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Os institutos de saude publica e o combate as
alteracoes climaticas

Public health institutes and the fight against climate
change

A investigacao constitui uma das principais atividades do
Departamento de Alimentacao e Nutricao (DAN) do Instituto
Nacional de Saude Doutor Ricardo Jorge (INSA) sendo
desenvolvida de forma intensa, em dominios muito diversos,
de que s@o exemplos os artigos publicados nesta edicao do

Boletim Epidemioldgico Observagbes.

Um dos contributos emergentes para a salde publica em
Portugal é, sem duvida, a investigacdo para o combate as
alteracoes climaticas. O tema esteve em discussao na recente

reuniao da International Association of National Public Health

Institute (IANPHI) (1), onde o INSA, enquanto um dos 115
membros dos 98 paises representados, participou de forma

destacada.

Os Institutos Nacionais de Saude Publica (INSP) séao
essenciais na concecdo de politicas de adaptagdo baseadas
em evidéncias (preparacdo e prevencdo de emergéncias,
entre outras) e no apoio a politicas de mitigagao (por exemplo,
promogao de intervengdes sobre determinantes-chave da
saude, como dietas e estilos de vida) (2). Deste dominio a

IANPHI desenvolveu um interessante roteiro para reforcar o

papel dos INSP nas politicas de mitigacao e adaptacéo as

alteracées climaticas 3,

No que toca a &rea da alimentacdo e nutricéo, a investigacao
demonstra que as alteracOes climaticas comprometem a
estabilidade dos sistemas alimentares globais (4). Este é
um desafio para todos nds e é uma area de investigacéo
prioritaria, emergente e obrigatdria, indo de encontro aos

objetivos de desenvolvimento sustentavel (ODS) ), que

preveem a adotacao de medidas urgentes para combater as
alteracdes climaticas e os seus impactos (ODS 13).

A producao de alimentos, a composicdo em nutrientes e
antinutrientes, bem como a biodisponibilidade de nutrientes
€ 0S riscos para a seguranca alimentar sé&o 0s principais
constrangimentos associados ao impacto das alteracoes
climaticas nos sistemas alimentares. Esses aspetos terédo
impacto direto na disponibilidade de macro e micronutrientes,

o que afetara a qualidade da dieta dos individuos (6).

Nos ultimos anos, o DAN tem desenvolvido investigacéo
no intuito de mitigar o impacto das alteragdes climaticas,
designadamente nas areas da sustentabilidade alimentar e
fontes alimentares alternativas, com o desenvolvimento de
projetos como Alternativa (Fontes alternativas de proteinas
nas dietas europeias: integrando risco-beneficio para a saude
e sustentabilidade) (7), Entosafe (Insectos comestiveis: uma
solugédo sustentavel de produgéo de alimento e os riscos
quimicos associados) (8), SafeGrain (Contaminag&o de cereais
e derivados armazenados por pragas de insectos e fungos)
(9) e Food4DIAB (Valorizagao de subprodutos de frutos como
ingredientes multifuncionais e alimentos funcionais para
diabéticos) (1),

E também realizada investigacdo sobre biomonitorizagéo
humana e avaliagao de riscos, pois sabemos que 0 aumento da
temperatura e humidade potenciam a producdo de contaminantes
toxicos que podem ocorrer com maior frequéncia nos alimentos,
produzindo efeitos graves para a saude (HBM4EU-European
Human Biomonitoring Initiative (1), PARC - Partnership for the
Assessment of Risks from Chemicals (12)).

Na area do risco de exposicao é também desenvolvida
investigacdo de que é exemplo o projeto ILIFOOD (Litio na
alimentagéo: o impacto das exploragées mineiras de litio) (12).,
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Ao mesmo tempo participamos em diversas infraestruturas
de investigacdo, nomeadamente o AQUASERV (Servigos de
infraestruturas de investigagao para uma aquacultura, pescas
e economia azul sustentaveis) () ¢ o METROFOOD-RI
(Infraestrutura de investigacdo destinada a Promocao da
Metrologia em Alimentagdo e Nutricao) (15, que podem
contribuir para a mitigacao das alteracdes climaticas.

Estamos profundamente comprometidos com a ambicdo de
ajudar os portugueses a terem uma alimentag@o melhor, uma
salde maior e um planeta mais sustentavel.

Alexandra Bento

Coordenadora do Departamento de Alimentacao e Nutricao
Instituto Nacional de Sadde Doutor Ricardo Jorge
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Occurrence of contaminants and food additives in the Portuguese food chain: data collection and transmission of

official control samples to EFSA, 2017-2023
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_Resumo

A recolha de dados precisos, fidveis e comparaveis sobre géneros alimen-
ticios e alimentos para animais é essencial para monitorizar a sua seguran-
¢a e para apoiar avaliagdes e gestdo informadas da exposicao alimentar e
dos riscos associados ao seu consumo, contribuindo para uma maior segu-
rancga e salde dos consumidores. Na Europa, a Autoridade Europeia para a
Seguranca dos Alimentos (EFSA) tem disponibilizado varios sistemas, ferra-
mentas e procedimentos técnicos, nomeadamente o Standard Sample Des-
cription for Food and Feed (SSD2), o FoodEx2 e as Excel Reporting Tools,
para garantir que, na medida do possivel, os dados que recebe séo atuali-
zados, normalizados e comparaveis em todos os Estados-membros. O Ins-
tituto Nacional de Saude Doutor Ricardo Jorge (INSA) é a entidade nacional
responsavel por recolher, harmonizar e submeter eletronicamente a EFSA,
de acordo com 0s seus requisitos de reporte, a informacao sobre contami-
nantes de géneros alimenticios e de alimentos para animais e sobre aditivos
alimentares, provenientes dos planos de controlo oficiais portugueses e de
estudos realizados em laboratérios do INSA.

Neste ambito, pretende-se apresentar o processo de recolha e de transmis-
sdo de dados a EFSA e os principais resultados durante o periodo 2017-
-2023 (amostras colhidas entre 2016 e 2022).

Entre 2017 e 2023, foram recolhidos, harmonizados de acordo com o for-
mato SSD2 e transmitidos a EFSA 64076 resultados analiticos, quase in-
teiramente de contaminantes (62167). Estes resultados correspondem a
12438 amostras de géneros alimenticios e de alimentos para animais reco-
Ihidas. De todos os resultados reportados avaliados (60134), apenas 0,2%
(131) estavam nao conformes (cerca de 6,3% (3942) foram classificados
como “nao avaliados” porque correspondiam a resultados de estudos do
INSA). Neste periodo, foram reportados dados de contaminantes quimicos
em alimentos para animais somente em 2023.

A utilizagado do modelo e sistema de dados SSD2 e FoodEx2 e de todas as
outras ferramentas disponibilizadas pela EFSA garantem a harmonizagao,
padronizagao, qualidade, consisténcia e fiabilidade geral dos dados repor-
tados. Durante o periodo em analise, registou-se um elevado nivel de con-
formidade (99,8%) nos resultados das amostras colhidas no &mbito dos
planos de controlo oficiais portugueses.

_Abstract

The collection of accurate, reliable and comparable data on food and
feed is essential to monitor their safety and to support informed dietary
exposure and risk assessments and management, contributing to higher
consumer safety and health. In Europe, the European Food Safety
Authority (EFSA) has made available several systems, tools and technical
procedures, namely the Standard Sample Description for Food and Feed
(SSD2), the FoodEx2 and the Excel Reporting Tools, to ensure that, as
far as possible, the data it receives is up-to-date, standardized and com-
parable across all Member States. The National Institute of Health Doutor
Ricardo Jorge (INSA) is the national entity responsible for gathering,
harmonising and electronically submitting to EFSA, according to their
reporting requirements, the information on food and feed contaminants
and food additives from the official control plans in Portugal and from
studies performed in INSA laboratories.

In this context, we aim to present the process of data collection and
transmission to EFSA and the main results during the period 2017-2023
(samples collected between 2016 and 2022).

Between 2017 and 2023, 64076 analytical results were gathered, harmo-
nized accordingly to SSD2 and transmitted to EFSA, almost entirely on
contaminants (62167). These results correspond to 12438 food and feed
samples collected. Of all the reported results evaluated (60134), only
0.2% (131) were non-compliant (around 6.3% (3942) were classified as
“not evaluated” because they corresponded to INSA studies results). In
this period, animal feed contaminants data were reported just in 2023.
The use of the SSD2 and FoodEx2 data model and system, and all other
tools made available by EFSA, ensure data harmonisation, standardisation,
and overall quality, consistency, and reliability in the information reported.
During the period under review, there was a high level of compliance
(99.8%) in the results of samples collected under the Portuguese official
control plans.
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_Introdugéo

Procurando garantir a qualidade e seguranca dos géneros
alimenticios e dos alimentos para animais, Portugal e os
restantes Estados-membros da Unido Europeia executam,
anualmente, véarios planos de controlo oficiais, que envolvem
a recolha de dados das colheitas e analiticos em diversos
dominios, nomeadamente: contaminantes quimicos, aditivos
alimentares, residuos de pesticidas, monitorizacao biolégica
e residuos de medicamentos veterinarios. Os dados obtidos
neste ambito devem obrigatoriamente ser reportados por
todos os Estados-membros a Autoridade Europeia para a
Seguranga dos Alimentos (EFSA) () (figura 1), que os compi-
la e analisa, de modo a promover a avaliagdo da exposi¢cao
alimentar e dos riscos associados ao consumo dos géneros
alimenticios e alimentos para animais bem como a suportar
atividades que visem a sua minimizagao, contribuindo para
a protecao da salde publica e reforgo da confianga dos con-
sumidores no sistema alimentar europeu.

Ao longo do tempo a EFSA tem disponibilizado varios siste-
mas, ferramentas e procedimentos técnicos, para garantir
que, na medida do possivel, os dados que recebe estao
atualizados e normalizados e sd&o comparaveis em todos
os Estados-membros. Deste modo, esta entidade apenas
aceita dados que estejam de acordo com o modelo Standard

Sample Description versao 2 (SSD2) (3) e solicita que toda a
informacgao seja reportada eletronicamente, no formato XML,
através da plataforma Data Collection Framework (DCF) e va-
lidada no Scientific Data Warehouse (sSDWH), da EFSA.

O Instituto Nacional de Saude Doutor Ricardo Jorge (INSA) é
a instituic&o nacional responsavel por recolher, harmonizar e
submeter eletronicamente para a EFSA, de acordo com os re-
feridos requisitos de reporte, a informacao sobre contaminan-
tes e aditivos alimentares provenientes dos planos de controlo
oficiais portugueses, conjuntamente com alguns dados de es-
tudos realizados em laboratérios do préprio INSA.

Neste contexto, pretende-se apresentar o processo de reco-
lha, harmonizacao e de transmissao de dados a EFSA e os
principais resultados registados entre 2017 e 2023.

_Objetivo

Apresentar o processo de recolha, harmonizacao e de trans-
missdo para a EFSA dos dados de contaminantes quimicos
em géneros alimenticios e alimentos para animais e de aditi-
vos alimentares e 0s principais resultados obtidos durante o
periodo 2017-2023 (amostras colhidas entre 2016 e 2022).

Figura 1: [ Fornecedores de dados para a EFSA(2),
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_Métodos

O INSA recolheu, anualmente, informacao sobre os contami-
nantes quimicos em géneros alimenticios e sobre os aditivos
alimentares, resultante dos planos de controlo oficiais con-
cretizados pelas autoridades portuguesas responsaveis -
ASAE e DGAV; e de estudos em géneros alimenticios realiza-
dos em laboratérios do proprio INSA. Foi, ainda, recolhida
informacéao referente a contaminantes quimicos em alimen-
tos para animais, que foi disponibilizada ao INSA somente
em 2023.

Toda a informacao foi tratada de acordo com o modelo de
dados SSD2 (figura 2, i), complementado pelo FoodEx2
(figura 2, ii), para garantir a harmonizacao, padronizacao,
consisténcia e qualidade geral dos dados. Foram utilizadas
as ferramentas EFSA Excel tool FLAT for SSD2 data collec-
tion e EFSA Catalogue Browser para facilitar o processo de
tratamento dos dados, nomeadamente de aplicagao das
linguagens controladas SSD2, preenchimento dos campos
SSD2 obrigatérios, dependentes de obrigatérios e relevan-

Figura 2: [ Breve descrigdo do modelo de dados SSD2
e do sistema de classificagdo FoodEx2.

i) O modelo de dados Standard Sample Description (SSD2)
é um formato para descrever amostras de géneros alimenti-
cios e alimentos para animais e resultados analiticos que
tem de ser utilizado pelos fornecedores de dados da EFSA.
Especifica os elementos, estrutura, linguagens controladas
e regras de validagao, obrigatdrios para contaminantes e
residuos quimicos, aditivos alimentares bem como para con-
taminantes microbiolégicos, agentes zoonéticos e dados de
resisténcia antimicrobiana em géneros alimenticios, alimen-
tos para animais, animais, amostras ambientais e materiais

em contato com alimentos.

ii) O FoodEx2 é um sistema normalizado para classificar e
descrever géneros alimenticios e alimentos para animais. O
FoodEx2 consiste em descrigcdes de um grande nimero de
alimentos/ ingredientes individuais, que se encontram agre-
gados em grupos de alimentos e em categorias alimentares

mais amplas, numa hierarquia pai-filhos (figura 3).

tes, classificacao/descricao dos géneros alimenticios e ali-
mentos para animais de acordo com o sistema de classifi-
cacao FoodEx2, validacdo da informagédo e geragdo dos
ficheiros XML.

O tratamento de dados, de acordo com o modelo SSD2, foi
realizado pelo INSA, para a totalidade dos dados, até 2020,
sendo que, apods essa data, a DGAV passou a assumir esta
tarefa para a informagao produzida nos seus controlos oficiais,
ficando o INSA encarregue pelos dados da ASAE e do préprio
INSA. No entanto, ap6s a compilacdo da informacao, o INSA
foi responsavel pela verificagao e correcéo, em estreita colabo-
racdo com as entidades responsaveis, de eventuais erros e/ou
falhas de preenchimento dos campos para todos os ficheiros
recebidos, sua validagdo, geragdo dos ficheiros XML e reporte
para a EFSA.

Todos os dados foram transmitidos eletronicamente para
a EFSA, no formato XML, através da Data Collection Fra-
mework (DCF), e, posteriormente, validados no Scientific
Data Warehouse (SDWH), da EFSA.

Figura 3: [ Estrutura do sistema de classificagdo FoodEx2 (4),

REPORTING

HIERARCHY EXPOSURE

HIERARCHY

g

MTX
(FoodEx2 Matrix)
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_Resultados Entre 2017 e 2023, foram recolhidos e transmitidos para
a EFSA, de acordo com o SSD2, 64076 resultados analiti-
cos sobre géneros alimenticios (62963) e alimentos para

A utilizacéo, pelo INSA, da EFSA Excel tool FLAT e do EFSA

Catalogue Browser permitiram um tratamento/harmoniza-

¢&o dos dados, de acordo com o SSD2, muito mais eficien- animais (1113) (grafico 1). Estes resultados, quase inteira-

te. Todo o trabalho de preenchimento dos campos e de mente relativos a contaminantes (62167), correspondem a

utilizagao das linguagens controladas SSD2, de classifica- 12438 amostras de géneros alimenticios e alimentos para

cio/descricdo das amostras com recurso ao FoodEx2 animais recolhidas. Foi no ano de 2019 que se reportaram

de verificacdo das lacunas de informacdo & de possivels mais dados, com um total de 14900 resultados transmitidos

erros de preenchimento e/ou codificacao, de validacao dos para a EFSA (grafico 2). Conforme ja referido, neste perio-

dados e de geracao dos ficheiros XML é muito mais répido do, somente em 2023 foi possivel recolher e reportar dados

. - . . . de contaminantes quimicos referentes aos alimentos para
e facilitado, contribuindo para a melhoria da qualidade, in- q P

tegridade e consisténcia final da informacéo. animais, por Portugal.

Grafico 1: [ Numero total de resultados analiticos de géneros alimenticios e alimentos para animais reportados & EFSA,
entre 2017-2023, em conformidade com o SSD2.
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Grafico 2: [ Nimero total de resultados analiticos de géneros alimenticios e alimentos para animais reportados & EFSA,
entre 2017-2023, em conformidade com o SSD2, por ano.
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Durante o periodo em andlise (2017-2023), de todos os resul-
tados avaliados reportados a EFSA (60134), apenas 0,2%
(131) eram nao conformes (grafico 3). Existiam 3942 resulta-
dos classificados como “ndo avaliados”, porque correspon-
diam aos dados de estudos realizados nos laboratérios do

INSA, ou seja, nao resultaram dos planos de controlo oficiais.

Gréfico 3: [ Nimero e percentagem de resultados avaliados,
conformes e ndo conformes, reportados & EFSA,
entre 2017-2023.

131 (0,2%)
’7

[ Conformes
= Nao conformes

60003
(99,8%)

_Concluséo

O uso do modelo e sistema de dados SSD2 e do FoodEx2
bem como de todas as outras ferramentas disponibilizadas
pela EFSA garante a harmonizacao, padronizagao, consis-
téncia, fiabilidade, confiabilidade e a qualidade geral dos
dados reportados a EFSA. Durante o periodo em analise,
verificou-se um elevado nivel de conformidade (99,8%) nos
resultados das amostras colhidas ao abrigo dos planos de
controlo oficiais.

Estes dados, combinados com informacdes sobre con-
sumos alimentares, torna possivel a avaliacao da exposi-
cao dos consumidores a certos perigos, tanto na Unido
Europeia como ao nivel dos Estados-membros. Portanto,
informacgdes atualizadas, confiaveis e comparaveis entre
os varios Estados-membros s&o cruciais para os peritos

que desenvolvem avaliagao de risco bem como para os de-
cisores politicos, na tomada de decisdes informadas, garan-
tindo uma maior seguranca dos géneros alimenticios e dos
alimentos para animais, visando proteger e promover a salde
dos consumidores europeus.
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_Resumo

A infancia é crucial para desenvolver habitos alimentares saudaveis e 0 am-
biente escolar desempenha um papel vital na formagao desses habitos. Os
lanches escolares muitas vezes caracterizam-se por qualidade nutricional
pobre, sendo ricos em sal, aclcar e gordura saturada. Bolachas de arroz
e/ou milho sdo frequentemente associadas a uma opgao mais saudavel.
Ferramentas como a Estratégia Integrada para a Promogao da Alimentacao
Saudéavel (EIPAS), o Guia para Lanches Escolares Sauddveis, os sistemas
de rotulagem front-of-pack, como o descodificador de rotulos (traffic-light)
e o Nutri-Score, e os modelos de perfil nutricional, permitem-nos avaliar a
qualidade nutricional destes produtos e podem auxiliar na elaboragéao de
outras recomendagoes.

Pretende-se avaliar a informagao nutricional de bolachas de arroz e/ou milho
disponiveis no mercado portugués e, atravées da aplicagao de ferramentas de
avaliacdo da qualidade nutricional, orientagdes para uma alimentagao sauda-
vel, e instrumentos de educacao alimentar, estimar o potencial impacto na
saude publica.

Foram analisados 175 tipos de bolachas, identificando-se desafios na quan-
tidade de sal, uma vez que apenas 42% atingem a meta (inferior a 0,3 g/100
g) da EIPAS. Apesar de alguns produtos satisfazerem os limites de aguca-
res, ha necessidade de reformulacéo, especialmente nas bolachas de arroz
ou milho com cobertura. O descodificador de rétulos e o Nutri-Score permi-
tem identificar diferengas marcantes entre bolachas simples e com cobertu-
ra, podendo ser proficuos no auxilio ao consumidor a realizar a sua escolha
informada e consciente. A analise utilizando os modelos de perfil nutricional
da Direc@o-Geral da Saude e Organizagdo Mundial da Saude ressaltou a im-
portancia de limitar a publicidade dirigida a criancas.

Em concluséo, este trabalho enfatiza a necessidade de acées multidisci-
plinares, estratégias de reformulagao e de educacéo alimentar. Espera-se
que tais medidas promovam escolhas alimentares mais seguras e sauda-
veis, contribuindo para ambientes salutogénicos e para a saude publica.

_Abstract

Childhood is crucial for developing healthy eating habits, and the school
environment plays a vital role in shaping these habits. School snacks are
often characterised by poor nutritional quality, high in salt, sugar and
saturated fat. Puffed rice or corn crackers are usually associated with a
healthier option. Tools such as the Integrated Strategy for the Promotion
of Healthy Eating (EIPAS), the Guide to Healthy School Snacks, front-of-pa-
ck nutrition labelling, like traffic-light labels and Nutri-Score, and the
nutritional profile models allow us to assess the nutritional quality of these
products and can help in the development of further recommendations.

This study aims to evaluate the nutritional information of puffed rice
and/or corn crackers available in the Portuguese market and, through
the application of tools for the nutritional quality assessment, guidelines
for healthy eating, and food education materials, estimate the potential
impact on public health.

175 types of puffed crackers were analysed, and challenges were
identified regarding the amount of salt, as only 42% met the EIPAS target
(less than 0.3 g/100 g). Although some products meet the sugar limits,
reformulation is needed, especially in puffed rice or corn crackers with
toppings. The traffic-light system and Nutri-Score make it possible to
identify marked differences between plain and coated puffed crackers
and they can be useful in helping consumers to make informed and
conscious choices. The analysis using the Directorate-General of Health
and World Health Organization nutritional profile models highlighted the
importance of restricting the marketing of these foods to children.

In conclusion, this work emphasises the need for multidisciplinary actions,
reformulation strategies and food education. Such measures are hoped
to promote safer and healthier food choices, contributing to salutogenic
environments and public health promotion.

_Introdugéo

A'infancia é uma fase crucial para o desenvolvimento saudé-
vel e para a formacao de habitos que perduram ao longo da
vida. Neste contexto, a promocao de habitos alimentares
saudaveis, desde as idades mais precoces, emerge como
uma estratégia fundamental para o bem-estar geral e para a
prevencao de doencas cronicas relacionadas com o0s habitos
alimentares inadequados (). O ambiente escolar desempe-
nha um papel essencial na vida das criangas, e apresenta-se
como um espaco primordial para a promocao da educagao
alimentar. Além de fornecerem conhecimentos académicos,
as escolas desempenham um papel vital na formagao de
atitudes e comportamentos em relagéo a alimentagéo (2:3).
Ao criar um ambiente propicio para escolhas alimentares
saudaveis, seguras e sustentaveis, estaremos a influenciar
positivamente os habitos alimentares das geracdes futuras,
e consequentemente a promover a satde publica (4).
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Os lanches consumidos em meio escolar s@o maioritariamente
provenientes de casa ou complementados com alimentos
distribuidos gratuitamente pela escola no &mbito do Regime
Escolar, sendo estes a fruta e o leite escolar (). Os lanches
escolares por vezes apresentam uma qualidade nutricional
pobre, sendo constituidos por alimentos de elevada
densidade energética e baixa densidade nutricional, ricos
em sal, aglcar e gordura saturada (¢). De acordo com o
Guia para Lanches Escolares Saudaveis da Direcéo-Geral
da Saude (DGS), um lanche saudavel deve incluir: leite e
derivados; fruta; e cereais e derivados (7). Neste documento é
disponibilizada uma lista de alimentos a privilegiar, a consumir
de vez em quando e a evitar. Entre os alimentos a privilegiar,
incluem-se as bolachas de arroz e/ou milho sem cobertura.

As bolachas de milho ou arroz caracterizam-se pela sua tex-
tura crocante, por um sabor suave, pela versatilidade de utili-
zacao (com ou sem complementos, como por exemplo queijo
ou doce), e também porque muitas vezes sao produtos isen-
tos de alergénios comuns (como por exemplo o trigo), o que
as torna uma opc¢éo inclusiva para criancas que apresentam
sensibilidades ou alergias alimentares. Este tipo de produtos
é muitas vezes percecionado como uma opc¢ao mais sauda-
vel em comparacdo com outros tipos de bolachas, podendo
desta forma influenciar a preferéncia para a inclusédo desta
opcéo na alimentacéo.

Existem atualmente um conjunto de diretrizes e principios
que pretendem contribuir para orientar a populacao para a
pratica de padrdes alimentares mais saudaveis, proporcio-
nando ferramentas que promovem escolhas alimentares
mais conscientes e informadas, e prevenindo doengas rela-
cionadas com habitos alimentares inadequados.

Destacam-se, por exemplo:

i) Estratégia Integrada para a Promocao da Alimentacéo
Saudavel (EIPAS) - reflete uma abordagem multissetorial que
inclui um conjunto de medidas para a prevengao da doenga,
e em particular para a promocao da alimentacéo saudavel,
que pretende influenciar o0 comportamento alimentar da po-

pulagcéo, melhorar a qualidade nutricional dos alimentos dis-
poniveis e criar ambientes que favoregam escolhas mais
saudaveis (@),

i) Guia para Lanches Escolares Saudaveis - inclui recomen-
dacdes sobre a elaboragédo dos lanches escolares e quais 0s
alimentos que devem ser incluidos e/ou evitados, destinado
essencialmente a encarregados de educacao, mas também a
professores, educadores e todos aqueles que possam condi-
cionar o comportamento alimentar das criancas (7).

iii) Sistemas de rotulagem front-of-pack, como o Descodifi-
cador de Rétulos (traffic-light) e o Nutri-Score - tratam-se
de ferramentas de rotulagem simplificada que tém como
objetivo apresentar a informacao nutricional de forma mais
compreensivel e acessivel ao consumidor (através de cores
e/ou letras), permitindo que este faca escolhas alimentares
mais informadas e conscientes (9-11),

iv) Modelos de perfil nutricional - definem o perfil nutricional
dos alimentos que devem ser tidos em conta para limitar
a publicidade alimentar dirigida a criancas, porque podem
comprometer uma alimentagao saudavel e porque sao carac-
terizados por apresentarem um elevado teor de sal, agucar,
4cidos gordos saturados e acidos gordos trans (12:19),

_Objetivo

Avaliar a informac¢do nutricional de bolachas de arroz e/ou
milho disponiveis no mercado portugués e, através da aplica-
cao de ferramentas de avaliagdo da qualidade nutricional,
orientacdes para uma alimentacdo saudavel, e instrumentos
de educacao alimentar, estimar o potencial impacto na saldde
publica.
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_Materiais e métodos

Entre novembro e dezembro de 2023, foi desenvolvida uma
base de dados com informacéao recolhida em websites de
grandes superficies comerciais e/ou de produtores de bo-
lachas de arroz ou milho, que disponibilizam este tipo de
produtos no mercado portugués. Nesta base de dados foi
incluida, por exemplo, informacéao relativa aos ingredientes,
alergénios, declaracao nutricional, entre outras. O tratamen-
to dos dados e a andlise estatistica foram efetuados com re-
curso ao Microsoft Excel®. Posteriormente, realizou-se uma
andlise detalhada da informacéo recolhida, considerando
as orientacdes existentes (7"13) como a EIPAS, o Guia para
Lanches Escolares Saudaveis da DGS, o Descodificador de
Rotulos e o Nutri-Score, e aplicaram-se também os modelos
de perfil nutricional da DGS e da Organiza¢cdo Mundial da
Saude (OMS) (figura 1).

Neste trabalho foram incluidos 175 tipos de bolachas de arroz
e/ou milho (127 simples, BS, e 48 com cobertura, BC). As bo-
lachas foram ainda agrupadas em: bolachas de arroz (BA, n=
75), bolachas de milho (BM, n=66), bolachas de arroz e milho
(BAM, n=27) e bolachas de pseudocereais (n=7).

_Resultados e discussédo

De acordo com a EIPAS, deve ser promovida a adequacgéo
dos perfis nutricionais para determinadas categorias de ali-
mentos, nomeadamente em relacdo a quantidade de sal,
agucar e acidos gordos trans. Como os acidos gordos trans
nao estdo incluidos na declaragao nutricional obrigatoria

de acordo com o Regulamento (UE) n.° 1169/2011, neste
trabalho apenas foram aplicadas as metas da EIPAS para
os teores de sal e de agucar (814, Mesmo sendo estes de
declaracao obrigatdria, 2 dos produtos incluidos né&o apre-
sentavam informagao para a quantidade de sal. Verificou-se
que dos 175 produtos, 66,9% cumprem a meta para a quan-
tidade de agucar (< 5 g/100 g), 42,3% cumprem a meta para
a quantidade de sal (< 0,3 g/100 g) e 20% cumprem cumula-
tivamente as metas definidas para acucar e sal (grafico 1
a-d). A maioria das BS (n=115) cumpre a meta para o acucar,
mas apenas 35% satisfazem a meta para o sal. Das BM ana-
lisadas, 74% cumprem a meta para acucar, mas 62% nao sa-
tisfazem a meta para sal. No caso das BA, a maioria atinge
a meta de agucar (60%) e de sal (52%).

Da aplicacao dos limites estabelecidos no Guia para Lan-
ches Escolares Saudaveis da DGS (figura 1), se considerar-
mos o limite para sal, em ambos os grupos (BC e BS) a
maioria dos produtos seriam considerados adequados. Este
facto indica que o limite para o sal pode ndo ser o melhor
indicador para identificar as bolachas de arroz e/ou milho a
privilegiar (grafico 2 a-d) (7). No entanto, ressalva-se que, a
aplicacédo dos limites para agucar, gordura e acidos gordos
saturados permite uma diferenciag@o entre os dois grupos,
uma vez que no grupo das BC nenhum produto cumpre o0s
limites para a gordura e acidos gordos saturados e apenas
dois cumprem os limites para o agucar, justificando que nao
sejam produtos a privilegiar.

Figura 1: ] Metas e valores-limite (por 100 g) de acordo com varias orientagdes e recomendagées de entidades nacionais e internacionais (7-13).

‘ Metas e valores-limite (por 100 g de alimento)

Guia para Lanches

EIPAS

Perfil nutricional DGS Perfil nutricional OMS

Escolares Saudaveis (DGS) (2019) (2023)
Gordura <89 Gordura <39
AGS<3g AGS<1,5¢g AGS<1,5¢g

Acucar <5 g Aclcar<7g Aclcar<5g Aclcar <5 g

Sal<0,3g Sal<1g Sal<0,3¢g Sal<0,3g Sal< 0,259
Fibra>3 g

AGS, écidos gordos saturados; DGS, Diregéo-Geral da Satide; EIPAS, Estratégia Integrada para a Promog&o da Alimentac@o Saudavel; OMS, Organizacdo Mundial da Satde.
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2% série

Grafico 1 (a-d): [ Valores de aglicar e de sal (g/100 g) para as amostras selecionadas, de acordo com a informagéo
disponibilizada na declaragéo nutricional e aplicagéo dos limites definidos pela Estratégia Integrada para
a Promogdo da Alimentagdo Saudavel (aglicar <5 g/100 g; sal <0,3 g/100 g).

Acgucares (g/100 g)

Acucares (g/100 g)

Sal (g/100 g)

Sal (g/100 g)

35

30

25

20 -

35

30

25

20

15

10

33
3,0
2,7

24 -

21

1,8 -

1,5

12 -

09
0,6
03
0,0

33
3,0
2,7
2,4
2,1
1,8

15 -

1,2
0,9
0,6
03
0,0

. . .0 o © ” % .
°
o%ss®e00e Mo.m".o 0% 6% @ Ogge0 0000 00 o'.'...""’o’oo.’.o 96%04%® 9900¢%%° 00 ¢ ¢® o%e .."...

Bolachas simples (n=127)

Bolachas cobertas (n=48)

———— Meta definida pela EIPAS para os agucares (5 g/100 g)

°
% ') oo eoe woe’ o oo o0 %00 o

Bolachas simples (n=127)

Bolachas cobertas (n=46)

——— Meta definida pela EIPAS para o sal (0,3 g/100 g)

13



(’ nsitto_Nacional de Satide Observagdes_ Boletim Epidemiolégico

Doutor Ricardo Jorge

www.insa.pt

artigos breves_ n. 2

Grafico 2 (a-d): [ Valores de aglicar e de sal (3/100 g) para as amostras selecionadas, de acordo com a informagédo
disponibilizada na declaragéo nutricional e aplicagao dos limites definidos pelo Guia para Lanches Escolares
Sauddveis (agticar <7 g/100 g; sal <1 g/100 g).
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Apos a aplicacdo do descodificador de rétulos aos produtos
estudados, verifica-se que 22%; 33%; 24% e 11%, sao clas-
sificados com a cor vermelha que corresponde a um teor
alto de gordura, acidos gordos saturados, agucares e sal,
respetivamente (9). Comparativamente ao Nutri-Score, as ca-
tegorias D e E indicam que sa@o produtos com qualidade nu-
tricional pobre. Neste trabalho, observou-se que 35% e 11%
das bolachas estudadas ficam classificadas nas categorias
D e E, respetivamente. Da analise comparativa entre BS e
BC, apds aplicacao das duas ferramentas, evidencia-se uma
distingao clara entre os dois grupos (figura 2). No grupo das
BS, de acordo com o descodificador de rétulos, para gordu-
ra, acidos gordos saturados e agucares, a maioria dos pro-
dutos é classificado com um teor baixo que corresponde a
cor verde. Por sua vez, aplicando o Nutri-Score a este grupo,
observou-se que 73% dos produtos encontram-se nas cate-
gorias A e B, sendo considerados alimentos com uma com-
posicdo nutricional mais equilibrada (9. No grupo das BC,
para gordura, acidos gordos saturados e agucares, a maioria
das bolachas estudadas encontra-se na cor vermelha que
indica um alto teor. O mesmo se verifica com a classificacao
do Nutri-Score, dado que todas as BC sao classificadas nas
categorias D e E, indicando que estes produtos terdo uma
composicao nutricional mais pobre.

