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_Tecnologias de informagéo, literacia e bem-estar

Em pouco mais de 50 anos as tecnologias de informagé&o e comuni-
cacao contribuiram para uma mudanga impar, progressiva e profun-
da do nosso dia-a-dia.

A Saude é um dos dominios em que o efeito é muito evidente, uma
vez que estas tecnologias contribuiram para o desenvolvimento de
meios de diagnostico e terapéutica muito sofisticados e eficazes,
com resultados notaveis ao nivel do estado de saude e bem-estar
do cidadao e das populagdes. Ao mesmo tempo, sdo também um
dos pilares dos sistemas de prestacdo de cuidados por permitirem
a producao e a gestao de informagao e conhecimento necessarios
para suportar a decisdo nos varios campos e patamares destes sis-
temas.

Hoje em dia ndo seria possivel responder aos desafios que a socie-
dade global coloca no campo da saude sem dispor de estruturas
tecnoldgicas capazes de recolher, armazenar e disponibilizar infor-
magao de elevada qualidade que permita produzir evidéncia cienti-
fica e manter, por exemplo, uma vigilancia eficaz e atempada sobre
um conjunto de fendmenos relevantes, como algumas doengas in-
feciosas ou agentes perigosos para a saude.

Um efeito muito particular destas tecnologias reside no facto de per-
mitirem a comunicagdo quase instantanea e global de informagéo, o
que podendo ser excelente no campo cientifico, pode ndo ser isento
de riscos se esta informagéo for veiculada pela comunicagéo social e
pelas redes sociais de forma distorcida ou incompleta.
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Sublinhe-se que, por vezes, o cidaddo comum tem muitas dificul-
dades em descodificar e interpretar a informagao relacionada com
a saude com niveis diferentes de rigor que circula nestes canais, le-
vando a que certas situagdes possam ser percebidas como tendo
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elevado potencial de ameaca a vida e ao bem-estar, sem o serem re-
almente, e vice-versa, introduzindo uma componente emocional que
ndo pode ser ignorada.

Como exemplos destes efeitos, refere-se a recusa de alguns pais,
noutros paises, em vacinar os filhos com base em certos dados
cientificos ndo confirmados e divulgados acriticamente e, no nosso
Pais, a recente preocupacdo com a remogao dos materiais conten-
do amianto existentes em diversos locais, especialmente escolas.

Neste Ultimo caso, nao se pde em questao que se trate de uma pre-
ocupagao legitima. A persisténcia de materiais contendo amianto
utilizados no periodo 1950-1990 do século passado na constru-
¢ao civil € uma realidade e constitui um problema de saude publica
e de salde ocupacional a necessitar de intervencao urgente, inte-
grada, planeada e coerente por parte das entidades responsaveis.
No entanto, o artigo que se publica nesta edic&o sobre a avaliagéo
da contaminagao do ar ilustra de forma muito evidente o diferen-
cial entre a informagdo veiculada pela comunicagdo social e 0 risco
realmente existente no que respeita a um dos materiais em causa
(fibrocimento) e que mais polémica tem suscitado.

O cidad@o deve estar habilitado a poder identificar e a gerir de for-
ma adequada 0s riscos para a saude, tanto no dia-a-dia como no
seu local de trabalho. Referimo-nos a capacidade das pessoas
obterem, processarem e compreenderem informagao basica so-
bre saude - literacia - que é considerada um elemento critico pela
Organizacdo Mundial da Satde (OMS) (1) e como um dos deter-
minantes do bem-estar pela Organizagéo para a Cooperagao e
Desenvolvimento Econémico (OCDE) (2).

Perante estes paradoxos dos tempos atuais, o facto de dispormos
de dispositivos e estruturas muito sofisticados na salde, nao invali-
da que, para obter um integral return on investment, nesta como em
todas as outras areas da saude publica, seja necessaria a adogao
de medidas que favorecam a melhoria da literacia, tanto da comu-
nicagao social como da populagdo em geral, de forma a contribuir
para a diminui¢do das desigualdades entre os cidadaos e para que
estes possam realizar todo o seu potencial de sadde.

Assinale-se por Ultimo e como corolario, que este tipo de interven-
cOes em salde publica tem efeitos amplificadores e sinérgicos de
outras medidas de carater mais estrutural, sdo um investimento que
cria valor no sentido de gerar uma sociedade sustentavel e justa,
devendo ser avaliados e geridos de forma sistematica e néo trata-
dos como uma mera despesa.

Mariana Augusto N
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_Introdugéo

O estudo da qualidade de vida do idoso ocupa um lugar de des-
taque na nossa sociedade devido as alteragdes demograficas nos
paises desenvolvidos. De acordo com as Nacgdes Unidas, no ano
de 2012, a percentagem total de populacdo com idade igual ou su-
perior a 60 anos na Europa era de 22% com a perspetiva de au-
mento até aos 34% em 2050 (1). Os paises europeus apresentam
a maior taxa de idosos em comparagao com as restantes nagoes,
sendo a Africa o continente com a menor percentagem de pesso-
as com mais de 60 anos. Portugal € o oitavo pais mais envelheci-
do no Mundo e o sexto da Europa, com uma populagéo idosa (> 60
anos) de 23%. No nosso pais o nimero de residéncias e lares da
3 idade aumentou 49% entre 1998 e 2010 (2),

Estudos indicam que esta faixa etéaria da populacdo passa cerca
de 19-20 h/dia em ambientes fechados tornando-se mais vulnera-
veis a complicagdes de saude associadas a poluicéo do ar interior.
Os idosos representam uma populagéo suscetivel apresentando
um sistema imunolégico mais enfraquecido e uma maior prevalén-
cia de doencas crénicas e de problemas respiratérios. Varios estu-
dos demonstram que a concentragdo de poluentes no interior pode
ser 10-20 vezes mais elevada do que no exterior, com um impacte
crescente sobre a qualidade da vida dos seus ocupantes, podendo
originar ou agravar doencas sobretudo do foro respiratorio e cardio-
vascular. Esses efeitos podem resultar no aumento do uso de medi-
cacéo e visitas ao médico, bem como, no acréscimo de admissoes
em hospital e mortes prematuras. Para além da qualidade do ar in-
terior (QAI) também o ambiente térmico € um fator chave que pode
afetar o conforto, a satide e 0 bem-estar dos ocupantes (3.

Nesse sentido, 0 objetivo principal do Projeto GERIA [www.geria.
webnode.com] consiste na avaliagdo da relagéo entre a qualidade
do ambiente interior e a salide respiratoria em populagdes susce-
tiveis, promovendo a qualidade de vida nos idosos residentes em
lares da 32 idade.

Para a consecugao dos objetivos propostos estao a ser estudados
22 lares na cidade do Porto € 18 em Lisboa no @mbito da QAl e
conforto térmico (CT). Este artigo apresenta os resultados das ins-
tituicdes estudadas na cidade do Porto. O Projeto esta em curso,
contando com equipas multidisciplinares a trabalhar nas &reas da
avaliagdo das condicdes ambientais, testes clinicos e monitoriza-
¢ao da ventilagao.

_Material e métodos

A selegdo da amostra a estudar na cidade do Porto foi efetuada
por conveniéncia, sendo convidadas a participar todas as institui-
¢bes da terceira idade com a vertente residéncia e lar de idosos
que estdo inscritas na ‘Carta Social’. De um total de 58 instituicoes
aceitaram participar no estudo 38% (n=22). A recolha dos dados
nas instituicdes decorreu entre novembro 2011 a agosto 2013.

Cada lar de idosos foi estudado nas seguintes componentes:
(i) visita de caraterizagdo do edificado e ventilagao;

(ii) avaliagao de par@metros ambientais em duas esta¢des do ano
(ver@o e inverno), incluindo agentes quimicos [particulas suspen-
sas no ar PM,, e PM, 5, dioxido de carbono (CO,), mondxido de
carbono (CO), formaldeido e compostos organicos volateis totais
(COVT)], agentes bioldgicos (bactérias e fungos) e avaliagdo dos in-
dices do conforto térmico [voto médio previsto (PMV) e percentagem
prevista de insatisfeitos (PPD)]. A fase da monitorizagdo ambiental
incluiu amostragens de ar no periodo diurno (com inicio as 10h da
manha, durante 4 a 8 horas), representando a fase de maior ativida-
de nas instituicdes. Em cada lar foram efetuadas 6 amostragens em
espagos interiores (sala de convivio, sala de refeicéo, quartos e gabi-
nete médico) e uma amostragem no exterior para comparagao. As
amostragens foram conduzidas de forma discreta de modo a néo
perturbar o normal funcionamento da instituicao e atividades dos re-
sidentes. Os amostradores ambientais foram colocados a uma altura
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de 0,6 a 1,5 m do solo (representativo da altura da zona de respira-
¢ao) e 0 mais perto do centro do espago a analisar. As monitoriza-
¢oes de conforto térmico foram efetuadas a uma altura de 60 cm do
solo (representando a posicdo ‘sentado’ - altura do abdémen). De
acordo com a norma SO 7730:2005 (4), e confirmada por observa-
¢ao das atividades dos idosos, foi considerada uma taxa metabdli-
ca de 1,0 met (sentado, relaxado) e o isolamento térmico conferido
pelaroupade 1 clonoverdo e 1,3 clo no inverno. Os valores obtidos
foram comparados com a legislagao nacional (°) e as normativas in-
ternacionais em vigor.

_Resultados e discusséo

Os 22 lares analisados estéo localizados no perimetro urbano da
Cidade do Porto, em que 77% dos quais se situam em areas de
trafego automovel intenso. Em todos os edificios monitorizados
existe proibicao de fumar no interior. Um total de 716 idosos resi-
dem nestes centros, perfazendo uma taxa de ocupagao dos edi-
ficios entre 7 e 136 residentes por edificio. A Tabela 1 apresenta
as carateristicas principais do edificado.

