarias
mais jovens (2-5 e 6-10 anos), principalmente para as refeicoes
sem pdo. Todavia, houve alguns resultados que ndo foram
atingidos: a) na quantidade de proteina recomendada, o desvio
positivo foi superior para as faixas etarias mais jovens (2-5 e
6-10 anos); b) na quantidade de hidratos de carbono recomen-
dada, para a faixa etaria dos 16-21 anos acentuaram-se 0s
desvios negativos.
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Tabela 2: [ Desvios relativos observados referentes as recomendagdes nutricionais definidas para as faixas
etérias em estudo antes e apés intervengéo.

% Desvio relativo

Antes intervengao Pés-intervencéo
Faixa etaria Andlises Recomendagbes ! 2 Com pdo  Sem pao Com pado  Sem pao
2-5 Energia 420-490 Kcal 0,8 -16,8 4,7 0,0
Proteina 10,5-18,4 g 13,9 0,0 59,5 46,2
Gordura 7,0-16,3 g 0,0 0,0 0,0 0,0
Hidratos de carbono 57,8-91,9 g 0,0 -18,0 0,0 -11,1
Sal <1,8¢g 61,1 44,4 50,0 33,3
6-10 Energia 492-574 Kcal -15,8 -19,0 0,0 -2,7
Proteina 12,3-21,5 g 20,0 5,4 31,9 17,8
Gordura 8,2-19,1 g 0,0 0,0 0,0 0,0
Hidratos de carbono 67,7-107,6 g -4.7 -30,0 0,0 -12,7
Sal <3,06 g 4.6 -5,2 -15,0 -24,8
11-15 Energia 621-725 Kcal 0,0 -16,3 0,0 -16,4
Proteina 15,6-21,2 g 27,9 11,2 29,6 12,9
Gordura 10,4-24,2 g 0,0 0,0 0,0 0,0
Hidratos de carbono 85,4-135,8 g 1,6 -32,2 -4,4 -32,9
Sal <4,08 g 0.5 -11,8 -14,2 -31,4
16-21 Energia 714-833 Kcal 15,0 -28,0 -16,7 -28,6
Proteina 17,9-31,2 g 0,0 0,0 1,5 0,0
Gordura 11,9-27.8 g 0.0 0,0 0,0 0,0
Hidratos de carbono 98,2-156,2 g 14,9 -33,5 -23,6 -38,9
Sal <509 20,0 -28,0 -30,0 -44,0

Desvio relativo (%)=(Desvio observado/Valor referéncia) x100

1 Refeigdo do almogo deveré contribuir com 30% do valor energético diério (energia, proteina, gordura e hidratos de carbono);
2 Valor diario recomendado (sal).

resultados atingidos com a intervengao resultados ndo atingidos com a intervengao

resultados que se mostraram inalterados com a intervencao

_Conclusdes carbono, o ajuste das porgdes servidas as respetivas faixas

, . etérias, o que pode ter tido impacto nos desvios observados
O programa Eat Mediterranean demonstrou ter um impacto quep P

. . - o . nos resultados nao atingidos.
positivo na qualidade nutricional das refeices escolares dis-

ponibilizadas nas escolas intervencionadas. O cumprimento das recomendacgdes relativas as refeices
. . . escolares é fundamental para garantir o correto aporte ener-
Existem alguns aspetos que necessitam ainda de ser melho- - o . .
. gético e nutricional das criangas e jovens.
rados, nomeadamente: a reducdo do teor de sal, a oferta

de quantidades mais adequadas de proteina e hidratos de
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Resumo

A aprovacéo das plantas geneticamente modificadas é precedida de varios
anos de investigacao intensiva de forma a garantir a sua seguranga para o
homem e ambiente. Recentemente demonstramos que o stress da cultura
in vitro parece ser o fator que mais influencia as diferencas proteémicas
encontradas entre as plantas geneticamente modificadas (GM) e os seus
controlos. Neste trabalho tentamos avaliar quantas geragdes sdo necessa-
rias para os efeitos da “memoria” desse stress serem apagados. Tentdmos
também comparar a relevancia das alteracdes provocadas pelo stress
da cultura in vitro quando comparadas com as provocadas por outros
stresses ambientais. Para tal seguimos trés linhas de arroz durante oito ge-
racbes apos a transgénese combinando técnicas de andlise transcritomica
e protedmica. Na geragédo F6 as plantas foram sujeitas a stress salino. Os
resultados deste trabalho demonstraram que: (a) as diferengas promovidas
durante a modificagdo genética sao maioritariamente diferengas fisiol6gi-
cas de curta duragéo, que atenuam ao longo do tempo; (b) os stresses am-
bientais podem causar mais alteracdes protedmicas/trascritomicas que a
engenharia genética. Com base nos dados obtidos questionamos quais os
ensaios que sao realmente relevantes e quais aqueles claramente excessi-
vos na avaliagao do risco das plantas GM para a satde humana e animal,
plantas e ambiente.

_Abstract

The approval of genetically modified (GM) crops is preceded by years of
intensive research to demonstrate safety to humans and environment. We
recently showed that in vitro culture stress is the major factor influencing
proteomic differences of GM vs. non-GM plants. This made us question
the number of generations needed to erase such "memory". We also won-
dered about the relevance of alterations promoted by transgenesis as
compared to environment-induced ones. Here we followed three rice lines
throughout eight generations after transgenesis combining proteomics
and transcriptomics, and further analyzed their response to salinity stress
on the F6 generation. Our results showed that: (a) differences promoted
during genetic modification are mainly short-term physiological changes,
attenuating throughout generations, and (b) environmental stress may
cause far more proteomic/transcriptomic alterations than transgenesis.
Based on our data, we question what is really relevant in risk assessment
design for GM food crops.

_Introdugéo

As preocupacdes com a biosseguranca das plantas geneti-
camente modificadas tém levado os governos a implemen-
tar regras rigidas para avaliar 0s seus potenciais riscos antes
destas serem colocadas no mercado (1), Esta avaliagéo do
risco € baseada na comparagao entre as plantas genetica-
mente modificadas e 0s seus controlos e pretende assegurar
a seguranc¢a no que diz respeito a satde humana e animal,
as plantas e ambiente.

Recentemente evidenciamos que o fator que parece mais in-
fluenciar as diferencas encontradas entre uma planta geneti-
camente modificada e 0s seus controlos é o stress da cultura
in vitro imposto durante a transformagéo da planta (2-3). E im-
portante referir que a cultura in vitro é uma metodologia nao
controversa, comummente utilizada no melhoramento de plan-
tas por exemplo para obtengao de plantas livres de pragas e
de doencas causadas por bactérias, fungos e, particularmen-
te, por virus. Demonstramos também que essas diferengas
(causadas pelo stress da cultura in vitro) séo potencialmente
memorizadas ao longo das geracOes, levando-nos a questio-
nar a relevancia das diferencas encontradas entre as plantas
GM e os seus controlos quando da avaliagao do risco (2).

Se, de facto, as diferengas encontradas entre as plantas GM e
seus controlos forem maioritariamente alteracdoes fisioldgicas
de curta duracéo, deverdo desaparecer ao longo das gera-
coes. Se for este 0 caso sera de questionar quantas geragoes
serao precisas para que as plantas GM eliminem a memoria
do stress da cultura in vitro. E sabido que o extenso processo
que precede a comercializagao das plantas GM implica o seu
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cultivo por varios anos apods a modificagao genética e antes
da entrada no mercado. Sera este periodo suficiente para a
perda de todos os sinais epigenéticos induzidos pelos pro-
tocolos de engenharia genética?

Outra questao diz respeito a dimenséo das diferencas obser-
vadas quando comparadas com as diferencas que sabemos
muitas vezes acontecerem devido aos stresses ambientais.
De facto véarios estudos cientificos tém evidenciado que 0
stress induz alteracOes transcritdmicas e protedmicas nas
plantas e que essas alteragdes podem inclusivamente alterar
a sua potencial alergenicidade (47). As plantas que utiliza-
mos na nossa alimentacdo sdo maioritariamente cultivadas
em campo aberto e, inevitavelmente, sujeitas aos mais di-
versos tipos de stress ambientais. Apesar das estratégias da
agricultura moderna tentarem minimizar estimulos indeseja-
dos, alguns fatores séo imprevisiveis. Assim, potencialmente
qualquer consumidor pode consumir plantas que estiveram
sujeitas a periodos de stress ambiental durante o seu cultivo
ou durante os tratamentos pds-colheita.

_Objetivos

Este estudo teve como objetivo principal nao s6 perceber
como as alteracdes promovidas pelo stress da cultura in vitro
(que é inevitavel durante a producéo de plantas geneticamen-
te modificadas, e que provamos ser provavelmente o fator
com maior contribuicao para as diferengas encontradas entre
as plantas GM e os seus controlos) evoluem ao longo das ge-
ragdes, mas também avaliar se diferengas promovidas por
outros stresses ambientais ex vitro (neste estudo testamos a
salinidade) séo relevantes quando comparadas com as alte-
ragdes que as plantas GM podem apresentar quando compa-
radas com 0s seus controlos.

_Materiais e métodos

Neste trabalho combindmos a analise protedmica (Multiplex
fluorescence 2D gel electrophoresis acoplada a espectro-
metria de massa) e transcritdmica (microarrays - Affymetrix
RUSGene 1.1ST ArrayStrip) para comparar as trés linhas de
arroz em estudo (Oryza sativa L. ssp. japonica cv. Nipponba-

re): um controlo convencional (C), uma linha transgénica (Ty)
e uma linha segregante negativa (NSp) descendente de uma
linha transgénica diferente (Tp) (figura 1a). Por definicdo, um
controlo convencional € uma linha o mais parecida possivel
com a linha transgénica. Neste caso, foi utilizada como con-
trolo a linha de arroz que deu origem a linha transgénica T,.
Um segregante negativo € uma linha homozigéticas que néo
contém o transgene (n&o transgénica), obtida por auto polini-
zacao de linhas transgénicas heterozigéticas, ou por poliniza-
¢do cruzada entre estas e as linhas controlo convencionais.
Dizem-se segregantes negativos pois sao linhas que “perde-
ram” o transgene devido a segregacdo mendeliana. Todas as
linhas foram analisadas até a geracdo F8 e sujeitas a stress
salino na geracéo F6 (figura 1b).

_Resultados

Neste trabalho confirmamos que o stress da cultura in vitro
parece ser o fator que mais influencia as diferencas encontra-
das entre as plantas transgénicas e 0s seus controlos, pro-
vocando alterac6es que persistem ao longo das geracoes e
que atenuam com o tempo. De facto, 0s nossos dados de
protedmica confirmaram que as linhas T4 e NSy, apresentam
0s seus proteomas alterados de forma similar ao longo das
geragdes ficando cada vez mais préximas da linha contro-
lo (figura 2). No ensaio de protedmica da geracédo F6 ja ndo
foi possivel distinguir as trés linhas em teste. Demonstramos
também que, tal como para a geracéo F3 (2) os spots dife-
renciadamente abundantes entre as linhas T4 € NSp vs. C na
geracao F5, correspondem a proteinas que podem ser rela-
cionadas com a resposta a stress.