Neste trabalho foram ainda aplicados os modelos de perfil
nutricional da DGS e da OMS (12.12), Para ambos os docu-
mentos, os limites s&o apresentados para diferentes catego-
rias de alimentos. Usaram-se os limites aplicados a categoria
3 (Aperitivos e snacks (DGS) e Savoury snacks (OMS)), onde
se incluem os snacks a base de arroz, milho ou batata e
outros cereais (figura 1). Observou-se que para o sal, apenas
42% e 36% cumprem o limite definido nos modelos de perfil
nutricional da DGS e da OMS, respetivamente. Este facto, in-
dica-nos que de acordo com o propdésito destes referenciais,
para a maioria das bolachas estudadas deve ser limitada a
publicidade alimentar dirigida a criancas. Na analise compa-
rativa entre os grupos BS e BC, verifica-se que mais de 80%
das BS cumprem os critérios da DGS para agucares e acidos
gordos saturados. No entanto, no que diz respeito ao sal, a
aplicacédo dos critérios de ambos 0s modelos de perfil nutri-
cional indica que é no grupo das BC que encontramos mais
produtos que satisfazem o critério.

Figura 2: [ Classificagdo dos produtos analisados de acordo com o descodificador de rétulos e o Nutri-Score.

BOLACHAS SIMPLES

GORDURA AGS AGUCARES

SAL

BAIXO 61,4% 82,3% 89,8% M 48,6% | 23,9%

Descodificador de rétulos

Nutri-Score

2

BOLACHAS COBERTAS ‘

GORDURA AGUCARES

SAL

AGS
N - - - M m m

Descodificador de rétulos

AGS, 4cidos gordos saturados.

71,4% | 28,6%

Nutri-Score
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_Concluséo

Em suma, a analise de 175 tipos de bolachas de arroz e/ou
milho identifica que existem desafios significativos em rela-
cao a quantidade de sal, com apenas 42,3% a satisfazerem
a meta da EIPAS. Apesar de alguns destes produtos cum-
prirem os limites para 0s agucares, observa-se que ainda
existe necessidade de reforgar a implementacao de estra-
tégias de reformulacao que contribuam para melhorias dos
aspetos nutricionais, especialmente nas bolachas de arroz
e/ou milho com cobertura.

A classificacao pelo Descodificador de Rotulos e o

Nutri-Score evidenciou diferengas marcantes entre
as bolachas simples e com cobertura, reforcando a
necessidade de melhorias na composicao nutricional das
Ultimas. A analise dos modelos de perfil nutricional da DGS
e OMS robustece a importancia de limitar a publicidade
dirigida a criangas, uma vez que a maioria das bolachas
estudadas nao satisfaz os critérios estabelecidos para a
categoria de aperitivos e snacks, onde sao incluidos estes

produtos.

Os resultados evidenciados destacam a necessidade de
acdes de reflexdo multidisciplinar, desenvolvimento de es-
tratégias de reformulacdo, e implementagéo de acdes de
educacdo alimentar. Com a implementagao das necessida-
des identificadas, espera-se que as escolhas alimentares
realizadas se tornem mais seguras e saudaveis, contribuin-
do para a criacao de ambientes salutogénicos e para a pro-
mogao da saude publica.

Financiamento:
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_Resumo

Considerando que o consumo de pescado é uma fonte importante de ex-
posigdo ao metilmercurio, a Comissdo Europeia recomendou aos Estados-
-membros que estabelecessem recomendagdes para 0 seu consumo. Assim,
tendo sido criado um grupo de trabalho, é objetivo deste artigo apresentar
o trabalho desenvolvido para a elaboracéo das recomendacdes de consumo
de pescado adaptadas a populacdo portuguesa, tendo em conta o padrao
nacional de consumo de peixe e as espécies consumidas.

A definicdo das recomendagbes assentou na realizagao de um estudo de
avaliagdo de risco-beneficio associado ao consumo de pescado. Esta meto-
dologia permitiu identificar dois grupos populacionais sujeitos a recomenda-
¢oes distintas: para a populacao em geral recomenda-se uma frequéncia de
consumo de 4 a 7 vezes por semana e, para a populagao vulneravel, uma
frequéncia de 3 a 4 vezes por semana das espécies com médio e baixo teor
de mercurio, devendo ser evitado o consumo das espécies com elevado teor
de mercdrio.

Estas recomendagoes foram divulgadas num evento publico e deverao ser
alvo de esforgos adicionais para chegarem a populagao vulneravel, consti-
tuida por mulheres gravidas, mulheres a amamentar e criangas até aos 10
anos.

_Abstract

Considering that fish consumption is an important source of exposure to
methylmercury, the European Commission recommended Member States
to establish recommendations for its consumption. Therefore, having
created a working group, the objective of this article is to present the
work developed to prepare fish consumption recommendations adapted
to the Portuguese population.

The definition of the recommendations was based on carrying out
a risk-benefit assessment study associated with fish consumption.
This methodology made it possible to identify two population groups
subjected to different recommendations: for the general population, a
frequency of consumption of 4 to 7 times per week is recommended and
for the vulnerable population, a frequency of 3 to 4 times per week for

species with medium and low mercury content and the avoidance of the
consumption of species with high mercury content is advised.

These recommendations were released at a public event and should be the
target of additional efforts to reach the vulnerable population, consisting of
pregnant women, breastfeeding women and children up to 10 years of age.

_Introdugéo

A preocupagdo com a exposicao a metilmercurio pelos
grupos vulneraveis da populacdo, decorrente do consumo
de pescado é transversal a varios paises, sendo alvo de
atencdo por parte da Autoridade Europeia para a Seguran-
ca dos Alimentos (EFSA) que emitiu, em 2012, um Parecer
sobre 0 risco associado a ingestao de metilmercurio (1) e,
em 2015, uma Declaracao sobre os beneficios do consumo
de pescado face aos riscos da ingestao de metilmercurio (2).
Também a Comissao Europeia, através da Recomendacgao
UE 2022/1342 (3), propds aos Estados-membros a elabora-
cao de recomendacdes de consumo nacionais especificas
relativas ao consumo de pescado, com vista a obtencao dos
plenos beneficios do respetivo consumo, limitando simulta-
neamente 0s riscos de toxicidade do mercurio.

A Direcéo-Geral de Alimentacéo e Veterinaria (DGAV), en-
quanto ponto de contacto nacional da Comissao Europeia,
criou um grupo de trabalho para que, com base numa ava-
liagdo de risco-beneficio (4), fossem elaboradas recomenda-
coes para Portugal, tendo em conta as espécies de pescado
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habitualmente consumidas pela populacdo nacional e a ocor-
réncia de metilmercurio no pescado disponivel no mercado.

_Objetivo

Apresentar o trabalho desenvolvido para a definigao de reco-
mendagdes para a populagdo portuguesa para o consumo de
pescado, tendo por base o seu teor em metilmercurio, para
uma maior protegao da saude publica.

_Métodos

Com base na Recomendagao EU 2022/1342 da Comissao Eu-
ropeia, a Diregdo-Geral de Alimentacdo e Veterinaria (DGAV)
criou e integrou, em 2018, um grupo de trabalho constituido
também pelo Instituto Nacional de Saude Doutor Ricardo
Jorge, IP (INSA), pelo Instituto Portugués do Mar e da Atmos-
fera (IPMA), pelo Instituto de Saude Publica da Universidade
do Porto (ISPUP), pela Autoridade de Seguranca Alimentar e
Econdmica (ASAE), e pela Faculdade de Ciéncias da Nutricdo
e Alimentacao da Universidade do Porto (FCNAUP).

Dado o elevado consumo de pescado em Portugal, adotou-se
a estratégia de realizar uma avaliagdo de risco-beneficio as-
sociado ao consumo de pescado pela populacdo portuguesa,
considerando 0s riscos associados a ingestao de metilmercu-
rio e 0s beneficios da ingestdo dos acidos gordos polinsatura-
dos de cadeia longa émega 3, EPA e DHA, provenientes do
consumo de pescado.

O trabalho iniciou-se pela recolha de dados analiticos produ-
zidos em Portugal sobre os teores de metilmercurio, e de EPA
e DHA nas espécies de pescado consumidas em Portugal.
Estes dados foram combinados com os dados de consumo
obtidos através do Inquérito Alimentar Nacional e de Atividade
Fisica (IAN-AF, 2016) e procedeu-se a uma avaliagcao de risco-
-beneficio.

_Resultados e discussao

De acordo com a avaliagédo efetuada os beneficios excederam
0s riscos associados ao consumo diario de pescado, pela ge-
neralidade da populacdo. No entanto, 0 mesmo nao se verifi-
cou para as mulheres gravidas e criancas.

Com base nestes resultados, o grupo de trabalho iniciou a
elaboracdo das recomendagdes a populagao considerando
0s grupos populacionais “populacdo em geral” e “mulheres
gravidas, mulheres a amamentar e criangas até aos 10 anos”,
de que resultou o infografico Recomendacgdes para o consu-
mo de pescado (figura 1).

Neste infogréfico, para além de outras recomendacdes gerais
sobre 0 consumo de pescado e diversificac@o alimentar, as
principais recomendacgoes apresentam-se na tabela 1. O seu
design foi pensado com especial enfoque na sua versatilida-
de: um documento para ser consultado online, descarregado
para um dispositivo digital do utilizador ou disponibilizado
em suporte de papel, tendo sido publicado por todas as en-
tidades participantes no grupo de trabalho, nos respetivos
websites, no dia 16 de maio de 2023, bem como publicado
no Knowledge junction da EFSA. (https://zenodo.org/record-
$/10406057)

Tabela 1: [ Principais recomendagdes para a populagdo
portuguesa sobre o consumo de pescado,
considerando a sua contaminagao por
metilmercdrio.

Populagéo-alvo Espécies de pescado Frequéncia de consumo

Populagdo em geral Todas as espécies 4 a7 vezes por semana

Grupos Vulneraveis Espécies com médio e baixo

teor de mercdrio 3 a 4 vezes por semana

- mulheres gréavidas

- mulheres a amamentar
Espécies com elevado teor
de mercurio

- criangas até aos 10 anos Evitar o consumo

18



(’ instiuto_Nacional de Saude Observagoes_ Boletim Epidemiolégico

Doutor Ricardo Jorge

artigos breves_ n. 3

Figura 1: [ Infografico Recomendagdes para o consumo de pescado, 2023 (5),

Recomendacoes para o consumo de pescado

O pescado é um alimento saudavel

E de facil digestdo e tem elevado valor nutricional. E uma importante fonte de gordura sauddvel, nomeadamente dos
dcidos gordos émega-3 (EPA e DHA), proteina de alto valor biolégico, elementos essenciais como o selénio, iodo, fésforo e
vitaminas como a D, Bl e B12.

Beneficios associados ao consumo de pescado*

No neuro-desenvolvimento Na redugdo do risco de mortalidade
do feto durante a gravidez. por doenga corondria em adultos.

“EFSA: www.efsa.europa,eu/en/efsajournal/pub/3761
Para além de Beneficios, o pescado também pode apresentar Perigos

Sabe o que é o Mercurio? ) o .
Peixes predadores, principalmente os do topo da cadeia

E um contaminante presente na natureza que pode alimentar e com maior longevidade, tém maior probabilidade
ter um impacto negativo na saude se for ingerido de apresentar niveis mais elevados de mercurio e devem ser
em grandes quantidades. consumidos com menor regularidade.

Populagdo em Geral
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Grupos Vulneraveis . .
ESPECI'ES ESPECIES
COM MEDIOE BAIXO COM ELEVADO )
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LAl 3 a 4 vezes por semana Evitar o consumo

« Mulheres grdvidas

+ Mulheres a amamentar Para mais informagées consulte o artigo cientifico:

« Criangas até aos 10 anos Carvalho C, et al. British Journal of Nutrition, 2021, 7:1-14.

@ Espécies com médio e baixo teor de mercurio™ m Espécies com elevado

Abrétea, atum em conserva, bacalhau, cantarilho, carapau, teor de mercurio

cavala, chicharro, choco, corvina, dourada, faneca, garoupa, Atum fresco, cagdo, espadarte, maruca,

linguado, lula, perca, pescada, polvo, pota, pregado, raia, pata roxa, peixe espada e tintureira.

"redfish”, robalo, rodovalho, salmdo, salmonete, sarda, sardinha,

sargo, solha, tamboril e truta. **Mais consumidas em Portugal
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As espécies com médio e baixo teor de mercurio foram: abro-
tea, atum em conserva, bacalhau, cantarilho, carapau, cavala,
chicharro, choco, corvina, dourada, faneca, garoupa, lingua-
do, lula, perca, pescada, polvo, pota, pregado, raia, “redfish”,
robalo, rodovalho, salméo, salmonete, sarda, sardinha, sargo,
solha, tamboril e truta. As espécies com elevado teor de mer-
curio foram: atum fresco, cacédo, espadarte, maruca, pata
roxa, peixe espada e tintureira.

No mesmo dia, para ampliar a disseminagao da informacéo
veiculada no infografico, foi realizado, no auditério do INSA
um evento de apresentacgao publica das recomendagdes, com
a presenca das entidades parceiras e de salde e transmissao
online via Zoom e no Youtube do INSA. O evento ficou dispo-
nivel nesta Ultima plataforma para ulterior consulta, tendo, em
abril de 2024, mais de 1200 visualizagdes. Este langamento
foi acompanhado por um comunicado de imprensa, contendo
a ligacao para o artigo de avaliagao de risco/beneficio previa-
mente elaborado, bem como a ligacao para consulta do info-
grafico apresentado no evento.

Neste evento foram feitas apresentacdes, sobre os trabalhos
desenvolvidos, por elementos da DGAV, INSA, IPMA, ISPUP,
ASAE, abordando todas as etapas percorridas, desde a emis-
sdo da Recomendacédo da Comissao Europeia, a publicacdo
do infografico contendo as recomendacgdes para a populacao
portuguesa.

_Conclusoes

O trabalho da disseminacao das recomendacgdes sobre o
consumo de pescado é um processo continuo que pressu-
pbe acOes adicionais, com vista a chegada da informacéo
aos agentes que poder&o influenciar o consumo alimentar
da populagao de risco, gravidas e criangas até aos 10 anos,
nomeadamente aos profissionais de saude, e aos fornece-
dores de refeicdes escolares.

A articulagao com os Ministérios da Saude e da Educacao,
nomeadamente com os Organismos que contactam direta-
mente com as populacoes de risco podera também ser re-
levante para que o tema seja apresentado nos ambitos das
unidades locais de salude e escolares, como parte integran-
te da literacia para a saude.
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_Resumo

As toxinas da Alternaria séo metabolitos secundéarios produzidos por fungos
do género Alternaria, que sao agentes patogénicos e sapréfitas comuns
das plantas, com a capacidade de crescer numa ampla gama de temperatu-
ras e niveis de humidade. Deste modo, estdo amplamente distribuidos no
ambiente e sdo contaminantes prevalentes em produtos agricolas a nivel
mundial, causando danos pré e pos-colheita em frutas, vegetais, cereais e
graos. Apesar de causarem perdas econoémicas relevantes e representarem
um risco para a salde humana e animal, até ao momento ndo ha uma carac-
terizagdo adequada dos perigos associados a estas micotoxinas emergen-
tes. Neste artigo apresenta-se um resumo da literatura referente aos efeitos
toxicos destas micotoxinas ao nivel do figado, com énfase nos estudos de
citotoxicidade e genotoxicidade. Estes estudos toxicologicos sugerem que
micotoxinas da Alternaria podem induzir a perda da viabilidade celular e
danos do DNA nas células hepaticas humanas.

_Abstract

Alternaria mycotoxins are secondary metabolites produced by black mou-
Ids of the genus Alternaria, which are common plant pathogens and sapro-
phytes that can grow in a wide range of temperatures and moisture levels.
Thus, they are widely distributed in the environment, and are prevalent
contaminants of food and feed worldwide, causing pre- and post-harvest
damage to agricultural products, such as fruits, vegetables, cereals and
grains. Despite causing relevant economic losses and posing a risk to the
health of humans and animals, there is a lack of proper hazard characteri-
zation for these emergent mycotoxins. This article aims to summarize data
on these mycotoxins, focusing on hepatic cytotoxicity and genotoxicity.
These toxicological studies suggest that Alternaria mycotoxins may
induce loss of cell viability and DNA damage in human hepatocytes.

_Exposi¢do humana a micotoxinas da Alternaria

Os fungos do género Alternaria vivem como saprofitas, para-
sitas ou em simbiose com plantas e animais, sendo a maioria
das espécies patogeénicas para plantas, podendo infetar mais
de 4000 plantas hospedeiras (1). Gragas & sua capacidade
de sobrevivéncia numa ampla gama de temperaturas e niveis

de humidade, estes fungos crescem em praticamente todas
as condicdes ambientais e estdo amplamente distribuidos na
natureza. Algumas espécies sdo comumente encontradas no
solo, ar ou em ambientes interiores. Assim, 0S seus esporos
podem ser isolados de varios habitats diferentes. Além disso,
os fungos Alternaria tém a capacidade de produzir mais de
70 metabolitos secundarios, que séo formados em condicoes
especificas no campo, durante o armazenamento, transporte
ou processamento de produtos alimentares, designadamen-
te, cereais, graos, frutas e vegetais (2). Deste modo, sdo res-
ponsaveis pela contaminacéo pré e pos-colheita de produtos
alimentares. Alguns destes metabolitos estdo quimicamente
caracterizados e apresentam estruturas muito diversas. Estas
refletem propriedades bioldgicas distintas e podem pbr em
risco a salde humana e animal, sendo por isso considerados
micotoxinas. As micotoxinas da Alternaria mais documenta-
das na literatura sé&o o alternariol (AOH), éter monometilico de
alternariol (AME), o altenueno (ALT), alterperilenol (ALP), alter-
toxinas I, I, e lll (ATX-I, -1l e -1ll), a stemfiltoxina Ill (STTX-III), o
4cido tenuazoico (TeA), e por fim a tentoxina (TEN) (V). Estas
toxinas sdo geralmente agrupadas de acordo com a sua es-
trutura quimica (figura 1).

Na década de 90, foi observado que em regides da China
com alto indice de cancro do esoéfago, se verificava uma
maior contaminacao por Alternaria alternata em graos, suge-
rindo que as micotoxinas produzidas podem ser um fator con-
tribuinte para o desenvolvimento do cancro nessas éreas (3.
Tendo em conta que a exposicdo a estas micotoxinas ocorre,
sobretudo, através da ingestédo de alimentos contaminados,
torna-se crucial estabelecer limites maximos para a sua ocor
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Figura 1: [ Estruturas e grupos quimicos das toxinas da Alternaria mais relevantes.
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stemfiltoxina IIl (STTX-IIl), &cido tenuazéico (TeA), tentoxina (TEN).

réncia em produtos alimentares. Em 2011, a EFSA publicou
um parecer cientifico sobre 0s riscos para a saude publica
relacionados com a presenga de toxinas da Alternaria em ali-
mentos e racdes, tendo sido definida uma dose de preocupa-
¢ao toxicoldgica (threshold of toxicological concern, TTC) de
2,5 ng/kg peso corporal/dia para a AOH e AME, e de 1500
ng/kg peso corporal/dia para a TeA. Adicionalmente, foi esti-
mada a exposicao alimentar crénica em adultos, tendo-se
concluido que a populagao vegetariana esta mais sujeita a
exposicao por micotoxinas da Alternaria, uma vez que a sua
alimentacdo é baseada em produtos de origem vegetal ().

A avaliacao de risco das micotoxinas é essencial para a pro-
teg@o da saude humana e compreende diversas componen-
tes, sendo uma delas a identificagdo e caracterizagdo do
perigo. No entanto, apesar de as toxinas da Alternaria causa-
rem perdas econémicas relevantes e representarem um risco
para a salde humana e animal, os perigos associados a sua
exposicao ainda nao se encontram devidamente caracteriza-
dos. Uma revisado recente descreve 0s potenciais impactos
para a salde associados a estas toxinas e identifica lacunas
no conhecimento (5),

A absorcéo de micotoxinas através do consumo de alimentos
contaminados resulta, frequentemente, em danos ao nivel
do figado que levam a hepatotoxicidade. Adicionalmente, o
figado € o principal 6rgao de destoxificagao, sendo responsa-
vel pela biotransformacao dos xenobidticos. Por este motivo,
constitui um dos principais 6érgaos de interesse aquando da
avaliacdo dos potenciais riscos associados micotoxinas (6.

_Objetivo

Com o presente artigo pretende-se resumir o estado da arte
da literatura relativa a hepatotoxicidade das micotoxinas da
Alternaria, com foco principal em estudos de citotoxicidade
e genotoxicidade, para fornecer uma visdo geral dos dados
existentes. Adicionalmente, pretende-se alertar a comunidade
para o potencial impacto da exposi¢ao a estas micotoxinas na
saude humana.
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_Toxicidade in vitro e in vivo

Embora nao haja uma caracterizacdo adequada dos perigos
associados a estas micotoxinas emergentes, os estudos
toxicologicos realizados nos Ultimos anos permitem uma
primeira abordagem aos potenciais riscos relativos a
hepatotoxicidade (figura 2).

Até a data, existem apenas estudos in vivo relativos ao
AOH, AME e ATX-I. Por exemplo, num estudo em ratos
NMRI expostos oralmente ao AOH, ndo foram identificadas

Os estudos in vitro recorrem a modelos celulares hepati-
COS e Sd0 essenciais para uma primeira compreensao dos
efeitos exercidos por micotoxinas (1), Os modelos mais
frequentemente utilizados séo a linha celular hepatica pro-
liferativa, HepG2, e a linha celular hepatica diferenciada,
HepaRG.

Diversos estudos demonstraram o potencial citotoxico
das toxinas da Alternaria na linha celular HepG2, nomea-
damente o AOH, AME, ALP e TeA (12-14) Adicionalmente, a

lesGes no DNA extraido de tecido hepatico (7). Em estudos sensibilidade das células hepaticas aparenta ser superior

. . ~ a de outros tipos celulares, suportando a possibilidade de
mais recentes em ratos Sprague Dawley, a administragao

) ) ( Srad0- i ingg (15-17)
oral de AOH nado causou quebras no DNA nas células do 0 figado ser um orgao-alvo destas micotoxinas - Por

figado, tendo-se colocado a hipotese de tal se dever a baixa outro lado, o estado de proliferagao e diferenciagdo das

biodisponibilidade sistémica do AOH. No entanto, a analise celulas hepaticas pode ser um fator de suscetibilidade,

. . - o m com i lular de m lizaca
de seccdes histopatologicas revelou danos citotoxicos bem como a sua capacidade celular de metabolizagao de

ao nivel do figado, designadamente sinais de inflamacéo, xenobidticos (12).
inchaco e retencdo de gordura nos hepatécitos (8). Por
outro lado, o AME e ATX-I induziram quebras no DNA do
figado destes ratos, revelando o potencial genotoxico

destas toxinas (9-10),

Figura 2: Exposi¢do humana as micotoxinas da Alternaria via géneros alimenticios e estudos toxicoldgicos
ao nivel do figado, realizados até a data.

[ Eog
Inwvivo in vitro
i
N1
ORI .
! ; SONT LR 2

Ensaios de genotoxicidade que incluem o ensaio do cometa e a fosforilagdo da histona y-H2AX; Ensaios de citotoxicidade baseados em citometria de fluxo e ensaios colorimétricos.
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Relativamente ao potencial genotdxico destas micotoxinas,
alguns estudos revelaram que o AOH, o AME, ATX-Il e STTX-
-l induzem quebras nas cadeias de DNA em células HepG2
(12,18)  Observou-se também uma diferenca na reparacéo
das quebras no DNA provocadas pelo AOH e as pirelenoqui-
nonas, sendo que os danos provocados pela ATX-Il e STTX-
-IIl foram mais persistentes (19). O pré-tratamento das células
com um sistema de ativacdo metabdlica resultou na destoxi-
ficacdo destas toxinas, o que novamente sugere que a capa-
cidade metabdlica das células seja um fator de influéncia nos
efeitos toxicos provocados por estas toxinas. Para as toxinas
TeA e TEN nao foram observados efeitos genotoxicos, com e
sem metabolizagéo exégena (12).

No ambito da Parceria Europeia para a Avaliacao de Riscos
dos Quimicos (PARC; https://www.eu-parc.eu/) estas toxinas
foram consideradas como substancias prioritarias, pelo que
serdo conduzidos diversos estudos com o objetivo de preen-
cher as lacunas no conhecimento e contribuir para a iden-
tificacdo e caracterizacdo dos perigos associados a estes
contaminantes alimentares emergentes, apoiando a sua ava-
liac@o de risco e regulamentacéo.

_Conclusoes

As micotoxinas da Alternaria tém despertado cada vez
mais interesse ao nivel da salde publica, em parte porque
sdo contaminantes prevalentes numa grande variedade de
produtos alimentares, mas também pelo facto de ndo haver
uma caracterizagdo adequada dos perigos associados a
estas micotoxinas emergentes, principalmente ao nivel de
um dos seus principais 6rgéos-alvo, o figado.

Os estudos toxicoldgicos in vitro e in vivo tém vindo a revelar
0 potencial citotoxico e genotoxico destas toxinas, e reforgam
a necessidade de estudos adicionais que permitam nao sé
melhorar a avaliagdo do risco associado a exposicdo, mas
também as agéncias regulatérias competentes estabelecer
valores limite para a ocorréncia destas toxinas em alimentos.
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_Resumo

Em 2021, em Portugal, foi implementado um sistema de vigilancia sentine-
la de infecOes respiratérias agudas graves (SARI) baseado em registos de
salde eletrénicos hospitalares. O presente artigo tem como objetivo apre-
sentar este sistema de vigilancia assim como os dados recolhidos, nas duas
unidades hospitalares envolvidas, a partir de outubro de 2023.

Séo incluidos na vigilancia os individuos internados (224 horas) aos quais
seja atribuido pelo menos um codigo CID-10 (Classificacdo Internacional
de Doencas, 102 revisao) associado a SARI. Os indicadores de vigilancia
incluem a incidéncia de SARI, a proporgao de SARI entre o total de hospi-
talizagbes e a fragao etioldgica atribuivel ao SARS-CoV-2, gripe e virus
sincicial respiratorio. Estes indicadores sao analisados para o total de po-
pulagado em observacao e estratificados por grupo etario.

Entre a semana 40/2023 e 15/2024, foram reportados 2261 casos de SARI,
com a semana 53/2023 a apresentar a incidéncia mais elevada (19,7/100
000 habitantes). Relativamente a idade, a incidéncia mais elevada tem sido
observada em individuos com mais de 65 anos. A pesquisa de agentes infe-
ciosos respiratorios permitiu constatar que os virus da gripe foram os mais
frequentemente detetados (45,2 %), seguidos de virus sincicial respiratorio
(832,2%) e SARS-CoV-2 (22,6%).

Este sistema de vigilancia sentinela pretende assim contribuir para uma viséo
compreensiva das infecdes respiratérias em Portugal.

_Abstract

In 2021, in Portugal, a sentinel surveillance system for severe acute respi-
ratory infections (SARI) was implemented based on hospital electronic
health records. This article aims to present this surveillance system
as well as the data collected, in the two hospital units involved, from
October 2023. Hospitalized individuals (224 hours) who are assigned
at least one of ICD-10 (International Classification of Diseases, 10th
revision) codes associated with SARI are included in the surveillance.
Surveillance indicators include the incidence of SARI, the proportion of
SARI among total hospitalizations, and the etiological fraction attributable
to SARS-CoV-2, influenza and respiratory syncytial virus. These indicators
are analyzed for the total population under observation and stratified by
age group. Between week 40/2023 and 15/2024, 2261 cases of SARI were
reported, with week 563/2023 showing the highest incidence (19,7/100 000

inhabitants). Regarding age, the highest incidence has been observed
in individuals over 65 years of age. Research into respiratory infectious
agents revealed that influenza viruses were the most frequently detected
(45,2%), followed by respiratory syncytial virus (32,2%) and SARS-CoV-2
(22,6%). This sentinel surveillance system thus aims to contribute to a
comprehensive view of respiratory infections in Portugal.

_Introdugéo

Em resposta a pandemia da COVID-19, houve uma mudanga
no foco nas atividades de vigilancia de infeg0es respiratorias,
transitando de uma vigilancia centrada na gripe para uma
vigilancia mais alargada, abrangendo outros agentes respira-
torios, nomeadamente o SARS-CoV-2. Segundo recomenda-
cao conjunta da WHO (World Health Organization) e ECDC
(European Centre for Disease Prevention and Control) esta
vigilancia n&o deve continuar centrada maioritariamente na
identificagao e notificacdo de casos confirmados de doenca,
mas deverd incluir sistemas de vigilancia sindrémica. (1)

A vigilancia sindrémica de infecdes respiratérias agudas
graves (SARI, severe acute respiratory infections) basea-
da em registos de internamentos hospitalares, é uma abor-
dagem eficiente para detetar alteracdes nos padrdes da
doenca e criar alertas precoces sobre o seu potencial im-
pacto, sem encargos adicionais de recolha de dados (2).
Pretende-se que estes sistemas de vigilancia sejam uma
ferramenta Util e rdpida para a monitorizacao da atividade
de diferentes agentes patogénicos respiratérios, entre 0s
quais a gripe, SARS-CoV-2 e virus sincicial respiratério
(RSV), de forma a minimizar o impacto destas doencas.
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Permite ainda fornecer informagdes Uteis para orientar as
autoridades de salde publica, a fim de planear medidas
adequadas de controlo e intervencao, alocar recursos de
saude e fazer recomendac0es para a gestao de casos.

Em Portugal, nas fases iniciais da pandemia, um estudo- piloto
de vigilancia sindromica para infe¢des respiratorias, com base
em registos de saude eletrénicos hospitalares de internamen-
tos, constatou que 0s internamentos por pneumonia viral de-
tetaram variagbes na frequéncia da incidéncia de COVID-19
cerca de uma semana antes, sugerindo que este indicador po-
deria detetar precocemente surtos de COVID-19 (3,

Desta forma, o desenvolvimento e implementacdo de um
sistema de vigilancia que possibilite a monitorizagao dos inter-
namentos por SARI, resulta da necessidade em reunir dados
epidemiolégicos que permitam acompanhar a propagacao e
a intensidade de infecOes respiratorias, de forma a auxiliar na
implementacéo de medidas de controlo e mitigar 0 seu impac-
to em termos de morbilidade e mortalidade na populacgao.

O sistema de vigilancia SARI pretende monitorizar a (co-)circulagao
de agentes patogénicos respiratérios, avaliar a sua gravidade,
burden e impacto em saude publica, assim como o efeito da
implementagao de intervencdes farmacologicas (como vacinas)
e ndo farmacoldgicas, na incidéncia de SARI.

Em 2021, o Instituto Nacional de Saude Doutor Ricardo Jorge
(INSA) iniciou uma colaboracao com duas unidades hospita-
lares, de forma a desenvolver e implementar um sistema sen-
tinela de vigilancia de SARI. Esta colaboragao, numa primeira
fase, permitiu avaliar a viabilidade de implementacao deste
sistema de vigilancia em tempo real e semiautomatizado ba-
seado em registos eletrénicos de saude ().

Este sistema de vigilancia tem por base a codificacado, segun-
do a Classificacdo Internacional de Doencas, 10% revisao
(CID-10) %), realizada na altura da admissao hospitalar. Sao
considerados como pacientes com SARI aqueles aos quais
seja atribuida codificagéo relacionada com gripe e outras in-
fecdes respiratorias, eventos cardiovasculares agudos comu-
mente associados a infecdes respiratérias e exacerbacao de
doencas respiratérias cronicas ().

A analise dos dados obtidos pelo sistema de vigilancia SARI,
passou a integrar, desde a semana 05/2024, o Boletim de Vi-
gilancia Epidemiolégica da Gripe e outros Virus Respiratérios
elaborado pelo INSA em colaboracdo com a Diregdo-Geral
da Saude e Instituto Portugués do Mar e da Atmosfera (©).

_Objetivos

Este artigo tem como objetivo apresentar o sistema de vigi-
lancia sentinela de SARI, assim como os dados recolhidos
a partir de outubro de 2023.

_Material e métodos

O sistema de vigilancia conta com a participacao de duas uni-
dades hospitalares sentinela: Centro Hospitalar e Universita-
rio de Sdo Joao (Unidade Local de Saude Sao Joao) e Centro
Hospitalar e Universitario de Lisboa Central (ULS S&o José).

A populagdo em estudo sdo todos os individuos com SARI,
identificados de entre aqueles que estiveram internados,
durante pelo menos um periodo de 24h, em cada uma das
unidades hospitalares participantes.

Aidentificacdo dos casos SARI tem por base o diagnostico
realizado na admissao ao servigo de urgéncia, diagnéstico
este codificado segundo CID-10 (figura 1). Os casos de
SARI foram definidos como individuos aos quais foi atribui-
do um cédigo CID-10 para doencgas semelhantes a gripe,
diagnéstico cardiovascular, diagnéstico respiratorio e infe-
cao respiratéria no seu diagndéstico principal na admissao.
Os codigos utilizados associados a SARI podem ser encon-
trados em Torres et al. (4).

Semanalmente, as unidades hospitalares enviam para o INSA
0s dados anonimizados dos individuos internados, indicando
diagnostico primario de admissao e respetivo cédigo CID-10
(figura 1).

Os procedimentos de compilagao e envio de dados sao auto-
matizados, programados rotineiramente e de acordo com 0s
requisitos legais e éticos.
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Figura 1: [} Fluxograma do sistema de vigilancia sentinela de SARI. INSA - Instituto Nacional de Satde Doutor Ricardo Jorge.
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_Resultados

Ao longo do periodo de estudo, a taxa de incidéncia de SARI
méaxima foi observada na semana 52/2023 (19,7 por 100 000
habitantes), verificando-se, desde entao, uma tendéncia de-
crescente. Até a data, individuos com =65 anos de idade
apresentaram a incidéncia mais elevada de diagndstico de
SARI na admisséo, seguidos de individuos com idade <4
anos (grafico 1).