A monitorizagdo ambiental dos lares de idosos apresenta 0s se-
guintes resultados:

(i) concentragbes médias de PM, ; acima dos valores de referéncia
da legislacdo nacional (50 ug/m®) e internacional (35 pg/m®) (6), em
ambas as estac¢des analisadas;

(i) COVT, bactérias, CO e CO, apresentam concentragdes interio-
res significativamente mais altas que no exterior, nos dois periodos
avaliados;

(i) PM,,, COVT, bactérias e CO, apresentam diferengas significati-
vas entre 0 verao e o inverno;

(iv) COVT, bactérias e CO, mostram variagoes significativas entre
0s varios espagos avaliados em cada instituicao;

(v) 4% das amostras de fungos indicaram ser positivas para espé-
cies oportunisticas de Aspergillus;

(vi) o indice PMV na estacao de inverno, apresenta resultados entre
-1 (ligeiramente fresco) e -2 (fresco) (Gréfico 1) na escala de sensa-
cao térmica, o que pode potenciar infecdes do trato respiratorio,
particularmente em populacdes suscetiveis como os idosos (7 8):
de referir também que varios estudos mostram que o0s idosos pre-

ferem ambientes cerca de 2°C mais quentes que a restante popula-
¢ao (9), e que a temperatura de conforto para esta populacao idosa
sedentaria se encontra acima dos 25°C (10);

(vii) os indices PPD e PMV mostram também diferencas significa-
tivas entre o inverno e verao;

(viii) foram encontradas associagdes significativas entre as carate-
risticas do edificado ‘Isolamento Térmico’, ‘Aquecimento’ e ‘Caixi-
Iharias Janelas’ e a concentragdo ambiental interior dos seguintes
parémetros avaliados: ‘bactérias’, ‘fungos’, ‘temperatura’, ‘humida-
de relativa’ e ‘indice PPD’ (Tabela 2).

Tabela 1: ['7 Carateristicas do edificado (n=22).
N B
PAREDES
Tijolo s 0
peda 7171 777777777777777777 49 7777777
Tijolo + Pedra 5 02
ISOLAMENTO TERMICO s 0
TIPO DEVENTILAGRO
Natural 3 77777777777777777 13 7777777
Ventllagio mista 19 77777777777777777 87 '''''''

AQUECIMENTO

Aquecimento central (AC) 12 53
Equipamentos auténomos (EA) 9 43
AC + EA 1 4

CAIXILHARIAS JANELAS

Com selantes 13 43
Vidro duplo 3 13
Vidro simples 19 77777777777777777 87 '''''''

PATOLOGIAS DO EDIFICIO

Condensacoes + Infiltracoes 13 61
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Gréafico 1: 2 PMV e PPD por drea avaliada e estagdo do ano.
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Tabela 2: [ Carateristicas do edificado e associagdo com os pardmetros do ambiente interior.
Pardmetros ambientais
Variaveis edificado PMio =~ PM,s = TVOC = HCHO ' Bactérias Fungos = CO CO, ~ Temp.  HR  Vel.Ar PPD = PMV
Taxa ocupagao - s - e
Poluigéo exterior ] ] ]
Paredes (material) (G
Isolamento CESUHE e s s -—c
Telhado (revestimento) 3 3 r ] - s  _H
Tipo de ventilagao o
Aquecimento L { L 3  — r - e
Patologias do edificio G K ] | |
Janelas (material) L ¥ ] K ] o s
Selantes | . . §
Tipo de selantes ( § i . § .
Caixilharias janelas ( ( ( | |
Tipo de vidro § § 1 § | |
Chao (revestimento) D S [ | r—F N

Diferengas significativas entre variavel do edificado e varidvel ambiental: (7771 p < 0.001

p<0.01 p <0.05




_Conclusdes

Os riscos que advém da exposicao a contaminantes do ar em am-
bientes interiores dependem de uma complexidade de fatores,
tais como o tempo e padréo de exposic@o, bem como de fatores
de confundimento como a idade, 0 género, a heranga genéticae o
subjacente estado de saude. Nesse sentido, 0 nosso estudo pre-
tende responder a algumas destas questoes, contribuindo para a
prevencéo da doenca.

Os resultados obtidos indicam a necessidade de ter em atencéo
as elevadas concentragées de PM, ; que podem potenciar o agra-
vamento ou aparecimento de doencas respiratérias crénicas. E
necessaria especial atencéo a valores de concentragdo maximos
obtidos de poluentes quimicos e algumas espécies de fungos que
podem comprometer 0 bem-estar dos residentes.

De forma a prevenir as baixas temperaturas e desconforto, parti-
cularmente na época de inverno, algumas medidas poderao ser
implementadas no edificado: (i) isolamento térmico de tetos, pare-
des e janelas adequado ao clima mediterraneo; (i) maximo provei-
to da ventilagdo natural com a criagdo de um plano e horério de
aberturas de janelas diario, sem causar incémodo aos residentes;
(ili) aplicacao de medidas ‘casa passiva’ de forma a promover uma
ventilacéo confortavel com recuperacéo de calor.

Seria necessario e de extrema relevancia a realizagao de mais es-
tudos neste &mbito, de forma a estabelecer uma monitorizagao da
exposi¢ao ao ambiente interior dos lares de idosos em Portugal,
contribuindo assim para a prevencgao de efeitos adversos na salde
induzidos pela QAI nesta populacéo suscetivel.

_Financiamento

Este projeto € financiado pela Fundagao para a Ciéncia e Tecnolo-
gia (FTC) PTDC/SAU-SAP/116563/2010 e SFRH/BD/72399/2010 e
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do Quadro de Referéncia Estratégico Nacional para Portugal 2007-
2018.
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_Introducgéo

Amianto ou asbestos é o termo genérico para designar um grupo de
seis silicatos naturais de magnésio e/ou ferro que apresentam formas
fibrosas e que, dadas as suas excelentes qualidades, em particular,
a elasticidade, incombustibilidade, fraca condutibilidade térmica e re-
sisténcia a altas temperaturas, aos produtos quimicos, a putrefagéo
e a corroséo, foi largamente utilizado até a sua proibicao em 2005.

Os tipos de amianto mais utilizados na industria foram a crocidolite
(amianto azul), a amosite (amianto castanho) e o crisélito (amianto
branco). Outros tipos de amianto, com menor significado industrial,
S80 a antofilite, a tremolite e a actinolite.

Estudos epidemioldgicos revelaram que a exposicao a qualquer tipo
de fibras de amianto esté associada ao desenvolvimento de asbesto-
se (fibrose pulmonar), lesdes pleurais, cancro do pulmao e mesotelio-
ma, um tipo de cancro raro, que afeta a pleura ou o peritoneu.

O reconhecimento do amianto como cancerigeno sé foi possivel
muitos anos apds a sua massiva utilizagdo na construgao civil, no
pods-guerra, dado o longo periodo de laténcia para 0 aparecimento
das patologias associadas (15-40 anos).

Embora a utilizagdo do amianto esteja atualmente proibida, estima-
se que esteja aplicado em cerca de 3000 produtos diferentes, 0 que
obriga a que se mantenha uma vigilancia adequada dos locais onde

se encontra, por forma a reduzir o risco de exposicédo a este agente.

A existéncia de materiais contendo amianto n&o implica necessaria-
mente um risco acrescido para a saude dos seus ocupantes, ja que
o risco é fungdo do tipo de material (friavel ou ndo friavel) e local de
aplicagdo no edificio (acessivel ou confinado).

O fibrocimento, aplicado no nosso pais em inimeras coberturas,
& um material que contém fibras de amianto (10 a 20%) fortemente
aglutinadas por cimento. Trata-se, por isso, de um material nao fria-
vel, cuja probabilidade de libertac@o de fibras para o ar ambiente
& muito baixa, quase nula, considerando-se que a sua ocorréncia
sera ocasional e apenas em caso de degradagdo do material ou de
agressao direta.

Atualmente, a facilidade de acesso a informacao e a maior divulgacao
nos meios de comunicacgao social dos riscos associados ao amianto,
tém vindo a traduzir-se numa crescente preocupacao, quer dos res-
ponsaveis dos edificios, quer do publico em geral, conduzindo muitas
vezes a situagdes de alarme desnecessarias, que levam a atuagoes
incorretas que poderdo aumentar o risco de exposi¢ao.

Pretende-se, com o presente estudo, avaliar a exposicao ambiental
a fibras respiraveis em suspensdo no ar em edificios com materiais
em fibrocimento.

_Material e Métodos

No periodo de 1992 a 2013, a Unidade de Ar e Salde Ocupacional
do Instituto Nacional de Satde Doutor Ricardo Jorge (INSA) efetuou
determinagdes da concentragdo ambiental de fibras respiraveis em
suspensao no ar em varios edificios contendo fibrocimento, tendo
em vista a avaliagdo da exposicdo ambiental.

A amostragem de fibras respiraveis em suspensao no ar e a sua
posterior analise seguiram o preconizado no método “Determination
of airborne fibre number concentrations: a recommended method,
by phase-contrast optical microscopy (membrane filter method)” (1),
Efetuaram-se amostragens ambientais a altura das vias respiratorias,
com a duragdo média de 5 horas, utilizando filtros de membrana de
25 mm de diametro e porosidade de 0,8 ym (referéncia AAWG02500,
Millipore) montados em porta-filtros anti-estaticos, recorrendo a
bombas de amostragem calibradas a 2 L/minuto.

O ndmero minimo de amostras colhidas foi calculado tomando por
base a area coberta pelo fibrocimento de acordo com as especifica-
¢des da Norma SO 16000 -7 (2007) (2).

Os filtros foram posteriormente tratados em laboratério utilizando
um vaporizador de acetona (Vap-100) para preparagao das laminas.
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As fibras foram contadas utilizando um microscépio 6ptico de
contraste de fase (Leitz Biomed), recorrendo a um graticulo da
Walton-Becket (tipo G22) e a uma lamina de teste HSE/NPL Mark
Il, de acordo com o preconizado no método atras referido.