Pudemos constatar também que o numero de transcritos dife-
renciadamente expressos entre as linhas C, Tq € NSp, ao longo
das geracoes é extremamente baixo face aos 45207 transcritos
analisados simultaneamente com o array em questao: 47, 17 e
29 transcritos diferenciadamente expressos nas geragoes F4,
F6 e F9, respetivamente. Os resultados de transcritomica refor-
caram também a ideia de que a geracéo F6 foi aquela onde as
trés linhas em teste se apresentaram mais similares. E, no en-
tanto, importante referir que, contrariamente ao esperado, na
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Figura 1: [ Linhas utilizadas (A) e representagdo esquemaética da estratégia experimental (B).
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geracdo F8, as trés linhas divergiram ligeiramente quando , ,
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em comparagao com a geragéo F6 (figura 2). Este ligeiro afas- i % Microarrays y A
tamento entre as trés linhas em teste pode dever-se a algum Sem stress Stress salino
tipo de estimulo ambiental que possa ter ocorrido durante 0s ! !
4 anos em que decorreu esta experiéncia. Apesar de, com ex- 4 ¥ G A F7
cecéo da geragao F6 onde foi imposto stress salino em parte hf hf
das plantas, todas as condi¢cdes ambientais terem sido manti- ! !
. N4 Protedmica @y
das similares para todas as plantas em teste (temperatura, ¥ - ot F8

humidade, agua e desinfestagbes periddicas das estufas),
algum fator ndo controlado pode ter sido responsavel pelas
diferencas observadas. Apesar desta pequena divergéncia
observada na geracdo F8, no geral 0s nossos resultados pa-
recem indicar que as alteracdes induzidas pela transgénese
s80 escassas e vao diminuindo ao longo das geragoes.

Como esperado, confirmamos que o stress salino influencia
fortemente o proteoma/transcritoma do arroz. Encontrdmos
154 spots diferenciadamente abundantes com uma diferenca
de expressao superior a 1,5 (FC>1,5) e 372 transcritos diferen-
ciadamente expressos com uma FC>3 pelo menos numa das
comparacdes (C vs. Csal; NSp vs. NSpsal and Ty vs. Tasal).

“ A Microarrays '} 0

Cinquenta e sete dos 154 spots diferenciadamente abun-
dantes (37%) e 292 dos 372 transcritos diferenciadamente
expressos (78%) viram a sua expressao alterada nas trés
linhas como consequéncia do stress salino (figura 2).

_Discusséo e conclusdo

E verdade que, neste estudo, o impacto da engenharia genéti-
ca foi avaliado duas geracdes apos a transformagao das plan-
tas, e 0 impacto do stress salino foi avaliado imediatamente
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Figura 2:
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Microarrays - Affymetrix RUSGene 1.1ST
ArrayStrip - 45,207 transcriptos (trcpt)

P<0,05; FDR 0,95; FC 23 (P<0,05; FDR 0,95)

=~
abundantes/
expressos

VAR

Sumario dos transcritos diferenciadamente expressos/spots diferenciadamente abundantes

Protedmica - Refraction 2D - Multiplex
fluorescence gel electrophoresis

P<0,05; FDR 0,95; FC >1.5 (P<0,05; FDR 0,95)

Trept

Spots

o) :

TN Ensaio de sal
( \

i A@@ c ST F3

75

F4

I Ensaio de sal F5

F6
F7
)
24 e F8

Sal

Ny
fid)
(/o)
=
LIANVAVAYA
s/ |
[
/8%
Ny

Os diagramas de Venn apresentam o numero de spots diferenciadamente abundantes com uma diferenga 21,5 (Fold
change (FC) =1,5) e os transcritos diferenciadamente expressos com uma diferenga >3 (FC >3) em cada situagao.
Sempre que aplicado, apresentamos entre paréntesis a redistribuicdo destes spots/transcritos negligenciando a
FC. Para simplificacdo NSp=NS; T,=T; Trcpt=Transcritos; C*=Csal; T*=Tsal; NS*=NSsal; FDR=False Discovery Rate;

# =diferenciadamente.

apés a imposicdo do stress. No entanto, a regulamentagéo
respeitante a analise do risco das plantas GM obriga a que
estas plantas sejam submetidas a uma série de testes antes
de serem colocadas no mercado. A avaliacéo da estabilidade
genética da sequéncia inserida/modificada e a estabilidade
fenotipica da planta GM sao exemplos de testes que reque-
rem 5 geracOes de analises. Assim, as plantas geneticamente
modificadas que entram no mercado ja passaram por varias
geracOes apos a transgénese. Pelo contréario, todas as plan-
tas cultivadas (GM ou nao GM) séo inevitavelmente expostas
a diferentes stresses bidticos/abidticos (variagdes de tempe-

ratura, seca, raios ultravioletas, agentes patogénicos, etc.)
e consequentemente todos 0s consumidores ingerem inevita-
velmente plantas afetadas pelo ambiente. Porque se sabe que
as condigdes ambientais podem influenciar a producédo de
proteinas eventualmente téxicas/alergénicas 4-7), é provavel
que a toxicidade/alergenicidade das plantas possa variar de
acordo com as condicoes de crescimento/processamento
as quais foram sujeitas. De facto, de acordo com o software
AlgPred (8) que prevé a alergenicidade das proteinas com
base na sua sequéncia, 50% das proteinas que neste estudo
viram a sua abundancia alterada como resposta ao stress sao
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potenciais alergénios e 38% dos transcritos com expressdo
alterada pelo stress salino codificam para proteinas que
sado potenciais alergénios. Embora esta previsao, por si so,
ndo prove a alergenicidade € indicativa de que os estimulos
ambientais podem, de facto, ter impacto na alergenicidade de
uma dada planta.

Se efetivamente o ambiente por si s6 pode originar muito
mais alteracOes nas plantas que a engenharia genética, acre-
ditamos ser pertinente questionar o que é relevante e o que
¢ claramente excessivo na avaliacdo do risco das plantas
geneticamente modificadas. Os resultados pormenorizados
deste trabalho estdo compilados num artigo publicado em
2017 (9),
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_Resumo

O bromo é um dos principais halogéneos da tabela periédica e tem vindo
a ser classificado como contaminante de preocupagédo emergente, porque
devido a sua bio-magnificagdo pode constituir um risco para a saude
humana. Os compostos bromados sé&o contaminantes nao biodegradaveis
que se acumulam nos diferentes niveis tréficos da cadeia alimentar. O
objetivo deste trabalho foi avaliar os teores de bromo em amostras de
couve portuguesa (Brassica Oleracea var. costata DC), uma horticola do
género brassica bastante consumida pela populagao portuguesa. Foram
recolhidas cento e dezassete amostras durante o periodo 2015-2017 em
diferentes locais representativos de cada distrito de Portugal, em dois
periodos de colheita. O teor de bromo foi determinado por espectrometria
de massa com plasma indutivo acoplado (ICP-MS), precedido por uma
extracé@o alcalina com Tetrametilhidréxido de amonia (TMAH). Os valores
de bromo encontrados na primeira colheita estavam compreendidos entre
0,5 e 14,5 mg/kg e na segunda colheita os valores observados estavam
compreendidos entre 1,0 e 7,8 mg/kg. As amostras foram organizadas de
acordo com a Nomenclatura de Unidades Territoriais NUTS Il para Portugal
e constatou-se que as regiées com valores mais elevados de bromo foram
a Regido do Algarve e a Regido Autonoma da Madeira. Em comparacao
com o LMR (limite maximo de residuos) para os teores do ido brometo em
alimentos da espécie brassica (30 mg/kg) verificou-se que nenhuma das
amostras analisadas ultrapassou esse valor estipulado. No entanto, serdo
necessarios estudos adicionais sobre a avaliagao da exposi¢éo, bem como
sobre a toxicologia deste contaminante, para que entidades reguladoras
possam avaliar a pertinéncia da revisdo da legislacédo em vigor.

_Abstract

Bromine is one of the principal halogens of the periodic table and has been
classified as a contaminant of emerging concern because due to its bio-
magnification it may pose a risk to human health. Brominated compounds
are non-biodegradable contaminants that accumulate at different trophic
levels in the food chain. The main goal of this work was to evaluate the
bromine contents in samples of Portuguese cabbage (Brassica Oleracea
var. Costata DC), a vegetal of the Brassica genus that is widely consumed
by the Portuguese population. One hundred and seventeen samples were
collected between 2015-2017 in different representative locations of each
district of Portugal. This was done in two harvest periods. The Bromine
contents were analysed by inductively coupled plasma mass spectrometry
(ICP-MS), preceded by an alkaline extraction with 256% ammonium tetram-
ethylhydroxide (TMAH). The Bromine amounts found in the first crop were

between 0.5 and 14.5 mg/kg and in the second crop between 1.0 and 7.8
mg/kg. The samples were organized according to the Nomenclature of
NUTS Il Territorial Units for Portugal and it was found that the regions with
the highest bromine contents were the Algarve Region and the Autonomous
Region of Madeira. Compared to the MRL (maximum residue limit) for bro-
mide ion contents in foods of the Brassica species (30 mg/kg), none of the
analysed samples exceeded this legislated value. However, further studies
on the exposure assessment as well as the toxicology of this contaminant
will be required, so that regulatory authorities can assess the relevance of
the review of existing legislation.

_Introdugéo

O Bromo (Br) é 0 35° elemento e € um dos principais halogé-
neos da tabela periddica, a temperatura ambiente forma um
liguido vermelho-acastanhado denso que é extremamente
téxico para a satde humana (1).

Este elemento quimico tem apenas dois isétopos estaveis na
natureza; "9Br (50.57%) e 8'Br (49,43%), no entanto no meio
ambiente pode encontrar-se em véarias formas quimicas, mas é
sobretudo na sua forma inorganica, o ido brometo, que integra
a maioria dos compostos (2). Encontra-se na crosta terrestre
em aguas do mar, massas de agua em geral e ainda pode ser
encontrado em solos, plantas e animais (3.

A presenca, e respetivas concentragdes, de Br no ambiente
sao essencialmente atribuidas a libertacao antropogénica do
elemento, através da utilizacao de pesticidas, fertilizantes e
fumigantes na agricultura, emissoes industriais, mineragao,
uso de desinfetantes e retardadores de chama bromados
(brominated flame retardants - BFRs), estes ultimos sdo com-
postos aplicados na industria téxtil, equipamentos elétricos,
eletronicos, plasticos, materiais de construgdo e mobiliario
de forma a aumentar a resisténcia a incéndios, evitando a
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combustdo (). Estes compostos tém a capacidade de ficar
retidos no meio ambiente de forma persistente e duradoura,
com posterior efeito bioacumulador na cadeia alimentar, como
é 0 caso de produtos de origem marinha (contaminacéo atra-
vés do ambiente aquatico) e vegetais (contaminacédo através
dos solos e aguas de rega) que serao posteriormente consu-
midos pela populagéo ().