Analisando a semana mais recente (15/2024), de entre as
849 admissdes nas unidades hospitalares que participam
na vigilancia, identificaram-se 59 individuos com SARI, o
que corresponde a uma proporcao de casos SARI reporta-
dos nessa semana de 6,9% e uma taxa de incidéncia de
SARI de 7,6 por 100 000 habitantes (grafico 1).

Gréfico 1: [ Taxa de incidéncia de infe¢des respiratérias agudas graves (SARI) por grupo etdrio e total,
entre a semana 40/2023 e semana 15/2024.
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A partir dos dados disponibilizados, os resultados da pes-
quisa de agentes infeciosos respiratorios realizadas na ad-
missao, permitiu constatar que, até a data, os virus da gripe
foram os mais frequentemente detetados (45,2 %), seguidos
de RSV (32,2%) e SARS-CoV-2 (22,6%) (grafico 2).

Gréfico 2: [ Nimero e percentagem de casos de infe¢des respira-
térias agudas graves (SARI) positivos para virus da gripe (influenza),
SARS-CoV-2 e virus sincicial respiratério (RSV) detetados, na ULS
Sao Jodo, a partir da semana 2023/40.

30
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_Discusséo e conclusdes

A implementacdo, desenvolvimento e manutencédo de um
sistema de vigilancia que permita responder aos objetivos
de salde publica é um desafio que requer uma colaboracao
multidisciplinar e recursos consideraveis para manter o seu
correto funcionamento. Contudo, os beneficios para a saude
da populaca@o sao substanciais. Com a (co-)circulacdo de
agentes patogénicos respiratérios, o surgimento do SARS-
-CoV-2 e as possibilidades de novos agentes patogénicos
respiratérios no futuro, é cada vez mais importante monitori-
zar as infecOes respiratorias agudas graves para preparacao
e resposta de emergéncia a ameacas de saude publica na-
cionais e internacionais.

Uma vez estabelecido o sistema de vigilancia da SARI em
duas unidades hospitalares, pretende-se alargar para outras
unidades sentinela de forma a tornar os dados recolhidos o
mais representativos da populacdo portuguesa. A detecdo

precoce permitira que as autoridades de salde planeiem
estratégias adequadas de controlo e intervengao de forma
atempada.

Referéncias bibliograficas:

(1) World Health Organization, European Centre for Disease, Prevention and Control.
Operational considerations for respiratory virus surveillance in Europe, 18 July
2022. Copenhagen: WHO/EURO, ECDC, 2022.
https://www.ecdc.europa.eu/sites/default/files/documents/ Operational-conside-
rations-respiratory-virus-surveillance-euro-2022.pdf

(2) Hughes HE, Edeghere O, O'Brien SJ, et al. Emergency department syndromic sur-
veillance systems: a systematic review. BMC Public Health. 2020 Dec 9;20(1):1891.
https://doi.org/10.1186/512889-020-09949-y

(3) Torres AR, Silva S, Kislaya |, et al. Detecdo precoce de COVID-19 em Portugal:
uso de registos clinicos. Acta Med Port. 2021 Mar 1;34(3):176-84. Portuguese.
https://doi.org/10.20344/amp.14593

(4) Torres AR, Gémez V, Kislaya |, et al. Monitoring COVID-19 and Influenza: The Added
Value of a Severe Acute Respiratory Infection Surveillance System in Portugal. Can
J Infect Dis Med Microbiol. 2023 Feb 16;2023:6590011.
https://doi.org/10.11565/2023/6590011

(5) World Health Organization. ICD-10 Version: 2019: International Statistical Classi-
fication of Diseases and Related Health Problems 10th Revision [online].
https://icd.who.int/browse10/2019/en

(6) Instituto Nacional de Salde Doutor Ricardo Jorge. Boletim de Vigilancia Epide-
miolégica da Gripe e outros Virus Respiratérios: Epoca 2023/2024 (Semana 15 | 8
a 14 abril). Lisboa: INSA, 2024.
https://www.insa.min-saude.pt/wp-content/uploads/2024/04/S15_2024.pdf

29



nstiuto_Nacional de Satide
Doutor Ricardo Jorge

_Toxocariase: confirmacao laboratorial de casos clinicos suspeitos de infecéo por

Toxocara spp. entre 2018 e 2022

Toxocariasis: laboratory confirmation of clinical cases suspected of infection by Toxocara spp. between 2018-2022

Ténia Reis, Anabela Vilares, Susana Martins, Idalina Ferreira, Maria Jodo Gargaté

m.joao.gargate@insa.min-saude.pt

Laboratdrio Nacional de Referéncia de Infe¢des Parasitarias e Fungicas. Departamento de Doencas Infeciosas, Instituto Nacional de Saude Doutor Ricardo Jorge, Lisboa, Portugal

_Resumo

A toxocariase € uma infegao parasitaria zoondtica com distribuicdo mundial,
considerada pelo Centre for Disease Control and Prevention (CDC) uma das
doencas parasitarias mais negligenciadas e que apresenta uma taxa de pre-
valéncia subestimada, sendo raros os estudos sobre a seroprevaléncia para
Toxocara spp. em Portugal. A infegdo no Homem pode ocorrer de varias for-
mas, sendo predominante a infe¢ao através da ingestao de ovos infetados
existentes no meio ambiente.

O objetivo deste estudo foi efetuar uma analise dos resultados laboratoriais
de todos 0s casos com suspeita clinica de toxocariase estudados no Labo-
ratério Nacional de Referéncia de Infecoes Parasitarias e Fungicas do Insti-
tuto Nacional de Salde Doutor Ricardo Jorge (INSA) entre 2018 e 2022, tal
como descrever as caracteristicas demograficas dos casos confirmados.
As metodologias laboratoriais usadas foram métodos serolégicos: determi-
nacéo qualitativa de anticorpos IgG para Toxocara canis - ELISA (TECAN)
e Imunoblot comercial (Ldbio Iberlab) para confirmagéao dos casos positi-
vos. Durante o periodo de estudo de 5 anos foram analisadas amostras de
soro de 542 casos suspeitos de infecdo por Toxocara spp., dos quais 160
(29,5%) apresentaram serologia positiva, tendo 19% (30/160) ocorrido em
criangas entre os 5 e os 14 anos de idade, sendo este o grupo etario com
maior numero de infecdes causadas por este agente etioldgico.

Estes resultados mostram uma seroprevaléncia muito superior aos 10,5%
encontrados na Regid@o europeia sendo associada principalmente a fatores
socioeconémicos e ambientais, destacando-se a necessidade de uma com-
preensdo mais aprofundada da biologia molecular, bioquimica, genética,
epidemiologia e ecologia de Toxocara spp. que possam levar a novas e me-
Ihores estratégias para o tratamento, diagndstico e controlo desta parasito-
se, tais como o desenvolvimento de uma vacina e/ou de um agente ovicida
eficaz, com vista a um melhor controlo deste problema de saude publica.

_Abstract

Toxocariasis is a zoonotic parasitic infection with worldwide distribution,
considered by the Center for Disease Control and Prevention to be
one of the most neglected parasitic diseases and which has an underesti-
mated prevalence rate, with studies on seroprevalence for Toxocara
spp being rare in Portugal. It is a disease caused by the larval forms
of Toxocara spp., nematodes belonging to the order Ascaridiodea,
family Toxocaridae, with the species Toxocara canis, whose definitive
hosts are canids, responsible for the majority of infections in humans.
Infection in humans can occur in several ways, with the predominant
mode of infection being through the ingestion of infected larval eggs

existing in the environment, and presenting four main clinical forms.
The aim of the study was to perform an analysis of the laboratory results
of all cases with clinical suspicion of toxocariasis studied at the National
Reference Laboratory for Parasitic and Fungal Infections of the National
Institute of Health Dr Ricardo Jorge (Portugal) between 2018 and 2022,
as describe the demographic characteristics in confirmed cases.

The laboratory methodologies used were serological methods: qualitative
determination of IgG antibodies to Toxocara canis - ELISA (TECAN) and
commercial Immunoblot (Ldbio Iberlab) to confirm positive cases. During
the 5-year study period, serum samples from 542 suspected cases of
Toxocara spp. infection were analyzed, of which 160 (29.5%) presented
positive serology, 19% (30/160) of which occurred in children aged 5
and 14 years of age, this being the age group with the highest number of
infections caused by this etiological agent.

These results show a seroprevalence much higher than the 10.5% found
in the European region, being associated mainly with socioeconomic and
environmental factors, highlighting the need for a more in-depth unders-
tanding of the molecular biology, biochemistry, genetics, epidemiology
and ecology of Toxocara spp. that could lead to new and better strategies
for treatment, diagnosis and control of this parasitic disease, such as the
development of a vaccine and/or an effective ovicidal agent to control this
helminthozoonosis and promote a higher public health standard.

_Introdugéo

A toxocariase é uma infegéo parasitaria zoonética com distri-
buicdo mundial de maior incidéncia em paises tropicais e
subtropicais, sendo também frequente em climas temperados
como a bacia do Mediterraneo (13). A infecdo em humanos
¢ causada pelas formas larvares de Toxocara spp., nemato-
des pertencentes a ordem Ascaridiodea, familia Toxocaridae,
sendo a espécie Toxocara canis, que tem como hospedeiro
definitivo os canideos (caes, raposas, lobos, coiotes), respon-
savel pela maioria das infe¢gdes em humanos.
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As espécies Toxocara cati e Toxocara malaysiensis tém
como hospedeiro definitivo os felideos, contudo raramente
ou nunca infetam o Homem (4,5), Estudos veterinarios mos-
traram que ambas as espécies de Toxocara canis e T. cati
estdo amplamente distribuidas em animais carnivoros do-
mésticos e selvagens em Portugal, variando entre 5% em
cdes domésticos e 29% em caes vadios do norte de Portu-
gal, 11-38% em gatos vadios de Lisboa e cades domésticos
de Evora. E também prevalente em lobos ibéricos (9%) e ra-
posas vermelhas (21-37%) do centro de Portugal (4).

O Homem pode infetar-se através da ingestéo acidental de
ovos embrionados de Toxocara spp, a partir de agua ou
vegetais ou através da ingestao de larvas hipobioticas em
hospedeiros intermediarios (4). No entanto, 0 modo predo-
minante de infecdo é através da ingest@o de ovos infetados
existentes no meio ambiente, comportamento comum nas
criancas. Estes parasitas s6 completam o seu ciclo de vida
no tubo digestivo do cao ou gato, local onde as larvas atin-
gem formas adultas com capacidade de reproducdo (1-3).
Uma larva fémea pode produzir até 200 000 ovos por dia,
que sdo excretados nas fezes do animal infetado (6). Os
ovos apenas adquirem capacidade infetante apés aproxima-
damente uma semana no solo, em condicdes favoraveis,
periodo em que se tornam embrionados podendo depois
manter-se infetantes no solo varios anos (6),

A doenca humana pode apresentar quatro formas clinicas
principais: Larva migrans visceral (LMV), Larva migrans
Ocular (LMO), Neurotoxocariase (NT) e a forma assintomati-
ca ou subclinica, denominada de toxocariase comum (TC). A
LMV é mais prevalente em criancas de 1-7 anos de idade e
pode resultar em hepatite e pneumonite, com hepatomega-
lia, eosinofilia, linfadenopatia, tosse, febre, perda de peso,
diarreia e vomitos (4). A LMO ocorre mais frequentemente
em criangas mais velhas (5-10 anos de idade) e adolescen-
tes, podendo resultar em endoftalmite cronica, retinite, gra-
nuloma posterior/periférico e cegueira (7). As larvas podem
migrar para o sistema nervoso central pode desenvolver
neurotoxocariase e causar meningoencefalite, meningite,

mielite, epilepsia, vasculite cerebral e doenca neurodegene-
rativa em individuos de meia idade, resultando em manifes-
tacdes clinicas inespecificas como dores de cabeca e febre.
O quadro clinico da toxocariase comum (TC) é similar a LMV
mas com manifestacdes mais ligeiras, apresentando eosi-
nofilia e concentragdo aumentada da imunogloblulina E (7).

O tratamento em humanos varia, em funcéao do quadro clini-
co e dalocalizacao das larvas. Sao usados anti-helminticos
como o albendazol (primeira linha) ou mebendazol, junta-
mente com corticosteroides para minimizar as reacoes alér-
gicas ligadas aos antigénios de Toxocara spp. (4).

Esta doenca parasitaria € considerada pelo Centre for Disea-
se Control and Prevention (CDC) uma das mais importantes
infecées parasitarias negligenciadas (4). Tratando-se de uma
parasitose disseminada por muitos paises, a sua prevaléncia
¢ elevada mesmo nos paises desenvolvidos. Apesar da sua
importancia clinica para a saude publica, a prevaléncia da
toxocariase esta subestimada, ndo s6 devido a sua sintoma-
tologia inespecifica, mas também pelo facto de ndo ser uma
doenga de notificacdo obrigatéria e consequentemente nao
estar incluida nos programas de vigilancia epidemiologica
existentes. S4o muito escassos 0s estudos sobre a seropre-
valéncia para Toxocara spp. em Portugal, existindo apenas
dois estudos, um gque mostrou que em 457 amostras huma-
nas foram detetados 21,9% de casos positivos (&) e outro
estudo posterior, que revelou uma taxa de seropositividade
de 18,8% de um total de 846 soros de individuos suspeitos
de infecéo por Toxocara spp (4.

_Objetivo

Este estudo tem como objetivo descrever as caracteristicas
demograficas de individuos com quadro clinico suspeito de
infecdo por Toxocara spp. recebidos no Laboratério Nacional
de Referéncia de Infegdes Parasitarias e Fungicas do Institu-
to Nacional de Saude Doutor Ricardo Jorge (INSA) entre ja-
neiro de 2018 e dezembro de 2022.
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_Material e métodos

Foi efetuada uma analise retrospetiva dos resultados labo-
ratoriais de todos 0s casos com suspeita clinica de toxoca-
riase estudados no Laboratério Nacional de Referéncia de
Infecdes Parasitarias e Fungicas do Instituto Nacional de
Saude Doutor Ricardo Jorge (INSA) entre janeiro de 2018 e
dezembro de 2022. Para a analise descritiva dos dados de-
mograficos dos casos confirmados, recorreu-se ao céalculo
de frequéncias absolutas e relativas.

O diagnostico laboratorial da infecdo por Toxocara spp. foi
realizado por métodos seroldgicos, determinacao qualitativa
de anticorpos IgG para Toxocara canis — ELISA (TECAN) e
Imunoblot comercial (Ldbio Iberlab) para confirmacao dos
casos suspeitos de infecao.

_Resultados

Entre 2018 e 2022, foram analisadas amostras de soro de
542 casos suspeitos de infecdo por Toxocara spp., dos quais
160 (29,5%) apresentaram serologia positiva.

Na tabela 1 apresenta-se a distribuicdo dos casos com
quadro clinico suspeito de infegéo por Toxocara spp. estuda-
dos no INSA entre 2018 e 2022 e o numero de casos com
diagnostico laboratorial confirmado, por ano de diagnéstico.

Tabela 1: [ Distribuigdo anual dos casos de infegéo por
Toxocara spp., 2018-2022

0 (0
Numero total de (] €0 s

Ano casos suspeitos estudados ceniitmadosicelintesacipey
Toxocara spp.
2018 134 44 (32,8)
2019 133 41 (30,8)
2020 86 18 (20,9)
2021 72 20 (27,8)
2022 17 37 (31,6)
Total 542 160 (29,5)

O quadro clinico para a maioria dos casos de infegao por
Toxocara spp. confirmados é desconhecido. A eosinofilia
foi conhecida em 40 dos 160 (25%) casos de infegao por
Toxocara spp., seguida de esplenomegalia, diarreia cronica,
doenca renal e febre. Em 9% dos casos descreveu-se
um quadro de lesdes oculares (uveite unilateral, bilateral,
retinite e corioretinite) maioritariamente em criancas e jovens
adultos.

Dos 160 casos positivos para Toxocara spp., apenas dois
referiram ter tido contacto proximo com gatos ou cées.

Distribuic&o de casos de infe¢do por Toxocara spp. por Sexo e
grupo etario

Dos 160 doentes com infecdo por Toxocara spp.
confirmada, 86 (53,8%) pertenciam ao sexo masculino
e 74 casos (46,2%) ao sexo feminino. No decorrer dos 5
anos em estudo, observou-se que 19% (30/160) dos casos
ocorreram em criancas entre 0s 5 e 0s 14 anos de idade,
sendo este 0 grupo etario com maior numero de infegdes

por Toxocara spp. (grafico 1).

Gréfico 1: [ Distribuigao dos casos de infegdo por Toxocara spp.
por grupo etario, 2018-2022.
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Distribuicdo de casos de infecdo por Toxocara spp. por distrito
de residéncia

A maioria dos casos de toxocariase confirmados no INSA
entre 2018 e 2022, eram residentes na &rea metropolitana
de Lishoa (37%; 59/160), seguido da area metropolitana
do Porto (19%; 30/160) e de Ponta Delgada (16%; 26/160)
(gréfico 2).

Gréfico 2:[1 Distribuigdo dos casos de infegdo por Toxocara spp.

por distrito de residéncia, 2018-2022.
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_Discusséo e conclusao

Globalmente, nos 542 casos suspeitos de infecdo por
Toxocara spp. estudados no INSA entre 2018 e 2022, foi
encontrada uma seroprevaléncia de 29,5%. Este valor €
superior, aos 21,9% reportados também pelo INSA num
estudo efetuado no sul de Portugal entre 1995 e 2005
em 457 amostras suspeitas de toxocariase (&), tal como
num estudo posterior no qual um total de 846 soros de
individuos suspeitos da referida infecdo, colhidos entre
2010 e 2020 em Portugal, revelaram uma seroprevaléncia
de 18,8% (4.

Todas as areas geograficas de Portugal registaram casos
positivos para Toxocara spp., a excecdo do Alentejo. Lisboa
e Vale do Tejo registou a maior positividade (37,5%), seguido
do Norte (31,9%) e Centro (6,9%) (tabela 2).

Tabela 2: [ Distribuigdo do niimero de casos positivos para
Toxocara spp., por drea geografica, 2018-2022.

Numero de casos  Percentagem de casos

Area geografica

positivos positivos
Norte 51 31,9
Centro 11 6,9
Lisboa e Vale do Tejo 60 37,5
Alentejo 0 0,0
Algarve 9 5,6
Madeira 3 1,9
Agores 26 16,3
Total 160 100

Dados de outros paises europeus mostram taxas de
seroprevaléncia de 8,0% em residentes da Caténia, ltalia
e 16,0% em residentes de Attica, Grécia (4). Uma revisao
sistematica com meta-analise publicada em 2019 revelou
uma seroprevaléncia global de 19,0% de toxocariase em
humanos, variando de 8,2% no Mediterraneo Oriental
a 37,7% em Africa, com uma seroprevaléncia de 10,5%
(8,5-12,8%) em toda a Regido europeia (?). Observaram-se
seroprevaléncias mais elevadas em paises tropicais
menos industrializados, incluindo Africa: 30% na Nigéria,
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45% na Suazilandia e 93% na Reunido (Africa), 81% no Nepal,
63,2% na Indonésia e 58% na Malasia (Asia) e 36% no Brasil
e 37% no Peru (América do Sul) (10),

Apesar de se tratarem de estudos com desenhos e amostras
populacionais diferentes, o presente e os referidos estudos
referentes a Portugal, mostram uma seroprevaléncia muito
superior aos 10,5% encontrados na regido europeia (%). Com
a agravante que obtivemos um menor nimero de amostras
suspeitas e casos diagnosticados de toxocariase em 2020 e
2021 muito provavelmente devido ao adiar de cuidados médi-
cos e realizagao de técnicas complementares de diagndstico
devido a pandemia da COVID-19.

Conforme descrito por Rostami et al. em 2019, as elevadas
seroprevaléncias da infecdo por Toxocara spp. foram asso-
ciadas principalmente a fatores socioecondémicos e ambien-
tais, como sejam o menor nivel de instru¢cdo, menor indice
de desenvolvimento humano, menor latitude, maior humida-
de, maior temperatura e maior precipitagéo (9). Consideran-
do se outros potenciais fatores de risco relacionados com a
aquisicao da infecdo por Toxocara spp., por exemplo 0 sexo
masculino, idade jovem, habitacdo em meio rural, contacto
proximo com caes, gatos ou solo, consumo de carne crua e
consumo de agua nao tratada (9).

No presente estudo, o maior niumero de casos de infecéao
por Toxocara spp. ocorreu nos homens (53,8%), 0 que esta
de acordo com a literatura que relata o sexo masculino
como um potencial fator de risco associado a seropositivi-
dade para esta parasitose (9. No que respeita & idade,
também este estudo mostrou a idade jovem como um fator
de risco acrescido, sendo 0 grupo etario entre 0s 5 e os 14
anos de idade o que revelou um maior nimero de infecdes
por Toxocara spp. (19%). Neste estudo foram identificados
casos de infecdo em todo o territério de Portugal continen-
tal e Regides Autonomas, pelo que habitar em areas rurais
nao foi revelado como um fator de risco, sendo as zonas
com maior nUmero de casos positivos 0s maiores centros
urbanos, as areas metropolitanas de Lisboa e Porto. Por
outro lado, o facto de neste estudo néo terem sido diagnos-

ticados casos de toxocariase em residentes na Regido do
Alentejo pode apenas relacionar-se com o encaminhamen-
to dos casos clinicos suspeitos de infecao para outras insti-
tuicdes de saude com diagnostico laboratorial, o que per
sireforca a importéncia da vigilancia laboratorial das doen-
cas parasitarias em Portugal. Com respeito aos outros fato-
res de risco ndo obtivemos qualquer informacgéo disponivel
para o poder avaliar.

Apesar da utilizacdo de anti-helminticos de largo espectro
em animais de estimacédo, campanhas educativas e multas
para promover a recolha de fezes pelos donos de animais de
companhia, controlo de caes vadios e, mais recentemente, a
substituicdo nos parques infantis de terra por pisos sintéticos
e a construgao de parques caninos por alguns municipios, a
toxocariase continua com elevados indicadores de transmis-
sibilidade, principalmente nos centros urbanos. Estes indica-
dores sédo sustentados pelo atual e répido crescimento das
populagdes humana e canina em coabitagdo; pelos fracos
recursos financeiros dos “donos” dos animais, para proceder
a cuidados veterinarios indispensaveis como a desparasita-
¢ao; pelas mas praticas de higiene na recolha dos dejetos
dos cées e pela falta de implementagao de programas espe-
cificos de vigilancia e controlo desta esta parasitose.

Acresce ainda que € necessaria uma maior compreensao
da biologia molecular, bioquimica, genética, epidemiologia e
ecologia de Toxocara spp. e para tal sdo necessarias ativida-
des de investigacao que se concentrem no desenvolvimento
de ferramentas moleculares para identificagao especifica e
analise genética devem levar a novas e melhores estratégias
para o tratamento, diagnostico e controlo desta parasitose
(11), Nomeadamente, o desenvolvimento de uma vacina e/ou
de um agente ovicida eficaz, que ha muito sdo objetivos da
comunidade cientifica, o que melhoraria consideravelmente
as hipoteses de controlar esta infecdo zoonoética que consti-
tui um problema para a saude publica (1),

Assim, uma estratégia integrada e multidisciplinar One Health
deveria melhorar a nossa base de conhecimentos e reforgar
a prevengao e o controlo da toxocariase.
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_Resumo

Chlamydia trachomatis e Neisseria gonorrhoeae sdo responsaveis pelas
duas infegcdes sexualmente transmissiveis (IST) curaveis mais comuns em
todo o mundo. Sendo frequentemente assintomaticas, o rastreio laborato-
rial destas IST é fundamental, para que possa ser efetuado o tratamento
adequado que evite o desenvolvimento de sequelas clinicas graves e para
quebrar cadeias de transmisséo.

O presente estudo teve por objetivo determinar a frequéncia das infegcdes por
C. trachomatis e N. gonorrhoeae no &mbito da prestacao de servigos do Labo-
ratorio Nacional de Referéncia das IST no INSA, no periodo 2017-2022.

A pesquisa laboratorial de C. trachomatis e N. gonorrhoeae foi efetuada por
uma técnica de PCR em tempo real, tendo sido obtidos resultados validos para
47 136 amostras bioldgicas (genitais, anorretais e/ou orofaringeas) de 21 188
pessoas que, em 22,6% (n=4799) dos casos, revelaram ser positivas para qual-
quer uma destas IST. Nas mulheres, a infe¢ao por C. trachomatis foi a mais fre-
quente (10,5%; 494/4692), enquanto nos homens a infegdo por N. gonorrhoeae
foi @ mais comum (16,2%; 2669/16 455). C. trachomatis foi mais detetada nas
amostras anorretais (10,1%; 1222/12 057), nas quais 19,3% (236/1222) reve-
laram pertencer ao grupo do linfogranuloma venéreo, e N. gonorrhoeae na oro-
faringe (11,5%; 1621/14 123). Ambas as infegées foram mais frequentemente
detetadas nos homens (28,4%; 4680/16455) e nas pessoas (independentemen-
te do sexo) com menos de 25 anos (36,8%; 1389/3777).

Em conclusdo, este estudo revelou infegdo por C. trachomatis e N.
gonorrhoeae em amostras colhidas de diferentes locais anatomicos, tendo
sido observadas elevadas frequéncias de infecao por N. gonorrhoeae a nivel
orofaringeo e anorretal, assim como de C. trachomatis neste ultimo local
anatomico, sugerindo que o rastreio destas IST ndo se deverd restringir
a regido genital. O aumento (8,6 pontos percentuais entre 2017 e 2022)
das infegdes por N. gonorrhoeae configura motivo de preocupagao dada a
potencial emergéncia de estirpes resistentes aos antibioticos.

_Abstract

Chlamydia trachomatis and Neisseria gonorrhoeae constitute the two
most common curable sexually transmitted infections (STI) worldwide.
As they are often asymptomatic, laboratory screening of these STI is
essential for establishing adequate treatment that should prevent the
development of serious clinical sequelae, and to break transmission chains.
The present study aimed to determine the frequency of C. trachomatis and N.
gonorrhoeae infections within the scope of the routine laboratory diagnosis
at the National STI Reference Laboratory at INSA, in the period 2017-2022.

Laboratory research for C. trachomatis and N. gonorrhoeae was carried out
using real-time PCR on 47,136 biological samples (genital, anorectal and/or
oropharyngeal) from 21,188 people. Infection by any of these STl was detected
in 22.6% (n=4799) of the individuals. In women, infection by C. trachomatis
was the most common (10.5%; 494/4692), while infection by N. gonorrhoeae
was the most common in men (16.2%; 2669/16,455). C. trachomatis was
the most frequent in anorectal samples (10.1%; 1222/12057), of which 19.3%
(236/1222) revealed to belong to the lymphogranuloma venereum group, and
N. gonorrhoeae was the most common in the oropharynx (11.6%; 1621/14,123).
Both infections were more frequently detected in men (28.4%; 4680/16,455)
and in people (regardless of gender) under 25 years of age (36.8%; 1389/3777).
In conclusion, laboratory screening for C. trachomatis and N. gonorrhoeae in
samples collected from different anatomical sites revealed high percentages
of N. gonorrhoeae infections at the oropharynx and anorectum and of C.
trachomatis at the anorectum, suggesting that screening for these STls
should not be restricted to the genital region. The rise (8.6 percentage points
between 2017 and 2022) of N. gonorrhoeae infections represents a serious
concern, given the potential emergence of strains resistant to antibiotics.

_Introdugéo

Mais de 30 microrganismos podem ser transmitidos duma
pessoa para outra por contacto sexual, seja este genital,
anal ou oral. Entre estes microrganismos e pela sua elevada
incidéncia, destacam-se oito, sendo quatro deles responséaveis
por infecdes sexualmente transmissiveis (IST) incuraveis: virus
da hepatite B, virus herpes simplex, virus da imunodeficiéncia
humana (VIH) e virus do papiloma humano; e quatro, por
IST curaveis: Treponema pallidum, Trichomonas vaginalis,
Neisseria gonorrhoeae e Chlamydia trachomatis (). Os
sintomas e sinais clinicos das infecdes por C. trachomatis e N.
gonorrhoeae sdo consequéncia da inflamagao das mucosas
infetadas, nomeadamente cervicite e uretrite, no caso da
infecdo genital na mulher e no homem, respetivamente.
Contudo, as IST sdo frequentemente assintomaticas pelo que
é recomendado o seu rastreio regular na mulher gravida para
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evitar a transmisséo vertical e nos grupos populacionais com
risco acrescido de infecéo, como é o caso dos trabalhadores
do sexo, dos homens que tém sexo com homens (HSH) e da
populacdo adolescente, de forma a que possa ser efetuado
o tratamento atempado e assim contribuir para quebrar
cadeias de transmisséo (). O diagnéstico de C. trachomatis
e N. gonorrhoeae ¢ ainda recomendado em qualquer pessoa
com sinais ou sintomas compativeis com estas infecoes,
nos parceiros sexuais de individuos com uma destas IST
e em todas as pessoas com um novo parceiro sexual ou
que tenham multiplos contactos sexuais (2). Os métodos
laboratoriais atualmente recomendados para o diagnostico
das IST, nomeadamente de C. trachomatis e N. gonorrhoeae,
sao os testes de amplificacao de acidos nucleicos (1,2),

_Objetivo

O objetivo do presente estudo foi avaliar a frequéncia
e a distribuicédo das infegdes por C. trachomatis e por
N. gonorrhoeae diagnosticadas no ambito da prestacao
de servicos, no Laboratério Nacional de Referéncia das
Infe¢des Sexualmente Transmissiveis do Instituto Nacional
de Saude Doutor Ricardo Jorge, entre 2017 e 2022,

_Material e métodos

Este estudo é uma andlise retrospetiva dos dados de
diagnéstico laboratorial das infecoes por C. trachomatis e N.

gonorrhoeae realizado no Laboratério Nacional de Referéncia
num periodo de seis anos, entre 1 de janeiro de 2017 e 31
de dezembro de 2022. Neste estudo foram incluidas todas as
amostras bioldgicas genitais (urina, exsudado uretral, vaginal
ou endocervical) (n=20 981), exsudados anorretais (n=12
111) e orofaringeos (n=14 133), recebidos no LNR_IST. Estes
espécimes foram colhidos em 21 192 individuos, conforme
descrito na tabela 1.

Relativamente a idade, 3784 pessoas tinham menos de 25
anos, incluindo sete criancas com idade entre um e doze
anos. Pessoas com idade igual ou superior a 25 anos foram
17 404 (87 anos foi a idade maxima observada).

O diagnostico laboratorial foi efetuado em amostras
biol6gicas de utentes seguidos nas consultas do grupo de
ativistas para o tratamento (GAT), em diversas unidades
de saude familiar da Regido de Lisboa e Vale do Tejo e em
unidades hospitalares de todo o pals.

A pesquisa de C.
efetuada por método de amplificagcdo de acidos nucleicos,

trachomatis e N. gonorrhoeae foi

nomeadamente pelo teste cobas® 4800 CT/NG, Roche
Diagnostics (janeiro de 2017 a julho de 2019) e pelo teste
Allplex™ STI Essential Assay, Seegene (agosto de 2019
a dezembro de 2022), de acordo com as instrucées dos
respetivos fabricantes. A pesquisa de linfogranuloma venéreo
(LGV) em amostras anorretais positivas para C. trachomatis,

Tabela 1: [’ Numero de individuos e de amostras bioldgicas em estudo, colhidas entre 1 de janeiro de 2017

e 31 de dezembro de 2022.

Anos
Total
2017 2018 2019 2020 2021 2022
Mulheres 464 461 692 625 952 1498 4692
Homens 1202 1924 2649 2615 3179 4890 16 459
Trans 0 1 7 31 1 1 41
Total de individuos 1666 2386 3348 3271 4132 6389 21192
Total de amostras 2561 4949 7018 7858 9662 15177 47 225

37



Observag()eg Boletim Epidemiolégico

( ’ nsiiuto_Nacional de Satide
Doutor Ricardo Jorge

foi efetuada esporadicamente em 2017 e primeiro trimestre
de 2018 com recurso ao teste CLART® STDs, Genomica,
tendo passado a ser realizada sistematicamente, a partir
do inicio do 2.° semestre de 2018 e até final de 2022, pelo
teste Allplex™ Genital ulcer Assay, Seegene.

Resultados

Para efeitos deste estudo, os resultados das pessoas
testadas para C. trachomatis e N. gonorrhoeae num
intervalo de tempo inferior a trés meses foram excluidos.
Esta opgédo teve por objetivo eliminar redundéncia de
resultados negativos ou de positivos decorrentes dum
mesmo episodio infecioso.

Foram consideradas ‘positivas’ as pessoas com pelo menos
um resultado positivo para C. trachomatis ou N. gonorrhoeae
em qualquer das amostras bioldgicas testadas e foram
consideradas ‘negativas’ as pessoas sem qualquer resultado
positivo; foram excluidas quatro pessoas por terem resultado
invalido na Unica amostra testada, pelo que o total de utentes
ficou estabelecido em 21 188 e o total de amostras em 47 221.

Durante o periodo de seis anos em estudo, 22,6% (4799/21
188) das pessoas revelaram infecao por C. trachomatis e/ou
N. gonorrhoeae, sendo que 644 (3,0%) estavam infetadas por
ambos 0s microrganismos (528 no mesmo local anatémico
e 129 em locais anatémicos diferentes; deste total de 657
pessoas, 13 revelaram infegao por C. trachomatis num local
anatémico, por N. gonorrhoeae noutro e ambas as IST no
terceiro local anatomico testado). O grafico 1 representa a
distribuicdo anual de casos de infegao por C. trachomatis e
por N. gonorrhoeae entre 2017 e 2022.