Os resultados das determinagoes, bem como os locais estudados,
foram posteriormente analisados de forma a caracterizar a exposi-

cao a fibras respiraveis em presenca de materiais em fibrocimento.

_Resultados e discusséo

Entre 1992 e 2013 foram estudados 73 edificios com materiais em
fibrocimento, tendo sido analisadas um total de 1003 amostras pela
Unidade do Ar e Saude Ocupacional do INSA.

A andlise dos resultados apresentados no Grafico 1, evidencia um au-
mento significativo no n° de amostras estudadas apds a proibicao do
uso do amianto em 2005, verificando-se que uma parte significativa
dos edificios estudados correspondeu a escolas (27-36 %).

De acordo com o recomendado pela Organizagdo Mundial de
Satde (1), em contexto de exposicdo ambiental (ndo ocupacional),
para que um determinado local possa ser considerado seguro para
ocupagao/reocupacgéo, a concentragao de fibras respiraveis em
suspensao no ar deveré ser igual ou inferior a 0,01 fibra/cms3, valor
indicador de “area limpa”.

Analisando o Gréfico 2, verifica-se que apenas 2% dos locais com
fibrocimento apresentaram concentragdes de fibras respiraveis
superiores a 0,01 fibra/cms?.

Os resultados obtidos permitem confirmar que o fibrocimento,
desde que em bom estado de conservacéo, € um material de muito
baixo risco no que concerne & exposicao a fibras de amianto (%),
0 método () utilizado ndo possibilita a distingdo entre fibras de
amianto e outro tipo de fibras respiraveis, pelo que as concentra-
¢des determinadas, correspondem a todas as fibras respiraveis
presentes na amostra, amianto e outras.

No entanto, salienta-se que, caso o material se encontre degrada-
do e/ou acessivel a agresséo direta, devera ser efetuada uma ava-
liagao do risco para suportar a decisao de tratar ou remover.

n° amostras

Gréafico 1: [l Evolugdo do n° de amostras colhidas em edificios
com materiais em fibrocimento.
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Grafico 2: [l Concentragdes de fibras respirdveis em suspenséo

no ar (em fibras/cm?®) em edificios com materiais
em fibrocimento.
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_Introdugéo

A presencga de contaminantes toxicos em alimentos tem vindo a
aumentar nos Ultimos anos e tém sido realizadas varios estudos
para avaliar quantitativamente e qualitativamente o risco que acar-
reta para a saude da populagao.

A acrilamida é classificada pela International Agency for Research
on Cancer (IARC) como sendo um composto com provaveis efei-
tos cancerigenos para 0s humanos. A preocupagdo com 0s teores
de acrilamida nos alimentos deve-se ao facto de terem sido encon-
trados elevados teores em alimentos quando processados a altas
temperaturas. A acrilamida forma-se pela reacdo de Maillard que
ocorre entre o grupo amina livre de aminoacidos e o grupo carbo-
nilo de agucares redutores a uma temperatura superior a 120 °C.
Neste contexto, durante a Ultima década, tém sido estudados por
todo o0 mundo, os mecanismos de formacao da acrilamida e os mé-
todos mais adequados para a sua analise nos alimentos.

Tém sido realizados esforgos, por parte dos Estados-Membros, pela
Comisséo Europeia e ainda pela industria alimentar, para reduzir 0s
teores de acrilamida nos alimentos. O teor deste contaminante nos
alimentos tem sido monitorizado por 25 paises europeus e reportado
a European Food Safety Authority (EFSA) que assegurard a compila-
cdo desses dados numa base de dados (!-3). Desta forma, este
trabalho pode vir a fornecer dados que podem ser utilizados pela
industria e pelas entidades de seguranga alimentar.

_Objetivo

O objetivo do presente estudo foi comparar os teores de acrilamida
em alimentos consumidos em Portugal com os valores indicativos
publicados pela EFSA.

O\'-

_Materiais e métodos

Os produtos analisados foram selecionados de acordo com as
Recomendacgdes da Comissdo Europeia relativa aos teores de
acrilamida nos alimentos. As amostras (oito) foram obtidas aleato-
riamente nos supermercados locais correspondendo a produtos e
marcas de maior consumo. Os alimentos analisados incluem, ba-
tatas fritas em casa fabricadas com batatas frescas em fritura por
imersao, batatas fritas de pacote fabricadas com batatas frescas,
bolachas do tipo agua e sal e de gengibre, café, sucedaneos de
café, cereais de pequeno-almogo e cereais de chocolate.

As amostras, depois de trituradas e homogeneizadas foram subme-
tidas a extrac@o em fase sélida (SPE) e posteriormente analisadas
num cromatografo liquido de ultra eficiéncia acoplado a um detetor
de massas tandem (UPLC-MS/MS) e para a separacéo foi utilizada
uma coluna BEH C18 (50 x 2,1 mm, 1,7 pm) da Waters. A acrilami-
da foi identificada por comparagao com o perfil cromatografico do
padrao analitico. Os resultados sdo apresentados em pg de acrila-
mida por kg de alimento.

_Resultados e discusséo

Na Figura 1 é apresentado um exemplo de um cromatograma obtido
para a amostra de batata frita de pacote. Como se pode observar
0 método é adequado para a determinacao de acrilamida pois nao
apresenta interferentes.

No Gréfico 1 s80 apresentados os resultados obtidos para as amos-
tras analisadas. O teor de acrilamida variou entre 25,2 + 2,8 pg/kg
de alimento no café e 376 + 26 pg/kg de alimento nas batatas fritas
caseiras.

Pela analise critica comparativa dos resultados obtidos e dos mo-
nitorizados e publicados pela EFSA (3) (Tabela 1) verifica-se que
0s teores de acrilamida nos alimentos analisados encontram-se
abaixo dos valores indicativos.
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Figura 1: [ Cromatograma referente a amostra de batatas fritas de pacote fabricadas com batatas frescas.
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Grafico 1: ] Teores de acrilamida (ug/Kg) quantificados em diferentes matrizes alimentares.
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Tabela 1: [ Teores de acrilamida determinados no INSA e indicativos da EFSA (ug/Kg).

Valores determinados Valores indicativos monitorizados
no INSA pela EFSA
376 : 600

Batata frita (casa)

Batata frita (pacote) 350 1000

Bolacha de dguaesal 203 77777777777777 S 500 7777777777777777777
Bolacha Gengibre 580 77777777777777 A 1000
Café 2 S 0
Sucedéaneo de café 178 77777777777777 o 2 OOO 7777777777777777777
Cereais de pequeno-almogo 188 77777777777777 7777777777777777777777 300 7777777777777777777
Coreais de chocolate 238 77777777777777 7777777777777777777777 300 7777777777777777777
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_Concluséo

O método para determinacgao de acrilamida em alimentos portugue-
ses foi desenvolvido e otimizado por UPLC-MS/MS, com extragdo
prévia por SPE, em diversas matrizes alimentares. Estes valores
podem ser indicativos da ocorréncia deste contaminante formado
na fase de processamento do alimento.
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_Introdugéo
O Acidente Vascular Cerebral (AVC) é uma das principais causas

de morte em Portugal. De acordo com algumas estimativas cerca
de 6 pessoas sofrem um AVC em cada hora, de que resultam 2 a
3 6bitos (1). Em Portugal, a taxa de mortalidade padronizada por
doengas cerebrovasculares diminuiu entre 2007 e 2011 de 79,9
6bitos por 100 000 habitantes para os 61,9 (2),

Dados recolhidos pela Rede Médico-Sentinela em 2011, estimaram
a taxa de incidéncia de AVC em 251,6/100 000 utentes/ano, con-
cluindo que em ambos 0s sexos a taxa de incidéncia de AVC atin-
giu 0 seu valor maximo no grupo etario dos 75 e mais anos com
1408,5/100 000 utentes/ano no sexo masculino e 1186,0/100 000
no feminino (3).

Em Portugal existem relativamente poucos estudos sobre prevalén-
cia de AVG, face a magnitude do problema, e os existentes abordam
amostras de dimensao reduzida, a nivel local ou regional, sendo que
0 estudo mais referenciado na literatura foi realizado em 1992 no
concelho de Coimbra, numa amostra da populagao com idade igual
ou superior a 50 anos, onde foi estimada uma prevaléncia de AVC de
8% (4). Mais recentemente, em 2007, o estudo VALSIM com 16 856
participantes, estimou uma prevaléncia de AVC de 2,1% nos uten-
tes adultos de uma amostra de unidades de saude em cuidados de
salide primarios em Portugal (%),

_Métodos
Desenvolveu-se um estudo transversal, de prevaléncia, tendo

como populagado alvo os residentes em Portugal Continental, atra-
vés de um inquérito por entrevista telefénica a amostra de familias
do ECOS (Em Casa Observamos Saude) em novembro de 2013,
Em cada unidade de alojamento foi inquirido apenas um elemen-
to, com 18 ou mais anos de idade, que prestou informagao sobre

todos os elementos do agregado. Esta amostra aleatoria inclui

cerca de 1000 Unidades de Alojamento (UA), contactaveis por te-
lefone fixo ou movel, estratificada por Regido (NUTS Il diviséo de
2002) do Continente, com alocagdo homogénea, 0 que represen-
ta 2719 individuos (6. 7).,

A analise estatistica centrou-se no calculo das proporgdes popu-
lacionais, bruta e estratificada por sexo, grupo etéario e regido, de
pessoas que declararam ter tido alguma vez na vida diagnéstico
de AVC confirmado por um médico (prevaléncia ao longo da vida)
(8,9,10, 11) "0 nivel de significancia estatistica fixou-se em 5%. A
analise estatistica utilizou o programa SPSS Statistics 22 (12),

_Resultados
A prevaléncia bruta de AVC, estimada para a populagéo residente

em Portugal Continental com telefone fixo e, ou, mével, foi de 1.9%
(Intervalo de Confianga 95%, 1C95% 1.3-2.9). O valor mais elevado
verificou-se no sexo masculino (2.6%, 1C95% 1.6-4.2) sendo a es-
timativa no sexo feminino cerca de 50% inferior (1.3%, 1C95% 0.6-

2.7) (Gréfico 1).