A maior classe dos compostos BFRs sé&o os difenil éter poli-
bromados (Polybrominated diphenyl ethers - PBDESs) que sdo
considerados contaminantes de preocupacdo emergente
e disruptores enddécrinos pois podem influenciar o metabolis-
mo do iodo, ao nivel da producéo das hormonas tiroideias,
no sentido de provocar uma diminuigdo de iodo na tiroide
ou aumentar a excregéo renal de iodo (6). A ingestao foi reco-
nhecida como a principal via de exposi¢cdo a PBDEs no ser
humano (7).

A Organizagdo Mundial da Saude (OMS) recomenda um con-
sumo diario de horticolas entre 3 e 5 porcoes diérias. Para
além dos beneficios nutricionais as horticolas de folha, como
é o0 caso das couves (Brassica oleracea L.), sdo alimentos
acumuladores de metais pesados e sinalizadores de contami-
nantes ambientais, como € o caso do bromo.

Uma das espécies de brassica mais consumida pela popula-
¢ado portuguesa é a couve tronchuda ou, como é mais conhe-
cida, a couve portuguesa (Brassica Oleracea var. costata
DC) (8-10), A avaliagéo do teor de bromo neste tipo de alimen-
tos é de extrema relevancia uma vez que é considerado um
indicador do teor de compostos bromados no ambiente e na
cadeia alimentar. A avaliacdo do bromo em alimentos tem
despertado o interesse da comunidade cientifica pois conti-
nua a existir algum desconhecimento sobre a toxicidade, e 0
seu comportamento, a nivel ambiental e humano.

_Objetivo

Este trabalho teve como objetivo a determinacédo dos teores
de bromo em amostras de folha de couve portuguesa repre-
sentativas de todos os distritos de Portugal, uma horticola
bastante consumida pela populacdo em Portugal, através do
método de ICP-MS.
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_Materiais e métodos
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Foram recolhidas um total de cento e dezassete amostras
em diferentes locais representativos de cada distrito de Por-
tugal, em dois periodos distintos, no primeiro periodo (ano
2015) foram recolhidas 99 amostras em todas as regides de
Portugal e no segundo periodo (ano 2017) foram recolhidas
18 amostras apenas da regido centro do pais. As amostras
foram agrupadas em 39 pools, cada uma constituida por 3
folhas exteriores de 3 couves diferentes.

O teor de bromo foi determinado por espectrometria de massa
com plasma indutivo acoplado (ICP-MS), precedido por uma
extracdo alcalina com Tetrametilhidroxido de amonia (TMAH)
25%. Os resultados foram obtidos através de procedimentos
analiticos que refletiram os requisitos de garantia da qualidade,
descritos na norma ISO/IEC 17025:2005 (1), A concentragéo
foi expressa, em mg de bromo/kg de couve pela média de trés
réplicas.

_Resultados e discusséao

As amostras recolhidas no primeiro periodo de colheita
apresentaram valores de bromo compreendidos entre 0,5 e
14,5 mg/kg. No segundo periodo de colheita os valores de
bromo obtidos para as amostras compreenderam valores
entre 1,0 e 7,8 mg/kg.

De acordo com o Regulamento (UE) n° 839/2008 (12) os
limites maximos de residuos (LMR) para os teores do iao
brometo em brassicas, como é o caso da couve portuguesa,
correspondem a 30 mg/Kg. Os resultados obtidos neste tra-
balho ndo ultrapassaram este valor legislado.

Constatou-se que 59% das amostras analisadas apresentaram
valores entre 0 e 2,9 mg de bromo por kg de amostra.

As 39 amostras analisadas em forma de pools, foram organi-
zadas de acordo com a Nomenclatura de Unidades Territo-
riais NUTS Il para Portugal presente no Regulamento (UE)
n.° 868/2014 (13), Como se pode observar no grafico 1, a
Regiao do Algarve (7,0 mg/kg) e a Regido Autbnoma da Ma-
deira (6,5 mg/kg) apresentaram os valores de bromo mais
elevados.
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O Centro é a regiao onde foi observado o teor mais baixo de
bromo (1,8 mg/kg).

Valores semelhantes aos deste estudo sdo reportados por
Yuita e colaboradores, que concluiram que os valores de
bromo presentes em solos e em plantas aumentariam com a
proximidade da &rea costeira (14),

No gréafico 2 pode-se observar a diferenca do teor de bromo
entre os dois periodos de recolha nos locais da regido centro
do pais, e constatou-se que em todas as amostras os valores
mais elevados foram encontrados no 2° periodo, exceto no
caso das amostras com os numeros 34 e 39, em que se verifi-
cou um decréscimo no 2° periodo.

_Conclusoes

Em comparacdo com os LMR estipulados no Regulamento
(UE) n®839/2008 para os teores do ido brometo em alimentos
da espécie brassica (30 mg/kg) verificou-se que nenhuma das
amostras analisadas ultrapassou esse valor estipulado, ndao
representando um perigo para o consumidor.

Até ao momento, em Portugal, estdo publicados poucos dados
sobre 0 bromo em alimentos representativos da dieta nacional.
O plano de recolha e de analise das amostras de couve portu-
guesa seguiu uma abordagem de forma a garantir a represen-
tatividade das amostras nacionais, 0 que permitiu a integragao
dos dados em bases de dados de dmbito europeu como as da

Gréfico 1: 1 Avaliagao do teor bromo de acordo com a classificagdo das Unidades Territoriais-NUTS II.
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Gréfico 2: [ Comparagdo dos teores de bromo entre os dois periodos de recolha de couve portuguesa
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Autoridade Europeia para a Seguranga dos Alimentos (EFSA,
na siga em inglés).

Este trabalho permitiu entdo constatar que os teores de bromo
nas amostras de couve portuguesa representativas do consu-
mo da populagdo, ndo constituem risco para a saide humana.
No entanto, os resultados aconselham estudos adicionais
sobre a avaliagao da exposicdo a este contaminante. Os dados
analiticos obtidos quando combinados com os dados de con-
sumo podem ser um ponto de partida fiavel que permitira as
entidades reguladoras avaliar a pertinéncia da revisdo da legis-
lac@o em vigor.
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_Resumo

As hemoglobinopatias sdo doengas genéticas relacionadas com défice da
hemoglobina, a proteina vital para o transporte de oxigénio no organismo.
De entre elas salienta-se a Drepanocitose causada pela variante S da he-
moglobina (HbS) em homozigotia. Neste estudo pretendeu-se identificar
as variantes de hemoglobina cujo padréo de migragao eletroforética é se-
melhante ao da HbS. Foram investigados 660 casos de variantes com as
caracteristicas acima referidas detetadas por focagem isoelétrica. Para
a identificacao presuntiva foi efetuado o teste de solubilidade e a caracte-
rizagdo por HPLC de troca ionica e de fase reversa. A identificagdo das
variantes raras foi efetuada através de sequenciagao de Sanger do respe-
tivo gene globinico. De entre os casos estudados, 467 foram confirmados
como sendo HbS (70,8%), 101 HbD (15,3%) e 74 HbLepore (11,2%). Os res-
tantes 18 casos (2,7%) foram classificados como variantes raras tendo
sido 11 identificadas por sequenciacédo de DNA. Concluimos que a combi-
nacao metodologica utilizada é adequada pois permitiu o correto diagnés-
tico das variantes mais frequentes e com relevancia clinica (HbS, HbD e
HbLepore) e, nos casos raros, direcionou o estudo molecular para a anali-
se do gene globinico alterado. A correta identificagdo de cada variante é
essencial para um adequado acompanhamento clinico e aconselhamento
genético do doente e seus familiares.

_Abstract

Hemoglobinopathies are genetic diseases related to hemoglobin defi-
ciency, the vital protein for the transport of oxygen in the body. Among
them, the most significant is Sickle Cell Anemia caused by homozygosity
for the hemoglobin variant S (HbS). The aim of this work was to identify
hemoglobin variants with electrophoretic mobility similar to HbS. In this
study we analysed 660 cases of variants with HbS-like mobility in isoe-
lectric focusing. For the presumptive identification the solubility test was
performed followed by ion-exchange HPLC and reversed phase-HPLC.
The rare variants identification was performed by Sanger sequencing of
the corresponding globin gene. Among the evaluated cases, 467 were
confirmed as HbS (70.8%), 101 HbD (15.3%) and 74 HbLepore (11.2%).
The remaining 18 cases (2.7%) were classified as rare variants and 11 of
them were identified by DNA sequencing. We can conclude that the me-
thodological combination used allows the correct diagnosis of the more
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frequent and clinical relevant variants (HbS, HbD and HbLepore) and, in
the other cases, helps to direct the molecular study for the analysis of the
affected globin gene. The correct laboratorial diagnosis of each variant is
essential for the adequate clinical follow-up and genetic counselling of the
patients and their relatives.

_Introdugéo

As hemoglobinopatias s&o um grupo heterogéneo de doencas
hereditarias autossomicas recessivas, relacionadas com défice
quantitativo ou qualitativo da hemoglobina, a proteina vital para
0 transporte de oxigénio no organismo. No primeiro grupo
enquadram-se as talassémias e, no segundo, as variantes es-
truturais da hemoglobina. Estas sé&o, geralmente, causadas por
mutacdes nos genes globinicos que dao origem a substituicao
de um aminoacido na proteina e, consequentemente, alteram
as propriedades fisicas, quimicas ou funcionais da molécula de
hemoglobina.

Estdo descritas atualmente mais de 1000 variantes de he-
moglobina, mas a mais frequente em Portugal, e também
a nivel mundial, é a denominada hemoglobina S (HbS;
HBB:c.20A>T) (1.2). O individuo portador de uma variante
de hemoglobina (heterozigotico) é na maior parte das vezes
assintomatico. No entanto, a presenca da variante em homo-
zigotia ou em associacdo com um determinante genético de
outra hemoglobinopatia podera originar uma patologia grave.
No caso da HbS, quando esta se apresenta em homozigotia
causa Drepanocitose, uma anemia hemolitica crénica de ele-
vada morbilidade e mortalidade, embora clinicamente muito
heterogénea.

53



Observagoes_ Boletim Epidemiolégico

(’ Naclonal de Satide

As hemoglobinopatias sao doengas genéticas em que a de-
tecdo de portadores é possivel por testes hematoldgicos e
bioguimicos pelo que a sua identificacao é frequentemente
presuntiva, com base em tempos de retencao e padroes de
migracao eletroforética das hemoglobinas. Uma vez que o
perfil eletroforético da HbS é partilhado com outras variantes
de hemoglobina com ponto isoelétrico semelhante, é impres-
cindivel que sejam efetuados testes laboratoriais confirmaté-
rios para a sua correta identificacdo. Essas variantes poderao
ser fonte de confusdo nainterpretacéo dos resultados labora-
toriais favorecendo falsos resultados positivos de HbS. Em
determinadas situagdes podera ser necessario o prossegui-
mento para a analise molecular do respetivo gene globinico
para a identificacdo definitiva da variante em causa.