Das 47 221 amostras bioldgicas estudadas, 47 136 (99,8%)
promoveram resultados validos. Das 20 956 amostras
genitais, 5,8% (1216) foram positivas para C. trachomatis
e 4,3% (900) para N. gonorrhoeae. Quanto as 12 057
amostras anorretais, 10,1% (1222) foram positivas para
C. trachomatis e 10,9% (1318) para N. gonorrhoeae. Em
relacéo as 14 123 amostras orofaringeas, a infecao por C.
trachomatis esteve presente em 2,4% (336) das amostras

e N. gonorrhoeae em 11,4% (1612). Acrescente-se que
entre 0s casos de infecdo anorretal por C. trachomatis
(n=1222), 236 (19,3%) corresponderam a infecao por
estirpes responsaveis por LGV. O grafico 2 representa
a distribuicdo anual das amostras bioldgicas positivas
para C. trachomatis e N. gonorrhoeae por local anatémico
(genital, anorretal e orofaringeo) entre 2017 e 2022.

Em relacdo a distribuicdo por género, das 4692 mulheres
estudadas 10,5% (494/4692) revelaram infegao por C.
trachomatis e 5,4% (254/4692) por N. gonorrhoeae. Nos
homens, 12,2% (2011/16 455) evidenciaram infecao por C.
trachomatis e 16,2% (2669/16 455) por N. gonorrhoeae. Nao
foi efetuada analise dos resultados das pessoas trans dado
0 seu reduzido numero no conjunto de pessoas estudadas
(tabela 1). O grafico 3 representa a distribuicdo anual de
casos de infegdes por C. trachomatis e N. gonorrhoeae em
mulheres e homens no periodo de 2017 a 2022.

Relativamente a idade, 655 (17,3%) pessoas com menos de
25 anos revelaram infecdo por C. trachomatis e 691 (18,3%)
por N. gonorrhoeae. Para efeitos do calculo da frequéncia
de pessoas infetadas por C. trachomatis ou N. gonorrhoeae
neste grupo etario, foram excluidas as sete criancas, dado
poderem configurar casos de transmisséo vertical. Entre as
pessoas com idade igual ou superior a 25 anos, 1853 (10,6%)
evidenciaram infecdo por C. trachomatis e 2244 (12,9%) por
N. gonorrhoeae. O grafico 4 representa a distribuicao anual
dos casos de infecdes por C. trachomatis e N. gonorrhoeae
entre 2017 e 2022, por grupo etério.
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Grafico 1: [ Distribuicao temporal de casos de infe¢do por C. trachomatis e N. gonorrhoeae, em %, 2017-2022.
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Gréfico 2: [ Distribuicdo temporal de casos de infegao por C. trachomatis (CT) e N. gonorrhoeae (NG)
na regido anorretal, genital e orofaringea, 2017-2022.
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Grafico 3: [ Distribuigdo temporal de casos de infegéo por C. trachomatis e N. gonorrhoeae,
em mulheres e homens, 2017-2022.
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Grafico 4: [ Distribuigéo temporal de casos de infegdo por C. trachomatis (CT) e N. gonorrhoeae (NG) (em %),
em pessoas com menos de 25 anos e mais anos, 2017-2022.
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_Discusséo e conclusdes

A frequéncia de pessoas com diagnéstico laboratorial positivo
para C. trachomatis e N. gonorrhoeae durante 0s seis anos a
que se refere este estudo, de 2017 a 2022, foi elevada, 4799/21
188 (22,6%). Tal facto pode ser considerado expectavel dado
que a prestacédo de servicos de diagnostico laboratorial de C.
trachomatis e N. gonorrhoeae do INSA, envolve consultas de
rastreio de IST, as quais acorrem pessoas de grupos de risco
como, por exemplo, HSH, trabalhadores do sexo e pessoas
com multiplos contactos sexuais.

Como esperado (1), as IST em estudo revelaram-se mais
frequentes na populagdo abaixo dos 25 anos de idade,
nomeadamente C. trachomatis, com mais 6,7 pontos
percentuais e N. gonorrhoeae, com mais 5,4 pontos
percentuais relativamente ao observado nas pessoas
com 25 e mais anos (grafico 4). Tal devera constituir
um alerta para as autoridades de saude relativamente a
necessidade premente de implementar um sistema de
rastreio de infecoes por C. trachomatis e N. gonorrhoeae
na populag@o jovem, a luz do que é efetuado desde héa
varios anos em paises do norte da Europa (3:4). Tal rastreio,
certamente contribuiria para a prevencao das sequelas
graves associadas a estas IST, nomeadamente doenca
inflamatoria pélvica e infertilidade tubaria, para além de
contribuir para minimizar o risco de infecdo VIH, uma
vez que ¢é facilitada pelas infecoes por C. trachomatis e
N. gonorrhoeae (5). Contudo, os resultados do presente
estudo alertam para a necessidade de efetuar o rastreio
de IST nos diferentes locais anatomicos, algo que nao é
normalmente tido em conta nos rastreios sistematicos na
populacdo jovem. De facto, no gréfico 2, fica patente que
a infecao genital por C. trachomatis (entre 5,3% e 8,2%
de casos) e por N. gonorrhoeae (entre 3,8% e 4,9%) néo
parece constituir a principal via de disseminacdo destas
IST, eventualmente devido ao uso de métodos de barreira
no decurso deste tipo de contacto sexual. Contrastando
com estas percentagens, as infecdes por N. gonorrhoeae
na orofaringe (8,9% a 13,2%) e a nivel anorretal (8,1%
a 12,6%) e por C. trachomatis a nivel anorretal (5,6%

a 11,8%), parecem evidenciar estas vias de contacto
como as de maior importancia na disseminacao destas
IST. Tal constatagdo é sobretudo importante quando foi
detetada uma elevada frequéncia (19,3%) de estirpes do
grupo LGV entre as pessoas com infecdo anorretal por
C. trachomatis, alertando para a necessidade de rastreio
sistematico de estirpes LGV nesta amostra bioldgica, de
forma a que os clinicos possam implementar a terapéutica
apropriada o mais rapidamente possivel. Por outro lado,
a elevada percentagem de casos de infeg@o orofaringea
e anorretal por N. gonorrhoeae é preocupante, ja que
se estima que seja mais elevada a probabilidade de
emergirem estirpes multirresistentes aos antibidticos
nestes locais anatémicos do que na regido genital (6.7),

Relativamente & distribuicdo por sexo, realcamos que a
frequéncia de casos positivos foi superior nos homens, quer
para C. trachomatis quer para N. gonorrhoeae, 0 que seria
expectavel a luz dos dados de Portugal disponibilizados pelo
European Centre for Disease Prevention and Control (ECDC),
nos quais sao referidos 72,2% e 88,5% de casos em homens
e 27,8% e 11,5% de casos em mulheres, para C. trachomatis
e N. gonorrhoeae, respetivamente (8). Contudo, embora a
frequéncia destas IST ser menor em mulheres, constitui ainda
assim um fator preocupacéo, pelas potenciais consequéncias
para a saude reprodutiva feminina.

No que respeita ao alerta do ECDC publicado a 7 de marco
de 2024, relativo a subida de casos de IST na Europa
(9 tal encontra eco na populacdo em que efetudmos
diagnéstico laboratorial entre 2017 e 2022, sobretudo nos
casos de infegdo por N. gonorrhoeae que representam uma
tendéncia crescente (7,5% em 2017 e 16,1%, em 2022). As
percentagens de infecdo por C. trachomatis mantém-se
mais estaveis (entre 10,0% em 2017 e 12,1% em 2022, com
um pico de 13,3% em 2020) (grafico 1). Considerando que
as situagdes de risco para adquirir as duas infegdes seriam
similares, poder-se-ia esperar algum paralelismo na evolugao
da positividade C. trachomatis € N. gonorrhoeae. Contudo,
circunstancias que extravasam os limites deste estudo,
poderdo exercer alguma influéncia na diferenca observada;
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nomeadamente, a toma de azitromicina ou de outros
antimicrobianos que poderéo tratar, de forma involuntéria,
algumas infegdes por C. trachomatis. Contudo, a explicacao
para uma diferente evolucdo das duas infecdes podera
também relacionar-se com a discrepancia do sucesso
biolégico das duas infecbes na orofaringe, local anatomico
no qual N. gonorrhoeae é mais frequente, em oposicao a
C. trachomatis que revela neste local anatémico um menor
numero de infegdes.

Em conclusdo, o rastreio laboratorial regular das infecdes
por C. trachomatis e N. gonorrhoeae é fundamental, para
melhor compreender o comportamento destas IST ao longo
do tempo e em diferentes sexos, idades e locais anatémicos,
além de que suscita questdes de interesse cientifico. Os
resultados deste estudo podem contribuir para fundamentar
politicas de rastreio, de vigilancia e de prevencao destas IST
e, consequentemente, da infegao por VIH ou de outas com
impacto em saude publica, a implementar pelas autoridades
de saude.
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_Resumo

O programa REVIVE (Rede de Vigilancia de Vetores) resulta de colaboragéao
entre a Diregao-Geral da Saude, as Administragoes Regionais de Saude do Al-
garve, Alentejo, Centro, Lisboa e Vale do Tejo e Norte, a Diregdo Regional da
Saude da Madeira, a Direcao Regional da Saude dos Acores e o Instituto Na-
cional de Satde Doutor Ricardo Jorge. No ambito do REVIVE é realizada a vi-
gilancia entomologica, a nivel nacional, de mosquitos (Culicidae) desde 2008,
carragas (Ixodidae) desde 2011 e flebdtomos (Psychodidae) desde 2016.
Para se determinar o risco de emergéncia de doengas transmitidas por fle-
bétomos é indispensavel desenvolver procedimentos para uma vigilancia
entomoldgica sistematizada. Desta forma, anualmente, de maio a outubro,
técnicos colhem, com armadilhas luminosas CDC, flebdtomos em todo o
territério de Portugal continental. Os insetos provenientes das colheitas
sdo enviados para o Centro de Estudos de Vetores e Doengas Infeciosas
do Instituto Nacional de Saude Doutor Ricardo Jorge, para identificacé@o
de espécies e detegao de agentes patogénicos, nomeadamente flebovirus
e Leishmania spp. Contrariamente ao que aconteceu com os culicideos a
partir de 2008 ou com os ixodideos, a partir de 2011, a vigilancia dos flebo-
tomos tem vindo a ser implementada de uma forma gradual desde 2016.
Verifica-se que a monitorizagao destes vetores, apesar de ter sofrido cons-
trangimentos devido a pandemia, tem vindo a aumentar substancialmente
nos Ultimos anos.

O objetivo deste trabalho é apresentar, de uma forma sucinta, os resultados
obtidos na vigilancia de flebdtomos em 2023, e no periodo que decorreu 2016
a 2022, em Portugal continental, realgando os principais riscos em saude pu-
blica relacionados com este vector em Portugal.

_Abstract

The REVIVE programme (Vector Surveillance Network) is the result of a
collaboration between the General Directorate of Health, the Regional
Health Administrations of the Algarve, Alentejo, Centro, Lisbon and Tagus
Valley and North, the Regional Health Directorate of Madeira, the Regional
Health Directorate of the Azores and the National Institute of Health Dr
Ricardo Jorge. Within the scope of REVIVE, entomological surveillance is
carried out at national level for mosquitoes (Culicidae) since 2008, ticks
(Ixodidae) since 2011 and sandflies (Psychodidae) since 2016.

To determine the risk of emergence of diseases transmitted by sandflies,
it is essential to develop procedures for systematized entomological
surveillance. Therefore, every year, from May to October, technicians
collect sandflies throughout mainland Portugal using CDC light traps.
The collected insects are sent to the Centre for Vectors and Infectious
Diseases Research, National Institute of Health Dr Ricardo Jorge, for
species identification and detection of pathogens, namely phleboviruses
and Leishmania spp. Contrary to what happened with culicids or with
ixodids, the surveillance of sandflies has been implemented gradually,
since 2016. It appears that the monitoring of these vectors, despite
having suffered constraints due to the pandemic, has been increasing
substantially in recent years.

The objective of this work is to succinctly present the results obtained in
the surveillance of sandflies in 2023, and in the period from 2016 to 2022,
in mainland Portugal, highlighting the main public health risks related to
this vector in Portugal.

_Introdugéo

Os flebdtomos sdo insetos que pertencem ao filo Arthropo-
da, classe Insecta, ordem Diptera, subordem Nematocera e
familia Psychodidae. Esta familia divide-se em duas subfa-
milias: Psychodinae e Phlebotominae. A subfamilia Psycho-
dinae engloba as denominadas moscas-do-esgoto, comuns
em instalacdes sanitarias. Nao picam os humanos e nao
transmitem agentes patogénicos, podendo, no entanto, ser
transmissoras oportunistas de mifases (). Os insetos da
subfamilia Phlebotominae s&o conhecidos por flebotomos
e entre eles encontram-se algumas espécies reconhecidas
vetoras de agentes causadores de doenca.

Estao descritas mais de 1000 espécies de flebdétomos (1028
atualmente existentes, 32 extintas), distribuidas por quase
todo o mundo, a excepgao dos polos, Nova Zelandia, ilhas
do Pacifico e Sudeste asiatico (2:3). Das 1028 espécies que
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existem presentemente, 538 encontram-se no hemisfério
ocidental e 490 no hemisfério oriental (2:4), As regi6es onde
existem mais espécies s&o a América, mais propriamente,
as Américas Central e do Sul e a regido que compreende a
Europa, Asia e Norte de Africa.

As espécies com maior importancia médica na Eurésia e
Africa pertencem ao género Phlebotomus e nas Américas ao
género Lutzomyia (“5). Em Portugal estdo descritas, até ao
momento, cinco espécies de flebdtomos, pertencentes a dois
géneros, nomeadamente, Phlebotomus ariasi, Ph. papatasi,
Ph. perniciosus, Ph. sergenti e Sergentomyia minuta.

Os agentes patogénicos com maior importancia médica e
veterinaria transmitidos pelos flebdtomos sao varias espécies
de protozoarios intracelulares obrigatérios do género
Leishmania (Kinetoplastida, Trypanosomatidae), dos quais
estes insetos sdo os vetores exclusivos. A leishmaniase,
doenga infecciosa resultante da infeccao por Leishmania
spp., € das mais importantes doencas emergentes causadas
por protozoarios transmitidos por vetores, sendo somente
ultrapassada, em termos de numeros de pessoas afetadas,
pela malaria (6). A doenca atinge populagdes mais pobres
e encontra-se associada a malnutricdo, deslocagao de
populagdes, um fraco sistema imunitario e falta de recursos
(7). A infecdo humana é causada por 21 a 30 espécies
de Leishmania, transmitidas por cerca de 90 espécies de
flebdtomos. Estas incluem o complexo L. donovani com 3
espécies (L. donovani, L. infantum e L. chagasi); o complexo
L. mexicana com 3 espécies principais (L. mexicana, L.
amazonensis e L. venezuelensis); L. tropical; L. maior; L.
aethiopica; e o subgénero Viannia com 4 espécies principais
(L. (V.) braziliensis, L. (V.) guyanensis, L. (V.) panamensis e
L. (V.) peruviana).

Leishmania donovani, L. infantum e L. chagasi causam
doencgas viscerais agudas, as duas primeiras em todo o
mundo na area de distribuicao dos fleb6tomos e a ultima
no norte e nordeste do Brasil existindo alguns focos na
América latina; L. major , L. tropica e L. aethiopica causam
a maioria das leishmaniases cutaneas crénicas na Europa,
Asia e Africa, e as leishmaniases cutaneas e mucocutaneas
crénicas sao causadas por L. amazonensis, L. mexicana, L.
braziliensis, L. guyanensis e L. peruviana nas Américas (8).
L. infantum € a principal causa de leishmaniase visceral na

Bacia Mediterranica (incluindo Portugal) e no Médio Oriente.
Os cées sédo considerados os principais hospedeiros para
estes parasitas e consequentemente o maior reservatorio
da leishmanfase visceral humana. Desta forma, para evitar
a propagacao da transmissdo humana, as infeccdes nestes
animais domésticos devem ser contidas (9).

Entre os agentes transmitidos por fleb6tomos encontram-se
também alguns virus do género Phlebovirus (Bunyavirales,
Phenuiviridae). Estes virus tém vindo a ganhar importancia
em saude publica, uma vez que o nimero de novos agentes
descritos tem vindo a aumentar e, por outro lado, diversos
estudos de seroprevaléncia em areas endémicas indicam
circulacdo significativa de flebovirus transmitidos por
flebotomos com o potencial de emergéncia como sérios
causadores de doenca humana (10).

Os virus Napoles (Phlebovirus napoliense) e Sicilia
(Phlebovirus siciliaense) e as suas variantes s@o 0s mais
associados a denominada febre por fleb6tomos (também
conhecida por febre dos trés dias ou febre de pappataci)
e ja foram identificados em varios paises da Bacia do
Mediterraneo e do Médio Oriente. Até ao momento nao
existe mortalidade conhecida associada a estes virus, no
entanto, encontram-se em circulacdo e causam surtos de
doenca febril nos paises endémicos (11).

O virus Toscana (vIOS, Phlebovirus toscanaense) é o
flebovirus transmitido por flebdtomos mais importante em
termos médicos. O vIOS, tal como acontece com outros
arbovirus, pode causar infe¢coes assintomaticas, ou doenca
ligeira (sindrome febril) mas apresenta neurotropismo,
podendo também causar doenca neuroldgica aguda como
meningite ou meningoencefalite. Apesar da existéncia
de casos atipicos com consequéncias graves, o facto
de, por vezes, a infeccdo por vIOS ser assintomatica
e nao necessitar de hospitalizacdo pode conduzir a
uma subestimativa das taxas de infecdo. Ndo obstante,
em 2012, foi referida a primeira morte por encefalite
causada por vIOS num doente que viajou na regidao
da Toscénia e em 2021, foram reportados mais cinco
casos fatais que ocorreram na Roménia (1213 0
virus Toscana é uma importante causa de meningites
asséticas durante o verdo na Bacia do Mediterraneo.
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Apesar de os flebétomos néo apresentarem carateristicas
invasoras como algumas espécies de mosquitos, a
sua distribuicdo estd a alargar-se presentemente e é
expectavel que a area de transmissdo dos agentes por eles
transmitidos siga 0 mesmo rumo. A dispersédo reportada
podera dever-se ndao sé ao facto de estarem a ser
descobertos fleb6tomos onde antes ndo eram procurados,
mas também devido a uma verdadeira expansao resultante
de alteracdes climaticas e ambientais.

_Objetivo

O objetivo deste trabalho foi apresentar, de uma forma sucinta,
0s resultados obtidos na vigilancia de fleb6tomos em 2023, e
no periodo que decorreu 2016 a 2022, em Portugal continental,
realcando 0s principais riscos em saude publica em Portugal.

_Material e métodos

Os programas que envolvem a investigacao e vigilancia de es-
pécies de fleb6tomos sdo focados no estudo da fase adulta do
inseto. Assim, no ambito do REVIVE, os flebétomos foram co-
Ihidos pelas equipas nas regides recorrendo a armadilhas tipo
CDC (Center for Disease Prevention and Control) com saco co-
letor modificado, iscadas, sempre que possivel, com CO,.

Apesar de nao se poder excluir a possibilidade da ocorréncia
de flebdtomos noutros periodos do ano devido as alteragdes
climaticas, as colheitas foram realizadas, maioritariamente, de
maio a outubro, época de maior atividade destes vetores. As
amostras foram enviadas ao laboratério, acondicionadas em
caixas refrigeradas, seguindo a metodologia de triple packaging
e até 0 maximo trés dias apds o inicio do trabalho de campo.
Os fleb6tomos machos recebidos no laboratorio foram
identificados a espécie com técnicas classicas baseadas
em caracteristicas morfolégicas e utilizagdo de chaves
taxonomicas. No caso das fémeas, quando sé existiu um
espécime por captura e sempre que possivel, foi realizada
a identificacdo molecular da espécie.

A pesquisa de agentes patogénicos, Leishmania spp. e
flebovirus, foi realizada em pools até um maximo de 35
espécimes, de acordo com a data e local de colheita,
por extragdo de acidos nucleicos totais e pesquisa da
presenca de DNA por nested-PCR e de RNA por RT-PCR
respetivamente (14,15),

_Resultados

Concelhos

Em 2028, foi realizado esfor¢o de captura de flebdtomos
pelas Administracbes Regionais de Saude do Algarve,
Centro, Lisboa e Vale do Tejo e Norte, tendo sido efetuadas
207 colheitas que abrangeram 41 concelhos. A presenca de
fleb6tomos foi detetada em 18 dessas colheitas (8,7%) que
resultaram num total de 101 espécimes. No mesmo periodo
ocorreram ainda 15 colheitas acidentais de flebétomos, ou
seja, colheitas dirigidas a mosquitos nas quais se obtiveram
flebétomos, em 12 concelhos pertencentes as regides do
Algarve, Alentejo, Centro e Lisboa e Vale do Tejo. Destas
colheitas resultaram 660 espécimes.

No periodo de 2016-2022 foram realizadas 294 colheitas
de flebdtomos num total de 71 concelhos de Portugal conti-
nental tendo sido colhidos 192 fleb6tomos. Adicionalmente
foram colhidos 624 fleb6tomos em 141 colheitas acidentais
efetuadas em 65 concelhos (figura 1).

Figura 1: [ Portugal continental - Concelhos onde foram
realizadas colheitas de flebdtomos em 2023
e em 2016-2022.
2023 2016-2022
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Espécies identificadas

No caso dos flebdtomos, uma vez que a sua identificagao
€ muito morosa, nem todos 0s espécimes sao identificados
a espécie, privilegiando-se a pesquisa de agentes patogéni-
cos. Por este motivo existe discrepancia entre o niUmero de
flebdtomos identificados e o numero total de flebdétomos co-
lhidos. Desta forma, a abundéancia relativa das espécies nao
¢ discutida. Na figura 2 encontra-se assinalada a distribui-
¢ao total de Phlebotomus spp.

Os mapas representam a cinzento os concelhos onde foram
realizadas colheitas e a azul os concelhos onde foram iden-
tificadas as espécies. Para cada espécie foram elaborados
dois mapas, o primeiro diz respeito as colheitas realizadas
no ano 2023 e o segundo representando os dados acumula-
dos no ambito do REVIVE Flebotomos entre 2016 e 2022.

Num total de 761 flebdétomos colhidos em 2023, foram
identificados nos laboratérios do Centro de Estudos de
Vectores e Doencas Infecciosas do Instituto Nacional de
Saude Doutor Ricardo Jorge 125 fleb6tomos pertencentes a
quatro espécies, nomeadamente Ph. ariasi, Ph. perniciosus,
Ph. sergenti e Sergentomyia minuta.

Nos flebdtomos colhidos entre 2016 e 2022, num total de
1284, foram identificados 348 espécimes pertencentes as 5
espécies referenciadas para o territério portugués: Ph. ariasi,
Ph. papatasi, Ph. perniciosus, Ph. sergenti e Se. minuta.
Seguidamente apresentam-se os resultados por espécie.

Phlebotomus ariasi Tonnoir, 1921

Em 2023, foram identificados oito espécimes de
Phlebotomus ariasi, em cinco concelhos, entre maio e
setembro. Nos anos anteriores, entre 2016 e 2022, foram
identificados 66 espécimes, tendo sido a sua presenca
registada em 19 concelhos (figura 3).

Figura 2: ] Portugal continental - Distribui¢do de Phlebotomus spp.

2016-2022

Figura 3: [ Portugal continental - Distribuigdo geografica de
Phlebotomus ariasi

2023 2016-2022
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Figura 4: [ Portugal continental - Distribui¢do geografica de
Phlebotomus papatasi.

2023 2016-2022

Phlebotomus (Phlebotomus) papatasi Scopoli, 1786

No ambito do REVIVE, foi registado um exemplar macho
de Ph. papatasi, colhido no concelho de Alcoutim, em
setembro de 2016. Em Portugal, a presenca de Ph. papatasi
¢ escassa. (figura 4)

Figura 5: [ Portugal continental - Distribuigdo geografica de
Phlebotomus papatasi.

2023 2016-2022

Phlebotomus (Larroussious) perniciosus Newstead, 1911

Em 2023 foram identificados 115 exemplares de
Phlebotomus perniciosus distribuidos por 12 concelhos,
entre maio e outubro. No perfodo de 2016 a 2022 a sua
presenca foi assinalada em 48 concelhos, tendo sido
identificados 244 espécimes entre 0s meses de maio e
outubro (figura 5).
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Figura 6: [ Portugal continental - Distribuigdo geografica de

2023

Phlebotomus (Paraphlebotomus) sergenti Parrot, 1917

Em setembro de 2023 foi identificado um exemplar da
espécie Phlebotomus sergenti proveniente de Portimao.
Nas colheitas que decorreram de 2016 a 2022, foram
identificados oito espécimes em quatro concelhos, nos
meses de junho e julho (figura 6).

Phlebotomus sergenti.

2016-2022

Figura 7: [ Portugal continental - Distribuigdo geogréfica de

2023

Sergentomyia (Sergentomyia) minuta Rondani, 1843

A Unica espécie do género Sergentomiya existente em
Portugal foi identificada, em 2023 no concelho de Lisboa
em setembro (1 exemplar) e, durante os anos de 2016 a
2022, foram identificados 29 individuos em 12 concelhos,
entre 0s meses de maio a setembro (figura 7).

Sergentomyia minuta.

2016-2022
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Pesquisa de agentes patogénicos

Para a detecao de agentes patogénicos, em 2023, entre co-
Iheitas dedicadas e colheitas acidentais, foram pesquisados
645 flebotomos (55 e 590, respetivamente), para a presenca
de flebovirus e de Leishmania, tendo sido identificada a pre-
senga de ambos o0s agentes em dois pools diferentes, cada
um deles composto por 30 fleb6tomos fémeas, mas prove-
nientes de uma mesma colheita ocorrida, em setembro, no
concelho de Portimao. Nestas colheitas foram identificadas
as espécies Ph. perniciosus e Ph. sergenti.

Esta foi a primeira vez que se detetaram agentes patogénicos
em fleb6tomos no ambito do REVIVE e a primeira vez que se
detetou vTOS em flebdtomos em Portugal.

Entre 2016 e 2022 foram pesquisados 495 flebdtomos, nao
tendo sido detetado qualquer agente patogénico.

_Discusséo

No que diz respeito as espécies de flebdtomos colhidas, Phle-
botomus ariasi é vetor comprovado do flebovirus Sicilia e de
Leishmania infantum (16). Em Portugal esta espécie j4 foi en-
contrada parasitada por Leishmania spp. e acredita-se que
seja um dos seus vetores (17). Phlebotomus papatasi é uma
das espécies mais estudadas nao sé por ter uma ampla distri-
buicdo geogréafica, mas também pela importancia médica.
E o vetor principal de Leishmania major que causa leishmania-
se zoondtica cutanea no norte do Saara, sendo que também
é transmissor do flebovirus Sicilia. Adicionalmente foi encon-
trado infetada com vIOS (18-21). Em Portugal, devido & sua
escassez, serd pouco provavel que assuma um papel impor-
tante na transmissdo de agentes. Phlebotomus perniciosus
desempenha um papel muito importante na epidemiologia da
leishmaniase visceral humana e da leishmaniose canina, uma
vez que é o principal vetor de Leishmania infantum na Bacia
do Mediterraneo (22:23), E também o vetor principal do vIOS
(24), Em Portugal esta ¢ a espécie mais ubiqua e j4 foi encon-
trada infetada por Leishmania infantum pelo que se supde que
seja o seu principal vetor (25:26) A espécie Ph. sergenti pode
ser encontrada em Portugal continental e na llha da Madeira,
tendo sido reportada no Funchal (27). E vetora de Leishmania

tropica (28) e também j4 foi encontrada infetada com vTOS (28),
No que concerne aos fleb6tomos do género Sergentomyia,
estes apresentam uma preferéncia tréfica por répteis e séao
vetores comprovados de espécies de leishmania que os infe-
tam. Desta forma, tem sido geralmente aceite que nédo podem
transmitir agentes patogénicos aos humanos (29, Contudo,
varias espécies do género ja foram encontradas apds terem
efetuado refeicbes em humanos, e o vIOS e Leishmania major
foram detetados em Sergentomyia minuta em Franga e em
Portugal, respetivamente. Desconhece-se, por enquanto, se
esta espécie tera ou nao algum papel na transmissao destes
agentes ao Homem (30,31),

Relativamente aos agentes patogénicos em estudo, em 2023,
no ambito do REVIVE, foi realizada a primeira detegao de
vIOS em fleb6tomos em Portugal, em espécimes colhidos no
Algarve. O primeiro registo de casos humanos de infegao por
vIOS em Portugal data de 1983 e tratou-se de um casal sueco
que visitou a regido de Albufeira (32). Estudos retrospetivos de
seroprevaléncia realizados em pacientes entre 2004 e 2008
(33) indicaram a presenca de anticorpos (IgG e/ou IgM) em in-
dividuos no distrito de Faro. Adicionalmente, em pedidos de
diagnostico, foram igualmente confirmadas infegoes recentes
(presencga de IgM) nos anos de 2010 e de 2012 na mesma
regido (34). Desta forma, podemos afirmar que, ainda que com
baixa incidéncia, ou, pelo menos, com baixa taxa de detecao,
este virus continua a circular na zona.

A detecao de Leishmania infantum em flebdtomos era expecta-
vel uma vez que o Algarve é reconhecido como zona endémica
e todos 0s anos sao detetados numerosos casos de leishma-
niose canina. Apesar de na colheita REVIVE nao ter sido possi-
vel a identificacdo da espécie de flebotomo infetada, estudos
anteriores confirmaram Ph. perniciosus como o principal vetor
de parasitas de Leishmania na regido do Algarve (35:36),

Nas colheitas de 2023, ndo s6 foram encontrados ambos os
agentes pesquisados, como se verificou a sua circulagao si-
multanea na mesma populacao de fleb6tomos. A co-circulagao
de L. infantum e flebovirus em populacgdes de flebotomineos na
regiao do Mediterraneo ja havia sido relatada em estudos ante-
riores em paises como a Tunisia, Chipre e Portugal (36-38),
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_Conclusoes

Os flebotomos sao conhecidos vectores de agentes com im-
portancia clinica. Nas ultimas décadas a sua distribui¢ao tem
vido a aumentar na Europa, particularmente na Bacia do Me-
diterr@neo. No entanto, os dados sobre estes vectores conti-
nuam a ser escassos em Portugal.

A vigilancia realizada no REVIVE Flebdtomos é um instrumento
valioso para conhecer a ecologia e distribuicao das espécies e
para a determinagao dos agentes patogénicos a eles associa-
dos e em circulagao em Portugal. Estes dados sao importantes
para conhecer a epidemiologia das doencas transmitidas por
estes vetores e para determinar medidas de controlo e preven-
céo, caso se justifique.

O facto de Ph. perniciosus ser a espécie mais ubigua no
pais, reconhecido vetora de ambos os agentes patogénicos
encontrados em 2023 e de ndo se ndo se poder excluir a pos-
sibilidade da ocorréncia de co-infeccées em humanos, com
consequéncias ainda desconhecidas, reforga a importancia
da vigilancia.

Agradecimento:

A todos os profissionais do pais envolvidos no projeto REVIVE, pela
colaboragao no trabalho de campo e de registo.

Lista completa da equipa disponivel em:

REVIVE - Culicideos, Ixodideos e flebétomos: relatdrio 2023.
https://repositorio.insa.pt/handle/10400.18/9172

Referéncias bibliograficas:

(1) Schulz-Stubner S, Danner K, Hauer T, et al. Psychodidae (drain fly) infestation in
an operating room. Infect Control Hosp Epidemiol. 2015 Mar;36(3):366-7.
https://doi.org/10.1017/ice.2014.43

(2) Galati EAB, Rodrigues BL. A Review of Historical Phlebotominae Taxonomy (Dip-
tera: Psychodidae). Neotrop Entomol. 2023; 52(4):539-59.
https://doi.org/10.1007/s13744-023-01030-8

(3) Armed Forces Pest Management Board. Regional disease vector ecology profi-
le. Defense pest management information analysis center. Forest Glen section.
Washington DC: Walter Reed Army Medical Center, 2001.

(4) Maroli M, Feliciangeli MD, Arias J. Metodos de captura, conservacion y monta-
je de los flebotomos (Diptera: Psychodiade). Organizacion Panamericana de la
Salud, 1997.

(5) Léger N, Depaquit J. Phlebotominae. In: Rippert C (coord.). Epidemiologie des ma-
ladies parasitaires : arthropodes et affections qu'ils provoquent ou qu'ils transmet-
tent : Tome 4. Cachan: Editions medicales internationales, 2007, pp. 159-75.

(6) World Health Organization. Health Topic - Leishmaniasis [online]. (consul.
11/4/2024). https://www.who.int/health-topics/leishmaniasis#tab=tab_1

(7) World Health Organization. Fact Sheet - Leishmanisis [online]. (consul. 11/4/2024).
https://www.who.int/news-room/fact-sheets/detail/leishmaniasis

(8) European Centre for Disease Prevention and Control. Facts about leishmaniasis
[online]. (consul. 11/4/2024).
https://www.ecdc.europa.eu/en/search?s=facts+about+leishmaniasis

(9) Amaro F, Vilares A, Martins S, et al. Co-circulation of Leishmania parasites and
phleboviruses in a population of sand flies collected in the South of Portugal. Trop
Med Infect Dis. 2023; 9(1):3. https://doi.org/10.3390/tropicalmed9010003

(10) Alkan C, Bichaud L, de Lamballerie X, et al. Sandfly-borne phleboviruses of Eura-
sia and Africa: epidemiology, genetic diversity, geographic range, control measu-
res. Antiviral Res. 2013;100(1):54-74. https://doi.org/10.1016/j.antiviral.2013.07.005

(11) Armed Forces Pest Management Board. Regional disease vector ecology profi-
le. Defense pest management information analysis center. Forest Glen section.
Washington DC: Walter Reed Army Medical Center, 2001.