A prevaléncia mais elevada de AVC foi observada nos Homens com
idade entre 0s 65 e 0s 74 anos (14,1%, 1C95% 7.1-26.0) (Gréfico 2),
nao se tendo obtido referéncia de AVC para idades inferiores a 35
anos em qualquer dos sexos.

A regido do Alentejo foi aquela onde se verificou a maior prevalén-
cia de AVC (3.6%, 1C95% 1.7-7.2) e a regido do Norte onde se veri-
ficou a menor (1.1%, 1C95% 0.5-2.4) (Gréfico 3).

Gréfico 1: '] Estimativa da prevaléncia de Acidente Vascular
Cerebral na populagédo portuguesa em 2013, total
e desagregada por sexo.
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Gréfico 2: ['] Estimativa da prevaléncia de Acidente Vascular Cerebral na populagédo portuguesa em 2013,

desagregada por sexo e grupo etdrio.
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_Discusséo
Gréafico 3: ['7 Estimativa da prevaléncia de Acidente Vascular Aestimativa d l6ncia auto- tada de AVC laGAO o
Cerebral na populagdo portuguesa em 2013, estimativa da prevaléncia auto-reportada de na populagao re
desagregada por regiéo. sidente em Portugal Continental com telefone fixo e, ou, mével foi de
1.9% (IC95% 1.3-2.9), resultado préximo ao valor obtido pelos estu-
40 3,6% ,
(I095% 1,7-7,2) dos VALSIM (2.1%) (5), PHYSA (3.2%) (Portuguese Hypertention and
35 3.0% Salt Study) (1%) e Inquérito Nacional de Saude (INS) 05/06 (1.6%) (14).
30 (1Co5% 1,3-6.,5) As diferencas entre as estimativas do presente estudo e do estudo
R « C .
§ 25| 2.2% PHYSA, poderao dever-se as diferentes populagdes em estudo (no
< (1C95% 0.8-5.5) 4 g9, estudo PHYSA a populagdo adulta residente em Portugal Continen-
§ 2,0 7 (1C95% 0.9-4.1) tal e no presente estudo a populagéo residente em Portugal Conti-
% 15 1,1% nental com telefone fixo, mével ou ambos); aos diferentes anos em
s 1085% 0.5-2.4) andlise, 2012 no estudo PHYSA e 2013 neste estudo; ou a ndo pon-
1,0
deracao da estimativa do estudo PHYSA consoante a distribuicao
0.5 1 etaria e por sexo da populagdo residente em Portugal Continental
0.0 em 2012 segundo o Instituto Nacional de Estatistica.
Alentejo Centro Algarve LVT Norte ‘

Verificou-se uma prevaléncia mais elevada de AVC no sexo mascu-
lino, em conformidade com os resultados do estudo de Gongalves
e Cardoso (1997), do INS 05/06 e do estudo VALSIM (4: 5. 14) ‘mas
ndo com os resultados obtidos por Silva (2013) (15), provavelmente
porque este Ultimo estudou uma amostra de utentes de um centro
de salde, com 65 e mais anos de idade, com uma distribui¢ao por
sexo diferente da observada na populagdo portuguesa, factores de
seleccao que enviesam muito provavelmente a estimativa.
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Os dados de incidéncia e mortalidade por AVC tém, também, vindo
a revelar-se consistentemente mais elevados nos Homens, em con-
cordancia com os resultados de prevaléncia do presente estudo (16).
Também a prevaléncia de hipertenséo arterial, um dos principais fa-
tores de risco para o AVC, foi superior no Homens em 2012 segun-
do o estudo PHYSA, apoiando estes resultados (1),

Observou-se que a prevaléncia de AVC aumenta com a idade, tal
como descrito no estudo VALSIM e no INS 05/06 (5 14), contando
contudo com uma importante diferenca, designadamente, a maior
prevaléncia verificar-se nos homens no grupo etério dos 65-74. Refi-
ra-se que a prevaléncia mais elevada de AVC se havia verificado no
INS 05/06 em idade mais avangada (75 a 84 anos), 0 que pode su-

gerir um efeito mais precoce dos factores de risco para esta doenca.

A prevaléncia mais elevada de AVC foi observada na regido do Alen-
tejo (3.6%, 1C95% 1.7-7.2), encontrando-se de acordo com o estudo
PAP no qual a maior prevaléncia de hipertensao arterial ndo contro-
lada foi verificada nessa mesma regido (17).
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_Introdugéo

A sarcoidose € uma doenga granulomatosa multi-sistémica de
origem desconhecida caracterizada por uma inflamagéo granulo-
matosa nos orgaos afectados, sobretudo nos pulmdes e ganglios
linfaticos (1: 2, 3), Pode classificar-se como uma doenca poligéni-
ca, multifatorial, para a patogénese da qual concorrem fatores am-
bientais em interagdo com multiplos genes. As diferentes formas
de apresentacao clinica, casos de agregacao familiar e diferentes
incidéncias geograficas e raciais, suportam o papel determinante
dos fatores genéticos (4).

_Patogénese da sarcoidose

A opini&o corrente aceite é a de que a patogénese da sarcoido-
se envolve uma sucessao de reagOes imunologicas que leva a
formacéo dos granulomas e que envolvem a internalizag&o de um
ou mais antigénios estranhos, o seu processamento e apresenta-
¢éo pelas células dendriticas ou macroéfagos, envolvendo o com-
plexo major de Histocompatibilidade (MHC), péptido e o recetor
dacélula T (TCR). Posteriormente, o desenvolvimento das células
T efetoras especificas e a ativacdo dos macréfagos levara a indu-
¢ao da formagao dos granulomas (5.

Aresposta inflamatéria iniciada com os linfocitos T CD4+ e ativagao
do TCR potencia a libertagdo de citocinas pelos macréfagos e célu-
las T Helper tipo 1.

A libertacéo do Fator de Necrose Tumoral alfa (TNFa), do interferao
gama (IFNy), da interleucina 2 (IL-2), e de fatores de crescimento, re-
sulta no desenvolvimento de granulomas ndo caseosos (& 7 8,

A resolucéo da inflamagéo, a sua persisténcia ou a fibrose depen-
dem de um equilibrio delicado que envolve as células inflamatorias,
as células reguladoras, a apoptose e as respostas TH1/TH2 as cito-
quinas, sendo que a resolugdo da inflamacao depende do equilibrio
no tecido, entre as citoquinas pré-inflamatérias (TNF-a, IFN-y) e as
reguladoras IL-10 e Transforming Growth Factor Beta (TGF-Beta) ().

O substrato imunoldgico necessario para a ocorréncia da inflama-
¢ao granulomatosa esté ainda por esclarecer e a heterogeneidade
da doenga indicia multiplos fatores concorrentes, onde a infecéo
viral prévia ou a resposta imunolégica a um transplante pulmonar
ou de medula 6ssea, convivem em observagdes clinicas de infla-
magao sarcoid-like.

Este polimorfismo na ocorréncia das manifestagcdes da doenca
demonstra interagdes complexas entre fatores genéticos varios,
envolvendo citocinas, expressao e apresentacao antigénica, célu-
las imunes, mediadores quimicos de inflamagao e apoptose ().

_Genética da sarcoidose

Em consequéncia das evidéncias do componente genético e imu-
noldgico e das reagdes inflamatdrias envolvidas na patogénese da
sarcoidose, 0s genes que codificam a apresentacao e reconheci-
mento antigénico, 0s antigénios leucocitarios humanos (HLA) e 0s
genes das citocinas e seus recetores tém sido estudados ao longo
dos anos. Muitos deles foram confirmados pelos scans do genoma
e genome wide association studies (GWAS) efetuados nos ultimos
anos. Foram ainda identificados outros genes candidatos, aparen-
temente sem fungéo imune, cujos polimorfismos podem influenciar
0 desenvolvimento ou evolugao da doenca.

HLA

A associagdo mais forte e mais consistente é a associagdo com
os antigénios HLA classe Il, descrita como estando ligada quer a
susceptibilidade para a doenga, quer a sua expressao fenotipica
(10-12),

Sendo 0 MHC uma das zonas do genoma com maior densidade de
genes e com maior desequilibrio de ligagdo, algumas das associa-
¢0es encontradas nesta e noutras doencas podem ser devidas nao
aos genes que codificam os antigénios leucocitarios humanos, mas
a outros na sua proximidade e em desequilibrio de ligacdo com os
loci HLA (18),
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BTNL2

Um dos genes descritos como associado a suscetibilidade para a
sarcoidose em diferentes populagdes e com diferentes fendtipos,
localizado no MHC, entre as regides HLA-classe Il e Classe Ill, é
0 gene BTNL2 (butyrophilinlike 2) (14-16). As moléculas BTNL sé&o
estruturalmente homologas a moléculas co-estimulatérias expres-
sas nas células apresentadoras do antigénio (APCs), criticas para
a resposta imune efetora.

A express@o da molécula BTNL2 nas células dendriticas (bago e
nddulos linfaticos) e nas células B periféricas, suportam o papel
que se Ihe atribui na modulagéo da fungéo das APCs (16). A molé-
cula BTNL2 inibe a proliferacéo das células T, a produgdo de IL-2 e
a produgao de citocinas pro-inflamatérias em culturas de células
T. A mutacao observada (G > A) no SNP rs2076530 resulta numa
proteina truncada que afetaré a sua localizagéo e fungcdo na mem-
brana celular.