_Objetivos

Neste estudo pretendeu-se identificar as variantes de hemo-
globina cujo padrao de migracdo é semelhante ao da HbS
guando se usam 0s métodos comuns de diagndéstico labora-
torial, eletroforese ou focagem isoelétrica. Pretende-se ainda
sensibilizar os laboratérios que realizam rastreio de hemoglo-
binopatias para a importancia da correta identificacédo deste
tipo de variantes.

_Materiais e métodos

O diagnostico laboratorial de 660 casos de variantes de hemo-
globina foi efetuado na Unidade Laboratorial de Referéncia do
Departamento de Promocéo da Salude e Prevengao de Doen-

Grafico 1:
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Ricardo Jorge com base na marcha analitica implementada,
que faz uso de técnicas de primeira linha e técnicas de confir-
macao do diagndstico (34). O procedimento iniciou-se com os
testes de rastreio, o eritrograma e a focagem isoelétrica (Fl)
em gel de poliacrilamida seguindo-se a cromatografia de HPLC
de troca i6nica. A HbS foi confirmada pelo teste de solubilida-
de (34). As cadeias de globina variantes foram caracterizadas
segundo a sua hidrofobicidade, e classificadas em tipo alfa
ou tipo beta, por cromatografia de fase reversa (RP-HPLC). A
identificacé@o definitiva das variantes de hemoglobina raras foi
realizada usando metodologia convencional de genética mole-
cular (PCR e sequenciacéao de Sanger).

_Resultados e discussao

Foram analisados, retrospetivamente, 0os casos de variantes de
hemoglobina com mobilidade eletroforética semelhante a da
HbS, estudados no laboratério no periodo compreendido entre

janeiro de 2010 e agosto de 2017 (n=660). Os procedimentos

analiticos utilizados seguiram as diretrizes internacionais () e
foram baseados, no minimo, em duas metodologias com prin-
cipios de separagao de hemoglobinas diferentes, adequados
para a detecdo e identificac@o presuntiva das variantes de he-
moglobina clinicamente mais significativas. Assim, dos 660
casos, 467 foram confirmados como sendo efetivamente HbS
(70,8%). Outras duas variantes também clinicamente relevan-
tes, a HbD e a Hb Lepore, foram detetadas em, respetivamen-
te, 101 (15,3%) e 74 (11,2%) casos (grafico 1).

Espetro das variantes da hemoglobina com mobilidade eletroforética semelhante

a Hb S detetadas em 660 casos analisados.

Hb D
101; 15,3%

Hb Lepore
74, 11,2%

Hb S
467; 70,8%

Variantes
raras 18; 2,7% Hb Maputo
Hb G-Coushatta
Hb Summer Hill
Hb D-Iran
Variantes raras Hb Setif
identificadas por Hb Oleander
biologia molecular .
Hb Etobicoke
Hb Ottawa

Hb Matsue-Oki
Hb G-Waimanalo
Hb Q-India
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Este resultado confirmou o j& descrito predominio da HbS no
espetro de variantes encontradas em Portugal seguido da HbD
(HBB: ¢.364G>C) (2), também esta uma variante comum com
dispersdo mundial (5). A variante que ocupou o terceiro lugar
foi a Hb Lepore. Esta tem por base uma lesdo molecular invul-
gar, uma delecao que da origem a um gene hibrido 63-globina,
e é uma variante relativamente comum no centro de Portugal e
Alta Extremadura Espanhola (6).

A variante Hb Matsue-Oki foi detetada em heterozigotia com-
posta com a dele¢cdo a-talassémica de 3,7Kb e a Hb Q-India
foi detetada em dupla heterozigotia com B°-talassémia (c.316-
149_*342delinsAAGTAGA). Em ambos 0s casos, verificou-se
a presenca de anemia microcitica e hipocromica que podera
ser explicada pela coexisténcia, respetivamente, da alfa- e da
beta-talassémia. Todas as outras variantes raras foram deteta-
das em heterozigotia e encontram-se descritas na Globin gene

) . server database (1) como sendo assintomaticas nessa condi-
Os restantes 18 casos analisados foram classificados como . ) )
) , , cdo. Contudo, é desconhecido se a sua a co-heranga com
variantes raras da hemoglobina (2,7%), tendo sido 11 deles , , o
, - o HbS, com outra variante da hemoglobina, ou com talassémia,
identificados por estudos de genética molecular: Hb Maputo,

Hb G-Coushatta, Hb Summer Hill, Hb D-Iran, Hb Setif, Hb
Oleander, Hb Etobicoke, Hb Ottawa, Hb Matsue-Oki, Hb G-
Waimanalo e Hb Q-India (grafico 1 e quadro 1).

se traduz em alteragdes hematoldgicas ou clinicas relevantes.
O largo espectro de variantes raras da hemoglobina que iden-
tificamos, e que ja tinham sido descritas noutros locais do
globo (), podera ser explicado pela vinda para Portugal de imi-
grantes provenientes de diversas regides do mundo com ele-
vada prevaléncia de hemoglobinopatias.

Quadro 1: [ Caracterizagdo das variantes raras da hemoglobina.

Identificacdo presuntiva Identificacdo definitiva

HPLC-troca i6nica HPLC-fase reversa Sequenciagao de

c o Focagem Teste de o ) - S Alteragao de Nome da variante
ason isoelétrica solubilidade (e e migragao i (e @l it ?nger : aminodcido de hemoglobina*
variante) afetada) (alteragao genética)
1 Em zona da HbD Beta-globina HBB:c.142G>T p.(Asp47Tyr) Hb Maputo
2 Em zona da HbA, Beta-globina HBB:c.68A>C p.(Glu22Ala) Hb G-Coushatta
3 Em zona da HbS/HbD Beta-globina HBB: ¢.1567G>C p.(Aspb2His) Hb Summer Hill
4 Em zona da HbA, Beta-globina HBB:c.67G>C p.(Glu22GIn) Hb D-lIran
5 Em zona nédo Beta-globina HBA2:c.283G>T p.(Asp94Tyr) Hb Setif
Mobilidade identificada
eletroforética Negativo
6 semelhante a 9 Em zona da HbD Alfa-globina HBA2: ¢.349G>C p.(Glu116GIn) Hb Oleander
daHbS
Em zona nédo . .
7 Eeniifieads Alfa-globina HBA2:c.255C>A p.(Ser84Arg) Hb Etobicoke
8 Em zona da HbS Alfa-globina HBA2:c.46G>C p.(Gly15Arg) Hb Ottawa
9 Em zona da HbS N&o detetada HBA2:¢c.226G>A p.(Asp75Asn) Hb Matsue-Oki
10 Em zona da HbS Néo detetada HBA2:c.193G>A p.(Asp64Asn) Hb G-Waimanalo
Em zona nao ! . h "
11 identificada Alfa-globina HBAT1:¢c.193G>C p.(Asp64His) Hb Q-India

* Segundo Globin Gene Server Database U
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_Conclusao

Concluimos que a combinagdo metodolodgica utilizada é ade-

guada uma vez que permitiu o correto diagndstico das varian-

tes

mais frequentes e com relevancia clinica (HbS, HbD e Hb

Lepore) € orientou 0 estudo molecular para a anélise do gene

glo
tes

par

binico afetado, facilitando assim a identificacao das varian-
raras. A correta identificagao de cada variante é essencial
a um adequado acompanhamento clinico e aconselhamen-

to genético dos doentes e dos seus familiares.
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_CNVs em Joci de suscetibilidade com penetrancia incompleta: da certeza no diagndstico

a incerteza no progndstico

Susceptibility loci CNVs with incomplete penetrance: from an accurate diagnosis to an uncertain prognosis

Silvia Serafim, Bdrbara Marques, Hildeberto Correia

hildeberto.correia@insa.min-saude.pt

Unidade de Citogenética. Departamento de Genética Humana, Instituto Nacional de Saude Doutor Ricardo Jorge, Lisboa, Portugal.

_Resumo

O teste genético de array é a primeira linha no diagnéstico genético pds-
-natal de situacdes como défice cognitivo, autismo e anomalias con-
génitas. Em pré-natal, este teste estd indicado em gravidezes com
anomalias ecograficas. Comparativamente ao cariotipo possibilita um
aumento no diagnéstico entre 10-20% em pds-natal e 5-10% em pré-
natal. No entanto, também identifica alteracoes associadas a fendtipos
variaveis, com penetrancia incompleta (CNVs-LS), conferindo aumen-
to da suscetibilidade a doencas do neuro-desenvolvimento, mas com
prognostico incerto. Neste estudo pretendemos definir um conjunto
de CNVs-LS e a sua penetrancia, estimada com dados da literatura,
aferindo a sua ocorréncia na coorte com teste genético de array realiza-
do no INSA-DG-UCI. Definiram-se 21 CNVs-LS e dum total de 835 diag-
nosticos em pos-natal e 317 em pré-natal, identificaram-se 36 casos
pds-natal e 11 em pré-natal, correspondendo a 4,3% e 3,5% do total,
respetivamente. A penetrancia estimada para as CNVs-LS apresenta
variabilidade inter-publicacdes, e inter-fen6tipo na populagao estuda-
da, embora seja concordante para algumas variantes. Aferir a penetran-
cia por variante ¢ uma tarefa complexa e a analise por teste genético
de array acarreta ainda incertezas no diagnéstico e aconselhamento
genético, dificuldades apenas superadas com o decorrer do tempo,
estudo de mais coortes e conhecimento das interac6es genotipo-
-ambiente-fendtipo.

_Abstract

Chromosomal microarray analysis (CMA) is the first-tier test for develop-
mental delay, autism spectrum disorders, and congenital abnormalities
in postnatal diagnosis and for ultrasound abnormalities in prenatal diag-
nosis. CMA when compared to karyotype can increase the detection of
variants with clinical significance up to 10-20% in postnatal diagnosis and
up to 5-18% in prenatal diagnosis. Nevertheless CMA also detects incom-
plete penetrance neuro-susceptibility loci variants (CNV-SL), with clinical
significance but uncertain outcome. The aim of this study is to identify
from the literature a set of CNV-SL, and the corresponding penetrance,
determining the occurrence in the cohort from INSA-DG-UCI. From a
total number of 835 postnatal samples and 317 prenatal samples we have
identified 36 and 11 cases, respectively, with a variant in the 21 CNV-SL
set obtained from the literature. The estimated penetrance presents
some inter-publication variability, especially when concerning samples
with different phenotypes, with some variants showing concordance,
nevertheless. Estimating penetrance for CNV-SL is a complex task and
clarifying uncertainty in these cases is still far from being accomplished.

Only time, analysis of larger cohorts, and future knowledge of genotype-
-environment-phenotype interactions will overcome this difficulty allowing
to improve the estimation of clinical impact for the subject or carriers in
the family.