(12) Bartels S, de Boni L, Kretzschmar HA, et al. Lethal encephalitis caused by the Tos-
cana virus in an elderly patient. J Neurol. 2012;259(1):175-77.
https://doi.org/10.1007/s00415-011-6121-y

(13) Popescu GP, Cotar Al, Dinu S, et al. Emergence of Toscana Virus, Romania, 2017-
-2018. Emerg Infect Dis. 2021 May;27(5):1482-85.
https://doi.org/10.3201/eid2705.204598

(14) Lambert AJ, Lanciotti RS. Consensus amplification and novel multiplex sequencing
method for S Segment species Identification of 47 Viruses of the Orthobunyavi-
rus, Phlebovirus, and Nairovirus genera of the family Bunyaviridae. J Clin Microbiol.
2009;47(8):2398-404. https://doi.org/10.1128/JCM.00182-09

(15) Cruz |, Cafavate C, Rubio JM, et al.; Spanish HIV-Leishmania Study Group. A
nested polymerase chain reaction (Ln-PCR) for diagnosing and monitoring
Leishmania infantum infection in patients co-infected with human immunodefi-
ciency virus. Trans R Soc Trop Med Hyg. 2002;96(Suppl 1):5S185-9.
https://doi.org/10.1016/s0035-9203(02)90074-x

(16) Benallal KE, Garni R, Harrat Z, et al. Phlebotomine sand flies (Diptera: Psychodidae)
of the Maghreb region: A systematic review of distribution, morphology, and role in
the transmission of the pathogens. PLoS Negl Trop Dis. 2022 Jan 6;16(1):e0009952.
https://doi.org/10.1371/journal.pntd.0009952

(17) Pires CA. Les Phlébotomes du Portugal. I-Infestation naturelle de Phlebotomus
ariasi Tonnoir, 1921 et Phlebotomus perniciosus Newstead, 1911, par Leishma-
nia dans le foyer zoonotique de Arrébida (Portugal). Ann Parasitol Hum Comp.
1984;59(5):521-4.

(18) Hamarsheh O. Distribution of Leishmania major zymodemes in relation to popula-
tions of Phlebotomus papatasi sand flies. Parasit Vectors. 2011 Jan 25;4:9.
https://doi.org/10.1186/1756-3305-4-9

50



( ’ nsttvto_Nacional de Satde Observagoes_ Boletim Epidemiolégico

Doutor Ricardo Jorge

artigos breves_ n. 8

(19) Schmidt Jr, Schmidt ML, McWilliams JG. Isolation of phlebotomus fever virus from (37) Fares W, Dachraoui K, Barhoumi W, et al. Co-circulation of Toscana virus and
Phlebotomus papatasi. Am J Trop Med Hyg. 1960 Jul;9:450-4. Leishmania infantum in a focus of zoonotic visceral leishmaniasis from Central Tu-
https://doi.org/10.4269/ajtmh.1960.9.450 nisia. Acta Trop. 2020 Apr;204:105342.

(20) Depaquit J, Grandadam M, Fouque F, et al. Arthropod-borne viruses transmitted by https://doi.org/10.1016/j.actatropica.2020.105342
Phlebotomine sandflies in Europe: a review. Euro Surveill. 2010 Mar 11;15(10):19507. (38) Ergunay K, Kasap OE, Orsten S, et al. Phlebovirus and Leishmania detection in
https://www.eurosurveillance.org/content/10.2807/ese.15.10.19507-en sandflies from eastern Thrace and northern Cyprus. Parasit Vectors. 2014 Dec

(21) Es-Sette N, Ajaoud M, et al. Epidémiologie moléculaire des phlebovirus dans 12;7:575. https://doi.org/10.1186/s13071-014-0575-6

quatre provinces du Maroc [Molecular epidemiology of phlebovirus in four provin-
ces in Morocco]. Bull Soc Pathol Exot. 2016;109(3):143-50.
https://doi.org/10.1007/s13149-016-0498-x

(22) Tabbabi A. Review of Leishmaniasis in the Middle East and North Africa. Afr Health
Sci. 2019;19(1):1329-37. https://doi.org/10.4314/ahs.v19i1.4

(23) Izri MA, Belazzoug S, Boudjebla Y, et al. Leishmania infantum MON-1 isolé de
Phlebotomus perniciosus, en Kabylie (Algérie) [Leishmania infantum MON-1 isola-
ted from Phlebotomus perniciosus, in Kabylia (Algeria)]. Ann Parasitol Hum Comp.
1990;65(3):151-2.

(24) Verani P, Giufolini MG, Nicoletti L, et al. Studi ecologici ed epidemiologici del virus
Toscana, un arbovirus isolato da flebotomi [Ecological and epidemiological studies
of Toscana virus, an arbovirus isolated from Phlebotomus]. Ann Ist Super Sanita.
1982;18(3):397-9.

(25) Pires CA. Les Phlébotomes du Portugal. I-Infestation naturelle de Phlebotomus
ariasi Tonnoir, 1921 et Phlebotomus perniciosus Newstead, 1911, par Leishma-
nia dans le foyer zoonotique de Arrabida (Portugal). Ann Parasitol Hum Comp.
1984;59(5):521-4.

(26) Maia C, Afonso MO, Neto L, et al. Molecular detection of Leishmania infantum in
naturally infected Phlebotomus perniciosus from Algarve region, Portugal. J Vector
Borne Dis. 2009 Dec;46(4):268-72.

(27) Alves-Pires C, Capela RA. Phlébotomes du Portugal VIII- Premiére mention de
Phlebotomus (Paraphlebotomus) sergenti Parrot, 1917 a Ille de Madére. Parasi-
te. 1996;3:94.

(28) Es-Sette N, Ajaoud M, Bichaud L, et al. Phlebotomus sergenti a common vector
of Leishmania tropica and Toscana virus in Morocco. J Vector Borne Dis. 2014
Jun;51(2):86-90. https://journals.lww.com/jvbd/fulltext/2014/51020/phleboto-
mus_sergenti_a_commonvector_of_leishmania.3.aspx

(29) Maia C, Depaquit J. Can Sergentomyia (Diptera, Psychodidae) play a role in the
transmission of mammal-infecting Leishmania? Parasite. 2016;23:55.
https://doi.org/10.1051/parasite/2016062

(30) Campino L, Cortes S, Dionisio L, et al. The first detection of Leishmania major in
naturally infected Sergentomyia minuta in Portugal. Memérias do Instituto Oswal-
do Cruz. 2013;108:516-18.

(31) Charrel RN, Izri A, Temmam S, et al. Toscana virus RNA in Sergentomyia minuta
files. Emerg Infect Dis. 2006 Aug;12(8):1299-300.
https://doi.org/10.3201/eid1708.060345.

(32) Ehrnst A, Peters CJ, Niklasson B, et al. Neurovirulent Toscana virus (a sandfly fever
virus) in Swedish man after visit to Portugal. Lancet. 1985 May 25;1(8439):1212-3.
https://doi.org/10.1016/s0140-6736(85)92886-7

(33) Amaro F, Luz T, Parreira P, et al. Virus Toscana na populacdo Portuguesa: vigi-
lancia sero-epidemioldgica e casos clinicos. Acta Med Port. 2011 Dec;24(Suppl
2):503-8. https://www.actamedicaportuguesa.com/revista/index.php/amp/arti-
cle/view/1443/1031

(34) Amaro F, Zé-Zé L, Luz MT, et al. Toscana Virus: Ten Years of Diagnostics in Portu-
gal. Acta Med Port. 2021 Oct 1;34(10):677-681.
https://doi.org/10.20344/amp.13308

(35) Maia C, Afonso MO, Neto L, et al. Molecular detection of Leishmania infantum in
naturally infected Phlebotomus perniciosus from Algarve region, Portugal. J Vector
Borne Dis. 2009 Dec;46(4):268-72.

(36) Amaro F, Vilares A, Martins S, et al. Co-Circulation of Leishmania Parasites and
Phleboviruses in a Population of Sand Flies Collected in the South of Portugal. Trop
Med Infect Dis. 2023 Dec 20;9(1):3. https://doi.org/10.3390/tropicalmed9010003

51



nstiuto_Nacional de Satide
Doutor Ricardo Jorge

< 52024
Vb G 1o

W

. £ 3
2iséiie BN O

_Doencas mitocondriais na era da sequenciacao de nova geracao: estudo de 450 doentes
Mitochondrial diseases in the next generation sequencing era: study of 450 patients
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_Resumo

As doengas mitocondriais (DM) séo doengas raras, clinica e geneticamente
heterogéneas, de dificil diagndstico, para as quais néo existe uma terapia
eficaz. O desenvolvimento da tecnologia de sequenciagdo de nova gera-
¢do (NGS) revolucionou o diagnéstico molecular deste grupo de doengas,
permitindo a identificagdo de novos genes associados a estas patologias.
Nesta nova era genética, através da utilizacéo da tecnologia de NGS, estu-
damos um grupo de 450 doentes suspeitos de DM, sem etiologia molecu-
lar. A nossa estratégia combinada de NGS, englobou a sequenciagdo de
um painel de 213 genes nucleares associados a DM e do DNA mitocondrial
completo.

Neste estudo, identificamos variantes causais em 134 (30%) doentes anali-
sados, 88 dos quais apresentaram variantes no DNA nuclear e 46 no DNA
mitocondrial, tratando-se na maioria de doentes pediatricos (66%). Neste
grupo de doentes, identificamos 72 variantes patogénicas descritas na lite-
ratura e 20 novas variantes provavelmente patogénicas, assim como 62 va-
riantes de significado indeterminado.

Como laboratério nacional de referéncia para o estudo e investigagao das
DM, demonstramos o contributo da tecnologia de NGS para esclarecer a
etiologia molecular destes doentes, para expandir o espectro mutacional
associado a estas patologias e oferecer um diagndéstico pré-natal e acon-
selhamento genético aos casais em risco.

Unidade de Investigacdo e Desenvolvimento, Departamento de Genética Humana, Instituto Nacional de Satde Doutor Ricardo Jorge, Porto, Portugal
Unidade de Rastreio Neonatal Metabolismo e Genética, Departamento de Genética Humana, Instituto Nacional de Saude Doutor Ricardo Jorge, Porto, Portugal

_Abstract

Mitochondrial diseases (MD) are rare disorders, clinically and genetically
heterogeneous, making their diagnosis a challenge and with hitherto no
effective therapy options. The development of Next Generation Sequencing
(NGS) technologies has revolutionized the understanding of many genes
involved in the pathogenesis of MD. In this new genetic era, using a NGS
approach, we studied a cohort of 450 Portuguese patients suspected
of MD, and without a molecular etiology. Our combined NGS approach
was first based on analysis of a custom-made targeted mitochondrial
panel of 213 nuclear genes followed by the whole mitochondrial genome.

In this study, we identified disease related variants in 134 (30%) analyzed
patients, 88 with nuclear DNA and 46 with mitochondrial DNA variants,
being most of them pediatric patients (66%). The molecular analysis of this
cohort revealed 72 already described pathogenic and 20 novel probably
pathogenic variants, as well as 62 variants of unknown significance.

As a national laboratory for the study and research of MD, we demonstrated
the power of NGS to achieve a molecular etiology of these patients, to
expand the mutational spectrum associated to MD and to propose a prenatal
diagnosis as well as an accurate genetic counseling for affected families.
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_Introdugéo

As mitocdndrias sdo organelos celulares que desempenham
um papel crucial na fosforilagdo oxidativa, produzindo mais
de 90% da energia celular sob a forma de ATP. Estes organe-
los possuem 0 seu proprio material genético, 0 genoma mito-
condrial (mtDNA), que é constituido por uma molécula circular
de dupla hélice com 16.569 pares de bases. Este genoma é
constituido por 37 genes que codificam 13 polipeptideos, 22
tRNAs e 2 rRNAs. No entanto, as restantes 1500 proteinas
mitocondriais sdo codificadas por genes nucleares (NDNA),
sendo inicialmente traduzidas no citoplasma e posteriormente
importadas para a mitocondria (1-3).

As doencas mitocondriais (DM) sdo uma causa prevalente de
doengas hereditarias do metabolismo, afetando aproximada-
mente 1:5.000 individuos (4). Estas doencas apresentam uma
elevada heterogeneidade genética, uma vez que podem resul-
tar de variantes patogénicas ao nivel do nDNA e do mtDNA,
podendo por este motivo estar associadas a diversos padrdes
de hereditariedade (°). As taxas de morbilidade e mortalidade
entre os individuos afetados variam significativamente devido
a acao concertada entre os dois genomas, sendo geralmente
mais elevadas nos casos de rapida progressao e inicio pedia-
trico (6,

Os tecidos mais afetados sdo 0s que apresentam elevada
dependéncia energética, como o cérebro, o musculo e o co-
racao, pelo que clinicamente os doentes normalmente ma-
nifestam um envolvimento multissistémico, embora certos
doentes tenham apenas o comprometimento de um Unico
sistema, frequentemente o sistema neuroldgico (7:8).

Na era pré-molecular, o diagnéstico de uma DM dependia tra-
dicionalmente de técnicas invasivas, como a bidépsia muscular,
para a determinacdo da atividade enzimatica dos complexos
da cadeia respiratoria mitocondrial (CRM).

A era molecular da medicina mitocondrial iniciou-se em 1988
com a descoberta da primeira variante patogénica no mtDNA
(9). Atualmente, a tecnologia de sequenciacdo de nova gera-
cao (NGS) tem a capacidade de gerar uma enorme quantida-

de de dados num curto espago de tempo e a um custo mais
acessivel, tornando este método ideal para a anélise de gran-
des grupos de doentes (10.11). Assim, esta tecnologia néo
s permite identificar variantes patogénicas descritas na lite-
ratura, novas variantes provavelmente patogénicas, variantes
de significado indeterminado (VUS), mas também variantes
em genes ainda nao associados a DM (10), Até & data foram
descritas variantes causais associadas a DM em mais de 400
genes, quer mitocondriais, quer nucleares (12).

A aplicagcao desta tecnologia esté a simplificar o diagnéstico
das DM e a permitir oferecer um diagndéstico pré-natal e acon-
selhamento genético as familias afetadas (13:14),

_Objetivo

Identificar a etiologia genética de 450 doentes com suspeita
clinica e/ou bioguimica de doencas mitocondriais utilizando a
tecnologia de sequenciacdo de nova geragao para confirma-
¢ao do diagnostico.

_Doentes e métodos

Este trabalho complementou um estudo anterior de 146
doentes (%) g avaliou as caracteristicas fenotipicas e o es-
pectro genético de 450 doentes com DM em Portugal.

O DNA gendémico foi extraido a partir de sangue periférico
no Bio Robot EZ1 (QIAGEN).

O NGS foi realizado no sequenciador MiSeq (lllumina).
Para capturar os genes nucleares, foi utilizado um painel
personalizado com 213 genes associados a DM, de acordo
com a metodologia SureSelect XT HS (Agilent Technologies).
Para o mtDNA, fez-se a sequenciacdo do mtDNA completo,
utilizando a metodologia Nextera XT (lllumina).

Os ficheiros FASTQ gerados foram alinhados com o genoma
de referéncia usando, para o nDNA, o software Surecall
(Agilent Technologies) e a detecdo e anotagao das variantes
foi realizada pelos softwares SureCall e WANNOVAR
(https://wannovar.wglab.org/), respetivamente. Relativamente

53



Observag()eg Boletim Epidemiolégico

< ’ nsiiuto_Nacional de Satide
Doutor Ricardo Jorge

ao mtDNA, os ficheiros FASTQ gerados foram alinhados com
0 genoma de referéncia usando o software SeqgMan NGen
(DNAStar) a detecao e anotagéao das variantes foi realizada
com os softwares SeqMan Pro e SeqgMan NGen (DNAStar),
respetivamente.

As variantes foram filtradas tendo em consideracao os se-
guintes critérios: i) o tipo de mutacao, ii) previsoes in silico,
iii) a sua presenca em bases de dados, iv) a frequéncia po-
pulacional e v) heteroplasmia maior que 5% (para variantes
no mtDNA).

As variantes ja classificadas como patogénicas ou com pre-
visbes in silico sugestivas de patogenicidade, foram confir-
madas por sequenciacéo tradicional de Sanger, utilizado o
protocolo BigDye Terminator Cycle Sequencing Version 3.1
(Applied Biosystems) e os resultados da sequenciagao foram
analisados utilizando o sequenciador ABI 3130XL (Applied
Biosystems). Quando disponiveis amostras de outros mem-
bros da familia, foram realizados estudos de co-segregacao.

_Resultados

Este estudo envolveu doentes provenientes de sete hospitais
nacionais, localizados no norte, centro e sul de Portugal. A
idade de inicio da doenca foi muito variavel, dos 4 dias aos
78 anos de vida. Os sintomas neurologicos foram 0s mais
frequentes (42,8%), seguidos dos musculares (12,9%), oftal-
moldgicos (11,9%), cardiacos (11,2%) e auditivos (4,6%).

O grupo pediatrico foi 0 mais representado neste estudo,
com 58% dos doentes estudados (262/450), sendo 0s res-
tantes 42% (188/450) constituidos por adultos. Um total de
29 (6%) doentes faleceram, sendo 23 criangas e 6 adultos,
permitindo a investigagao post mortem um diagnéstico mo-
lecular de 62% destes casos.

Este estudo permitiu identificar uma causa molecular em
30% dos doentes estudados (134/450), dos quais 66% apre-
sentaram variantes no genoma nuclear e 34% no genoma
mitocondrial.

Neste grupo de doentes identificamos 72 variantes patogéni-
cas descritas na literatura, 20 novas variantes provavelmen-
te patogénicas e 62 VUS, segundo os critérios do American
College of Medical Genetics and Genomics (ACMG) (16), al-
gumas j& previamente descritas pela Unidade de Rastreio
Neonatal, Metabolismo e Genética do Instituto Nacional de
Satde Doutor Ricardo Jorge (URN-INSA). (15.17),

Genoma Nuclear
Variantes patogénicas e provavelmente patogénicas

Dos 450 doentes, 51 (11%) dos casos apresentavam variantes
patogénicas no nDNA, das quais 58 ja descritas na literatura
e 14 novas variantes provavelmente patogénicas (grafico 1).

O numero de variantes identificadas em cada gene variou
entre 1% e 3%, no entanto, os genes EARS2 e VARS2 apre-
sentaram o maior numero de variantes, 9% e 7% respetiva-
mente.

Variantes de significado indeterminado

Neste trabalho foram identificadas 54 VUS no nDNA em
37/450 (8%) doentes. Entre estas, 30 foram previamente des-
critas na literatura pela URN-INSA (15.17) sendo as restantes
24 novas variantes (grafico 2).
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Grafico 1: [ Distribuicdo das variantes patogénicas / provavelmente patogénicas no nDNA por genes afetados

e de acordo com seus grupos funcionais.
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Genoma Mitocondrial
Variantes patogénicas e provavelmente patogénicas

A sequenciagdo do genoma mitocondrial revelou variantes
patogénicas e provavelmente patogénicas bem como gran-
des delecoes, em 38 dos 450 doentes (9%). Entre as varian-
tes identificadas, 16 ja tinham sido descritas na literatura,
11 das quais como patogénicas e cinco como provavelmen-
te patogénicas, sendo duas novas variantes. Adicionalmen-
te foram também identificadas quatro delecdes simples de
grandes dimensodes e de diferentes tamanhos.

Os genes que codificam os tRNAs representam o maior
grupo de genes com variantes identificadas, particularmen-
te o MT-TL1 devido a presenca da mutagao m.3243A>G de-
tetada em 11 doentes. As variantes localizadas nos genes
que codificam subunidades da OXPHOS estao equitativa-
mente distribuidas entre eles (grafico 3). A grande maioria
das variantes foi detetada em heteroplasmia com percenta-
gens que variaram entre 0s 5% e 95%.

Grafico 3: [/ Distribuigdo das variantes patogénicas / provavelmente patogénicas no mtDNA por genes afetados

e de acordo com seus grupos funcionais.
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Variantes de significado indeterminado

A sequenciacao completa do mtDNA revelou oito VUS em
oito individuos distintos (8/450) distribuidas aleatoriamente
por alguns genes estruturais da OXPHOS e pelos genes

MT-TG e MT-RNR2 (grafico 4). Todas as variantes foram
identificadas em heteroplasmia exceto a variante localizada
no gene MT-CO3.

Gréfico 4: [ Distribuigdo das variantes de significado indeterminado no mtDNA por genes afetados

e de acordo com seus grupos funcionais.
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_Discusséo

Até 2016, a sequenciacéo tradicional de Sanger foi utiliza-
da para rastrear as variantes mais comuns do mtDNA bem
como um grupo especifico de genes nucleares associados a
apresentacoes clinicas especificas e/ou défices enzimaticos
dos complexos da CRM. Com os avancgos tecnolégicos, a
abordagem molecular utilizada no laboratério da URN-INSA
passou a incluir a tecnologia de NGS para a sequenciagao
de um painel de 213 genes nucleares associados a DM e
do genoma mitocondrial completo. Inicialmente aplicamos
esta estratégia a um grupo de 146 doentes com suspeita
de DM, mas que nao dispunham do diagnéstico molecular

confirmatoério, como referido na nossa publicacdo anterior
(15,17), Posteriormente, alargamos esta abordagem a mais
304 doentes suspeitos de DM, o que possibilitou um estudo
mais abrangente de 450 doentes. Esta investigagdo permi-
tiu-nos obter um diagnéstico molecular em 134/450 doentes
(30%), 88 no nDNA e 46 no mtDNA, identificando um total de
154 variantes: 126 (82%) no genoma nuclear e 28 (18%) no
genoma mitocondrial. Salientamos que, 72 eram variantes
patogénicas descritas na literatura, 20 eram novas variantes
e 62 eram VUS. As variantes no nDNA e mtDNA foram identi-
ficadas maioritariamente em criangas e em adultos, respeti-
vamente, o que esté4 de acordo com a literatura (18:19),
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Neste estudo um dos fatores que influenciou a menor per-
centagem de doentes com variantes no mtDNA foi a idade,
uma vez que 58% dos doentes estudados eram criancas,
nas quais uma variante causal no nDNA é mais provavel.

Com base nestes resultados propomos um algoritmo para
as DM apresentado na figura 1.

Figura 1: Algoritmo de diagnéstico para suspeita de doenga mitocondrial.

SUSPEITADE DOENGA
MITOCONDRIAL

com base em dados clinicos, metabélicos ou de neuroimagem
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Atualmente, 0 sangue é a amostra de primeira linha para baixa, podendo n&o ser representativa do limiar de expres-
efetuar o painel de genes nucleares e a sequenciagao do sa0 da variante em estudo (20),

genoma mitocondrial completo. Apesar do tecido muscular ) , B
) L . o Salientamos ainda que deverao ser efetuados estudos de
ser rico em mitocondrias, a analise da bidpsia muscular, B . ) , o
_ , , segregacéao familiar para confirmar as variantes patogénicas
por se tratar de um procedimento invasivo, deve apenas , o ,
) B . e/ou VUS, assim como, estudos funcionais em zebrafish,
ser considerada quando a apresentacao clinica sugere a ) o ) »
5 B para determinar a patogenicidade das VUS identificadas.
presenca de uma grande delecao ou deplecao do mtDNA.

Pode ainda recorrer-se a biopsia muscular numa fase mais O alargamento deste trabalho a um maior grupo de doentes
avancada da investigacao para confirmar a patogenicidade permitiu aumentar a percentagem de diagnostico definitivo
de uma VUS, tornando-se assim relevante efetuar o estudo de DM de 25% para 30%. No entanto, os 316 doentes (70%)
bioquimico da CRM. O tecido muscular é igualmente im- que permaneceram sem caracterizagdo molecular deverdo
portante para determinar o nivel de heteroplasmia quando continuar a ser investigados através da anélise do exoma-
a percentagem de mtDNA mutado detetada no sangue é clinico/total.
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_Conclusoes

O presente estudo realca o espectro genético das doencas
mitocondriais (DM) na era da sequenciacao de nova geracao
(NGS), permitindo um avanco significativo na caracterizacao
molecular destes doentes de dificil diagndstico.

Os resultados do centro de referéncia para o estudo e investi-
gacado das DM do Instituto Nacional de Saude Doutor Ricardo
Jorge, permitiram esclarecer a etiologia molecular de 30% dos
doentes estudados, alargar o espectro mutacional associado
a estas patologias e oferecer em alguns casos um diagnostico
pré-natal e aconselhamento genético aos casais em risco.
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_Resumo

A deficiéncia de 3-methycrotonyl-CoA carboxylase (3-MCC) é uma aciduria
organica autossémica recessiva que esta incluida nos programas de ras-
treio neonatal de varios paises. Neste estudo sdo apresentados resultados
obtidos principalmente do Programa de Rastreio Neonatal, recolhidos ao
longo de um periodo de 19 anos. A anélise dos genes MCCC1 e MCCC2
em 67 casos, permitiram identificar 39 mutagdes novas das quais 27 muta-
¢Oes descritas anteriormente pela Unidade de Rastreio Neonatal, Metabo-
lismo e Genética do Instituto Nacional de Saude Doutor Ricardo Jorge.
Pretende-se com este trabalho dar a conhecer os resultados do rastreio ne-
onatal da deficiéncia de 3-MCC em Portugal entre outubro de 2004 e margo
de 2024, e identificar e caracterizar as mutacdes causais destes doentes.
Além disso, estas mutagdes foram analisadas no contexto do que é conhe-
cido dos espectros mutacionais MCCC1 e MCCC2, informacao que sera Util
na pratica clinica e laboratorial.

_Abstract

The deficiency of 3-methycrotonyl-CoA carboxylase (3-MCC) is an autoso-
mal recessive organic aciduria that is included in the newborn screening
programs of several countries. This study reports data mainly obtained
from the newborn screening program, collected over a nineteen years
period. Analysis of the MCCC1 and MCCC2 genes in 67 cases, allowed
the identification of 39 unreported mutations, including 27 mutations
previously described by the Neonatal Screening, Metabolism and Genetics
Unit of the National Institute of Health Doutor Ricardo Jorge, Portugal.
The aim of this work is to make known the results of newborn screening
for 3-MCC deficiency in Portugal, and to identify and characterize the
causal mutations in these patients. In addition, these mutations were
analyzed in the context of what is known of the MCCC1 and MCCC2
mutational spectra, information that will be useful in both clinical and
laboratory practice.

_Introdugéo

Em 2004, a introducao da espectrometria de massa em tandem
(MS/MS), no rastreio neonatal, veio permitir a detecao de vérias
aciddrias organicas, incluindo a 3 metilcrotonilglicinuria. Esta
aciduria orgénica é a mais frequente em programas de rastreio
em populagdes europeias, americanas e australianas (1-6).

A metilcrotonilglicinuria (MCG; MIM 210200 € 210210) € uma
doenca genética de transmissdo autossémica recessiva,
causada pela deficiéncia na enzima 3-metilcrotonil-CoA
carboxilase (3-MCC; EC 6.4.1.4). Esta enzima é uma das en-
zimas responsaveis pelo catabolismo do aminoéacido leuci-
na e € uma de quatro carboxilases dependentes de biotina
conhecidas nos humanos; as outras trés sdo a acetil-CoA
carboxilase (ACC; EC: 6.4.1.2), a propionil-CoA carboxilase
(PCC; EC: 6.4.1.3) e a piruvato carboxilase (PC; EC: 6.4.1.1).
A deficiéncia em 3-MCC leva a acumulacado de 3-metilcroto-
nil CoA, dentro da mitocondria, e por vias alternativas a for-
macao dos biomarcadores 3-metilcrotonilglicina (3-MCG) e
4cido 3- hidroxisovalérico (3-HIVA).

O diagndstico bioguimico é realizado pelo estudo dos acidos
organicos urinarios, observando-se o aumento dos biomarca-
dores acima referidos, e pelo estudo do perfil de acilcarnitinas
no sangue, onde é relevante o aumento da concentracao de
3-hidroxisovalerilcarnitina (C5-OH) (7). E comum estes doen-
tes terem uma deficiéncia secundaria de carnitina, devido a
sua conjugacao com o 3-HIVA para uma posterior excregcao
urinaria. Clinicamente, os doentes com deficiéncia de 3-MCC
tém um crescimento e desenvolvimento normais até a ocor-
réncia de um episddio agudo de descompensacao metabdli-
ca, 0 que normalmente acontece entre 6 meses e 3 a 5 anos
de idade (8). Este episédio ¢ geralmente desencadeado por
uma infegao ou pela introducao de alimentos ricos em protei-
nas na dieta.

A 3-MCC compreende duas hetero-subunidades organizadas
num dodecamero do tipo abp6. A subunidade a do 3-MCC é
codificada pelo gene MCCC1, que esta localizado no cromos-
soma 3027 e abrange cerca de 70 kb de DNA genémico (),
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Este gene codifica uma proteina de 725 aminoacidos que
tem um peso molecular de aproximadamente 80 kDa (7). A
subunidade B é uma proteina de 563 aminoacidos, com um
peso molecular de aproximadamente 61,8 kDa, codificado
pelo gene MCCGC2, localizado no cromossoma 5g12-g13
(1,710), Individuos com deficiéncia de 3-MCC possuem mu-
tacoes nos genes MCCC1 ou MCCC2. As mutacodes identi-
ficadas na literatura estao distribuidas uniformemente em
toda a sequéncia dos dois genes, sem qualquer evidéncia
de “hot-spots” mutacionais (5). Estudos anteriores néo esta-
belecem uma correlacdo genotipo-fendtipo nesta patologia,
uma vez que nenhuma mutacao parece estar exclusivamen-
te associada a casos sintomaticos ou assintomaticos, ou
a fen6tipos leves ou graves da doenca (1.5.7.10.11)  Assim,
¢ importante realgar que os dados clinicos, biogquimicos e
genéticos parecem apoiar a conclusao de que outros fato-
res além dos gendtipos dos loci MCCC1 e MCCC2 podem
influenciar as consequéncias fenotipicas da deficiéncia de
3-MCQC, incluindo genes modificadores e, talvez mais impor-
tante, até que ponto a via metabdlica é sobrecarregada pela
dieta ou outros fatores ambientais, como a metabolizacao
excessiva de proteinas associada a infegdes (12,

_Objetivo

Apresentar os resultados de 19 anos do rastreio neonatal da
deficiéncia de 3-methycrotonyl-CoA carboxylase (3-MCC) em
Portugal (entre outubro de 2004 e marco de 2024), e identifi-
car e caracterizar as mutagdes causais dos doentes MCG na
populagdo portuguesa.

_Material e métodos

Este estudo inclui 1.871.169 amostras de sangue em papel
de filtro de recém-nascidos (RN) portugueses, colhidas maio-
ritariamente entre 0 3° e 0 6° dia de vida, entre outubro de
2004 e marco de 2024. A analise do perfil de acilcarnitinas por
MS/MS permitiu identificar 62 RN com valores elevados de
C50H, biomarcador primario das acilcarnitinas para 3-MCC.
O “cut-off” de C50H> 1uM foi estabelecido pelo laboratério
de rastreio neonatal (19),

Foram pedidas segundas amostras aos 62 RN e as respeti-
vas maes apos envio para Centro de Tratamento, para con-
firmar os valores elevados de C50H e excluir aumento por
causa materna. Foram excluidas outras doengas metabdli-
cas através da andlise bioquimica do perfil de acidos orgé-

nicos urinarios.

Em 20 casos, as maes também tinham um valor aumenta-
do de C50H. Para além destes casos foram estudados 4
casos identificados no rastreio neonatal espanhol (duas
maes e dois doentes) e um caso sintoméatico com 3 anos
de idade de origem espanhola que apresentava atraso de
desenvolvimento.

Os estudos genéticos foram efetuados por sequenciacdo
direta de fragmentos amplificados por PCR, a partir de DNA
gendémico extraido de sangue seco em papel de filtro. Todos
0s exdes dos genes MCCC1 e MCCC2, e as respetivas re-
gides intronicas flanqueadoras, foram sequenciados pelo
método de Sanger ou next generation sequencing (NGS).

Foram utilizadas ferramentas bioinformaticas para fazer as
previsdes in silico das mutagdes missense identificadas,
bem como foram consultadas as bases de dados dos 1000
genomas e ExAC.

_Resultados e discussao

Foram identificados 67 casos, 62 portugueses e 5 espanhdis,
com C50H elevado. Em todos os casos foram estudados
0s genes MCCC1 e MCCC2, e em 65 casos foi identificado
pelo menos um dos alelos mutado (tabela 1). Em dois casos
(casos 15 e 16) néo foi identificada nenhuma mutagédo em
ambos os genes. Neste estudo foram identificadas 53 muta-
coes diferentes: 27 destas mutagdes foram descritas em
2016 (14) e 12 sdo mutacdes ainda ndo descritas (figura 1A e
B). A maioria das mutagdes foi identificada no gene MCCC2
(69%) (figura 1C) o que esta de acordo com publicacdes an-
teriores (11.15). A maioria dos casos (em 26 casos) sdo com-
postos heterozigdticos com mutagdes nos genes MCCC1 (3
casos) e MCCC2 (23 casos). Em 19 casos foram identificadas
mutacdes em homozigotia, sete no gene MCCC1 (casos 1,
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27,39, 49, 50, 51 e 52) e doze no gene MCCC2 (casos 5, 9,
14,17, 26, 31, 37, 44, 46, 56, 58 e 64). Em 20 casos foi iden-
tificado apenas um alelo mutado (casos 2, 3, 4, 13, 20, 28,
33, 41, 42, 47, 53, 54, 55, 57, 61, 62, 63, 65, 66 € 67).

Quarenta e uma das mutagoes encontradas estao descritas
na literatura, das quais 27 foram descritas por Fonseca et al.
(figura 1A a vermelho) (1,10,11,14-19) "gnquanto 12 mutacdes
sdo novas (p.Ser406Cys, p.Lys284Argfs*15, IVS10+2T>G,
IVS15-1G>T e del exdo1-6 no gene MCCC1 e p.Asp340Gly,
p.Phe359Leu, p.Asn480Ser, p.Ser498Phe, p.Glu456Serfs*10,
¢.1151delG e del exdo7-8) no gene MCCC?2 (figura 1B).