Embora ndo estejam completamente conhecidas as implicagfes da
mutacdo deste gene, é espectavel que uma expressao de membra-
na alterada de uma molécula indutora de um sinal negativo para 0s
linfocitos T possa ter como consequéncia um estado de hiperativa-
¢ao descontrolada destas células, que é uma das caracteristicas
patolégicas na sarcoidose ().

Para além de ter sido descrito como um potencial fator de risco para
a sarcoidose a associa¢ao do alelo A do SNP rs2076530 com a cro-
nicidade também tem sido reportada.

Annexin A1

No cromossoma 10g22.3 foi entretanto identificado outro gene, An-
nexin A11, com um polimorfismo fortemente associado a sarcoido-
se (SNP rs1049550 C/T). Uma diminui¢éo ou disfun¢ao da anexina
Al11 pode afetar a via da apoptose e induzir um desequilibrio entre
a apoptose e a sobrevida das células inflamatérias ativadas.
Estudos recentes em populagdes com origem na Alemanha, Repu-
blica Checa e América demonstraram uma forte associacdo da
doenca com o SNP (rs1049550 C/T) no gene Anexina A11(ANXATT),
localizado no Cromossoma 10g22.3 (17-19).

Esta variante funcional denominada ANXA77 R230C, tem sido apon-
tada como um marcador de prote¢do e modificador da doenca na
sarcoidose (1),

A mutag@o esta localizada no exao 6 e resulta numa substituicao de
uma Citosina com uma Timidina (C/T), que altera o codao de uma ar-

ginina basica para uma cisteina polar no residuo 230 (R230) (20. 21),

_Estudos no norte de Portugal
Em Portugal, na zona norte, foram efetuados 3 estudos, em doentes

com sarcoidose oriundos da consulta de Pneumologia do Hospital de
S. Joao do Porto (11, 16,22),

Polimorfismos HLA e TNF-alfa

O primeiro estudo foi publicado em 2008, incluiu 104 doentes com
sarcoidose e nele foram estudados os polimorfismos dos alelos HLA
classe | e classe Il e do TNF-alfa (11).

Foi realizada a tipagem HLA- A, -B, -C*, DRB1*, DQB1* e TNF-alfa por
métodos de biologia molecular. O DNA foi extraido do sangue periférico
e as tipagens foram feitas por métodos de PCR-SSP e de PCR-hibridi-
zagao reversa. As frequéncias alélicas foram comparadas com contro-
los saudaveis da mesma regiao.

Foram encontradas frequéncias aumentadas do HLA-B*08 (10,6% vs.
6,1%), O.R.=1.8 ¢ p=0.02, e do HLA-DRB1*12 (4,3% vs. 1,7%), O.R.=2.63
e p=0.03. Os doentes com eritema nodoso tinham frequéncias aumen-
tadas dos alelos HLA-DRB1*03 (28% vs. 9,3%), R.R.=2.39, e pc=0.01 ¢
do HLA-DQB1*02 (38% vs. 18%), R.R.=2.1 e pc=0.02.

0O alelo HLA-DQB1*08 estava diminuido nos doentes com padrao obs-
trutivo R.R.=0.53 e pc=0.05.

O alelo HLA-DRB1*15 estava relacionado com o padrao restritivo e re-
duzida capacidade de difuséo (21,1% vs. 6,6%), R.R.=2.46 e p=0.01
e (18,1% vs. 3,8%), R.R.=1.87 e pc= 0.05 respetivamente. O gendtipo
TNF-alfa A/A (high) estava significativamente associado com o eritema
nodoso (p=0.04).

Este artigo concluiu que também nestes doentes foram encontradas
evidéncias que suportam a associagdo genética do HLA classe | e
classe Il com a suscetibilidade para a sarcoidose, o seu tipo de apre-
sentacdo, a sua gravidade e evolugéo.

Também para o TNF-alfa, e de acordo com o previamente descrito em
outras publicagées, 0 gendtipo TNF-alfa A/A (high) tinha uma associa-
¢ao significativa com o eritema nodoso.

BTNL2

Foi efetuado um estudo caso-controlo de 151 doentes e 150 controlos
dazonanorte (Quadro 1), para estudo das frequéncias alélicas do SNP
BTNL2 rs2076530 G/A e avaliagao da associacao dos polimorfismos
deste SNP com a suscetibilidade para a sarcoidose e a evolugéo da
doenca.
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As frequéncias alélicas do BTNL2 rs206530 A estavam significativa-
mente aumentadas na sarcoidose sem desequilibrio de ligagdo com
os alelos HLA-DRBT, exceto no subgrupo de doentes com o Sindro-
ma de Lofgren, onde o alelo determinante era 0 HLA-DRB1*03.
Verificou-se ainda que o alelo A estava também aumentado nos do-
entes com doenca torécica isolada embora n&o houvesse diferenca
no estadiamento radiolégico nem na evolugéo da doenca.

Por seu lado, o alelo HLA-DRB1*03, para além da associagcao com
o Sindroma de L&fgren estava significativamente relacionado com a
resolugdo da doenca.

Este estudo confirmou na populagdo portuguesa a associagdo do
alelo A do SNP BTNL2 rs2076530 com a suscetibilidade para a sar-
coidose, encontrando ainda fatores de risco genéticos independen-
tes em diferentes fendtipos clinicos da doenca (com e sem Sindroma
de Léfgren, doenca torécica isolada e a associagdo HLA-DRB1*03
com a resolugdo da doenca).

ANXAT11

O polimorfismo da Anexina A1l foi estudado em 208 doentes e
197 controlos saudaveis (22) (Quadro 1). Todos os doentes tinham
sarcoidose toracica clinicamente, com confirmacéo radioldgica e
testes de funcéo pulmonar.

A presenca de granulomas nao caseosos de células epitelioides foi
determinada em bidpsias em 69% dos casos. Todos os individuos
sem confirmagao histoldgica preenchiam os critérios internacionais
da European Respiratory Society (ERS), a American Thoracic Soci-

ety (ATS) e a World Association of Sarcoidosis and Other Granulo-
matous Diseases (WASQOG).

0 Sindroma de Léfgren foi definido como a presenga de linfadeno-
patia hilar bilateral, febre, artralgia do tornozelo e eritema nodoso.
A genotipagem do SNP rs71049550 efetuada em DNA genomico por
sequenciagao revelou uma frequéncia do alelo T significativamente
mais baixa nos doentes com sarcoidose (33,2%) do que nos contro-
los (44,9%) (p <0.001) e o gendtipo CC era significativamente mais
frequente nos doentes (47,6% vs 31,0%, p=0.001).

Nao foram encontradas diferencas significativas na frequéncia deste
alelo entre os doentes com e sem Sindroma de Léfgren. No entanto,
a comparacao destes subgrupos com o0s controlos revelou, que s6
havia uma significativa diminuicao da frequéncia do alelo T no sub-
grupo dos que nao tinham Sindroma de Lofgren.

N&o foi encontrada associagao significativa entre a presenca do
alelo T e a progresséo da doenga para a resolugdo ou cronicida-
de a semelhanca de outros autores.

Este estudo confirmou a forte associacdo descrita anteriormen-
te bem como o efeito protector do alelo T do SNP da anexina A11
rs1049550 C/T na susceptibilidade para a sarcoidose numa popu-
lagdo caucasiana portuguesa.

A Anexina A11 é segregada pelos neutrdfilos ativados e estéo referi-
das alteracdes da sua expresséo citoplasmatica durante a fagocito-
se, pelo que é espectavel qua a ANXATT interfira com a fungéao dos
neutrofilos para além de regular a apoptose, podendo afetar a infla-
magao intersticial e a granulomatosa.

Quadro 1:

Estudos efetuados na populagéo do norte de Portugal para os genes ANXA11 e BTNL2.

Tamanho da amostra

ECR T SN TS T (R I

Morais A et al 2013 ANXAT1  rs1049550 C

""""""""""""""""""" ANXATT  rs1049550 T 138
""""""""""""""""""" ANXATT  GenbtipoCC O
Neindvidwos()
Totaisalelosey)
Morais Aetal20120®  BINL2  rs2076580A 197

Totais alelos (2n)

278 (66,3%)

217 (55,1%)
"""""""" 1"7'7”(4'4;9%5””"c'ea””"’oas”o’,gz'””;a 001
"""""""""" @L0% 1 0001
""" 008 @7
T s4

17



Observagdes_ Boletim Epidemiolégico

< ’ nstiuto_Nacional de Satide
Doutor Ricardo Jorge

_Meta -anélise

Numa meta-andlise entretanto apresentada pelos mesmos autores,
com um total de 6 estudos, que incluem 3297 casos de sarcoidose e
3346 controlos saudaveis (Quadro 2), verificou-se que o alelo ANXATT
T era menos frequente no grupo de doentes com sarcoidose do que
no grupo controlo, com um valor de p <0.001, o qual mostra uma
associagao protectora deste alelo com a sarcoidose (23, 24, 25),

Consideram assim que esta meta-anélise indica qua ha evidén-
cia suficiente para demonstrar uma associagao conclusiva entre o
ANXA11 SNP rs1049550 e a susceptibilidade para a sarcoidose.

Quadro 2: [ Resumo dos estudos de associagdo da sarcoidose

com o SNP rs1049550 C/T do gene ANXAT1.

Tamanho da amostra (n)

CEI ST T
1636

Hofmann et al 2008 " Alemanha 1811
Lietal2010% Alemanha 349 313
‘Mrazeketal2011")  ReplblicaCheca 245 254
Morais etal 2013% Portugal 208 o7
Levinetal2018  UsA 447 353
Zhangetal2014®  Chna 412 s
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_Introdugéo

A brucelose € uma das zoonoses mais frequentes a nivel mundial
causada por bactérias intracelulares facultativas do género Brucella
(1). O género Brucella engloba atualmente 11 espécies, cinco das
quais (B. abortus, B.suis, B. melitensis, B. ovis e raramente B. canis)
podem provocar doenga no Homem. B. melitensis é a espécie mais
virulenta e a mais prevalente em todo o Mundo (1),

Em Portugal, a brucelose é uma doenca de declaragdo obrigatoria,
sendo uma das trés zoonoses mais incidente, com casos humanos
notificados em todas as regides do Continente, conforme consta do
relatério 2009-2012 da Diregao-Geral da Satde (DGS) (2). A inclu-
sao de Brucella spp. na lista de agentes com potencialidade para
ser utilizado como arma biolégica aumentou a preocupagao das au-
toridades responsaveis pela satide humana e animal () e obrigou
0s laboratérios de referéncia a assegurarem a melhoria e constan-
te atualizagdo dos métodos laboratoriais de diagnéstico e detecao
rapida de Brucella spp em humanos, animais e alimentos (/).