_Introdugéo

Anomalias cromossdmicas, como a trissomia 21, e algumas
microdelecdes ou microduplicacdes, como a microdelecdo
em 22q11.2, sao alteragbes genéticas reconheciveis e clara-
mente identificaveis no contexto do diagndstico de doengas
genéticas.

Desde a introdugao do estudo global do genoma por microar-
ray, com uma resolucdo muito superior ao cariotipo, que
muitas alteracdes no numero de copia (Copy Number Variants
- CNVs) tém vindo a ser identificadas. Estas CNVs podem ser
variantes benignas ou polimdrficas, encontradas em individuos
saudaveis, ou serem a causa de situacoes sindromaticas ou de
patologias especificas.

A maior capacidade de identificar CNVs com significado clinico
patogénico tornou o teste genético de array a primeira linha no
diagnostico genético de uma diversidade de situagdes como
perturbacoes do desenvolvimento intelectual (PDI), perturba-
coes do espectro do autismo (PEA) e anomalias congénitas
(AC) (1:2). Neste grupo de doentes o teste genético de array
possibilita um aumento entre 10 a 20% de diagnoésticos quando
comparado ao cariotipo (34). Em diagndstico pré-natal (DPN),
o teste genético de array esta indicado em gravidezes onde se
identificam anomalias ecograficas no feto, possibilitando um
aumento de diagndsticos entre 5 a 10% nos casos em que 0
cariotipo é normal (5-7),

57



Observagoes_ Boletim Epidemiolégico

(’ NaC|onaI de Saude

No entanto, o teste genético de array também possibilita a
identificac@o de CNVs de significado clinico incerto e de CNVs
nao solicitadas. Existe, ainda, a possibilidade de identificar
CNVs que, apesar de serem classificadas por alguns autores
como patogénicas, na verdade conferem um aumento da
suscetibilidade a doencas do neuro-desenvolvimento, sendo
designadas de CNVs associadas a loci de suscetibilidade
(CNVs-LS) (8.9
em coortes associadas a diferentes patologias, apresentando

). Algumas destas variantes séo identificadas

uma grande variabilidade fenotipica, podendo também ser
identificadas em progenitores fenotipicamente normais,
apresentando assim penetrancia incompleta, por vezes
baixa (10.11). Penetrancia ¢ definida como a proporgéo, ou
percentagem, de individuos com um gendtipo (ou CNV)
associado a uma patologia e que mostram sinais ou sintomas
dessa patologia (12).

As CNVs-LS, especialmente no ambito do DPN, séo de dificil
interpretacao ja que as implicagoes clinicas ndao sao possiveis
de prever.

_Objetivos

O proposito deste estudo é definir um conjunto de CNVs-LS,
que sejam consensuais na literatura, e a penetrancia estimada
para cada uma, aferindo a sua ocorréncia e percentagem na
coorte com teste genético de array da Unidade de Citogenéti-
ca do Departamento de Genética Humana do Instituto Nacio-
nal de Saude Doutor Ricardo Jorge (INSA-DG-UCI), no &mbito
do diagnostico pré-natal (DPN), entre janeiro de 2015 e agosto
de 2018, e no diagndstico pds-natal (PN), entre janeiro de 2012
e agosto de 2018.

2018

numero —
A ) T
§ o —

_Material e métodos

Para a selec@o das CNVs-LS foram pesquisadas na literatura
publicacdes que incluissem referéncias a este tipo de CNVs,
em contexto de DPN e/ou PN. Das publicacdes identificadas
foram excluidas as que usavam apenas dados do mesmo
artigo (14),

Foram selecionadas quatro publicacdes, duas das quais
estabelecem uma metodologia para atingir a estimativa da
penetrancia para CNVs-LS (13’14), e outras duas que referem

a identificacdo de CNVs-LS no contexto do DPN (8,15),

Com base nestes quatro artigos, foram selecionadas as
CNVs-LS aincluir neste estudo e, seguidamente, analisada a
coorte com teste genético de array realizados no ambito de
DPN e de PN no INSA-DG-UCI, estabelecendo a ocorréncia
para cada.

A penetrancia estimada para cada CNVs-LS foi compilada de
artigos (13.14) ¢ reunida na tabela final com resultados.

_Resultados

Foi definido um total de 21 CNVs-LS, entre delecdes e duplica-
¢oes, que incluem 12 regides gendmicas distribuidas ao longo
de cinco cromossomas diferentes.

De um total de 835 diagnosticos em PN e 317 em DPN, foram
identificados 341 casos anormais (40,1%) e 56 casos anormais
(17,8%), respetivamente. Destes foram selecionadas os que
apresentavam alteragdes correspondentes as 21 CNVs-LS de-
finidas anteriormente.

Na tabela 1 e grafico 1 encontram-se representadas as varias
CNVs, com a penetrancia estimada nos artigos consultados, o
numero de casos em DPN e PN identificados em cada uma e,
quando possivel, o tipo de heranca.
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Tabela 1: [ CNVs em LS, penetrancias estimadas em diferentes publicagdes e dados da coorte do INSA-DG-UCI

N wl
= -
% penetrancia Kirov (19) INSA-DG-UCI_PN INSA-DG-UGCI_DPN = g
L (janeiro 2012 - agosto 2018) (janeiro 2015 - agosto 2018) ] o'=
S — (g 19%%@37) (é’ogzz?;srm? Kirov Kirov Kirov Vassos g §8
sa
P (aprox) (PDI/PEA/AC) (PDI/PEA/AC)  (SC2) Total (SCz) N° % total Heranca Ne % total Heranga S §§
e ge
3 @
1921.1 (proximal) dup 145.0-145.0 17,3 - - - - 0 - - 0 - - = £
RBMSA =
: del 36,9 35,0 52 40,0 6,1 0 - - 0 - -
1921.1 (distal) 146.5-147.4
GJAS dup 29,1 18 29 21 - 0 - - 0 - - o
o
15q11.2 del 99 8-93.09 10,4 10,7 2,0 13,0 2,0 5 0,59 3h; 2nd 3 0,94 1h; 2nd g
' 107e0. <
NIPAT dup - - - - - 7 0,84 1h; 6nd 1 0,32 nd "§.
D
del = 35,0 4,7 40,0 74 0 = = 0 = = e
19a13.8 31.13-32.48 @
dup - 8,0 1,8 9,8 - 3 0,36 3h 0 - - @
g
del = = = 100 = 0 = = 0 = = m
19a13.9 32.01-32.45 g
CHRNA7 dup - 3,1 09 40 - 2 0,24 nd 1 0,32 nd 3
=)
>
del 13,1 14,0 17 15,0 - 0 - = 0 = = Q
16p13.11 15.51-16.30 8
MYHT1 dup - 8,4 22 10,6 24 4 0,48 1h; 3nd 1 0,32 1h
del 12,3 13,0 13,1 16,0 = 0 = = 0 = =
16p12.1 21.94-22.46
dup - 39 0,7 4.8 - 0 - - 0 - -
: del 62,4 23,0 2,6 26,0 = 1 0,12 nd 1 0,32 nd
16p11.2 (distal) 28.82-29.05 2
SH2BI1 dup 12 53 07 6,0 - 0 - - 0 - - ¥
del 46,8 31,0 0,5 31,0 = 5) 0,59 1dn; 4nd 0 = =
16p11.2 29.64-30.20
TBX6 dup 272 26,0 8,0 34,0 6,9
17912 del 34,4 39,0 4,0 43,0 = 1 0,12 nd 1 0,32 nd
34.81-36.20
HNF1B dup 21,1 17,0 17 19,0 - 2 0,24 1h; 1nd 2 0,63 nd
dup 21,9 14,0 0,2 14,0 - 1 0,12 nd 1 0,32 nd
22q11.21 19.02-20.26
TBX1 3 0,36 nd 0 - -
22q11.2 dup 21.91-28.65 - 16,0 0,0 17,0 - 2 0,24 nd 0 - -
Total 36 4,3 1 3,5
CNVs = Copy Number Variation; CG = Coordenadas Gendmicas; PDI/PEA/AC = Perturbagdes do Desenvolvimento Intelectual, Perturbacées do Espectro do Autismo e Anomalias Congénitas; SCZ = Esquizofrenia;
LS = Loci de susceptibilidade; DPN = Diagndstico Pré-Natal ; PN = Diagnostico Pés-Natal ; dn = de novo ; h = herdada (materna ou paterna); nd = ndo disponivel.
Total de todas as amostras no periodo de tempo: 1401; PN =835; DPN = 317; Total de PN Anormais = 341; Total de DPN Anormais = 56
Nota: Foi identificado um progenitor com del 16p12.1 no decurso do estudo familiar de uma CNV ndo incluida neste estudo. Esse resultado ndo estd representado na tabela.
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Grafico 1: [} Coorte com teste genético de array realizado no INSA-DG-UCI no &mbito do diagnéstico pds-natal (A)

e pré-natal (B).

A - pés-natal

@ del 15q11.2 (5) 0 del 16p11.2 (5)

8 dup 16q11.2 (7) @9 dup 16p11.2 (1)
@8 dup 156q13.3 (3) 0 del 1712 (2)
[0 dup 156013.3 (CHRNA7) (2) (2 dup 17912 (1)
@8 dup 16p13.11 (4) [ dup 22g11.21 (3)

@ del 16p11.2 (distal) (1) [ dup 22g11.2 (2)

\/ B - pré-natal

0 del 15g11.2 (3) del 16p11.2 (0)

9 dup 15q11.2 (1) dup 16p11.2 (0)
@9 dup 15013.3 (0) del 1712 (2)
B9 dup 15q13.3 (CHRNAT) (1) dup 1712 (1)

B9 dup 16p13.11 (1) dup 22g11.21 (0)

DR BN B B

B del 16p11.2 (distal) (1) dup 22g11.2 (0)

Outras alteragdes=CNVs patogénicas, provavelmente patogénicas e incertas, excluindo as CNVs-LS
CNVs-LS=CNVs em loci de susceptibilidade. Em destaque a direita encontram-se as CNVs-LS subdividas por regido cromossémica.