Figura 1: Espectro molecular dos genes MCCC1e MCCC2.

Variantes Descritas Variantes Novas

Variantes Missense Variantes PTC Variantes Missense Variantes PTC

MCCC1-p.Ser120Phe
MCCC1-p.Gly130Ser
MCCC1- p.Ala291Val
MCCC1-p.Glu383Lys
MCCC1-p.Glu385Ser
MCCC1-p.lle434Met
MCCC1- p.Ser591Asn
MCCC2-p.Gly68Val
MCCC2-p.Gly105Arg
MCCC2-p.Arg155Trp
MCCC2-p.Asn163Asp
MCCGC2-p.lle200Asn
MCCC2-p.Gly214Ala
MCCC2-p.Cys216Trp
MCCC2-p.Ala218Thr
MCCC2- p.Ala218Val
MCCC2-p.Asn230Asp
MCCC2-p.Tyr318Cys
MCCC2-p.Val339Met
MCCC2-p.Phe387Val
MCCC2-p.GIn393Pro
MCCC2-p.Gly410Asp
MCCC2-p.Gly410Arg
MCCC2-p.lle441Thr
MCCC2-p.Phe461Val
MCCC2-p.Gly475Arg
MCCC2-p.Ala524Thr

Variantes de significado incerto

MCCC1-p.Val33Glyfs*7
MCCC1-p.Arg308Serfs*3
MCCC1-p.Asp630Serfs*27
MCCC1-p.Arg281*
MCCC2-p.Pro84Glufs*8
MCCC2-p.Ser173Phefs*25
MCCC2-p.GIn34*
MCCC2-p.GIn102*
MCCC2-p.Cys392*
MCCC2-p.Ser546*

Variantes Splicing

MCCC1-p.Ser406Cys
MCCC2-p.Asp340Gly
MCCC2-p.Phe359Leu
MCCC2-p.Asn480Ser
MCCC2-p.Ser498Phe

MCCC1-p.Lys284Argfs*15
MCCC2-p.Glu456Serfs*10

Grandes Delecoes Variantes Splicing

MCCC2-¢.-100A>G

MCCC1-1VS6-2A>G
MCCC1-p.Ala291Ala
MCCC2-1VS13+2T>C

MCCC1-del exao1-6
MCCC2- del exao7-8

MCCC1-IVS10+2T>G
MCCC1-IVS15-1G>T
MCCC2-c.1151delG

L MCCC1 mm MCCC2
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Tabela 1: [ Fenétipo bioquimico e genétipo dos casos estudados.

Fenotipo bioquimico Gendtipo

Caso  Geénero Origem CSOH 3-HIVA 3MCG Gene afetado  alteragao nucleotideo  consequéncia na proteina Fenotipo clinico
1 M portuguesa 4 ++ ++ MCCCH c.388G>A/c.388G>A p.GLy130Ser/p.GLy130Ser assintomatico
2 F portuguesa 1.5 + + MCCCH c.1147G>A/wt p.Glu383Lys/wt assintomatico
3 M portuguesa 1.3 nd nd MCCCH €.924_925delAG/wt p.Arg308Serfs*3/wt assintomatico
4 F portuguesa 2.3 nd nd MCCCH ¢.1155A>C/wt p.Arg385Ser/wt assintomatico
5 F portuguesa 14 ++ ++ MCCC2 ¢.100C>T/c.100C>T p.GIn34*/p.GIn34* assintomatico
6 M portuguesa 4.2 nd nd MCCC2 c.688A>G/c.641G>C p.Asn230Asp/p.GLy214Ala assintomatico
7 F portuguesa 1.9 + nd MCCC2 €.463C>T/c.1015G>A p.Arg155Trp/p.Val339Met assintomatico
8 F portuguesa 1 + nd MCCC2 ¢.203G>T/c.688A>G p.G68V/p.Asn230Asp assintomatico
9 M portuguesa 13.2 nd nd MCCC2 €.1229G>A/c.1229G>A p.GLy410Asp/p.GLy410Asp assintomatico
10 F portuguesa 4 + nd MCCC2 c.463C>T/c.1423G>A p.Arg155Trp/ p.GLy475Arg assintomatico
11 F portuguesa 2.4 + nd MCCC2 ¢.1015G>A/c.1635dupT p.Val339Met/ p.Ser546* assintomatico
12 F portuguesa na ++ ++ MCCC2 €.313G>C/c.487A>G p.GLy105Arg/p.Asn230Asp mae assintomatica
13 F portuguesa 5.5 nd nd MCCC2 c.1015G>A/wt p.Val339Met/wt méae assintomatica
14 F portuguesa 3 nd nd MCCC2 c.688A>G/c.688A>G p.Asn230Asp/p.Asn230Asp méae assintomatica
15 F portuguesa 1 + nd wt/wt mae assintomatica
16 F portuguesa 1.2 nd nd wt/wt mae assintomatica
17 M espanhola 3.7 + nd MCCC2 ¢.517_518insT/c.1015G>A | p.Ser173Phefs*25/p.Val339Met | sintomatico atraso de desenvolvimento
18 M portuguesa 2.8 + nd MCCC2 c.1015G>A/c.1159T>G p.Val339Met/p.Phe387Val assintomatico
19 F portuguesa 2.9 nd nd MCCC2 ¢.599T>A/c.1216+2T>C p.lle200Asn/ IVS 13+2T>C mae assintomatica
20 F portuguesa 1.7 + nd MCCCH c.98delT/wt p.Val33Glyfs*7/wt assintomatico
21 M portuguesa 4.7 nd nd MCCC2 c.688A>G/c.641G>C p.Asn230Asp/p.Gly214Ala assintomatico
22 F portuguesa 17 nd nd MCCC2 c.688A>G/c.1178A>C p.Asn230Asp/p.GIn393Pro assintomatico
23 M portuguesa 2.3 + nd MCCC2 ¢.1015G>A/c.1635_36insT p.Val339Met/ p.Ser546* assintomatico
24 F portuguesa 1.2 + nd MCCC2 ¢.1015G>A/c.1423G>A p.Val339Met/ p.GLy475Arg assintomatico
25 F espanhola Na ++ ++ MCCC2 €.648C>G/c.1176C>A p.Cys216Trp/p.Cys392* mae assintomatica
26 M portuguesa 3.9 ++ ++ MCCC2 c.688A>G/c.688A>G p.Asn230Asp/p.Asn230Asp assintomatico
27 F portuguesa 15.5 nd nd MCCCH 001188?52_,1129922?:\%1%1? p.D630Sfs*27/ p.D630Sfs*27 mae assintomatica
28 F espanhola Na nd nd MCCCH ¢.640-2A>G/wt 1IVS6-2A>G /wt assintomatico
29 M portuguesa 4.3 + nd MCCC2 ¢.1015G>A/c.1228G>C p.Val339Met/p.Gly410Arg assintomatico
30 M portuguesa 2.9 + nd MCCC2 c.1015G>A/c.1570G>A p.Val339Met/p.Ala524Thr assintomatico
31 F portuguesa 27.6 ++ ++ MCCC2 ¢.1228G>C/c.1228G>C p.Gly410Arg/p.Gly410Arg méae assintomatica
32 F portuguesa 2.1 + nd MCCC2 ¢.1015G>A/c.1381T>G p.Val339Met/p.Phe461Val assintomatico
33 M portuguesa 1.1 nd nd MCCCH c.841C>A/wt p.Arg281*/wt assintomatico
34 M portuguesa 1.9 + nd MCCC2 1-100 A>G/c.652G>A ?/p.Ala218Thr assintomatico
35 F portuguesa 5 nd nd MCCC2 1-100 A>G/c.1228G>C ?/ p.Gly410Arg mae assintomatica
36 F portuguesa 13.9 ++ ++ MCCC2 ©.249delC/c.641G>C p.Arg84Glufs*8/p.Gly214Ala assintomatico
37 F espanhola Na nd nd MCCC2 €.953A>G/c.953A>G p.Tyr318Cys/ p.Tyr318Cys mée assintomatica
38 F portuguesa 2.8 nd nd MCCC2 ¢.100C>T/ ¢.599T>A p.GIn34*/ p.lle200Asn mae assintomatica
39 F portuguesa 18.6 nd nd MCCCH €.359C>T/c.359C>T p.Ser120Phe/p.Ser120Phe mae assintomatica
40 M portuguesa 0.9 + nd MCCC2 €.304C>T/c.1322T>G p.GIn102*/p.lle441Thr sintomatico
4 M espanhola 0.7 + + MCCCH c.873G>A/ WT UWT assintomatico
42 M portuguesa 1.36 MCCCH c.388G>A/WT p.GLy130Ser/WT assintomatico
43 M portuguesa 3.4 MCCCH c.872C>T/ ¢.640-2A>G p.Ala291val/? assintomatico
44 F portuguesa 16.1 + + MCCC2 c.688A>G/c.688A>G p.Asn230Asp/p.Asn230Asp mae assintomatica
45 M portuguesa 2.2 + + MCCCH1 ¢.1155A>C/c.1772G>A p.Arg385Ser/p.Ser591Asn assintomatico
46 F portuguesa 5 + + MCCC2 ¢.1075T7>C/c.1075T>C p.Phe359Leu/p.Phe359Leu mae assintomatica
47 F portuguesa 1.27 + na MCCC2 c.1439A>G/WT p.Asn480Ser/WT assintomatico
48 F portuguesa 2.7 + na MCCGC2 ¢.1015G>A/c.1381T>G p.Val339Met/p.Phe461Val assintomatico

(cont.)
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Fenotipo bioquimico

Caso  Género Origem

CSOH 3-HIVA 3MCG Gene afetado
49 M portuguesa 2.7 + + MCCCH
50 F portuguesa 17.9 + + MCCCH
51 F portuguesa 5.6 + + MCCCH
52 F portuguesa 15.2 + + MCCCH
53 F portuguesa 1.1 + na MCCCA
54 F portuguesa 2.9 + + MCCC2
55 M portuguesa 1.5 _ + MCCCH
56 F portuguesa 24.2 + + MCCC2
57 M portuguesa 1 + na MCCCH
58 F portuguesa 10.2 + + MCCC2
59 M portuguesa 2.8 + + MCCCA
60 M portuguesa 1.97 + na MCCC2
61 M portuguesa 1.5 na na MCCCH
62 F portuguesa 1.2 + + MCCCH
63 F portuguesa 1.5 na na MCCC2
64 F ? 19.9 + + MCCC2
65 M portuguesa 1 na na MCCCH
66 M portuguesa 1.1 + na MCCCH
67 F portuguesa 1.6 na na MCCC2

Em dois doentes ndo foi identificada nenhuma mutacdo nos
genes MCCC1 e MCCC2 (casos 15 e 16), enquanto que
em vinte doentes foi identificada uma Unica mutacdo, 15
no gene MCCC1 (casos 2, 3, 4, 20, 28, 33, 41, 42, 53, 55,
57, 61, 62, 65 e 66) e cinco no gene MCCC2 (caso 13, 47,
54, 63 e 67), embora todos apresentassem um aumento
de C50H. Nestes casos, é possivel estarmos perante uma
grande delecao/ insergao, mutacées em zonas regulatérias
ou mutagdes intronicas profundas podendo contribuir
para o fenotipo bioquimico observado (20; 21; 22; 23),
portanto, mais estudos sdo necessarios para validar estas
hipoteses. No entanto, ha evidéncias recentes que sugerem
que a presenca de uma Unica mutagdo patogénica em
heterozigotia nos genes MCCC1 ou MCCC2 pode levar a
elevagdo dos metabolitos caracteristicos da deficiéncia de
3-MCC, embora os autores ressalvem a necessidade de
ensaios da atividade enzimatica para confirmar a deficiéncia
da enzima envolvida (?4). Em relagdos quinze doentes
portadores de uma Unica mutagdo no gene MCCC1, em dois
deles foi identificada uma mutacao descrita (Arg385Ser)
como tendo um efeito dominante negativo na presenca
do alelo wild-type (25); cinco sdo mutagées frameshift,

alteragao nucleotideo

¢.1302T>G/c.1302T>G
c.872C>T/c.872C>T
€.1302T7>G/c.1302T>G

C.

c.688A>G/c.688A>G
c.872C>T/c.1217C>G
¢.1493C>T/c.1632dupT

C

o

.653C>T/ ¢.653C>T

Genotipo

consequéncia na proteina Fenotipo clinico

p.lle434Met/p.lle434Met assintomatico

p.Ala291Val/p.Ala291Val mae assintomatica
p.lle434Met/p.lle434Met méae assintomatica
p.GLy130Ser/p.GLy130Ser

AWT

388G>A/c.388G>A
c.1083+2T>G/wt
c.1019A>G/WT p.Asp340Gly/WT
c.851delA/WT p.Lys284Argfs*15/WT
del7-8/del7-8 ?
¢.1155A>C/WT

méae assintomatica
assintomatico
assintomatico
assintomatico
méae assintomatica
p.Arg385Ser/WT
p.Asn230Asp/p.Asn230Asp
p.Ala291Val/p.Ser406Cys

assintomatico
mae assintomatica
assintomatico
p.Ser498Phe/p.Ser546*
p.Arg308Serfs*3/WT
UWT

assintomatico
924_925delAG/WT assintomatico
c.1732-1G>T/WT

c.1426delG/WT

assintomatico
p.Glu456Serfs*10/WT
p.Ala218Val/p.Ala218Val
p.Ala291Vval/WT
2YWT

méae assintomatica
mae assintomatica
c.872C>T/WT assintomatico
del1-6/WT

c.1151delG/WT

assintomatico

7 WT assintomatico

uma mutagdo nonsense; duas sdo mutacbes missense;
trés mutacdes de splicing e uma grande delecdo. A outra
mutagao missense identificada num dos doentes, Glu383Lys
esta proxima da mutagcdo Arg385Ser e, portanto, pode
também ter um efeito dominante negativo. Todos esses
doentes tém valor médio de C50H de 1,3 uM, o que esté
de acordo com um fendtipo bioguimico mild. No gene
MCCC2 foi identificado uma Unica mutagdo nos casos
13, 47, 54, 63 e 67, sendo trés mutacdes missense; uma
mutagao frameshift e uma delecdo que ocorre numa zona
repetitiva de G, na juncéo intrdo/ exao 13. No caso do
doente 13, que apresentou um valor de C50H de 5,5 uM, é
provavel que o segundo alelo afetado possa ser uma grande
duplicacdo/delecdo ou uma mutacado na zona regulatéria
uma vez que este doente tem uma mutag@o missense que
também esta presente em outros doentes heterozigotos
compostos com valores de C50H mais baixos (casos 7, 11,
17,18, 28, 24, 29, 30, 32 e 48). Apesar da maioria dos casos
identificados serem devidos a mutagdes no gene MCCC2,
como referido anteriormente, é entre os doentes com
alteracdo no gene MCCC1 que se observa o maior numero
de casos apenas com um alelo identificado. As mutacdes
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encontradas nestes casos sdo mutacOes missense com
efeito dominante negativo ou mutacdes que originam um
efeito severo na proteina como sejam grandes delecoes ou
mutacoes frameshift. Este facto poderé sugerir uma maior re-
levancia para a subunidade a da 3-MCC, correspondente ao
dominio biotina carboxilase da proteina, podendo uma ligeira
diminuicao da sua atividade ser suficiente para desencadear
um fenodtipo bioquimico e eventualmente clinico. Em relacao
aos casos 15 e 16, duas maes assintomaticas sem mutacoes
identificadas nos genes MCCC1 e MCCC2, os niveis aumen-
tados de C50H podem estar relacionados com um défice de
biotina, que comprometeria o funcionamento normal das en-
zimas dependentes de biotina (26). A deficiéncia parcial em
biotinidase (OMIM 253260), também podera explicar o perfil
bioguimico observado nestas méaes, uma vez que a recicla-
gem de biotina estaria comprometida. Mais estudos serdo
necessarios para confirmar ou refutar estes pressupostos.

Updated espectro mutacional

Até a data foram descritas um total de 341 mutagGes nos
genes MCCC1 e MCCC2, das quais 27 foram descritas pela
Unidade de Rastreio Neonatal, Metabolismo e Genética do
Instituto Nacional de Saude Doutor Ricardo Jorge (14) e
este nimero continua a aumentar com o crescente numero
de casos descritos a partir do rastreio neonatal (Human
Gene Mutation Database). Neste estudo, foram identificadas
12 novas mutagdes, correspondendo a cinco missense,
duas microdelecoOes, trés mutacoes que afetam o splicing.
A figura 2 representa o espectro mutacional dos genes
MCCC1 e MCCC2 nos doentes incluidos neste estudo. As
mutacOes estao distribuidas ao longo dos genes MCCC1 e
MCCC2 que codificam o dominio da biotina carboxilase e
o dominio carboxi-transferase, respetivamente. Como seria
esperado as mutacOes surgem nos locais mais conservados

Figura 2: Mapa linear dos genes MCCC1 (painel superior) e MCCC2 (painel inferior) com mutagdes encontradas
neste estudo, representadas conforme ocorrem nos respetivos exdes.

p.Glyl30Ser <. 875G>A

p.Arg281*
p.lys284Argfs*15

p.ALL291AIN
p.Ala291val

PVAI33Glyfs*T

p.Glussslys
p.Glu38ssSer
p-Serd06Cys

IV51042T>G
p.ArgS08Serfs*d

b S A

IVS15-1G>T

A QA LA TS A LS AN

89 47 137 9 122 148 |12Z 112 82 128 184 110 217 87 50 138 108 72 129 bp

pTyr318Cys

MCCC1
[-ecel |
p-Arg155Trp
p.Asnl63Asp
2.Gly21aAla
p.Glyeival pCys216Trp
p.Pro3eGiuts8 p.Ala2i8The
p.AlaZigval
p-Asn230Asp
MCCC2 N

102 128 113 | 114 65

p.Glys10Asp
¢.1151delG p.lledd1Thr
P fs*10
#.Pha3B7Val
Pp.Cys392*
p.GIn393Pre P Phadéival
p-Phed5sleu p.Glyd75Arg

p.Asndg0Ser

pVal339Met
p.Asp340Gly

p.5erd498Phe
p-Ala524Thr

ol 'l ol ol o)

100 96 73 77 67 157 115 86 118 bp

Os tamanhos dos exdes sao indicados abaixo da caixa de cada exao. Novas mutagdes estdo a verde negrito e as mutagoes descritas em 2016 por Fonseca et al.

a vermelho negrito, mutagdes descritas noutros estudos estao a preto. A nomenclatura seguiu as recomendagées do HGVS ¢

27)
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dos genes, sendo também importante notar que, para ambos
0s genes, as mutacdes associadas a doenca foram descritas
em todos as zonas exonicas, 0 que aponta para a necessida-
de de sequenciagao de todo o gene, bem como juncoes exao
/ intrdo em individuos afetados. No gene MCCC1 sao atual-
mente conhecidas, 110 mutacdes missense/nonsense, 18 mu-
tacbes que afetam o splicing, uma mutacao regulatoria, 26
microdelecdes, nove microinsercoes, trés indels e seis gran-
des delegOes. No gene MCCC2 foram descritas 125 mutagoes
missense/nonsense, 22 mutacoes de splicing, nove microde-
lecOes, seis microinsercdes, quatro indels e duas grandes de-
lecoes (Human Gene Mutation Database).

_Conclusoes

Vérios estudos mostraram que, em alguns casos de deficién-
cia de 3-methycrotonyl-CoA carboxylase (3-MCC), o fendtipo
clinico compreende a descompensacao metabdlica com hipo-
glicemia, cetonemia e acidose metabolica grave.

O diagnéstico é importante, porque pode evitar ou encurtar
os periodos de descompensacao metabdlica associadas a
doengas intercorrentes nos doentes afetados.

Embora a deficiéncia de 3-MCC nédo possa ser considerada
uma deficiéncia com risco de vida, pode ser melhor definida
como um fenodtipo bioguimico com baixa penetrancia clinica,
0 seu rastreio é importante para estabelecer um tratamento
em situacdes de stress metabdlico, tais como infecdes recor-
rentes (doengas intercorrentes).

A prevencdo de uma deficiéncia de carnitina, que é muito
comum observar nestes doentes, e que pode levar a fadiga
extrema, é também importante, sendo facilmente resolvida
ap6s suplementacao com L-carnitina (5:15,28,29),
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_Resumo

A Perturbacao do Espetro do Autismo (PEA) é uma perturbagéo do neurode-
senvolvimento com apresentagéo clinica heterogénea, nivel de gravidade va-
riavel e ocorréncia de multiplas comorbilidades. A PEA tem uma arquitetura
genética complexa que se reflete na sua heterogeneidade clinica, existindo
evidéncia de uma sobreposicdo de genes alterados entre esta condigéo e
diversas comorbilidades do foro neuroldgico e neuropsiquiatrico. Neste es-
tudo, construimos uma rede de interagé@o entre doengas baseada na simila-
ridade genética, para explorar a componente genética compartilhada entre
a PEA e comorbilidades neuroldgicas e neuropsiquidtricas. As doengas
analisadas incluem o Défice Intelectual (DI), a Perturbacao de Hiperativida-
de/Défice de Atencao (PHDA) e a Epilepsia, bem como outras doencas neu-
ropsiquiatricas como a Esquizofrenia (SCZ) e a Perturbagao Bipolar (PB).
Usando a base de dados de doengas da DisGeNET, a similaridade genética
entre as doencas analisadas foi calculada a partir do coeficiente de Jaccard
entre pares de doencas, e 0 algoritmo de Leiden foi usado para identificar
comunidades de doengas na rede. Identificdamos uma comunidade heterogé-
nea de doengas geneticamente mais semelhantes a PEA, que inclui a Epilep-
sia, a PB, a PHDA com apresentacao combinada, e algumas perturbacoes
no espetro da SCZ. Esta abordagem permitiu obter uma maior clarificagao
acerca da componente genética compartilhada entre a PEA e comorbilida-
des neurolégicas e neuropsiquiatricas, com implicagdes importantes para a
nosologia, fisiopatologia e o tratamento o personalizado da doenca.

_Abstract

Autism Spectrum Disorder (ASD) is a neurodevelopmental disorder with
heterogeneous clinical presentation, variable severity, and multiple
comorbidities. A complex underlying genetic architecture matches the
clinical heterogeneity, and evidence indicates that several co-occurring
brain disorders share a genetic component with ASD. In this study, we
established a genetic similarity disease network approach to explore the
shared genetics between ASD and frequent comorbid brain diseases,
namely Intellectual Disability (ID), Attention-Deficit/Hyperactivity Disorder
(ADHD), and Epilepsy, as well as other rarely co-occurring neuropsychia-

tric conditions in the Schizophrenia (SCZ) and Bipolar Disease spectrum
(BP). Using sets of disease-associated genes curated by the DisGeNET
database, disease genetic similarity was estimated from the Jaccard
coefficient between disease pairs, and the Leiden detection algorithm
was used to identify network disease communities. We identified a
heterogeneous brain disease community that is genetically more similar
to ASD, and that includes Epilepsy, BP, ADHD combined type, and some
disorders in the SCZ. This approach enabled further clarification of
genetic sharing between ASD and brain disorders. Understanding gene
sharing across disorders has important implications for disease nosology,
pathophysiology, and personalized treatment.

_Introdugéo

A Perturbacéo do Espetro do Autismo (PEA) é uma perturba-
¢cao do neurodesenvolvimento caracterizada por défices na
comunicacao e na interagdo social, e por padrées comporta-
mentais repetitivos (). A PEA apresenta-se como um espec-
tro clinico, dado que os individuos afetados apresentam graus
varidveis de gravidade clinica, agravados por diversas comor-
bilidades. A PEA tem uma arquitetura genética complexa, com
centenas de genes implicados na sua etiologia (2).

Diversas comorbilidades neuroldgicas e neuropsiquiatricas
podem acompanhar a PEA (3). No entanto, a combinacéo de
diferentes comorbilidades varia entre os individuos afetados,
0 que podera ser resultado da contribuicao de diferentes fa-
tores de risco. Frequentemente, a PEA ocorre simultaneamen-
te com a Perturbac@o de Hiperatividade/Défice de Atencao
(PHDA) e a Epilepsia em criangas com alteragcdes cromossoé-
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micas raras (4). Existe evidéncia de que a PEA e a Epilepsia
tém uma sobreposicao significativa de genes com alteragcoes
(5). Em linha com esta constatacéo, foi demonstrado que as
criancas que tém um irm&o mais velho diagnosticado com
PEA tém 70% maior probabilidade de ter Epilepsia do que
criangas sem irmaos mais velhos com PEA (6). A anélise de
dados genomicos resultantes de estudos com um grande
numero de participantes com PEA mostram que a PEA e a
Esquizofrenia (SCZ) tém uma partilha genética significativa
(7). e que a PEA e o Défice Intelectual (DI) compartilham mul-
tiplos genes com alteracdes (8). Esta sobreposicéo genética
é mais evidente no quadro de sindromes nas quais os indi-
viduos apresentam tanto PEA como DI, como é o caso da
sindrome de Phelan-McDermid. Esta sindrome envolve alte-
ragdes estruturais numa regido cromossémica que inclui o
gene SHANK3, gene que esta associado tanto ao DI como
a PEA. Existe evidéncia de que mutacdes neste gene ocor-
rem em cerca de 1,7% dos individuos com DI, 0,5% dos indi-
viduos com PEA e 2% das pessoas com PEA que também
apresentam DI moderado a profundo (9).

_Objetivos

Neste estudo, procuramos identificar o nivel de similaridade
genética entre a PEA e as comorbilidades do foro neurolégi-
CO e neuropsiquiatrico, incluindo os subtipos de algumas das
doencas analisadas, que possa explicar em parte a heteroge-
neidade clinica da PEA.

_Material e métodos

Acedemos a base de dados da DisGeNET (https://www.dis-
genet.org/), que inclui dados genéticos relativos a todo o
espectro de doencas humanas (%) como fonte de informa-
cao sobre associacbes doencga-doenca e associacdes ge-
ne-doenca. Para cada par de doencas, a DisGeNET fornece
o indice de Jaccard de similaridade de doencas, que calcu-
la a fragdo de genes compartilhados entre as doengas, de
acordo com a propor¢ao do numero de genes compartilha-
dos pelo numero total de genes implicados em ambas as
doengas de um determinado par.

Procedemos a selecao dos termos incluidos na DisGeNet
relacionados com a PEA e com diversas perturbacdes
neuropsiquiatricas (3) elencadas na tabela 1. Seleciona-
mos ainda os termos relacionados com a Epilepsia. A cor-
respondéncia entre a nomenclatura definida pelo Unified
Medical Language System (UMLS) usada na DisGeNET e
o Diagnostic and statistical manual of mental disorders,
5th edition (DSM-5) (1), foi feita usando os cédigos da In-
ternational Classification of Diseases ICD-10/ICD-10-CM,
que pertencem ao sistema de codificacao médica desen-
volvido pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS) (11).

A rede de semelhancas doenc¢a-doenca foi construida utili-
zando o indice de Jaccard para calcular a similaridade ge-
nética entre cada par de doencas, e usando a similaridade
como peso das ligacdes que conectam cada par de doen-
cas na rede. A rede foi gerada usando o pacote igraph do
R (https://igraph.org/). As comunidades de doencas da
rede foram identificadas usando o algoritmo de Leiden de
detecao de comunidades (12) implementado no pacote do
R LeidenAlg (13).

O nivel de conectividade de cada doenca dentro da rede é
medido pelo nimero de ligacdes a outras doencas, definido
pelo grau do né correspondente a essa doencga. Os tamanhos
dos circulos na rede refletem o grau do n6. A espessura da
linha que liga cada par de doengas é proporcional ao peso
da ligacéo e representa o grau de similaridade entre pares de
doengas, calculado pelo indice de Jaccard.
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Tabela 1: Termos relativos &s doengas selecionadas, de acordo com os cédigos da International Classification of
Diseases ICD-10/ICD-10-CM, o sistema de codificagdo médica desenvolvido pela OMS para catalogar
diversas condigdes de saude por categorias de doengas semelhantes. Todas as categorias de doengas
foram obtidas a partir do DSM-5, exceto a Epilepsia, por ser uma doenga neurolégica.

C6digo 1CD-10/

Designagéao do Unified Medical Language System

Categoria do DSM-5

ICD-10-CM (UMLS)
- - Espetro da Esquizofrenia e outras perturbacdes
F23: F23.9 Perturbagéo Psicotica Breve (PPB) psicéticas
F90; F90.9 /F;te;%rg)oafxg:)Hlperatlwdade/Deﬂce de Perturbagées do neurodesenvolvimento
Perturbagédo de Hiperatividade/Défice de ~ )
F90.2 Atencao (PHDA), apresentacdo combinada Perturbagées do neurodesenvolvimento
F84.0 Perturbagao do Espetro do Autismo (PEA) Perturbagoes do neurodesenvolvimento
F31: F31.9 Perturbagao Bipolar (PB) Pertqrbagéo bipolar e perturbagoes
relacionadas
o . Perturbagéo bipolar e perturbagdes
Perturbagéo Bipolar (PB) tipo Il
F31.81 urbag P (PB) tip relacionadas
F06.1 Catatonia Ocorre no contexto de diversas categorias
e Perturbacgéo bipolar e perturbagdes
F34.0 Perturbagéo Ciclotimica (PC) relacionadas
~ ) Espetro da Esquizofrenia e outras perturbagoes
F22.0 Perturbacgéo Delirante (PD) psicéticas
G40,640.9; Epilepsi (ndo se aplica)
(G40.909 pliepsia P
F90.1 Perturbagédo Hipercinética (PC) Perturbagées do neurodesenvolvimento
F2 Perturbagéo da Personalidade Espetro da Esquizofrenia e outras perturbacdes
1 Esquizotipica (PPE) psicoticas
F79 Défice Intelectual (DI) Perturbagées do neurodesenvolvimento
F70-F79.9 Défice Intelectual (DI) Perturbagdes do neurodesenvolvimento
F70 Défice Intelectual (DI), leve Perturbagées do neurodesenvolvimento
F71 Défice Intelectual (DI), moderado Perturbagées do neurodesenvolvimento
F72 Défice Intelectual (DI), grave Perturbagdes do neurodesenvolvimento
F73 Défice Intelectual (DI), profundo Perturbagdes do neurodesenvolvimento
Espet Esquizofreni t t 0
F29 Psicose ndo-organica (PNO) ndo especificada S.pe, r‘o da Esquizofrenia ¢ outras perturbagoes
psicoticas
F42;F42.9; ~ . . Perturbac&o obsessivo-compulsiva e
F42.8 Perturbagao obsessivo-compulsiva (POC) perturbacées relacionadas
E Esquizofreni 0
F25 Perturbagédo esquizoafetiva (PE), tipo bipolar s.peltr.o da Esquizofrenia e outras perturbagoes
psicoticas
~ ) ) Espetro da Esquizofrenia e outras perturbagdes
F20.81 Perturbagao esquizofreniforme (PEF) psicéticas

_Resultados

Neste estudo analisamos 309 associagdes doenga-doenca
com base na similaridade genética entre um conjunto de
doencas (tabela1) extraidas das associagdes doenga-doenga
presentes na DisGeNET. Foram identificadas trés comunida-
des de doencas (figura 1). A PEA insere-se na Comunidade
1 juntamente com a Epilepsia, a PHDA (apresentacdo combi-
nada), a Perturbacéo Hipercinética (PH), a Perturbagao Bipo-

lar (PB), a Perturbacéo Ciclotimica (PC), e algumas das doen-
cas incluidas no SCZ como a Perturbacédo Psicética Breve
(PPB). A Comunidade 2 integra a maioria das doengas do
espectro da SCZ como a Perturbagéo da Personalidade Es-
quizotipica (PPE), a Perturbacéo esquizoafetiva (PE) tipo bi-
polar, ou a Perturbacao esquizofreniforme (PEF), bem como
a PHDA, a PB do tipo Il e o DI. Os subtipos de DI estao
também presentes na Comunidade 3, juntamente com a
POC e a Catatonia (figura 1).
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A PEA, a PB, a Epilepsia e a Psicose Nao Organica (PNO)
na Comunidade 1, sdo as doenc¢as que apresentam um
maior nimero de conexdes com outras doengas em toda
arede (figura 1). A forca da conexao entre doencas, defi-
nida pelo indice de Jaccard que calcula a similaridade ge-
nética entre cada par, é representada pela espessura da
linha que as une (figura 1), sendo as linhas mais espessas
representativas das conexdes mais fortes. Observamos
que as conexdes mais fortes dentro da comunidade da
PEA sao estabelecidas com a Epilepsia e a PB. A PEA
apresenta ainda conexdes muito fortes com PHDA e o DI
na Comunidade 2 (figura 1). PHDA e DI sao as doencas

com maior numero de ligagdes a outras doencas (maior
grau de no6) na Comunidade 2. Na comunidade 3, a POC
e o DI leve (incluindo dificuldades discretas de aprendiza-
gem, comunicacao e autonomia), e grave (necessidade de
apoio em todas as atividades quotidianas) apresentam o
maior numero de ligacdes com outras doencas (figura 1),
Os subtipos de DI estao agrupados principalmente na Co-
munidade 3, e podemos observar uma forte conexao entre
o DI (na Comunidade 2) e a maioria desses subtipos, inde-
pendentemente do nivel de gravidade. Fortes conexdes
sao também detetadas entre a PHDA e a Perturbacao De-
lirante (PD), e entre a Epilepsia e a PB.

Figura 1: [ Rede de similaridade de doengas.