A brucelose humana é uma doenca sistémica que pode comprome-
ter qualquer 6rgéo ou sistema de forma subaguda, aguda ou croni-
ca. A doenca apresenta diversas formas clinicas, dependentes da
espécie, do modo de transmissao e também da resposta do hospe-
deiro (6.7),

0O diagnostico laboratorial assenta na utilizagao de métodos diretos,
como sejam o isolamento do agente etioldgico por exame cultural
e a detecdo de acidos nucleicos por métodos moleculares, e tam-
bém em métodos indiretos para dete¢édo de anticorpos especificos.

No entanto, 0s métodos convencionais de diagndstico da brucelose
humana nao diferenciam as espécies do género Brucella spp. Re-
centemente, foram desenvolvidos varios métodos moleculares, no-
meadamente o PCR em tempo real, que apresenta maior potencial
para uma identificagdo direta e rapida das espécies do género Bru-
cella spp.

_Objetivo

Este estudo tem como objetivo descrever as caracteristicas de-
mogréficas dos doentes com quadro clinico suspeito de brucelo-
se, cujo diagndstico laboratorial foi confirmado no Departamento
de Doengas Infeciosas do Instituto Nacional Saude Doutor Ricar-
do Jorge (INSA) entre 2002 e 2013.

_Material e métodos

Foi efetuada uma analise retrospetiva dos resultados laboratoriais
de todos os doentes com suspeita clinica de brucelose, que recor-
reram ao INSA para confirmagao ou exclusdo do diagndstico entre
2002 e 2013.

Para o diagnéstico laboratorial da infecao por brucelose foram uti-
lizados métodos serolégicos para pesquisa de anticorpos (Rosa
Bengala, Wright, 2-mercaptoetanol, teste de Coombs, imunofluo-
rescéncia indireta e reagdo imunoenzimatica). Todas as amostras
de soro e/ou liquido céfalo-raquidiano (LCR) foram analisadas por,
pelo menos, duas das técnicas descritas anteriormente no Labora-
torio de Imunologia de Lisboa e Porto do INSA. Paralelamente, foi
também realizado um estudo molecular, que visou a identificagéo
da espécie do género Brucella spp por PCR em tempo real, utili-
zando sondas de hidrdlise em amostra clinicas de sangue, LCR, bi-
Opsias e estirpes isoladas de hemoculturas, que foram recebidas
na Unidade de Resposta a Emergéncias e Biopreparagao do INSA
entre 2010 e 2013.

Para a andlise descritiva dos dados demogréficos dos casos confir-
mados, recorreu-se ao calculo de frequéncias absolutas e relativas.

_Resultados

Entre janeiro de 2002 e dezembro de 2013 foram analisadas no
INSA amostras bioldgicas de 5990 doentes com suspeita clini-
ca de brucelose, dos quais 10,3% (617/5990) apresentaram sero-
logia positiva para Brucella spp. A distribuigcao de casos por ano
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de diagndstico variou entre 5,8% em 2008 e 15,9% em 2002. Em
2013, foram confirmados 12,6% (31/247) dos casos com suspei-
ta clinica de brucelose, correspondendo a uma frequéncia supe-
rior a média obtida nos 12 anos em estudo (Gréfico 1).

Dos 617 doentes positivos para Brucella spp, 60.7% (375/617)
pertenciam ao género masculino e 39.2% (242/617) ao género fe-
minino. A idade foi conhecida em 76% (469/617) dos casos com in-
fecdo por Brucella spp, dos quais metade (50,3%; 236/469) eram
do grupo etario 36-65 anos (Gréfico 2).

Entre 2010 e 2013 foram igualmente estudados, por PCR em tempo
real, 162 doentes sendo a espécie Brucella melitensis a Unica iden-
tificada em 12.3% (20/162) dos casos analisados (Gréfico 3).

Foi possivel obter informacao sobre o género em 13 dos 20 doen-
tes com amostras positivas por PCR em tempo real, verificando-se
uma razao dos sexos de 1:1. Quanto a distribuicdo por idade nestes
doentes, observou-se que a média etaria foi de 48,5 anos (variando
entre 6 e 91 anos) e que o grupo 36-65 anos foi 0 mais frequente.

Gréfico 1: ['] Distribui¢do dos casos de brucelose, 2002 e 2013.
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Gréfico 2: "1 Distribuigédo de casos de brucelose por género e grupo etdrio, 2002-2013.
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Grafico 3: '] Distribuigdo dos casos de brucelose identificados por PCR em tempo real, 2010-2013.
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_Discusséo e conclusdes

Em Portugal, a brucelose é uma das trés zoonoses mais inciden-
te, com casos humanos declarados em todas as regides do Con-
tinente.

Das 162 amostras recebidas no INSA, entre 2010 e 2013, 20 foram
positivas para B. melitensis. A semelhanca do resto do Mundo (1),
este estudo indicia que B. melitensis ¢ também a espécie mais fre-
quente em Portugal. Este facto, demonstra, por si s6, a utilidade da
técnica molecular PCR, particularmente quando aplicada a doen-
tes com sintomatologia clinica e resultados serolégicos negativos,
conseguindo-se, assim, a identificacéo rapida do agente etioldgico
ainda na fase aguda da infecéo.

Em concluséo, pode-se afirmar que a brucelose continua a ser uma
realidade em Portugal e que este estudo reforca a necessidade de
se manter uma vigilancia epidemioldgica ativa, que permita a dete-
¢&o precoce de todos os casos de infe¢do. Entre 2009 e 2012 veri-
ficou-se uma diferenca entre os casos notificados a DGS (n=296) e
0s casos identificados no INSA (n=116). Esta diferenca ¢ faciimente
justificada, quer pela existéncia de outros laboratérios nacionais a
realizar o diagnostico, quer por alguns dos casos notificados a DGS
ndo terem confirmac&o laboratorial. No entanto, esta constatagéo,
alerta para a importancia de se integrar a informagéo clinica e labo-
ratorial dos casos sob vigilancia, por forma a aumentar a sensibili-
dade dos sistemas de vigilancia e, assim, melhor se conhecer a real
situagdo epidemioldgica da brucelose e de outras doengas infecio-
sas em Portugal.

% casos positivos
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_Carbunculo: uma doenca rara em
Portugal?
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_Introdugéo

O carbunculo é uma doenca infeciosa aguda provocada pela bac-
téria Bacillus anthracis (B. anthracis), um bacilo Gram positivo for-
mador de esporos encapsulados que produzem exotoxinas (1.

O carbunculo ¢ comum nos animais herbivoros, selvagens ou do-
mésticos, mas também pode afetar 0 Homem quando exposto a
animais infetados, tecidos de animais infetados ou a elevadas con-
centragdes de esporos da bactéria. Esta doenca é mais frequente
em paises em desenvolvimento ou em paises onde ndo ha uma po-
litica de vacinagao ou esta é dificil de instituir, como séo exemplos,
as regides agricolas da Europa Central e do Sul, a Africa subsaria-
na, a Asia central e ocidental, a Europa mediterranea e oriental e as
Caraibas. Nos paises industrializados, é considerada uma doenca
rara e a infecdo no Homem é normalmente adquirida pela exposi-
¢ao ocupacional durante a manipulag@o de animais infetados ou
produtos derivados de animais infetados (2).

Os principais fatores de viruléncia de B. anthracis sao a exotoxina,
constituida por trés componentes proteicos localizados no plasmi-
deo pXO1 (antigénio protetor, fator edema e fator letal) e a capsula,
constituida por acido poli-D glutdmico. Os trés genes (capA, capB
e capC) responséaveis pela sintese da capsula estdo localizados no
plasmideo pXO2. A capacidade dos esporos de B. anthracis conse-
guirem sobreviver durante anos no solo é também um fator de viru-
léncia importante desta bactéria ().

As infecdes por B. anthracis no Homem resultam da inoculagéo de
esporos, através da pele exposta a solos contaminados ou a produ-
tos de animais infetados (0ssos, pele, 1&, pélo e outros produtos de
origem animal).

O carbunculo no Homem pode surgir de trés formas: cutanea

(cerca de 95% dos casos), pulmonar, com um quadro clinico de
uma pneumonia atipica severa, e gastrointestinal. Se a doenca ndo
for tratada, a taxa de letalidade varia entre 5% a 20% no carbuncu-
lo cuténeo e é superior a 85% nos casos de carbunculo pulmonar
e gastrointestinal. O tratamento com antibi6ticos é eficaz e pode
evitar a maioria das mortes nos casos de carbunculo cutaneo. No
entanto, a letalidade é elevada nos casos de carblnculo pulmonar
e gastrointestinal, mesmo com a institui¢do atempada da terapéu-
tica (2).

B. anthracis esta no topo da lista dos agentes potenciais e passiveis
de serem utilizados como armas bioldgicas em atos de Bioterroris-
mo. Em 2001, esta bactéria foi utilizada neste contexto, quando nos
Estados Unidos da América foram enviados varios envelopes con-
tendo esporos de B. anthracis a membros do Governo, originando
consequéncias graves na economia e na saude publica, ndo sé do
pais, mas também a nivel mundial (4).