_Discusséo e concluséo

Apesar da diferenca do numero de amostras no grupo PN e
DPN, em que um corresponde ao dobro do espago temporal
do outro, a percentagem de casos com CNVs-LS é muito se-
melhante nos dois grupos (~4%). A partir dos dados da tabela 1
pode-se extrapolar, em média, a identificacdo de 4 individuos
afetados por cada 100 testados. Se considerarmos que a indi-
cacdo clinica para DPN apenas inclui alteracdes identificaveis
ecograficamente, o equivalente a AC no PN, e sabendo que
a maioria das CNVs-LS fenotipicamente est&o associadas a al-

teragdes neuro-cognitivas, coloca-se a questdo sobre a real
prevaléncia destas alteragdes na populacdo em geral. O valor
de 4%, se incluirmos todas as CNVs-LS identificadas neste
estudo, pode ser considerado relativamente frequente, embora
nem todas as CNVs-LS tenham idéntica representagdo na
nossa coorte, nem grau de penetrancia estabelecido (tabela 1).
Relativamente a penetrancia, existe alguma variabilidade entre
as publicagbes, particularmente quando selecionam a amos-
tra com base num fendtipo (coortes com esquizofrenia versus
coortes com PDI, PEA e AC), embora para algumas variantes
exista maior concordéancia inter-publicacdes (tabela 1).
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Aferir a estimativa do grau de penetrancia por variante é uma
tarefa complexa, quer pela identificacdo do real numero de
individuos fenotipicamente normais, quer pela prépria desig-
nagao de “normal”. Se por um lado alguns individuos apenas
sao diagnosticados como afetados no decurso de estudos fa-
miliares, por outro, a identificacao de uma CNV familiar pode
induzir alguma subjetividade na avaliagao clinica dos individu-
os portadores (12),

Igualmente, situagdes em que se identificam, no decurso de
estudos familiares para outras variantes, progenitores porta-
dores de uma CNVs-LS (nota na tabela 1), colocam outras
questdes no aconselhamento genético, em que a variante
foi um achado incidental, ndo existindo ainda individuos apa-
rentemente afetados. Nessas situacdes, existe risco de recor-
réncia numa futura gravidez, mas com um desfecho incerto,
independentemente do grau de penetrancia da variante, néo
sendo possivel determinar se o feto seré afetado. No entanto,
uma penetrancia mais elevada confere um risco maior de um
individuo ter alguma manifestacao clinica. Assim CNVs-LS
encontram-se entre o tipo de alteragdes que mais desafios re-
presentam no aconselhamento genético, quer devido a pene-
trancia incompleta quer pelo fendtipo variavel, nédo permitindo
prever a dimensdo das implicacdes clinicas no individuo ou
familiares portadores.

O estudo de alta resolugcdo do genoma por teste genético de
array, tal como o exoma clinico num futuro préximo, traz ainda
muitas incertezas. Assim, é importante realizar mais estudos
de coortes, no sentido de esclarecer as interacoes gendtipo-
-ambiente na determinagao do fenotipo, com vista a melhoria
do diagndstico de alta resolugao e aconselhamento genético.
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_Resumo

A maioria dos doentes com hiperplasia suprarrenal congeénita (HSC) apre-
senta alteracdes moleculares no gene CYP21A2, o qual codifica a enzima
21-hidroxilase (21-OH). Os doentes com a forma classica de deficiéncia em
21-OH (21-OHD) apresentam a sintese de cortisol diminuida no cortex adre-
nal e, 0s casos mais graves, também apresentam deficiéncia de aldosterona.
As mulheres com 21-OHD grave apresentam excesso de andrdgenos desde
a sua vida fetal conduzindo a virilizagao dos 6rgaos genitais externos. Tanto
homens como mulheres com 21-OHD completa ndo sintetizam a aldosterona
e, consequentemente, logo apds o nascimento, podem desenvolver crises
de perda de sal se ndo forem corretamente diagnosticados e tratados. A 21-

OHD néo classica ¢é devida a deficiéncia parcial em 21-OH, os fenétipos clini-
cos sdo menos graves, as mulheres n&o apresentam virilizagao dos genitais
externos ao nascimento, e geralmente os sinais relativos a excesso de andro-
génios podem surgir durante a infancia ou até mais tarde (durante ou apos a
puberdade). Neste trabalho descrevem-se as alteragdes e 0s gendtipos mais
frequentes encontrados em doentes portugueses ndo adultos com 21-OHD.
As alteragbes mais frequentes encontradas na forma classica da HSC séo
€.293-13C> G, diferentes delecdes/quimeras/conversdes génicas do gene
CYP21A2 e ¢.518T> A, enquanto na 21-OHD nao-classica a variante ¢.844G>
T é a mais frequente. Estes resultados contribuem para um diagnéstico cor-
reto e uma melhor gestéo clinica dos doentes, para o seu aconselhamento
genético e para oferecer o diagnéstico pré-natal a casais com risco de ter fi-
Ihos afetados com a forma classica de 21-OHD.

_Abstract

Most of the patients with congenital adrenal hyperplasia (CAH) have mo-
lecular alterations in the CYP21A2 gene, which encodes the enzyme 21-

hydroxylase (21-OH). Patients with the classic form of 21-OH deficiency
(21-OHD) have the synthesis of cortisol impaired in the adrenal cortex and,

10) Servigo de Genética Médica, Centro Hospitalar e Universitario de Coimbra, Coimbra, Portugal.
11) Servigo de Endocrinologia Pedidtrica, Centro Hospitalar e Universitdrio de Coimbra, Coimbra, Portugal.
12) Centro de Toxicogendmica e Saude Humana. Faculdade de Ciéncias Médicas, Universidade NOVA de Lisboa, Lisboa, Portugal.

the most severe cases also have aldosterone deficiency. Females with
severe 21-OHD, starting their fetal life have excess of androgens leading to
external genitalia virilization at birth. Both males and females with complete
21-OHD are not able to synthesize aldosterone, consequently soon after
birth may develop salt wasting crises if not correctly diagnosed and treated.
Non-classic 21-OHD is due to partial deficiency of 21-OH, the clinical phe-
notypes are less severe, females don’t present ambiguity of the external
genitalia at birth, usually signs of androgen excess may be present during
childhood or even later in life (during or after puberty). We present here the
most frequent alterations and genotypes found in non adult Portuguese pa-
tients with 21-OHD. The most frequent alterations found in the classic form
of CAH are ¢.293-13C>G, different CYP21A2 deletions/quimeras/gene con-
versions and ¢.518T>A, while in non-classic 21-OHD the variant ¢.844G>T is
the most frequent. These results contribute to a correct patient diagnosis,
to a better clinical care, genetic counseling and to offer pre-natal diagnosis
to couples at risk of having affected babies with the classic form of 21-OHD.

_Introdugéo

A hiperplasia suprarrenal congénita (HSC), embora possa ser
devida a deficiéncia de uma entre sete enzimas diferentes im-
plicadas na esteroidogénese, corresponde em 90 a 95% dos
casos a deficiéncia (parcial ou completa) em 21-hidroxilase
(D21-OH). A D21-OH tem como causa a existéncia de alte-
ragcbes patogénicas no gene CYP21A2. Clinicamente, de
acordo com as manifestacoes fenotipicas da HSC associada
a D21-0H, esta patologia é classificada em duas formas, tra-
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dicionalmente designadas por “forma classica” e “forma né&o
classica”. Ambas estao diretamente relacionadas tanto com
a atividade da 21-OH, como com a consequente ineficiéncia
de biossintese de cortisol e de aldosterona e com a acumula-
¢ado de androgénios suprarrenais. A forma cléssica, de acordo
com a gravidade dos sintomas subdivide-se em “Perdedora
de Sal” (PS) e em forma “Simplesmente Virilizante” (SV) (1.2),

A forma PS esta predominantemente associada a deficién-
cia completa em cortisol e em aldosterona pelo que 0s do-
entes (independentemente do sexo) geralmente manifestam,
entre a primeira e quarta semanas de vida, hipercalémia, hi-
ponatrémia, hiperrreninémia, hipoglicémia, letargia, recusa
alimentar e vémitos, podendo entrar em choque hipovolé-
mico. Os fetos do sexo feminino afetados, devido ao exces-
so de androgénios suprarrenais que ocorre desde a oitava
semana de gestagdo, apresentam predominantemente vi-
rilizagcdo dos 6rgaos genitais externos podendo exibir am-
biguidade sexual (com gravidade variavel) ou até genitais
externos aparentemente similares aos masculinos com crip-
torquidismo bilateral. Nos recém-nascidos do sexo masculi-
no, dada a auséncia de ambiguidade sexual, o diagndstico
podera ser mais tardio e, caso nao seja atempadamente dis-
ponibilizada assisténcia médica, esta deficiéncia completa
em 21-OH poderéa, em alguns casos, ser letal.

A forma SV em recém-nascidos 46,XX pode ser diagnostica-
da apds o nascimento até cerca dos dois anos devido essen-
cialmente a ambiguidade sexual ou a virilizagdo dos 6rgaos
genitais externos. A deficiéncia em 21-hidroxilase é parcial, s6
afeta a biossintese de cortisol, pelo que os niveis de aldoste-
rona sdo normais e consequentemente ndo ocorre perda de
sal. Nas criancas do sexo masculino o diagnéstico geralmente
ocorre entre 0s 2 e 4 anos devido a virilizagdo precoce. Ambos
0s sexos manifestam idade ¢ssea avancada até final da infan-
cia e pubarca precoce. Por seu lado, a forma nao classica (NC)
é caracterizada pelos individuos do sexo feminino apresenta-
rem androgenizagdo pronunciada durante a puberdade com
hirsutismo segundo o padrao masculino, podendo surgir pos-
teriormente amenorreia primaria ou secundaria e ovarios po-
liquisticos. A acne exuberante € comum a ambos 0s sexos,
assim como a puberdade precoce e a idade 6ssea avancada
culminando em baixa estatura na idade adulta. Nos rapazes
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o diagnostico clinico esté dificultado devido aos ja elevados

niveis de androgénios de origem testicular e algumas mulhe-
res, em que o fendtipo nao é tao pronunciado, também podem
nao chegar a ser diagnosticadas clinicamente (1),

O diagnéstico de HSC, para além de se basear nos sinais
e sintomas caracteristicos da doenca, deve ser confirma-
do pelo doseamento matinal (antes das 8 horas da manh@)
da 17-hidroxiprogesterona (17-OHP) basal. Na forma classi-
ca a concentracdo da 17-OHP é superior a 100 ng/mL e na
nao classica varia de 2 a 100 ng/mL. Caso os valores sejam
duvidosos/borderline, deve ser realizado o teste de estimula-
cao com ACTH, continuando a forma classica a apresentar
valores superiores a 100 ng/mL enquanto que para a forma
nao classica podem variar entre 10 e 100 ng/mL, valores infe-
riores a 9,9 ng/mL correspondem provavelmente a individuos
nao afetados ou a heterozigoticos. Existindo duvidas quanto
a deficiéncia enzimatica associada a HSC é recomendada a
determinacéo do perfil adrenocortical completo a fim de con-
firmar qual a enzima que est4 a afetar a esteroidogénese (4.

A caracterizacao molecular do gene CYP21A2 em doentes
com HSC, para além de contribuir para identificar os genoti-
pos e estabelecer correlagdes com a gravidade da doenca,
tem permitido identificar o espectro de alteracdes e a fre-
quéncia com que as mesmas ocorrem. Dada a existéncia
do pseudogene CYP21A1P, caracterizado por possuir diver-
sas alteracOes que o tornam nao funcional, e por possuir
elevada homologia com o gene funcional CYP21A2 (ambos
localizados em 6p21.3) devido a fendmenos de recombina-
cao ilegitima (conversdes génicas e crossing over desigual),
as alteracOes patogénicas pontuais mais frequentes em
CYP21A2 também existem no pseudogene. Por outro lado,
as delecgdes, quimeras e conversbes génicas extensas que
afetam o CYP21A2 tornando-o ndo funcional so caracterfs-
ticas deste agrupamento génico.