Hyperkinetic conduct
disorder ADH

of|AD

As diferentes comunidades estdo indicadas com cores diferentes na rede, e as doengas incluidas em cada comunidade sao exibidas na figura. Os
nos da rede (circulos) representam as doencgas. As ligagdes representam as associacdes doenca-doenca. A espessura da linha é proporcional ao
peso da ligagdo e representa o grau de similaridade entre pares de doencas, calculado pelo indice de Jaccard. Os tamanhos dos circulos refletem
o numero de ligagdes que uma doencga possui com outras doencas da rede, definido pelo grau do né. ASD, Perturbacdo do Espectro do Autismo;
ADHD, Perturbagao de Hiperatividade/Défice de Atengao; SCZ, Doenga incluida no Espectro da Esquizofrenia e outras perturbacdes psicéticas; ID,
Doenca incluida no Défice Intelectual; BP, Doenca incluida na Perturbagédo Bipolar e perturbagdes relacionadas; SCZ/PD, Doenga incluida na Pertur-
bagao da Personalidade e no Espectro da Esquizofrenia e outras perturbagdes psicéticas; OCD, Doenga incluida na Perturbagao obsessivo-compul-
siva e perturbagdes relacionadas; *Ocorre no contexto de distUrbios de diferentes categorias de doencas.
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_Discusséo

Neste estudo investigamos a componente genética compar-
tilhada entre a PEA e comorbilidades do foro neurolégico e
neuropsiquiatrico. A nossa hipotese era a de que a variabili-
dade clinica que caracteriza a PEA, nomeadamente a ocor-
réncia variavel de comorbilidades nos doentes, possa ser
parcialmente explicada por alteracdes genéticas comparti-
lhadas com as referidas comorbilidades. Através da andlise
de uma rede de interacoes doenca-doenca, demonstramos
que a PEA é uma das cinco doencas com mais conexdes
narede de similaridade de doencas produzida. Este resulta-
do indica que a PEA compartilha alteracbes em genes com
vérias das doencas analisadas.

A natureza heterogénea da Comunidade 1 sugere que a PEA
tem semelhangas genéticas com um numero maior de doen-
cas do que a SCZ, a PB e o DI. Esta observagao é concordan-
te com a nossa hipotese, dado que a apresentacdo clinica
da PEA é bastante variavel, composta por multiplas comorbili-
dades, e tendo em consideracdo que esta variabilidade é fre-
quentemente atribuida ao grande nimero de genes que tém
sido implicados na sua etiologia (2).

O algoritmo de detecdo de comunidades usado posicionou
0 DI e a PEA em comunidades separadas. Embora se saiba
que a PEA e o DI partilham genes, estes resultados mostram
que a sobreposicao genética existente entre PEA e DI nao é
suficiente para colocar ambas as doengas na mesma comuni-
dade. Isto pode indicar que individuos com PEA e DI podem
ter mutacdes num subconjunto de genes que estao mais rela-
cionados com o DI do que 0s que caracterizam os individuos
com PEA sem DI.

_Conclusoes

Este estudo fornece novas evidéncias de uma arquitetura ge-
nética compartilhada entre a PEA e outras doengas neuroldgi-
cas e neuropsiquiatricas, incluindo comorbilidades frequentes
da PEA.

Estudos adicionais deverdo ser desenvolvidos no futuro com
0 objetivo de expandir esta analise para outras comorbilida-
des da PEA que néo estdo no ambito da doenga mental. Pre-
tende-se focar em outros tipos de doencas, como as que
afetam o sistema imunitario e que representam um fator de
risco para a ocorréncia de alteragcdes no desenvolvimento
neurolégico (14), podendo estar relacionadas com uma cons-
tituicdo geneticamente determinada do microbioma (15).
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Resumo

A hipercolesterolemia familiar (FH) é a patologia monogénica mais comum
e caracteriza-se por valores muito elevados de colesterol em circulacéo,
levando a sua deposi¢ao nas artérias e causando aterosclerose prematura.
Individuos com FH tém variantes patogénicas, principalmente no gene
LDLR (>90%), mas também nos genes APOB e PCSK9, genes estes muito
importantes no metabolismo lipidico. O diagnéstico genético é o diagndstico
definitivo, mas existem atualmente mais de 3500 variantes diferentes no
LDLR listadas na ClinVar, e no inicio deste trabalho, 565 apresentavam
classificagbes conflituosas de patogenicidade, ndo permitindo assim
confirmar o diagnéstico clinico nos individuos portadores destas variantes.
Neste trabalho apresentamos o progresso da classificacao de variantes no
LDLR pelo FH Variant Curation Expert Panel (VCEP) do Clinical Genome
Resource (ClinGen), segundo a recomendagao publicada pelo mesmo grupo
para classificagao de variantes no gene LDLR.

No processo de classificagdo das variantes no gene LDLR, laboratorios
associados enviam dados internos de casos index com a variante em
estudo, que sao colocados no Variant Curation Interface e complementados
com evidéncias publicadas em artigos cientificos e outros dados obtidos
de outras bases de dados como descrito na recomendagao. Cada variante
¢é avaliada por um biocurador sénior ou dois juniores e aprovada por trés
revisores antes de ser publicada oficialmente na ClinVar.

Atualmente avalidmos 531 variantes no gene LDLR. O FH VCEP classificou
5% destas variantes como benignas/provavelmente benignas, 39% como
patogénicas/provavelmente patogénicas, 48% como variantes de significado
incerto, 1% como conflituosas e 7% estdo ainda em avaliagdo. As
classificagbes definitivas aumentaram de 34% para 44%, e as classificacoes
conflituosas diminuiram de 56% para 1%.

O trabalho do FH VCEP visa melhorar o diagnéstico genético da FH, para o
qual a classificacao correta das variantes no LDLR é de extrema importancia.
As recomendagoes do FH VCEP diminuem significativamente as classificagoes
conflituosas, melhorando o diagnéstico da FH no mundo inteiro.

_Abstract

Familial hypercholesterolemia (FH) is the most common monogenic
disorder and is characterized by very high levels of circulating cholesterol,
leading to its deposition in arteries and causing premature atherosclerosis.
Individuals with FH have pathogenic variants, mainly in LDLR gene (>90%),
but also in APOB and PCSK9 genes, which are highly important genes in
lipid metabolism. Genetic diagnosis is the definite diagnosis, but there are

currently over 3500 different variants in LDLR listed in ClinVar and, at the
beginning of this work, 565 had conflicting classifications of pathogenicity,
thus not confirming the clinical diagnosis in individuals carrying these
variants. In this work, we present the progress of LDLR variant classification
by the Clinical Genome Resource’s (ClinGen) FH Variant Curation Expert
Panel (VCEP), according to the LDLR consensus variant classification
recommendations published by said group.

In the process of classifying LDLR variants, associated labs send internal
data on index cases with the variants under study, which is uploaded into
the Variant Curation Interface (VCI) and supplemented by evidence published
in literature and data obtained from other databases, as described in the
recommendations. Each variant is assessed by one Senior or two junior
biocurators and approved by three reviewers before being officially published
to ClinVar.

We have currently evaluated 531 LDLR variants. FH VCEP classified 5% of
the variants as benign/likely benign, 39% as pathogenic/likely pathogenic,
48% as variants of uncertain significance, 1% as conflicting and 7% are still
under evaluation. Definite classifications increased from 34% to 44%, and
conflicting classifications decreased from 56% to 1%.

Efforts of the FH VCEP aim to improve FH genetic diagnosis, for which the
correct LDLR variant classification is of utmost importance. FH VCEP’s
recommendations significantly decrease conflicting classifications, improving
the diagnosis of FH worldwide.

_Introdugéo

Com aincorporagao de tecnologias de sequenciagao massi-
va no diagnoéstico genético, o niumero de variantes potencial-
mente causadoras de doenga aumentou significativamente
nos Ultimos anos. No entanto, a identificagdo de uma varian-
te genética num gene associado ao diagnostico clinico do
individuo em estudo ndo ¢ o passo final no diagndéstico gené-
tico desse individuo, uma vez que nem todas as variantes
raras identificadas sdo causadoras de doenca (!). O énfase é
agora colocado na correta interpretacdo da patogenicidade
de cada variante identificada, e na rapidez com que se consi-
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ga avaliar o significado clinico desse grande numero de va-
riantes.

Deste modo, em 2015, a American College of Medical Gene-
tics and Genomics (ACMG) e a Association for Molecular
Pathology (AMP) publicaram recomendac0es para a classifi-
cagao da patogenicidade de variantes genéticas associadas
a patologias com padrdao Mendeliano (2), Os dados usados
para avaliar a sua patogenicidade incluem o tipo de variante,
a sua frequéncia populacional, se foi estudada funcionalmen-
te, predicao in silico do impacto da variante ao nivel de RNA
ou proteina, co-segregacédo da variante com o fendtipo em
familias, e analise do fendtipo de casos index. Todas estas in-
formagoes sdo utilizadas num algoritmo com diferentes niveis
de evidéncia resultando numa classificacao final da variante
em 5 classes possiveis: patogénica, provavelmente patogéni-
ca, benigna, provavelmente benigna e variantes de significa-
do incerto (VUS). Estas recomendacdes foram elaboradas
de maneira a poderem ser aplicadas a todos os tipos de pa-
tologias e, portanto, precisam de ser adaptadas a cada par
doenca/gene especifico.

Nesse sentido, o Clinical Genome Resource (ClinGen), um
consorcio internacional especializado na avaliacao da rele-
vancia clinica de genes e variantes, promoveu a criagéo de
painéis de especialistas em classificagcao de variantes, os
Variant Curation Expert Panels (VCEP), para desenvolver
essas adaptacdes e aplicar essas recomendagdes as varian-
tes descritas. Foi também criada uma parceria entre a Clin-
Gen e a Clinvar (3), uma base de dados publica de variantes
genéticas que contém informacdo relevante para avaliar o
significado clinico de cada variante. A ClinVar recolhe as
classificacdes de patogenicidade de cada laboratério assim
como os dados usados na sua interpretacdo, e agrupa-as
numa classificacao Unica. Assim, se houver discrepancia na
classificacdo da mesma variante entre os vérios laboratorios,
esta fica com uma classificacdo conflituosa (conflicting),
e marcada com apenas 1 estrela, enquanto classificacdes
concordantes ficam com 2 estrelas (4). As classificagdes dos
VCEPs usando as suas adaptacdes especificas sdo apresen-

tadas com 3 estrelas. A classificacdo dos VCEPs foi aprova-
da pela Food and Drug Administration (FDA) para utilizacdo
direta em testes genéticos.

A Hipercolesterolemia Familiar (FH) é a patologia monogéni-
ca mais comum e caracteriza- se por valores muito elevados
de colesterol em circulacao, levando a sua deposicao nas
artérias e causando aterosclerose prematura (%), O diagnés-
tico de FH pode ser feito segundo critérios clinicos, que
incluem a presenca de valores muito elevados de coleste-
rol total e lipoproteinas de baixa densidade (LDL), historia
familiar de doenca cardiovascular ou hipercolesterolemia
e/ou xantomas, deposigdes lipidicas subcutaneas (6): mas
apenas um diagnostico genético pode confirmar o diagnoés-
tico de FH. A FH é causada por variantes patogénicas nos
genes LDLR, APOB e PCSK9. O gene LDLR codifica o rece-
tor das lipoproteinas de baixa densidade, que tem como
funcao internalizar as particulas de LDL, diminuindo assim
a sua concentracao nos vasos sanguineos. Cerca de 90%
dos casos de FH devem-se a variantes patogénicas no gene
LDLR, mas este é muito heterogéneo, existindo atualmente
mais de 3500 variantes diferentes listadas na ClinVar. A data
de inicio deste trabalho existiam 565 variantes com classifi-
cacdes de patogenicidade conflituosas (3), o que dificulta o
diagndstico genético atempado.

Assim, em 2016 foi criado o VCEP de Hipercolesterolemia
Familiar (FH VCEP) incluindo clinicos, geneticistas e investi-
gadores de varios paises, e em 2022, foram publicadas as
adaptacOes do FH VCEP para classificar variantes do gene
LDLR (7).

_Objetivo

Neste trabalho apresentamos o progresso da classificacao
de patogenicidade de variantes no gene LDLR associadas a
hipercolesterolemia familiar pelo painel de especialistas em
classificacao de variantes (FH VCEP) do Clinical Genome
Resource (ClinGen) segundo a recomendacdo publicada
pelo mesmo grupo.
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_Métodos
Equipa

A equipa de classificagdo de variantes do FH VCEP as recomendacdes do FH VCEP e chegar a uma classificagao
(https://clinicalgenome.org/affiliation/50004/) é composta para cada variante, comecou em agosto de 2021 e a ronda
atualmente por 13 revisores, 15 biocurators e 11 laboratorios mais recente (12.2) terminou em fevereiro de 2024 (tabela 2).
associados (tabela 1). A formacgao de biocurators, elementos
que pesquisam e avaliam a evidéncia existente para aplicar

Tabela 1: [ Equipa atual de classificagdo de variantes do FH VCEP.

Nome Pais Instituicao Funcéo
Mafalda Bourbon Portugal INSA Codiretor, Revisor
Iftikhar Kullo EUA Mayo Clinic Codiretor, Revisor
Joana Rita Chora Portugal INSA Scientific lead, Revisor
Carolyn McCormick EUA University of North Carolina Coordenadora
Christina Gutierrez Ford EUA University of North Carolina Coordenadora
Emma Owens EUA University of North Carolina Coordenadora
Alain Carrié Franca Pierre and Marie Curie University Revisor
Amanda Hooper Austrélia PathWest Laboratory Medicine Revisor
Heather Zimmermann EUA Ambry Genetics Revisor
Tomas Freiberger Chéquia (TDrzr;terlgizzfggiovascular Surgery and Revisor
Sarah Leigh Reino Unido Genomics England Revisor
Robert Hegele Canada Robarts Research Institute Revisor
Damon Bell Australia PathWest Laboratory Medicine Revisor
Michael lacocca Canada Deep Genomics Revisor
Mathilde Di Filippo Franca Centre Hospitalier Universitaire de Lyon Revisor
Lukas Tichy Chéquia University Hospital Brno Revisor
Ana Medeiros Portugal INSA Biocurator sénior
Jian Wang Canada Robarts Research Institute Biocurator sénior
Olivier Bluteau Franca Pitié-Salpétriere Hospital Biocurator sénior
Alborz Sherafati EUA Mayo Clinic Biocurator sénior
Marwan Hamed EUA Mayo Clinic Biocurator sénior
Jake Petrzelka EUA Mayo Clinic Biocurator sénior
Catarina Alves Portugal INSA ?Jﬁggj;?sr responsavel por estudos
Xiangaiang Shao EUA University of Wisconsin Biocurator
Alessia Di Costanzo Itélia Sapienza University of Rome Biocurator
Jessica Chonis EUA Stanford Healthcare Biocurator
Kyle Hilliard EUA University of North Carolina Biocurator
Beatriz Miranda Portugal INSA Biocurator
Oriane Marmontel Franca Centre Hospitalier Universitaire de Lyon Biocurator
Lan Nguye Australia PathWest Laboratory Medicine Biocurator
Azin Teymourzadeh EUA Mayo Clinic Biocurator
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Selecédo de variantes e introducdo de dados no VCI/

Foi dada prioridade as variantes com classificacdes
conflituosas na ClinVar e outras variantes no mesmo
codéo, necessarias para classificar adequadamente as
variantes conflituosas (figura 1). A lista de variantes de
cada ronda é definida com antecedéncia e enviada aos
laboratérios associados, que devolvem dados internos de
casos index que tenham identificado com essas variantes
(cumprindo normas de protecao de dados pessoais). Estes
dados s&o carregados no Variant Curation Interface (8)
(VCI), um software da ClinGen que facilita a compilacdo da
informacao para a classificagdo de cada variante, por um
biocurator que vai alternando em cada ronda. Na equipa
de preparacdo do FH VCEP existe também um elemento
dedicado que pesquisa, analisa e insere informagdes sobre

estudos funcionais publicados das variantes e coloca toda
a informagao também no VCI, antes da proxima ronda de
classificagdo. Assim, quando a ronda de classificacao
comeca, 0s biocurators ja tém informacéo disponivel no
VCI que pode depois ser completada com mais evidéncias
encontradas na literatura por cada biocurator (figura 1).

Classificacdo de variantes

Com base nas recomendagdes publicadas (7), cada variante
no LDLR ¢ avaliada e classificada por um biocurator sénior
ou por dois biocurators juniores independentemente no VCI,
e depois aprovada por trés revisores antes de ser publicada
oficialmente no Repositério de Evidéncias da ClinGen
(ClinGen Evidence Repository) e na ClinVar com status de 3
estrelas (figura 1).

Figura 1: [1 Representagdo esquemética da metodologia atual de classificagdo de variantes do FH VCEP.
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FH, hipercolesterolemia familiar; VCEP, painel de especialistas em classificacao de variantes; VCI, variant curation interface da ClinGen.
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_Resultados

Até ao final da ronda 12, o FH VCEP avaliou 531 variantes no
gene LDLR (tabela 2 e grafico 1). A classificagao que estava
presente na ClinVar de cada variante antes do FH VCEP as
classificar com as recomendacoOes especificas para o gene
LDLR, encontra-se ilustrada no grafico 1A, onde se pode
ver que 351 variantes (66%) apresentavam uma classificagao
conflituosa ou de significado incerto e, apenas 178 variantes
(34%), apresentavam uma classificagdo definitiva (benigna ou
patogénica).

As classificacbes do FH VCEP distribuem-se em 26
variantes benignas ou provavelmente benignas (B/LB) (5%),
206 variantes patogénicas ou provavelmente patogénicas
(P/LP) (39%), 253 variantes de significado incerto (48%) e
apenas 7 variantes com classificagdo conflituosa (1,3%),

por reunirem evidéncias ao mesmo tempo benignas e
patogénicas (grafico 1B). Apenas 39 variantes (7%) ainda
estdo em avaliag@o. A classificacdo do FH VCEP aumentou
assim o numero de variantes com uma classificacao
definitiva para 232 (44%) e diminuiu assim as classificacdes
conflituosas de 56% para 1%.

No total, as classificagdes de 338 variantes estao atualmente
publicadas tanto na ClinVar, com status de 3 estrelas, como
no ClinGen Evidence Repository, 5 variantes estao publicadas
ainda apenas no ClinGen Evidence Repository, 150 variantes
estdo aprovadas e em processo de publicacéo nas 2 bases
de dados, e 39 encontram-se ainda em avaliacdo (tabela 2).

Tabela 2: ['] Caracteristicas de todas as rondas de classificagdo, incluindo estudo-piloto, rondas de formagéo (A),

e rondas de classificagdo (B).

A - Ronda de formagao Piloto F1

Data-fim Ago 2020 | Out 2021
Biocurators 3 10
Revisores 2 8
Variantes aprovadas 54/54 13/16
Variantes publicadas* 54/54 13/16

B - Ronda de classificagéo 1 2 3 4

Data-fim Dez 2021 | Jan 2022 | Fev 2022 | Mar 2022 | Mai 2022

Biocurators 1 1 11 12

Revisores 9 9 10 12

Variantes aprovadas 20/20 30/30 23/24 29/30 30/30

Variantes publicadas* 20/20 30/30 23/24 28/30 30/30

*no repositorio de evidéncias da ClinGen e na ClinVar

F2 F3 F4 F5 F6

Dez 2021 | Mar 2022 | Ago 2022 | Mar 2023 | Em curso

3 4 3 3 5
3 9 5 3 3
4/4 77 10/11 3/5 -/10
4/4 5/7 10/11
6 7 8 9 10 1 12

Jul 2022 | Out 2022 | Jan 2023 | Mar 2023 | Jun 2023 | Out 2023 | Fev 2024
14 16 13 12 14 14 13
12 13 10 12 12 13 13
35/40 49/50 39/40 38/40 38/45 37/45 36/40
35/40 30/50 30/40 26/40 5/45™*

** 56 no repositorio de evidéncias da ClinGen  F, Ronda de formagao
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Gréfico 1: [ Classificagao das variantes no gene LDLR avaliadas pelo FH VCEP até ao momento.
(A) classificagao prévia na ClinVar, (B) Classificagao atual pelo FH VCEP.

A - Classificagao prévia na ClinVar (n=531)

BILB
10-2% WS

Sem classificagédo
2-0% N
53 - 10%

—— P/LP
168 - 32%

B - Classificagdo do FH VCEP (n=531)

Sem classificagéo
7-1%

13- 3%

\

Conflituosa

7-1% 13-2%
P

80 - 156%

/ w AN
Conflituosa 126 - 24% VUS
298 - 56% 253 - 48%
B/LB, benigna/provavelmente benigna; FH, hipercolesterolemia familiar; P/LP, patogénica/provavelmente patogénica;
VCEP, painel de especialistas em classificagdo de variantes; VUS, variante de significado incerto.
_Discusséao ClinVar sem informagao do critério de classificacdo usado ou

A aplicacao das adaptagdes do FH VCEP na classificagao
de variantes no gene LDLR associadas a hipercolesterolemia
familiar (7) permitiu-nos distinguir variantes verdadeiramente
conflituosas (com evidéncias tanto patogénicas como
benignas) de variantes de significado incerto, ainda com
evidéncias insuficientes para chegar a uma classificagao
definitiva.

Cerca de metade das variantes que tinham uma classificacao
prévia conflituosa (n=298), tém agora uma classificacao
definitiva, ou seja, foram classificadas como provavelmente
patogénica/patogénica ou provavelmente benigna/benigna
(127/298, 43%). O aparente aumento de variantes de
significado incerto, pode ser explicado pelo facto que, em
76% dessas variantes, a sua classificag@o prévia na ClinVar
tinha apenas 0 ou 1 estrelas, ou seja, foram submetidas a

por apenas 1 Unico laboratério (), ndo sendo assim a sua
classificag@o prévia suficientemente fidedigna. No total, em
60% das variantes a classificagdo manteve-se semelhante,
em apenas 13% a classificagao passou de P/LP ou B/LB para
VUS, e em 26% a classificacdo passou de VUS ou conflituosa
para P/LP ou B/LB. O grande avango nestas classificacoes
deve se principalmente a partilha de dados entre laboratérios
e ao trabalho voluntario de todos os biocurators e revisores.

Existem ainda 39 variantes em avaliagdo por os revisores
ainda nao terem chegado a um consenso na avaliagdo de
todas as evidéncias ou por ter sido necessario contactar
autores de artigos ou laboratérios para elucidar alguma
ddvida na interpretacdo dos seus dados.
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_Concluséo

O principal objetivo do painel de especialistas em
classificacdo de variantes de Hipercolesterolemia

Familiar (FH VCEP) é melhorar o diagnéstico genético da FH,
criando sinergias e meios para estandardizar a classificagdo
correta de variantes genéticas identificadas no gene LDLR em
individuos com FH.

O FH VCEP pretende classificar todas as >3500 variantes
presentes na base de dados ClinVar com 3 estrelas para facilitar
o0 diagnostico da FH.

As recomendacdes do FH VCEP diminuiram significativamen-
te as classificacdes conflituosas (de ~300 para menos de 10),
o0 que facilitara o diagnéstico presente e futuro e contribuira,
em Ultima analise, para uma melhor identificacao e prognoésti-
co de individuos com FH.
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_Resumo

A literatura descreve para o formaldeido diversos efeitos nefastos para a
saude. Contudo, nédo existe, até ao momento, uma limitagdo legal quanto
ao teor maximo admissivel em uma agua.

Pretende-se com este estudo avaliar a eventual presenca e aferir os niveis
de formaldeido em amostras de agua de diversas origens.

Das 107 amostras de agua analisadas, apenas duas revelaram a presenca
deste composto, uma amostra de agua de processo com uma concentracao
de 0,087 mg/L e uma amostra de agua de piscina com 0,058 mg/L. Dado
que na@o existe um valor paramétrico definido legalmente, a interpretacéao
dos resultados baseou-se na Norma NSF/ANSI 60 - 2016 que admite uma
concentragdo maxima admissivel de formaldeido em &dgua de 1 mg/L.

Face aos resultados obtidos e por se tratar de um composto indesejavel de-
vido ao risco para a salde, considera-se de todo o interesse a sua monito-
rizacdo em amostras de agua destinadas ao consumo humano de modo a
avaliar a eventual exposicao e consequente risco para a saude publica.

_Abstract

The literature describes several harmful health effects for formaldehyde.
However, to date, there is no legal limitation regarding the maximum
permissible content in water.

The aim of this study is to evaluate the possible presence and compare
the levels of formaldehyde in water samples from different sources.

Of the 107 proven water samples, only two revealed the presence of this
compound, one in a process sample with a concentration of 0.087 mg/L
and another in a pool water sample with 0.058 mg/L. Given that there is no
legally defined parametric value, the interpretation of the results is based
on the NSF/ANSI 60 Standard - 2016, which admits a maximum allowable
concentration of formaldehyde in water of Tmg/L.

In view of the results obtained and because it is an undesirable compound
due to possible health risk, it is considered to be of great interest to
monitor it in water samples intended for human consumption in order to
assess possible exposure and risk to public health.

_Introdugéo

A &gua é um recurso natural essencial para a existéncia e so-
brevivéncia das varias formas de vida. No entanto, véarias séo
as atividades de origem antropogénica que podem contribuir
para a contaminacao das aguas, com efeitos frequentemente
graves para a salde humana.

O formaldeido (figura 1) € um gas incolor de odor sufocante,
sollvel em agua e bastante reativo, de elevada volatilidade e
extremamente inflamavel. Quando inalado, é toxico podendo
causar dificuldade respiratéria severa, e lesdes na pele por
contacto dérmico (1),

Este composto é amplamente utilizado, nomeadamente como
conservante em produtos de cosmética e cabeleireiro, como
desinfetante em medicagado humana e animal, e ainda no fa-
brico de plasticos e resinas aglomeradas que s&o parte cons-
tituinte de mobiliario.

Figura 1: [ Estrutura e formula molecular do formaldeido
(HCHO).
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Pode estar presente no ar, como resultado da foto-oxidagao
natural de hidrocarbonetos emitidos pela combustao auto-
movel, poluicéo de fabricas e refinarias. Na agua, pode ter
origem em descargas de aguas residuais ou na lixiviagao do
plastico utilizado nas redes de distribuicdo de agua potavel
em caso de desgaste das mesmas. No caso particular das
aguas tratadas para consumo humano, pode ocorrer a sua
formacédo em resultado da oxidacdo da matéria orgénica du-
rante o processo de desinfecéo (2:2),

Este composto constitui um fator de risco ambiental com
repercussdes na salde humana, podendo causar lesoes car-
cinogénicas no trato respiratério e leucemias bem como irri-
tacdo no nariz, garganta e olhos. Em altas concentragdes
pode causar falta de ar, salivagao excessiva, espasmos mus-
culares, danos da coérnea, coma e morte. Esta classificado
no grupo 1 pela Agéncia de Investigacdo para o Cancro
(IARC) como carcinogénico em humanos.

No caso especifico da agua, a literatura refere que a forma-
cao deste composto ocorre habitualmente em concentra-
cOes abaixo dos valores considerados prejudicais para a
saude, pelo que, até ao momento nao hé legislacao aplica-
vel para a sua monitorizagao.

_Objetivo

Este trabalho teve como objetivo estudar a eventual presen-
ca de formaldeido e respetiva concentracao em amostras de
agua de diferentes origens: rede publica de abastecimento,
piscinas, residuais, processo, minerais naturais e nascente e
naturais doces (superficiais e subterraneas) de modo a ava-
liar eventuais riscos para a salde publica decorrentes da ex-
posicao a este composto.

_Método de anélise

Foi desenvolvida e validada no laboratério uma metodolo-
gia para a determinacao e quantificacdo do formaldeido
em amostras de agua. O método inclui uma reacdo prévia
de derivatizacdo com o agente derivatizante dinitrofenil-hi-
drazina (DNPH), dando origem ao produto formaldeido 2,4-
-2,4-dinitrofenilhidrazina (HCNO-DNPH) (figura 2). Para a
identificacdo e a quantificacdo do composto foi usada a
cromatografia liquida em fase reversa (HPLC) com detetor
de ultravioleta (VWD). Como fase movel foi utilizada uma
mistura de acetonitrilo/agua e como fase estacionaria uma
coluna C18 (4),

Figura 2: [ Mecanismo de reagéo proposto entre Formaldeido e (DNPH) originando o produto de derivatizagdo (HCHO-DNPH) (5),

02N
H, -
Hp=0 + HzN— NOZ

Formaldeido (HCHO) 2,4- Dinitrofenil-hidrazina (DNPH)

O2N
H H H
C=N- NO; + H,0
H

Formaldeido-2,4 2,4- Dinitrofenil-hidrazina (HCHO- DNPH)
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Amostragem

Este estudo decorreu entre margo e outubro de 2023. Foram
analisadas um total de 107 amostras de agua obtidas de di-
ferentes localizacoes geograficas (tabela 1) e diferentes na-
turezas: agua residual (R), agua de consumo tratada (ACT),
agua de consumo nao tratada (ACNT), agua de processo
(PRO), agua de piscina (PIS), agua mineral natural e de nas-
cente (MNN) e 4gua natural doce (ND).

_Resultados

A gama de trabalho situa-se entre 0,05 mg/L e 4 mg/L com
um critério de linearidade correspondente a um coeficiente
de correlacédo r > 0,995. O valor da incerteza expandida (k=2)
calculado para um intervalo de confianca de 95% ¢ de 14%.

Tabela 1: Distribuicdo geografica das amostras de dgua
estudadas.

Distribuicdo de amostras estudadas

Distrito Conselho
Braga Guimaraes, Terras Bouro
Braganca Vila Flor
Porto V. N. Gaia
Aveiro Albergaria-a-velha, Mealhada
Viseu Tondela
Guarda Gouveia
Coimbra Arganil
Leira Caldas da Rainha

Castelo Branco Fundao

Santarém Chamusca, Macao, Santarém

) Amadora, Cascais, Lishoa,
Lisboa Loures, Mafra, Malveira,
Sacavem, Sintra, V. F. Xira

Portalegre Crato, Ponto de Sor, Portalegre
Almada, Grandola, Palmela,

Setdbal Sesimbra

Evora Evora

Beja Moura

Faro Faro

A identificacao do composto é feita através do tempo de re-
tengao obtido na corrida cromatografica. A figura 3 repre-
senta um cromatograma tipico em que o pico aos 5,847min
correspondente ao reagente de derivatizagdo, em excesso
nareacao, e o pico aos 10,621min corresponde ao compos-
to derivatizado, cuja area é proporcional ao teor de formal-
deido nas amostras.

Figura 3: [ Cromatograma obtido nas condigGes otimizadas para a metodologia de determinagido do HCHO-DNPH
derivatizado, por HPLC - UV (A\=360nm) para uma concentragdo de 4,0 mg/L de formaldeido, com um tempo

de retengéo (tr) de 10,621min.
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Os resultados obtidos revelam a presenca de formaldeido em
teores quantificaveis ( > 0,05 mg/L) em 2 amostras, corres-
pondendo uma a agua de processo (unidade de tratamento
de ar) com um teor de 0,087 mg/L e outra a 4gua de piscina
de utilizacao coletiva com um teor de 0,058 mg/L. Em 48
amostras foi detetada a presenca deste composto, mas em
teores nao quantificaveis (> 0,017 mg/L < 0,05 mg/L).

O grafico 1 (a-b) traduzem a representagao dos resultados
obtidos.

Baseado no risco para a salde a 4MS da Umwelt Bundesant
recomenda uma concentragdo maxima toleravel de 0,75
mg/L e a Norma NSF/ANSI 60 de 2016 define uma concen-
tragdo maxima admissivel em agua de 1 mg/L (6-7).

Considerando o valor indicado pela referida Norma, as duas
situacOes encontradas com valores quantificaveis sao consi-
deradas aceitaveis. Assim sendo, estes resultados sugerem
que seria conveniente alargar o trabalho de amostragem,
dando eventualmente especial enfoque as aguas de proces-
S0 e piscina.

Grafico 1 (a-b): [} Resultados da monitorizagao de formaldeido (HCHO) nas amostras de dgua estudadas,
em fungéo da quantidade e natureza das amostras.

A - Total de amostras analisadas, agrupadas pela natureza
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21

PRO ND ACT
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ACNT PIS MNN R

L n°amostras com formaldeido

B - Caso particular das amostras onde se encontrou formaldeido
(4gua de processo - Unidade de tratamento de ar, UTA e agua de piscina - utilizagao coletiva)

0,1
0,09
0,08
0,07
0,06
0,05
0,04
0,03
0,02
0,01

0

0,05

Concentracao (mg/L)

0,087

0,058

LQ (métedo)

Formaldeido
(agua piscina)

Formaldeido
(agua processo)

De acordo com a Norma NSF/ANSI 60 - 2016, a concentragdo méaxima admissivel de formaldeido na agua é 1mg/L.
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_Conclusoes

Face aos resultados obtidos para a amostragem estudada,
podemos dizer que nao foi encontrada evidéncia da presenca
regular desta substancia na agua. Contudo, esta ilagdo nao
exclui a possibilidade de eventual risco para a saude publica,
uma vez que se trata de um composto de uso mais ou menos
generalizado.

Estando cientificamente comprovada a toxicidade do for-
maldeido, que o relaciona com ocorréncias cancerigenas,
considera-se pertinente a continuidade de estudos de mo-
nitorizag@o, nomeadamente em amostras de piscinas, resi-
duais e naturais doces, para avaliar o eventual risco de
exposicao a este contaminante organico nas aguas.
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_Resumo

A Unidade de Ar e Saude Ocupacional (UASO) do Instituto Nacional de
Saude Doutor Ricardo Jorge implementou os procedimentos necessarios
para a acreditagdo dos ensaios de amostragem e determinagao analitica
de microrganismos cultivaveis em suspensao no ar, de acordo com o refe-
rencial da norma NP EN ISO/IEC 17025 que estabelece os requisitos gerais
de competéncia para laboratérios de ensaio e calibragc@o. Face a inexistén-
cia de programas de avaliag@o externa da qualidade (AEQ), a Unidade de
Ar e Saude Ocupacional organizou, em colaboragdo com o Programa Na-
cional de Avaliacéo Externa da Qualidade (PNAEQ), os programas de AEQ
- Microbiologia do Ar e de Identificacdo de Fungos em Cultura.