A doenca pode ser controlada pela vacinagdo de animais e de pes-
s0as que vivem onde a doenca é endémica, mas ¢é dificil eliminar os
esporos dos solos contaminados que podem persistir durante anos.
A vacinagdo dos animais e do Homem fornece um protecgéo efetiva,
apesar de apresentar efeitos secundarios no Homem (2).

Em termos de economia e salde publica, a importancia da doenca
reside na sua capacidade de afetar um grande numero de animais
de uma s6 vez. As carcacas dos animais representam um perigo
para 0 Homem e para 0s outros animais, tanto nas proximidades
como a distancia pelo contacto de produtos derivados de origem
animal (2),

_Objetivo
O presente trabalho tem como objetivo a descri¢do do passado e
do presente dos casos de carbunculo notificados em Portugal.

_Material e métodos

Foi realizada uma analise retrospetiva dos casos notificados de
carbdnculo no Homem e nos animais em Portugal, utilizando como
fontes de dados os relatdrios da Diregdo-Geral da Saude e da Di-
recao-Geral de Alimentacao e Veterinaria.
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_Resultados

Atualmente em Portugal, o carbdnculo é uma doenca rara, sendo
mais comum em zonas agricolas. Desde 1949, o carbunculo é con-
siderado uma doenga de declaragao obrigatdria tanto no Homem
como nos animais. Tal como acontece noutros paises, o carbincu-
lo € mais frequente em animais domésticos, como bovinos, ovinos
€ caprinos.

Portugal foi um dos primeiros paises a utilizar a vacina de Pasteur,
em 1887. Entre 1953 e 1975, a vacinagdo animal foi obrigatoria nas
areas endémicas ou com risco acrescido de exposigao, a data a
regido Norte (Trés-os-Montes e Beiras) e o Alentejo, onde foi ad-
ministrada a vacina de Sterne, produzida localmente. Estas areas
contavam com 73% dos casos de carbunculo em animais em Por-
tugal. Desde entéo, a vacinagao dos animais tornou-se voluntaria
em Portugal (4),

Os Ultimos programas de vacinagao ocorreram nos anos noventa,
nomeadamente em 1996 e 1997, onde milhares de animais foram
vacinados (°). Atualmente, ndo h4 registos de vacinag&o animal em
Portugal.

Tendo em conta o numero de casos de carbinculo em animais, du-
rante 0s anos 40 e 50, esta doenca apresentava uma incidéncia ele-
vada, que diminuiu significativamente durante as décadas seguintes
(Gréfico 1), devido @ campanha de vacinagao em massa, realizada
em 1953 (4). O Ultimo caso de carbuinculo em animais foi notificado
em Portugal em 1985.

Em Portugal, o carbunculo é mais frequente em pessoas expos-
tas a animais infetados, produtos derivados de animais infetados
ou esporos existentes no solo, constituindo grupos de risco 0s
produtores de gado, os veterinérios ou manipuladores de produ-
tos de origem animal.

Tal como aconteceu com os animais, a incidéncia de carbunculo
no Homem em Portugal diminuiu consideravelmente nas décadas
de 50 e 60, como consequéncia da campanha de vacinagao animal
levada a cabo com sucesso pelas autoridades veterinarias nos anos
50 (Gréfico 2) (6,7, 8,9, 10),

Durante os Ultimos 30 anos, entre 1986 e 2013, foram notifica-

dos 85 casos humanos de carbunculo, 61% dos quais ocorreram
na regido do Alentejo (Gréfico 3A). Os doentes foram na maioria
homens adultos, no entanto, ocorreram sete casos em criangas
com idade entre 0s 5 e 0s 14 anos (Gréfico 38) (6,7, 8,9, 10),

Grafico 1: 1 Ndmero de casos de carbunculo em animais
notificados em Portugal, 1940-2013 (4),
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Gréfico 2: 1 Ndmero de casos de carbunculo em humanos
notificados em Portugal, 1950-2013 (6. 7, 8,9, 10),
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Grafico 3:
1986-2013 (6,7, 8,9, 10),
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Desde setembro de 2001, que a Unidade de Resposta a Emer-
géncias e Biopreparacdo do INSA é o laboratério de referéncia
em Portugal para a detecéo e resposta rapida de agentes bioldgi-
cos passiveis de serem utilizados como armas bioldgicas, nome-
adamente, bactérias, virus e toxinas. Até a data, foram analisadas
1.016 amostras (alimentares, ambientais e humanas) para detetar
a presencga de B. anthracis, cujos resultados foram negativos.

Em relac@o aos casos mais recentes confirmados em Portugal,
e como mencionado anteriormente, o Ultimo caso de carbuncu-
lo em animais ocorreu em 1985, ndo havendo informagao dispo-
nivel sobre a investigacado realizada e as medidas de controlo e
prevencao adotadas.

No que respeita aos casos de carbunculo no Homem, foram notifi-
cados quatro casos em Portugal em 2002, sabendo-se que todos
0s doentes participavam em atividades que envolviam contacto
proximo com animais.

O ultimo caso humano em Portugal foi diagnosticado em 2012. O
doente era pastor de um rebanho e recorreu ao Hospital com uma

Distribuiggo dos 85 casos de carbiinculo em humanos notificados em Portugal por regido (A) e grupo etario (B),
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dados nao
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ferida num brago, que apresentava exsudado seroso, tecido ne-
crosado ao centro e edema volumoso com adenopatias cervicais
associadas. Testes laboratoriais mostraram leucocitose neutrdfila,
proteina C-reativa elevada e uma ligeira retencao azotada. Dada a
gravidade da situagao clinica, o doente foi internado. Para confir-
mar a suspeita clinica da doenga, foram realizados outros estudos
laboratoriais que incluiram hemocultura e pesquisa molecular de
B. anthracis. A hemocultura e a coloragdo de Gram mostraram um
resultado presuntivo positivo para B. anthracis. A anélise molecu-
lar por PCR em Tempo Real e sequenciagao apoiou o diagnostico
de carbunculo e mostrou que a estirpe continha os dois plasmi-
deos pXO1 e pX02. Apos terapia com metronidazol e penicilina, a
doenca evoluiu favoravelmente. Concomitantemente foi realizada
uma investigacdo que mostrou que todos os animais do rebanho
eram monitorizados por um veterinario. Os animais foram analisa-
dos para a presencga de B. anthracis e os resultados obtidos foram
todos negativos. Nao foi possivel identificar a fonte de contamina-
¢ao do doente.
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_Discusséo e conclusdo

A experiéncia laboratorial adquirida na investigac&o do Ultimo caso
de carbunculo aqui descrito e o isolamento, pela primeira vez em
Portugal, da estirpe de B. anthracis, permitira ao INSA realizar ativi-
dades adicionais num futuro préximo, como sejam a sequenciacao
do genoma completo da estirpe isolada, incluindo os dois plasmide-
0s, bem como estudos filogenéticos com estirpes portuguesas, iso-
ladas de animais e humanos, com estirpes europeias. De facto, s6
0 conhecimento das caracteristicas de estirpes autdctones podera
contribuir para a detegdo precoce de outras estirpes circulantes.

Em concluséo, e apesar de atualmente serem notificados casos es-
poradicos de carbunculo, esta doenga é uma realidade no nosso
pais. Esta evidéncia foi amplamente demonstrada com o Ultimo
caso humano notificado em 2012, que prova que B. anthracis con-
tinua em circulagdo o que, por si so, justifica a necessidade de se
manterem as atividades de vigilancia em Portugal.

Se o carbunculo é uma doenca rara em Portugal, sé o futuro dira...
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_Introdugéo

Ahepatite C é reconhecida como uma doenca de importancia global
em Saude Publica atingindo tanto paises desenvolvidos como paises
em vias de desenvolvimento. O seu agente etioldgico — o virus da
hepatite C (VHC) - é endémico em todo 0 mundo e a taxa de pre-
valéncia da infe¢do pode variar significativamente, sendo influencia-
da, quer pelas principais vias de transmissdo, quer pelas politicas
de satde implementadas nos diferentes paises (' 2). A Organiza-
¢@o Mundial da Saude (OMS) estima que entre 150 a 170 milhdes
de individuos estejam infetados pelo VHC (2). Embora a incidéncia
da infe¢do tenha diminuido nos Ultimos anos, a sua prevaléncia per-
manece elevada devido a cronicidade da doenga em cerca de 80%
dos individuos infetados (2 4).

Em Portugal, existem poucos estudos sobre a infegao pelo VHC,
estimando-se uma prevaléncia entre 1% e 1,5% estando esta infe-
¢ao associada a 45% dos casos de hepatite notificados no nosso
pais (5. ). No entanto, & reconhecido que nem todos os casos s&o
notificados e muitos dos casos nao sao diagnosticados. Entre 0s
paises europeus, Portugal apresenta a taxa de prevaléncia mais
elevada por VHC em grupos populacionais Utilizadores de Drogas
Injetaveis (UDI), podendo esta variar entre 60% e 80% (6 7).

O VHC é caracterizado por uma elevada variabilidade genética, tra-
duzida na sua classificacdo em 6 diferentes gendtipos e em mais
de 100 subtipos virais com distintos padrées de distribuicdo epide-
mioldgica em todo 0 mundo. A taxa de evolugéao é rapida e o grau
de diversificagdo dos virus aumenta significativamente ao longo do
tempo, resultando no desenvolvimento de quasispecies que sao im-

portantes na histéria natural da infecdo e permitem a evasao ao sis-
tema imunitario do hospedeiro (8).