_Objetivo

Apresentar o espectro das alteracées moleculares mais fre-
quentes, detetadas no gene CYP21A2 em doentes portugue-
ses (com idades inferiores a 18 anos) e associadas as trés
formas da HSC: PS, SV e NC.
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_Materiais e métodos

A anélise molecular do gene CYP21A2 foi efetuada usando
DNA genomico (obtido a partir de sangue periférico) e com-
preendeu a minisequenciacao para pesquisa direta de alte-
racoes conhecidas, amplificag@o enzimatica de DNA (PCR)
de longa distancia, PCR-nested, restricdo enzimatica, se-
quenciacgao ciclica de Sanger e MLPA (Multiplex ligation-
dependent probe amplification).

_Resultados e discussédo

Atendendo as alteragdes mais frequentes detetadas no con-
junto dos doentes analisados com cada uma das formas de
HSC (tabela 1) verifica-se que, relativamente aos alelos asso-
ciados a PS, a maioria possui alteracées com atividade enzi-
matica nula (66,4%, n=75).

Contudo, a alteragdo mais frequente, ¢.293-13C>G, é uma
alteracdo de splicing que ocorre no intrdo 2 e nem sempre
esta associada a perda de sal. Esta é também frequente em
doentes com a forma SV, tal como demonstram os genétipos
relativos aos doentes com PS ou com a forma SV presentes
na tabela 2. Esta alteragéo é particularmente dificil de inter-
pretar em contexto de diagnéstico pré-natal dado que, por
vezes, estd associada a uma atividade enzimatica conside-
rada moderada (~3%), sendo esta suficiente para que a bios-
sintese da aldosterona ndo seja significativamente afetada
pelo que, nestas condigdes, ndo causa perda de sal. No en-
tanto, esta sempre associada a forma classica da doenca.

No grupo dos alelos SV predomina a alteragcdo missense
¢.518T>A, p.(lle173Asn), a qual esta presente, em homozi-
gotia ou em heterozigotia composta, na grande maioria dos
gendtipos (tabela 2). Esta alteracao esta sempre associada
a forma classica sem perda de sal, correlacao concordante
com os dados da literatura internacional.

Quanto ao grupo dos alelos NC, a grande maioria (n=195,
86,7%), tal como seria de esperar, corresponde a alteracoes
suaves. Destaca-se a alteracédo ¢.844G>T p.Val282Leu, pre-
sente em 81,3% dos alelos, a qual é também a mais frequen-
te noutras populagdes caucasianas. Por outro lado, neste
grupo, verifica-se que 13% dos alelos (n=30) correspondem
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a alteragOes graves, as quais estao representadas nos gendé-
tipos mais frequentes dos respetivos doentes (tabela 2). Ou
seja, estes resultados demonstram que um numero signifi-
cativo de doentes que manifestam a forma menos grave da
HSC, possuem alelos graves (associados a uma atividade en-
zimatica nula ou moderada) pelo que, caso estes utentes pre-
tendam procriar, 0 seu conjuge devera ser também analisado
de forma a determinar o risco do casal ter descendéncia afe-
tada com a forma cléassica da doenca (PS ou SV).

Os resultados apresentados na tabela 2 para os doentes com a
forma NC permitem verificar que a correlacao genotipo/fenotipo
& concordante para 75,7% (n=87) dos doentes/gendtipos, ou
seja, nestes casos um dos alelos corresponde sempre a uma
alteracao suave, o que justifica a concordancia com o fendtipo.
Neste grupo existem ainda 28 doentes heterozigdticos para a al-
teracdo ¢.844G>T, p.Val282Leu, ndo se tendo detetado no outro
alelo qualquer alteragao patogénica. Embora nestes casos o ge-
notipo nao justifique plenamente o fendtipo (dado que se trata
de uma doenga autossémica recessiva), sabe-se que a altera-
cao ¢.844G>T possui um efeito dominante negativo, ou seja,
quando presente provavelmente impede que a 21-OH normal
(proveniente do alelo sem alteragdes) atue quantitativamente a
niveis normais, refletindo-se esta deficiéncia parcial nos sinais
de androgenizagao manifestados por algumas mulheres hetero-
zigbticas para a alteragdo em causa (5:6). Nestes casos, os do-
seamentos da 17-OHP geralmente n&o ultrapassam 9 ng/mL
apds o teste de estimulagdo com ACTH.

Evidencia-se ainda que a alteragdo ¢.*13G>A, localizada 13
nucledtidos apés o codao de terminacdo, embora no passa-
do néo fosse considerada patogénica, estudos in vitro recen-
tes revelaram que a mesma esta associada a uma atividade
enzimatica parcialmente diminuida devido a reducéo da ex-
pressdo génica, a qual esta relacionada com a diminuicao
da estabilidade do respetivo RNA. Estes estudos estdo con-
cordantes com o fenotipo de doentes que possuiam a altera-
cao em causa em heterozigotia composta ou em homozigotia
e apresentavam 17-OHP elevada, pubarca prematura, idade
6ssea avancada, acne e/ou hirsutismo (7). Assim, a alteragéo
¢.*13G>A deve ser considerada patogénica, embora associa-
da a um fendtipo suave da forma NC da HSC.
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Tabela 1: [ Compilagdo das oito alteragdes mais frequentes, com o respetivo nimero de alelos, detetadas no gene CYP21A2
em cada uma das formas de HSC.

PS SV NC
Alteragdo patogénica N el Natureza~ e Alteracdo patogénica P e Natureza~ e Alteracdo patogénica A e Natureza~ e
alelos alteracéo alelos alteracéo alelos alteracéo

€.293-13C>G 38 gm c.518T>A 33 m c.844G>T 183 S
¢.CDQ 35 g €.293-13C>G 9 gm €.293-13C>G 10 g
¢.923dupT 12 g ¢.923dupT 8 g ¢.CDQ 8 g
¢.955C>T 12 g ¢.CDQ 8 g c.518T>A 7 g
€.332_339del 6 g €.955C>T 5 [¢] ¢.1360C>T 7 S
¢.1069C>T 4 g C.844G>T 4 S ¢.955C>T 5 g
c.518T>A 4 g c.92C>T 3 S €.92C>T 3 s
¢.844G>T;1069C>T 2 g .1273G>A 3 m c.*13G>A 2 s

Total 113 Total 73 Total 225

CDQ = Alelo com atividade enzimatica nula com Conversdo/Delegao/Quimera envolvendo diversos exdes do gene CYP21A2. g = alteracdo grave associada
a atividade enzimatica nula e a forma PS; gm = alteragdo associada a atividade enzimatica que pode variar entre grave (<<1%) a moderada (<3%) tanto pode
estar associada a forma PS como a SV; m = alteragao associada a atividade enzimatica moderada (~3%) e a forma SV; s = alteragao suave predominantemente
associada a atividade enzimatica 210% e <75% e a forma NC. Atividades enziméaticas referidas tendo por substrato a 170HP, dados disponiveis em:
https://www.pharmvar.org/htdocs/archive/cyp21.htm; Sequéncia de referéncia NCBI: NM_000500.9

Tabela 2: [ Genétipos mais frequentes detetados em doentes com HSC relativamente a cada uma das formas da doenga.

Gendtipos mais frequentes Natureza da  N°doentes ~ Genotipo mais frequentes  Natureza da N° doentes  Genotipo mais frequentes  Natureza da ~ N° doentes

associados a forma PS alteragdo  com PS (n=32) associados a forma SV alteracdo  comVS(n=28)  associados a forma NC alteragdo  com NC (n=115)
¢.[293-13C>G];[293-13C>G] gm/gm 8 ¢.[518T>A[;[923dupT] m/g 7 c.[844G>T];[844G>T] s/s 60
¢.[293-13C>G];[CDQ] gm/g 7 C.[618T>A[;[518T>A] m/m 6 c.[844G>T];[=] s/n 28
¢.[293-13C>G];[955C>T] gm/g 5 ¢.[293-13C>G];[518T>A] gm/m 5 ¢.[293-13C>G];[844G>T] gm/s 7
¢.[CDQJ;[CDQ] g/9 4 c.[518T>A[;[844G>T] m/s 2 c.[518T>A];[844G>T] m/s 6
¢.[293-13C>G];[844G>T;1069C>T] gm/g 2 ¢.[293-13C>G];[293-13C>C] gm/gm 2 c.[844G>T];[CDQ] s/g 4
¢.[293-13C>G];[DQ.Ex1_3] gm/g 2 ¢.[518T>A];[955C>T] m/g 2 C.[844G>T];[955C>T] s/g 4
¢.[923dupT};[923dupT] 9/9 2 ¢.[5618T>A};[CDQ] m/g 2 ¢.[844G>T];[1360C>T] s/s 3
¢.[955C>T];[CDQ] 9/9 2 ¢.[955C>T];[CDQ] 9/9 2 ¢.[1360C>T];[=] s/n 3

CDQ = Alelo com atividade enzimatica nula com Conversdo/Delegao/Quimera envolvendo diversos exdes do gene CYP21A2. g = alteracdo grave associada
a atividade enzimatica nula e a forma PS; gm = alteracdo associada a atividade enzimatica que pode variar entre grave (<<1%) a moderada (<3%) tanto pode
estar associada a forma PS como a SV; m = alteragao associada a atividade enzimatica moderada (~3%) e a forma SV; s = alteragao suave predominantemente
associada a atividade enzimatica 210% e <75% e a forma NC. Atividades enziméaticas referidas tendo por substrato a 170HP, dados disponiveis em:
https://www.pharmvar.org/htdocs/archive/cyp21.htm; Sequéncia de referéncia NCBI: NM_000500.9
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_Conclusoes

No contexto do diagnéstico molecular, para que este se re-
flita na sua plenitude em beneficio dos doentes, os dados
clinicos/fenotipicos e hormonais sao indispensaveis para a
interpretacdo das alteragdes/gendtipos encontrados.

A deficiéncia em 21-OH esta frequentemente associada a
alelos com mais do que uma alterac@o patogénica em fase,
ou a alelos mais complexos, nomeadamente, conversdes gé-
nicas e delecdes/quimeras. Dado que este tipo de alteracoes
estdo predominantemente associados a atividades enzima-
ticas nulas, a sua completa caracterizacdo é indispenséavel
para o aconselhamento genético e requer geralmente o estu-
do dos progenitores dos casos index.