O Programa de Microbiologia do Ar consiste na avaliagdo do processo de
amostragem de ar e posterior andlise laboratorial, tendo como objetivo a
quantificagcdo de bactérias e fungos em suspenséo no ar, sendo comple-
mentado com o programa de AEQ de Identificagcao de Fungos em Cultura,
que avalia a competéncia laboratorial para identificacdo de fungos.

O tratamento dos resultados de AEQ do Programa de Microbiologia do Ar in-
clui o célculo do indice de desvio (avaliagdo do desempenho) e do coeficien-
te de variacao. No programa de AEQ de identificagdo de fungos em cultura
os resultados séo classificados de acordo com a identificagdo a espécie/gé-
nero, através da atribuicdo de scores.

O presente trabalho pretende realizar uma avaliagéo critica dos resultados,
obtidos ao longo de 12 anos de atividade do Programa de Avaliacao Exter-
na da Qualidade de Microbiologia do Ar e do Programa de Identificagdo de
Fungos em Cultura, salientando a sua importancia para a avaliagao da qua-
lidade do ar.

_Abstract

The Air and Occupational Health Unit (UASO) from the National Institute of
Health Doctor Ricardo Jorge has implemented the necessary procedures
to accredit the sampling and analytical determination of airborne cultivable
microorganisms in accordance with the NP EN ISO/IEC 17025 standard,
an indicator of technical competence and quality assurance. Given the
lack of proficiency testing schemes, the Air and Occupational Health
Unit organized, in collaboration with the Portuguese External Quality
Assessment Programme (PNAEQ), the External Quality Assessment
- Air Microbiology and Identification of Fungi in Culture programmes.
The Air Microbiology Program consists of evaluating the air sampling process
and subsequent laboratory analysis, with the aim of quantifying bacteria and
fungi suspended in the air, and the Fungus Identification Program, which
in addition, evaluates laboratory competence in identifying fungi in culture.

The Air Microbiology Program's results processing, includes the calculation of
the Z-score and the coefficient of variation, making it possible to classify the
results into categories. Results classification in fungi identification program
are according to the species/genus identification, by assigning scores.
The aim of this work is to carry out, a critical evaluation of the results obtained
over 12 years of the External Quality Assessment Programme for Air Microbiolo-
gy and Fungi ldentification, highlighting its importance in air quality evaluation.

_Introducéo

A avaliagao do risco de exposicao profissional a agentes biolo-
gicos pode basear-se na determinacdo da concentragdo de
bactérias e fungos cultivaveis em suspensao no ar dos locais
de trabalho, onde é expetavel a sua libertagcéo durante a reali-
zacao das diversas atividades pelos trabalhadores. O Decreto-
-Lei n.° 84/97, de 16 de abril, estabelece as regras de protecao
dos trabalhadores contra riscos de exposi¢cao a agentes biold-
gicos. A presenca de agentes bioldgicos com efeitos nocivos
para a saude humana pode dever-se a diversos processos,
designadamente em resultado do desenvolvimento das biotec-
nologias, através das quais se procede a sua producao e utili-
zacao, ou na sequéncia da sua libertacdo sem que 0s mesmos
sejam o objeto de trabalho. Os trabalhadores podem estar po-
tencialmente expostos a agentes bioldgicos com risco para a
saude em diversas atividades, nomeadamente: agricultura; pe-
cuaria; recolha e tratamento de residuos; tratamento de aguas
residuais, diversos ramos da industria, entre outros.

Por outro lado, a legislacéo nacional relativa a qualidade do ar
interior (QAI), o Decreto-Lei n.° 101-D/2020, de 7 de dezembro,
e a Portaria n.° 138-G/2021, de 1 de julho, estabelecem, entre
outros, concentracdes maximas de referéncia para poluentes
microbioldgicos (bactérias e fungos), sendo necessaria a de-
terminacéo da sua concentragao no ar.
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Como consequéncia da aplicacédo da legislacédo verificou-se
0 aumento significativo do numero de avaliagdes da QAl e de
avaliacOes de risco de exposicéo profissional, sendo impera-
tivo harmonizar os procedimentos de amostragem e de anali-
se, tendo como objetivo obter resultados comparaveis, entre
os diversos prestadores de servigos nesta area.

Face a inexisténcia de programas de AEQ, a UASO, em cola-
boracéo com o PNAEQ, organizou em 2010 o programa- piloto
de AEQ em Microbiologia do Ar - contagem de bactérias e
fungos, e em 2012 o programa de Microbiologia do Ar - identi-
ficagao de fungos em cultura, que se mantém atualmente.

_Objetivo

Apreciar os resultados obtidos ao longo dos 12 anos (2010
e 2022) do Programa de Avaliacdo Externa da Qualidade de
Microbiologia do Ar, do Instituto Nacional de Saude Doutor
Ricardo Jorge.

_Material e métodos

Os Programas de Avaliagdo Externa da Qualidade - Micro-
biologia do Ar e Identificacdo de Fungos em cultura - avaliam
a amostragem de ar e a analise laboratorial, no que respeita
a quantificacéo de bactérias e de fungos em suspensao no
ar e a identificacdo de espécies de fungos filamentosos em
cultura. Os laboratérios participantes sdo, na sua maioria,
nacionais, contudo, a partir de 2019 os Programas passaram
a contar com laboratérios estrangeiros, dois de paises euro-
peus e um de pals africano.

O PNAEQ elabora as cartas de instrucdes e respetivos for-
mularios de resposta, disponibilizando aos participantes as
informacdes necessarias para a realizagao de cada ensaio.

No Programa de Microbiologia do Ar s&o realizados dois ensaios
por ano, de modo a contemplar as variagdes sazonais, expecta-
veis para a contaminag@o microbioldgica do ar (estagao quente
e estacao fria). Séo efetuadas colheitas em varios locais com
diferentes graus de contaminagao microbiolégica e com ocupa-
céo variavel, tais como: sala limpa, laboratério, biblioteca, refei-
torio, sala de reunides/formacao, anfiteatro e exterior.

A colheita é realizada em simultaneo por todos os partici-
pantes, com recurso aos amostradores e meios de cultura
utilizados em rotina nos respetivos laboratoérios, em dois
pontos de amostragem (PC1 e PC2), preferencialmente,
com diferentes graus de contaminacdo. As placas sao pos-
teriormente incubadas, sendo calculada a concentragdo de
microrganismos com base na contagem obtida e no volume
de ar colhido por cada laboratério.

A analise, tratamento e apreciacdo dos resultados (Exce-
lente; Bom; Satisfatorio; Insatisfatorio) sao realizados pelo
PNAEQ, nomeadamente os calculos da média de consen-
so, do desvio padrdo, do coeficiente de variacao, do viés
e do indice de desvio, com base no referencial normativo,
norma NP EN ISO/IEC 17043 (1),

Para a identificag@o de fungos em cultura sdo enviadas, uma
vez por ano, duas estirpes para identificagao (ao género ou a
espécie). A identificacdo dos fungos filamentosos em cultu-
ra € classificada com scores: 0 - identificagdo incorreta; 1 -
identificac@o correta ao género; 2 - identificagao correta ao
género e/ou espécie conforme o requerido pelo PNAEQ.

No final de cada ano, o organizador do programa, apresenta
aos Laboratérios participantes os resultados do ano anterior
tratados e promove a formagao dos participantes nas areas
que identifica como mais sensiveis.

_Resultados e discussdo

Ao longo do periodo de 12 anos em que decorreu o Progra-
ma Microbiologia do Ar, no qual o nimero de participantes foi
variavel, utilizaram-se 14 equipamentos diferentes, embora
com o mesmo principio de funcionamento, o impacto do ar
em meio de cultura semissolido, apds passar por um crivo.
Os caudais de amostragem variaram entre 90 e 360 L/min.

As concentragdes de microrganismos no ar Sao expressas
em UFC/m? e calculam-se tomando por base a contagem em
cada placa (n° de unidades formadoras de colonias-UFC) e
0 volume de ar colhido.
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Nos graficos seguintes apresentam-se 0s resultados obtidos
para as concentraces de bactérias (grafico 1) e fungos
(grafico 2) para a estagédo fria (outono/inverno), nos dois
pontos de colheita (PC1 e PC2), para o periodo em estudo
(2010 a 2022).

Grafico 1: [ Concentragédo de bactérias no ar (UFC/m?®) para os dois ensaios que decorreram durante a estagéo fria (outono/inverno),
de 2010 a 2022.
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Grafico 2: [ Concentragdo de fungos no ar (UFC/m?®) para os 2 ensaios que decorreram durante a estagao fria (outono/inverno),
de 2010 a 2022.
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A analise dos resultados obtidos pelos participantes, para
a estacdo fria, durante o periodo de estudo (2010-2022),
revelou que as concentracdes de bactérias variaram entre
14-1316 UFC/m?, com uma mediana de 190 UFC/m? e as
concentracdes de fungos variaram entre 4-924 UFC/m?,
com uma mediana de 65 UFC/m?.

Verifica-se uma grande homogeneidade nos resultados das
concentracdes de bactérias, para concentracdes inferiores
a 200 UFC/m®, Para valores de concentragao superiores veri-
fica-se um aumento na dispersao dos resultados dos partici-
pantes, como pode ser verificado pela andlise dos resultados

obtidos para os ensaios PC1(2011), PC2 (2021) e PC2 (2022),
cujas medianas das contagens de bactérias ficaram acima
de 800 UFC/m?® (2011) e das 500 UFC/m?® (2021 e 2022).

Para os fungos verificou-se maior dispersao de resultados
nos ensaios PC1 em 2021 e PC1 e PC2 em 2022 com con-
centragdes acima de 400 UFC/m?,

Nos graficos seguintes séo apresentadas as concentragdes
de bactérias (grafico 3) e de fungos (grafico 4) para a esta-
cao quente (primavera/verao) ao longo do perfodo de estudo
2010-2022.

Grafico 3: [ Concentragdo de bactérias no ar (UFC/m® durante a estagéo quente (primavera/verédo) de 2010 a 2022,
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Gréfico 4: [ Concentragao de fungos no ar (UFC/m?®) durante a estagdo quente (primavera/verao) de 2010 a 2022.
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A anélise dos resultados obtidos na estacao quente (2010-
-2022) revelou concentragdes de bactérias entre 20-2538
UFC/m?3, com uma mediana de 373 UFC/m? e concentragdes
de fungos variaram entre 0-3496 UFC/m?®, com uma mediana
de 310 UFC/m3,

Nesta estacao, as concentracoes de microrganismos cultiva-
veis sdo, de um modo geral, mais elevadas.

Por outro lado, verificou-se que 0s menores coeficientes de
variacdo, de 9,6% no caso das bactérias e de 13,4% para
fungos, foram obtidos para concentragdes de cerca de 400
UFC/m? que corresponde a contagens da ordem das 100
UFC/placa, referidas na norma como aquelas em que o0 erro
nas contagens é menor. Estes resultados vdo de encontro a
recomendacédo da Norma EN 13098 (2) de ajustar o volume
de ar colhido em placas de 90 mm de modo a obter cerca
de 100 UFC/placa.

N&o foram incluidos neste estudo os resultados das colheitas
de fungos relativos aos ensaios de 2012 (ensaio 2), de 2013
(PC1) e 2014 (ensaio 2), devido a contaminacdo das placas
pela espécie Chrysonilia sitophila ou obtencdo de contagens
acima ou abaixo do limite de quantificacao.

A anélise dos resultados obtidos para a determinacao de
bactérias no ar, no periodo em estudo, demonstrou que a
percentagem de participantes com desempenho de excelen-
te, bom ou satisfatorio foi de 92%, para ambas as estacoes
(quente e fria).

Por outro lado, para determinagdo de fungos no ar, o de-
sempenho foi excelente, bom ou satisfatério em 92% e 96%
dos participantes, para as estacdes quente e fria, respetiva-
mente.

Os resultados revelam que foi na estacao quente que se ob-
tiveram as concentragdes mais elevadas tanto para as bac-
térias como para os fungos, resultados concordantes com
outros estudos que sugerem que ha variagdes sazonais na
concentracdo de microrganismos em Suspensdo no ar e
que justificam a existéncia duas rondas (estacéo quente e
estagéo fria). Segundo Kumar et al, 2021 (3) a concentracao

de bactérias e fungos no ar interior foi significativamente
maior no verao e no outono comparativamente com outras
estagdes.

A abundancia e diversidade dos bioaerossdis também sao
influenciadas por outros fatores, como ventilagdo e a ativi-
dade humana. Por outro lado, o estudo sistematico de revi-
sdo sobre a concentracdo de esporos de fungos no exterior
em palises europeus, confirmou que o verao e 0 outono sao
reconhecidos como as estagdes com maior concentracdo
de esporos de fungos (4).

Os graficos 5 e 6 apresentam os resultados dos ensaios do
Programa de Identificacdo de Fungos em Cultura, ao género
e a espécie, respetivamente.

Gréfico 5: [ Resultados da identificagdo de fungos ao género (%),
entre 2012 e 2022.
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Gréfico 6: [ Resultados da identificagdo de fungos a espécie (%),
entre 2012 e 2022.
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Foram enviadas um total 20 culturas de fungos comuns no
ambiente interior/exterior, para identificacdo ao género ou a
espécie, conforme solicitagdo do programa (2012 a 2022).
Identificac@o para as seguintes espécies: Epicoccum nigrum;
Scopulariopsis candida; Emericella nidulans (Aspergillus
nidulans);  Syncephalastrum  racemosus;  Penicillium
chrisogenum; Verticillium tenerum; Beauveria bassiana;
Trichosporom asahii; Mucor racemosus; Trichotecium
roseum; Tritirachium ortzae; Sporothrix schenki; Acremonium
strictum; Paecilomyces lilacinus; Bipolaris rostrata e para 0s
seguintes géneros: Eurotium chevalieri; Ulocladium botrytis;

Trichoderma viride; Phoma herbarum.

Quando solicitada a identificac@o de fungos ao género, verifi-
ca-se que a percentagem de resultados corretos foi de 53%
(9/17). Quando a identificagao foi solicitada a espécie, 61%
(22/36) identificaram corretamente, 11% (4/36) apenas identi-
ficaram o género e em 28% (10/36) o resultado foi incorreto.

Ao longo dos 12 anos do programa foram identificadas diver-
sas necessidades de formacéo por parte dos participantes,
tendo sido organizadas sessdes de formacao subordinadas
aos temas: Estimativa de Incertezas em Ensaios Microbiolé-
gicos (2011); Garantia da Qualidade dos Resultados (2013);
Otimizagao das Condicdes de Ensaio (2014).

_Conclusao

A analise dos resultados obtidos no periodo em estudo, de-
monstrou que a percentagem de participantes com um de-
sempenho de excelente, bom ou satisfatorio foi superior a
90% para qualquer dos microrganismos.

O programa Microbiologia do Ar tem permitido, além de
comparacdo 0s resultados dos seus participantes, uma
harmonizacdo de procedimentos, melhorando o controlo
de qualidade, a rastreabilidade das medic¢des, facilitando
a validacao de resultados e todo o processo conducente a
acreditacdo dos ensaios.

Os temas mais debatidos nas agdes de formacgéo relativas a
Microbiologia do Ar tém sido a calibracao de equipamentos,
a estimativa de incertezas, os critérios de aceitagao de dupli-
cados de colheitas e o controlo das condi¢cdes dos ensaios
de amostragem e laboratoriais.

A identificacdo correta de fungos em cultura baseia-se em
grande medida, no treino dos Técnicos pelo que é muito im-
portante manter este tipo de ensaios para que os Laborato-
rios tenham oportunidade de proceder a identificagao de
espécies de fungos, que embora comuns no ambiente, nem
sempre se encontram nas amostras naturais.

A participagdo em programas de avaliacao externa da quali-
dade permite, além do contacto privilegiado com outros pro-
fissionais da mesma area de trabalho e do acesso a agdes
de formagao de acordo com as necessidades, a avaliagdo
do desempenho e a implementacdo de agdes corretivas se
aplicavel.
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_Resumo

Em Portugal, as quedas tém sido identificadas como um dos problemas de
salide mais relevantes no envelhecimento da populagdo, com expressao
ao nivel da morbilidade e mortalidade, causa de sofrimento, porventura
evitavel. Dada a tendéncia de envelhecimento da populagao € expectavel
que nos proximos anos 0 numero de quedes aumente. Tal cenario implica-
ra uma maior procura dos servigos de urgéncia por este motivo.
Desenvolveu-se assim, o presente estudo de modo a melhorar o conheci-
mento das circunstancias em que este fenémeno ocorre nas pessoas ido-
sas (= 65 anos).

No ano de 2023, através do sistema EVITA, foram registados 40 842 episé-
dios de queda com recurso ao servigo de urgéncia nas pessoas com 65 e
mais anos. A proporcao de quedas foi aumentando ao longo dos grupos etéa-
rios, tendo 31,4% do total de quedas ocorrido no grupo dos 85 e mais anos,
diferengas estatisticamente significativas (p<0,001). Observou-se em todos
0s grupos etarios que as proporgoes de quedas nas mulheres representaram
entre 63,7% e 70% dos episodios. Cerca de 63,9% das quedas ocorreram
em casa. A probabilidade de sofrer uma queda em casa, area institucional e
recintos publicos foi superior nas pessoas com 85 e mais anos.

Os resultados deste estudo revelam que as quedas nas pessoas idosas ten-
dem a ocorrer mais frequentemente a medida que a idade avanga, numa
maior proporcdo nos locais onde permanecem mais tempo.

_Abstract

In Portugal, falls have been identified as one of the most relevant health
problems in the aging population, with expression in terms of morbidity
and mortality, cause of suffering, perhaps preventable. With the increase
in the number of elderly people in the coming years, the number of falls will
tend to increase. This scenario will imply a greater demand for emergency
departments.

The present study was therefore developed in order to improve knowledge
of the circumstances in which this phenomenon occurs in elderly people.
In 2023, through the EVITA system, 40 842 episodes of fall using the
emergency departments were recorded. The proportion of falls increased
across age groups, with 31.4% of total falls occurred in the group aged
85 and over, these differences were statistically significant (p<0.007). It
was observed in all age groups that fall in women represented between
63.7% and 70.0% of episodes. Around 63.9% of fall occurred at home.
The probability of fall at home, institutional areas and public spaces was
higher in the older group (85+).

The results of this study confirm that falls in elderly people tend to occur
more frequently as age advances, with a greater proportion in places
where they remain longer.

_Introdugéo

As quedas representam uma problematica de salde publica a
nivel mundial, sendo a segunda causa de morte por acidente,
seguida dos acidentes rodoviarios (1:2). Apesar de se tratar
de um evento comum nas pessoas de todas as idades, asso-
ciado a este evento tem sido evidenciado o papel da idade (3),
pelo que, dado o contexto global do envelhecimento demo-
grafico da populacao afigura-se de relevo a melhor compreen-
sao das quedas no grupo populacional das pessoas idosas.

Em Portugal, o envelhecimento demogréafico da populagéo
é uma realidade, mantendo-se essa tendéncia em resultado
nao so6 da reducao da populagéo jovem e em idade ativa,
mas também do aumento do nimero de pessoas idosas (4).

Deste modo, estudos indicam que 0 nimero de quedas ten-
dera a aumentar, ndo s6 devido ao aumento do nimero de
pessoas idosas nos proximos anos, mas também devido a
comorbilidade, a polimedicagao e a fragilidade associada ao
envelhecimento (5:6). Tal cendrio podera levar a uma maior
procura dos servigos de urgéncia (SU) por este motivo (2).

Em Portugal, dados do sistema EVITA - Epidemiologia e Vigi-
lancia dos Traumatismos e Acidentes revelam que as quedas
representam mais de 70% dos mecanismos de lesdo quando
a populagao idosa recorre ao SU por acidente doméstico e
de lazer (7). Dados nacionais relativos as admissdes aos SU,
em 2023, revelam que cerca de 11% das pessoas com 65 e
mais anos procuraram assisténcia nas urgéncias hospitalares
por queda (8).
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Diversos estudos sublinham a importancia da prevengao de
quedas na populacdo idosa dadas as suas implicagdes ao
nivel da disfungéo motora, da imobilidade, da perda de auto-
nomia, da confianga (1:3), podendo levar & depressao (6:9), a
ansiedade (6.9) e ao isolamento social (5).

A literatura descreve a queda como um fendmeno multifato-
rial, para a qual concorrem fatores de natureza intrinseca e
extrinseca a pessoa idosa, destacando-se a importancia do
ambiente que rodeia a pessoa idosa. Assim, as caracteristi-
cas das quedas diferem em funcdo do contexto e local, dan-
do-se destaque aos espacos no interior da habitacado, casa
ou instituicdo de residéncia para pessoas idosas (10:11),

_Objetivo

O presente estudo tem como objetivo descrever as caracte-
risticas das quedas na populagao com 65 e mais anos, que
recorreu aos Servicos de Urgéncias do Servico Nacional de
Saude, no ano 2023, em Portugal.

_Materiais e métodos

Realizou-se um estudo epidemioldgico observacional, descri-
tivo e transversal, com analise dos dados recolhidos através
do sistema de monitorizacdo EVITA relativos a episodios de
recurso a urgéncia hospitalar no ano 2023 em pessoas com
65 e mais anos, em Portugal (12),

Foi realizada a anélise descritiva (contagens) dos dados por
grupo etario, sexo, dia da semana e hora do acidente, local
de ocorréncia, prioridade atribuida pela triagem de Manches-
ter e destino apos a alta. A analise bivariada foi realizada atra-
vés do teste do Qui-quadrado de Pearson, considerando um
nivel de significancia de 5%. A odds ratio (OR) foi calculada
para quantificar as associagdes entre o local de ocorréncia
da queda e o grupo etério. A analise foi realizada utilizando o
programa R Statistical Computing Enviroment (1),

_Resultados

Neste estudo, foram analisados os 40 842 episddios de ad-
missao ao SU por queda ocorridos nos idosos e descritos em
EVITA. Observou-se um aumento da proporcao de episédios
de queda ao longo dos grupos etarios, tendo 31,4% do total
de quedas ocorrido no grupo dos 85 e mais anos.

Na analise dos episédios de queda por idade e sexo, obser-
vou-se que em todos 0s grupos etérios as quedas nas mulhe-
res eram mais frequentes, representando entre 63,7% e 70%
dos episddios, sendo estas diferencas estatisticamente signi-
ficativas (p<0,001) (tabela 1).

O periodo do dia em que as quedas ocorreram variou, tendo
sido no periodo da manha e tarde, entre as 09:00h e as
17:00h, que se observou a maioria das quedas (entre 58,7%
nos 85 e mais anos e 63,7% nos 75-79 anos). O domingo
foi o dia da semana com menor registo de episddios de ad-
missao ao SU por quedas em todos 0s grupos etarios em
andlise, embora nao se encontre associacao entre o dia da
semana e o0 grupo etario.

As quedas ocorreram em diferentes locais, destacando-se
as quedas em casa (26 120; 63,9%). De referir, 0 aumento da
proporgao de quedas em casa ao longo dos grupos etarios,
entre 58,6% (65-69 anos) e 67,2% (80-84 anos). No grupo
etario dos 65-79 anos, depois da casa, os locais ar livre
(12,8%) e area de transporte (13,4%) foram aqueles onde as
quedas ocorreram em maior propor¢do. Nos grupos dos 80
e mais anos, a proporcao de quedas na categoria “area insti-
tucional, recintos publicos e escola” constituiu a segunda lo-
calizacao mais frequente (16,9%). Dentro desta categoria foi
nos locais “lar” e “casa de repouso” que aconteceram mais
de 90% das quedas.

A triagem de Manchester revelou em todos 0s grupos etarios
qgue na maioria dos episddios de queda a prioridade atribuida
foi elevada, classificada como urgente, aumentando desde
61,9% nos 65-69 anos até 69,8% nos 85 e mais anos, asso-
ciacéo estatisticamente significativa (p<0,001) (tabela 1).
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Anélise respeitante ao destino apos a alta, permitiu verificar idade (50,0% - 65-69 anos e 42,4% - 85 + anos) diminuiram
que a proporcao de episédios de queda que resultaram em 0s episodios de queda sem necessidade de referenciacao
internamento aumentou com a idade (7,9% - 65-69 anos e para consulta posterior, quer em contexto de cuidados de
19,9% - 85 e mais anos). Pelo contrario, com o avangar da saude primarios, quer ao nivel hospitalar,

Tabela 1: Distribui¢do dos episddios de Quedas nas pessoas com 65 e mais anos, por sexo, dia da semana, hora do dia do
acidente, local de ocorréncia, triagem atribuida e destino apds a alta, registados em EVITA, 2023.

Grupo Etério

65-69 70-74 75-79 80-84 > 85

n % n % n % n % n % p-value’
Total 5801 14,2 6564 16,1 7565 18,5 8078 19,7 12834 31,4
Sexo <0,001
Masculino 2107 36,3 2324 35,4 2498 33,0 2669 33,0 3849 30,0
Feminino 3694 63,7 4240 64,6 5067 70,0 5409 67,0 8985 70,0
Dia da semana 0,355
Domingo 792 13,7 865 13,2 1009 13,3 1066 13,2 1691 13,2
Segunda-feira 802 13,8 917 14,0 1052 13,9 1213 15,0 1898 14,8
Terca-feira 801 13,8 971 14,8 1086 14,3 1140 14,1 1806 14,1
Quarta-feira 838 14,4 936 14,3 1109 14,7 1182 14,6 1915 14,9
Quinta-feira 800 13,8 1001 15,3 124 14,9 1133 14,0 1845 14,4
Sexta-feira 878 15,1 94 14,3 1101 14,5 1137 14,1 1800 14,0
Sabado 885 15,3 928 14,1 1082 14,3 1200 14,9 1869 14,6
Hora do acidente <0,001
00:00 - 08:59 733 12,6 869 13,2 1051 13,9 1295 16,0 2480 19,3
09:00 - 16:59 3579 61,7 4131 62,9 4819 63,7 4966 61,5 7530 58,7
17:00 - 23:59 1489 25,7 1564 23,8 1695 22,4 1817 22,5 2824 22,0
Local de ocorréncia <0,001
Casa 3401 58,6 4002 60,9 4878 64,5 5435 67,2 8404 65,5
Ar livre 744 12,8 772 1,8 783 10,3 596 74 578 45
Area transporte 778 13,4 796 12,1 763 10,1 606 7,5 536 4,2
Area comércio ou servigos 106 18 122 1,8 105 1,4 101 1,3 68 0,5
Area diversao ou desportiva 65 11 45 0,7 4 0,5 30 0,4 27 0,2
Escola, area institucional,
recintos pablicos 196 3,4 286 43 493 6,5 841 10,4 2713 211
Locais de trabalho e campo 150 2,6 167 2,5 121 1,6 92 1,1 86 0,7
Outros/néo especificado 361 6,2 374 57 381 5,0 377 4,6 422 3,3
Triagem atribuida <0,001
Azul 14 0,2 18 03 19 0,2 6 01 8 01
Verde 863 14,9 877 13,4 861 1,4 805 10,0 1202 9,4
Amarelo 3592 61,9 4155 63,3 5004 66,1 5518 68,3 8962 69,8
Laranja 301 5,2 321 49 363 4.8 395 4,9 614 4.8
Vermelho 6 0,1 5 0,1 4 0,1 10 0,1 9 0,1
Nao especificado/outras 1025 17,7 1188 18,1 1314 17,4 1344 16,6 2036 15,9
Destino apos alta <0,001
Abandono 196 3,4 174 2,6 177 2,3 136 17 94 0,7
Exterior ndo referenciado 2902 50,0 3205 48,8 3561 471 3720 46,1 5437 42,4
Referenciado para consulta 2068 35,6 2361 36,0 2694 35,6 2846 35,2 4346 33,9
Internamento 457 79 631 9,6 893 11,8 1149 14,2 2554 19,9
Transferido outro hospital 139 2,4 148 2,3 188 2,5 172 21 256 2,0
Obito 3 0,1 3 0,0 3 0,0 12 0,1 29 0,2
Outro 36 0,3 42 0,6 49 0,6 43 0,5 17 0,9
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Para quantificar as associacoes entre a ocorréncia de queda
por local e grupo etario, procedeu-se a estimativa da odd
ratio (OR).

A anélise das quedas por local e grupo etario, consideran-
do o grupo etéario dos 65-69 anos como categoria de refe-
réncia, revelou que a maior probabilidade de ocorréncia de
quedas em casa verificou-se nos idosos entre 0s 80-84 anos
(OR=1,45). Por outro lado, as quedas em casa, nos idosos
com 85 e mais anos, apresentaram um valor da odds inferior
(OR=0,64) quando comparadas as quedas nos 65-69 anos
(figura 1).

A probabilidade de queda em éarea institucional e recintos
publicos foi superior em 5,18 vezes no grupo dos 85 e mais
anos, face ao grupo dos 65-69 anos. Nas quedas regista-
das ao ar livre (OR=0,23), em area de comércio ou Servicos
(OR=0,21), em area desportiva (OR=0,13), em area de trans-
porte (OR=0,20) e nos locais de trabalho e campo (OR=0,18)
os valores da odds foram inferiores no grupo dos 85 e mais
anos, quando comparados com o0s do grupo etério dos
65-69 anos (figura 1).

Figura 1: [} Odd ratio (OR) de Quedas em pessoas idosas por local de ocorréncia e grupo etario, registados em EVITA, 2023.
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_Discusséo

As quedas nas pessoas idosas constituem um problema de
saude publica, dada a frequéncia da sua ocorréncia, utiliza-
cdo dos servicos de salde e causa importante de procura
de cuidados de saude nas urgéncias hospitalares.

Neste grupo populacional dos 65 e mais anos, de entre 0s
mecanismos de lesdo, a queda tem constituido o mecanis-
mo mais frequente. Neste estudo, observou-se um aumento
da proporcao de quedas com a idade, a semelhanca do ve-
rificado em estudos internacionais, que apontam as quedas
na populacdo idosa como a principal causa de admissdo
a0 SU por lesdo néo intencional (5:6.9,14-16) A gste respei-
to aliteratura esclarece que apesar de a queda ser um feno-
meno multifatorial, a idade tem sido identificada como um
dos fatores biolégicos mais reportado. Diversos autores sa-
lientam o papel da idade associada ao envelhecimento e ao
consequente declinio funcional, levando a uma maior fragili-
dade e predisposicdo a ocorréncia de quedas (3-6,14,15),

A semelhanca do observado em outros paises, também em
Portugal este evento das quedas afetou, em 2023, mais as
mulheres do que 0s homens, no &mbito das quedas em con-
texto comunitario (1417). Alguns autores apontam diversas
condicdes biolégicas associadas ao sexo feminino, como as
musculo-esqueléticas, que concorrem para uma maior pre-
disposicao a ocorréncia de quedas (11:15),

Relativamente ao momento do acidente, o periodo no qual as
quedas ocorreram variou, tendo a maior proporcao de quedas
ocorrido nos ultimos dias da semana e no periodo diurno, pa-
recendo estar associado as atividades desenvolvidas pelos
idosos. Este resultado nacional esté alinhado com o observa-
do em outros estudos (2:1114.15) No entanto, um estudo reali-
zado na Turquia ndo encontrou diferengas quanto ao periodo
do dia em que ocorreu o acidente (9).

As pessoas idosas vitimas de queda que necessitaram de in-
ternamento hospitalar tenderam a ser mais velhas, tal como
evidenciado em outros estudos, referindo que a idade esta-
vam associadas situagdes de salde mais graves e maior

tempo de internamento (10:18,19) Estes autores defendem a
necessidade de se conhecer o impacto desta problemaética
nos servigos de saude, dada a necessidade de planeamento
dos cuidados, ao nivel da prevencao secundaria e terciéria,
num contexto de envelhecimento populacional.

As circunstancias em que as quedas nas pessoas idosas
ocorrem tém vindo a ser cada vez mais estudadas, sendo
notoério em varios estudos o predominio deste acontecimen-
to ocorrer em casa e em areas de institucionalizacéo para
pessoas idosas, a semelhanga do que observamos no pre-
sente estudo. Nos outros locais analisados, fora de casa ou
residéncia, a idade parece ser protetora, provavelmente pela
menor mobilidade e frequéncia das pessoas idosas nesses
locais, estando assim, menos expostas ao risco.

Estes autores destacam ainda a relevancia de serem identifi-
cados e eliminados os riscos, através de medidas de preven-
cao das quedas devidas a exposicéo a perigos existentes
nesses locais (10,11,15,17),

E de referir que este estudo, focado nas quedas em pessoas
idosas que procuraram os SU dos hospitais do SNS, podera
induzir a uma sub-representacao desta problematica, dado
que desconhecemos as quedas que, tendo ocorrido, foram
percecionados como de menor gravidade, ndo conduzindo a
procura de cuidados de saude, e, ou, tendo ocorrido, foram
assistidas noutros servigos de saude.

_Conclusoes

Em 2023, em Portugal, observou-se um aumento da propor-
cao de quedas ao longo dos grupos etarios. A probabilidade
de queda em casa, area institucional e recintos publicos foi
maior no grupo dos mais velhos (85+).

Considera-se a necessidade de continuar a aprofundar o co-
nhecimento, como tem sido evidenciado na literatura, sobre
os fatores associados a ocorréncia de quedas em pessoas
idosas, sobretudo no contexto do atual envelhecimento da
populacao e das projecoes respeitantes a demografia em
Portugal.
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E oportuno o estudo continuado desta teméatica para a reali-
dade nacional, na medida em que se afigura Util para o dese-
nho de programas de prevencado de quedas e na preparagao
da resposta nos diferentes niveis de cuidados.
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