Os resultados obtidos, em particular a natureza das altera-
coes identificadas, assim como a caracterizacéo dos geno-
tipos dos doentes, para além de confirmarem o diagnostico,
proporcionam dados indispensaveis para que se ofereca
aos doentes, respetivos familiares e aos casais em risco um
aconselhamento genético correto.
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_Resumo

A disponibilizag@o de dados e informagao precisa e transparente relativa
as atividades de transplantagao renal permitiria a monitorizagéo e avalia-
¢ao dos cuidados de saude prestados nesta area. No entanto, os dados
disponiveis, em Portugal, sdo escassos e de utilidade questionavel.
Neste trabalho procuramos identificar a informacéo disponibilizada pelos
28 paises da Unido Europeia (UE) relativamente as suas atividades de
transplantagao renal. Para esta anadlise, as autoridades dos 28 paises da
UE com responsabilidades de coordenacdo na transplantacao de 6rgaos
foram identificadas a partir da lista de contactos de transplantacao
disponibilizada pela Comissao Europeia. Identificamos 30 indicadores da
atividade de transplantag@o que foram agrupados em 3 tipos. A cada um
dos 28 paises da EU atribuimos um valor de transparéncia (numa escala
de 1 a 7) conforme a quantidade de informacéo disponibilizada por cada
pais. Os paises que englobam o Eurotransplant (ET) foram classificados
com o valor mais alto da nossa escala de transparéncia. O registo do ET
para além de disponibilizar indicadores sobre dadores e doentes dispo-
nibiliza também os dados abertos correspondentes. Portugal, a imagem
de outros pafses do Sul e do Leste europeu, foi classificado nos niveis
mais baixos de transparéncia. A disponibilizacdo de dados abertos em
salde serda um grande avango para corrigir esta situagao e um facilitador
na criagdo de informagao por parte de investigadores, profissionais de
saude e sociedade civil.

_Abstract

Accurate and transparent data and information availability regarding renal
transplantation activities would allow the monetarization and evaluation of
health care provided in this area. However, data available in Portugal are
scarce and of questionable utility. In this work we try to identify information
made available by the 28 European Union (EU) countries regarding their
renal transplantation activities. For this analysis, authorities in the 28 EU
countries with coordination responsibilities in organ transplantation were
identified from European Commission transplant contact list. We identified
30 transplantation activity indicators grouped into 3 types. To each of
the 28 EU members we assign a transparency value (on a scale of 1 to 7)
depending on the amount of information made available by each one. Euro-
transplant (ET) countries were classified with the highest value of our trans-
parency scale. In addition to providing indicators on donors and patients,
ET registry also provides the corresponding open data. Portugal, as other
Southern and Eastern European countries, was ranked at the lowest levels
of transparency. Health open data availability will be a major step forward
in addressing this situation and a facilitator in the creation of information by
researchers, health professionals and civil society.

_Introdugéo

Neste trabalho procuramos identificar a informagao disponibi-
lizada pelos 28 paises da Unido Europeia (UE) relativamente
as suas atividades de transplantacao renal.que reflictam a efi-
ciéncia dos tratamentos (1). A definicao das melhores métricas
que descrevam esta atividade é uma condicao fundamental
para que se possam tomar as melhores decisbes baseadas
na evidéncia dos dados. A transparéncia tem sido apontada
como um fator que pode influenciar positivamente os resulta-
dos do transplante. Neste contexto, transparéncia traduz-se
na disponibilizacdo de dados clinicos, de custos dos cuida-
dos de saude, ou relativos aos servicos que prestam os cuida-
dos de saude (2). Em dezembro de 2017, Portugal passou a
ser membro do Open Government Partnership (OGP), uma
iniciativa que procura o comprometimento dos governos dos
seus paises membros na promocdo da transparéncia, no
comprometimento dos seus cidadaos, na luta contra a corrup-
cdo e no aproveitar das novas tecnologias para fortalecer
a governacdo (®). Na sua carta de intengdo para se juntar
ao OGP, o governo portugués identificou o portal de dados
abertos da Administragdo Publica portuguesa - dados.gov
(http://www.dados.gov.pt) como uma das medidas que mate-
rializam o comprometimento de Portugal para com esta inicia-
tiva. Este sitio identifica o portal da transparéncia do Servico
Nacional de Saude (https://www.sns.gov.pt/transparencia/)
para a disponibilizagdo de dados em saude, no entanto, aqui
0s dados relativos a atividade de transplantagao de érgaos
s&0 escassos e de utilidade questionavel.

_Objetivo

Neste trabalho procuramos identificar a informagéo disponibi-
lizada pelos 28 paises da Unido Europeia (UE) relativamente
as suas atividades de transplantagao renal.
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_Métodos

Para esta andlise, as autoridades dos 28 paises da UE com
responsabilidades de coordenacdo na transplantagdo de
6rgéaos foram identificadas a partir da lista de contactos de
transplantagdo disponibilizada pela Comissdo Europeia ().
Também através do sitio web do Global Observatory on Dona-
tion and Transplantation (GODT) () podemos identificar pagi-
nas web dos paises da UE que disponibilizam informagoes
sobre atividade de transplantagao renal. Pesquisados os refe-
ridos sitios web identificamos 30 indicadores da atividade de
transplantacdo que foram agrupados em 3 tipos: informacdes
de dadores cadéaver; informagdes de candidatos em lista ativa
para transplante; e informacdes de doentes transplantados
renais. Além destes, identificamos também um 31° indicador
relativo aos sitios web com formularios para a disponibilizagéo
de dados quando pedidos. A cada um dos 28 paises da EU
atribuimos um valor de transparéncia (numa escala de 1 a 7)
para classificar os paises, desde os que disponibilizam menos
informacéo (valor 1) aos que disponibilizam mais informacao
(valor 7) sobre as atividades de transplantacao renal.

As analises e representacdes graficas foram realizadas com
recurso ao software RStudio para a linguagem e ambiente de
programacao R.

2018
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_Resultados

,//‘?‘\%
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Espanha foi 0 pais classificado com 0 menor valor da nossa
escala de transparéncia (figura 1) uma vez que foi o Unico
pais para o qual ndao encontramos informacdo quanto ao
numero de doentes em lista ativa para transplante de rim,
ou o numero de novas inscricdes em lista, ou o nimero de
mortes de candidatos em lista ativa pra transplante.

O GODT é a entidade que compila a maior quantidade de
dados e informagao sobre transplante de érgaos de diversos
paises do mundo quer sejam informagao de dadores, de
candidatos a transplante, ou de doentes transplantados e
0s paises da EU nao sdo excepgao para o GODT. Como po-
demos verificar na tabela 1 ha um grupo de indicadores que
s&o comuns a todos 0s paises e que podem ser consultados
nas publicacdes do GODT.

Os paises que englobam o registo Eurotransplant (ET) da Eu-
rotransplant International Foundation (6) (Alemanha, Austria,
Bélgica, Croacia, Eslovénia, Hungria, Luxemburgo e Paises
Baixos) foram classificados com o valor mais alto da nossa
escala de transparéncia. O registo do ET tem como principal
fungao a recolha de dados sobre as atividades de transplan-
tacéo disponibilizando no seu sitio web estatisticas periddi-
cas sobre esta atividade. O ET para além de disponibilizar
indicadores sobre dadores e doentes disponibiliza também
os dados abertos correspondentes. Portugal, a imagem de
outros paises do Sul e do Leste europeu (figura 1), foi classi-
ficado nos niveis mais baixos de transparéncia uma vez que
nao conseguimos mais informagao do que aquela que é dis-
ponibilizada pelo GODT.
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Figura 1: [] Classificagdo dos paises da EU a 28 quanto & transparéncia da informagéo das
atividades de transplantagao renal que disponibilizam.
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Tons mais escuros, para 0s menos transparentes, a tons mais claros, para 0s mais transparentes.

_Discusséo e conclusdes

Arecolha em grande escala de dados de saude é uma pratica
cada vez mais comum na gestdo dos doentes. Esta compi-
lacédo de dados padronizados permite desenvolver informa-
cOes sistematicas e andlises comparativas entre diferentes
paises (7). A disponibilizagdo deste tipo de dados de forma
acessivel, processavel e partilhavel por qualquer interessado
(dados abertos) é uma forma de garantir a transparéncia e
¢ fundamental para avaliar os prestadores dos cuidados de
satde (8),

No caso portugués, a falta de informacao é mais visivel no
que respeita aos indicadores que podem descrever a lista
de espera para transplante renal. Sem uma caracterizacao

pormenorizar da evolucdo desta lista de espera ao longo
dos anos nao é possivel avaliar politicas que visem garantir a
equidade no acesso ao transplante renal. Devemos também
salientar a falta de informacao sobre os doentes transplanta-
dos renais para 0s quais apenas ¢é possivel saber qual o0 seu
tipo de dador. Para que se possa avaliar a eficacia deste tra-
tamento é premente a disponibilizagéo de dados focados em
outcomes com significado no transplante renal.

A governacdo aberta, enquanto estratégia chave para os
paises da EU, implica a disponibilizacdo de dados que facili-
tem o acesso a informacéo, estimulem a transparéncia e pro-
movam aplicagbes uteis a sociedade. A escassa informacao
que podemos recolher sobre as atividades de transplantacao
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Tabela 1: [ Identificagdo dos indicadores disponibilizados por cada um dos paises da EU a 28. Indicadores podem ser agrupados por
trés tipos: dadores cadaver (DC), doentes em lista ativa (LA), e doentes transplantados (Tx).

Bélgica
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\
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[ 1]
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< i arecia
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L N U R IIPal’ses Baixos
AN I Polénia
<« HPortugaI
\\\\\\\\x\\EReinoUnido
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12 inscrigdo LE v v v v v v v v
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v v v v
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\
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LA a 31/12
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LA 1°tx/re-tx
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LA idade
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SN N N S N N
SN N N N N N N N N
S N N N N N N N SR
SN N N N R R NN
SN N N S N N NN
SN N N N N N RN
SN N N N N N N

LA saida de lista
LA etnia
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Tx DV rel / néo rel
Tx inc HLA
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Tx grau urgéncia
Tx etnia v
tempos de sobrevivéncia v

dados a pedido v v v v v

DC=dador cadaver; MC=morte cerebral; SBC=sem batimento cardiaco; IMC=indice de massa corporal; LE=lista de espera; LA=lista ativa; Tx=doentes
transplantados; DV=dador vivo; rel=relacionado; inc HLA=incompatibilidades Antigénios Leucocitarios Humanos; PRA=pesquisa de reatividade antigénica.
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renal em Portugal, colocam 0 nosso pals, numa posicdo
modesta da nossa escala de transparéncia, quando compa-
rado com os restantes paises da EU. A disponibilizagao de
dados abertos em saude serd um grande avango para corrigir
esta situacdo e um facilitador na criacao de informacao por
parte de investigadores, profissionais de saude e sociedade
civil (9). A definicao de métricas objetivas e sistematicas de
utilidade clinica que permitam a melhor tomada de decisdes
aquando da definicdo de politicas de satde (19 depende
também dos dados disponiveis para andlise. Esperemos que
o comprometimento de Portugal com uma governacgao aberta
se possa também constatar na transplantacao renal com a
disponibilizacdo de mais dados e informacdes relativas as
atividades desenvolvidas.
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