Apesar de néo se ter conseguido ainda desenvolver uma vacina
contra 0 VHG, tém sido alcangados avangos significativos na pro-
ducédo de farmacos de agao direta contra o virus (%), Contudo,
devido ao elevado custo destes antivirais, a terapia combinada de
INF-a-PEG e RBV mantém-se como tratamento padréo da maio-
ria dos doentes crénicos (19). Este regime terapéutico induz uma
Resposta Viroldgica Sustentada (RVS) que varia entre 42% e 82%
e 6 dependente do gendtipo do virus em causa (). Nas infegdes
pelo gendtipo 1 sdo observadas as taxas de RVS mais baixas (40-
50%). Em contraste, para 0s genotipos 2 ou 3 sdo obtidas as taxas
de RVS mais elevadas, podendo atingir 80%. Taxas de RVS de va-
lores intermédios (43-70%) foram associadas a infe¢des pelo ge-
nétipo 4 (10-12),

Uma vez que os varios genotipos de VHC estao associados a uma
diferente evolucao da infecdo e doenca, a genotipagem do virus
tornou-se na principal ferramenta que o clinico dispde para a de-
terminagdo da dosagem e duragdo do tratamento, bem como para
o0 conhecimento do prognostico da infecao. Porém, a resposta cli-
nica diferenciada de doentes infetados com diferentes subtipos do
mesmo gendtipo de VHC, j& descrita na literatura para 0s subtipos
1a e 1b, continua a colocar hipdteses de investigagéo sobre a im-
portancia do subtipo do virus na resposta ao tratamento e na pro-
gressao da doenca cronica pelo VHC (13),

O método de sondas em linha, baseado na hibridacao rever-
sa (designado por LiPA), é o ensaio comercial mais utilizado nos
paises europeus para a genotipagem do VHC. No entanto, apre-
senta um fraco desempenho para a subtipagem dos virus (14),
Em 2009, o Laboratério Nacional de Referéncia de Infegdes Se-
xualmente Transmissiveis-VIH e virus da Hepatite B e C do INSA
desenvolveu um ensaio molecular in house para melhorar a clas-
sificagdo do VHC (14). Nos dltimos 3 anos, este ensaio tem sido
correntemente utilizado no laboratério e aplicado em amostras
clinicas em que nao foi possivel determinar o subtipo de VHC
quando previamente submetidas ao ensaio comercial LiPA.
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_Objetivos

O presente estudo pretende dar a conhecer os resultados da ca-
racterizacdo molecular do VHC, realizada no Laboratoério Nacio-
nal de Referéncia de Infe¢cdes Sexualmente Transmissiveis - VIH e
virus da hepatite B e C do Instituto Nacional de Saude Doutor Ri-
cardo Jorge (INSA) entre 2008 e 2013, e revelar o contributo de um
ensaio in house para a determinacao dos subtipos por andlise de
sequéncias virais do VHC.

_Material e métodos

Foi realizada uma analise retrospetiva dos resultados da genotipa-
gem do VHC obtidos no Laboratério Nacional de Referéncia de In-
fegbes Sexualmente Transmissiveis - VIH e virus da hepatite B e C
entre 2008 a 2013. A caracterizagdo molecular para a classificagcao
do virus foi realizada pelo ensaio comercial (VERSANT™M HCV Geno-
type 2.0 Assay-LiPA (Siemens Healthcare Diagnostics Inc., Tarryto-
wn, NY, USA). As amostras em que 0 subtipo ndo foi determinado
foram submetidas a um ensaio molecular in house, baseado na am-
plificacdo, sequenciacdo e andlise de duas regides gendmicas do
VHC - as regides C/E1 e NS5B (14),

_Resultados e discusséo

Caracterizagdo da populagdo estudada

Durante o periodo em analise foi realizada a genotipagem do VHC
pelo ensaio comercial LIPA em 1004 amostras clinicas de individu-
os infetados por VHC, das quais 71,1% foram obtidas de reclusos,
13,4% de individuos da populagéo em geral sem risco conhecido e
4,4% de UDI. Em relag@o ao género, 90,5% eram provenientes de
homens e 9,5% de mulheres, sendo que a idade média da popula-
¢&o analisada variou anualmente entre 35,3 e 42,4 anos (Tabela 1).

Genotipagem do VHC

Os resultados de genotipagem ao longo do periodo em analise re-
velaram uma maior frequéncia de infecdes pelo gendtipo 1 (55%,
variando entre 50,7% e 57,9%), seguida do gendtipo 3 (28,2%, va-
riando entre 21,0% e 35,5%) e do gendtipo 4 (13,9%, variando entre
11,0% e 15,9%). O gendtipo 2 foi 0 menos frequente (1,5%, varian-
do entre 0% e 2,3%) e nao foram detetados casos de infecao pelos
genotipos 5 e 6. Verificou-se, ainda, que 1,4% (n=14) das amostras
analisadas apresentaram um resultado inconclusivo pelo método
LiPA, incluindo trés casos que revelaram um perfil compativel com
infec@o mista por diferentes gendtipos de VHC (Tabela 2).

0 gendtipo 1, seguido do gendtipo 2 e do gendtipo 3 tém sido descri-
tos como os mais prevalentes a nivel mundial, nomeadamente nos con-

tinentes Europeu e Americano. Neste estudo, os gendtipos 1 e 3 foram
0s mais frequentes ao longo dos 6 anos em andlise (Tabela 2). Por outro
lado, foi observado que 13,9% das infe¢des correspondiam ao gendtipo
4, que tem sido descrito na literatura como mais prevalente em paises do
Médio Oriente e no do norte de Africa, em particular no Egipto (15 16),

Subtipagem do VHC

No presente estudo, observou-se que, do total dos casos classifica-
dos de gendtipo 1, cerca de 78,3% (432/552) pertenciam ao subti-
po 1ae 18,1% (100/552) ao subtipo 1b. Em 3,6% (20/552) dos casos
nao foi possivel determinar o subtipo do virus pelo ensaio comercial
LiPA. Observou-se ainda, que a diferenga proporcional entre a fre-
quéncia do subtipo 1a e a do subtipo 1b foi constante em cada ano,
e aolongo do perfodo em analise, sendo sempre mais frequente para
0 subtipo 1a. Contudo, na literatura é descrito que o subtipo 1b é o
subtipo mais prevalente a nivel mundial, amplamente distribuido na
Europa e em alguns paises de Africa e do Sudoeste Asiatico, encon-
trando-se associado a individuos de idade avangada e que adquiri-
ram a infecao por transfusdes sanguineas no passado (6. 17), Neste
estudo, a maioria dos casos identificados como subtipo 1b eram re-
clusos e de uma faixa etaria mais jovem.

0 segundo subtipo mais frequente na populacao estudada foi o subti-
po 3a (28,2%), que a semelhanca do que acontece para o subtipo 1a,
foi descrito como comum em UDI em varios paises Europeus (15-18),
Neste trabalho e apesar do viés de selecdo da populacao estudada,
ndo pode ser excluido o eventual uso de drogas endovenosas pelos
individuos que constituem o grupo de reclusos.

Das 1004 amostras clinicas submetidas ao ensaio comercial LiPA, ndo
foi possivel subtipar 0 VHC em 185 (18,4%) casos: em 126 (64,3%) o
subtipo nao foi descriminado e em 59 (30,1%) o subtipo ndo foi deter-
minado. Em 11 casos a subtipagem foi inconclusiva. Assim, e no sen-
tido de melhorar os resultados da classificacdo do VHC para estes
casos, procedeu-se a sequenciagdo das regides genomicas virais
C/E1 e NS5B, utilizando um ensaio molecular in-house, desenvolvi-
do no Laboratorio Nacional de Referéncia IST-VIH e Hepatite B e C do
INSA. Este novo método foi aplicado em 87 (44,4%) das amostras sem
subtipo conhecido, nas restantes o volume disponivel mostrou-se in-
suficiente. A sequenciacao e analise das regides genomicas amplifica-
das permitiram determinar com éxito o subtipo do VHC em 86 (98,9%)
destas amostras. (Tabela 3).
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Tabela 1: [} Caracterizagdo da populagéo estudada para genotipagem do VHC, 2008-2013.

Grupo populacional

Total Homens Mulheres |dade média ( Pop. em geral " Reclusos UDI
(n) % (n % (n % (n % (

2013  85,7%(120) § 14,3% 20) 2108 23,6% @ § 76,4% (107)
""" 2 b{z"""'""""'1'55""""'E""éé{é%(&éé')"'}"""'%,'2'%('16)""i""""é'é,'é'(ﬁéjm"E""{é,%%'kééj""""'"7'7','5'%hb%j"”""""5',5%'('3)'"""
""" 201 T 831%(9)  169%(12  424(7)  254%(18) = 88%(27)  36.6%(26)
""" 2010 214 925%(198)  75%(16)  853(71)  164%(35)  794%(70)  42%(©Q)
""" 2000 226 934%(@M)  66%(15)  365(110)  106% (24  889%(201)  O4%()
""" 2008 215 898%(193)  102%(2)  396(146)  09%(2)  498%(105) 0O
TOTAL 1004 90,5% (909) 9,5% (95) 38,6 (606) 13,4% (135) 711% (714) 4,4% (44)

1 N&o podem ser excluidos comportamentos de risco para a infegédo VHC, nomeadamente o uso de drogas injetaveis (UDI)

Tabela 2: [ Resultados de genotipagem do VHC (ensaio LiPA 2.2), 2008-2013.

Genotlpo 1 Genotlpo 2 L Genot|po 3 2 Genotlpo 4 Inconcluswo
% (n % (n % (n % (n % (n

2013 607% (71 O71%()  336%47)  14,3% (20) i 0,7% (1)
""" ’2’0’1’5"”"""'"’5'1"4%'(’7'1’)'"""’"""o"""’"'"’55;5%’@95"""""&'2’5%’af)'"”"”””5’7'%’(5”””'
""" 2011 57T7%@) 0 241%(5)  155% (1)  56%@4)
""" 2010 S5T9% (124  23%(5)  210%@5)  159%(34)  28%(6)
""" 2008 s23%084  18% @) 2r4% (62 1%E5  04%()
""" 2008 SLE%(M1)  23%()  307%(66)  149%(32)  05%()

Total 55% (552) 1,5% (15) 28,2% (289) 13,9% (140) 1,4% (14)

1 Todos os casos foram classificados de subtipo 3a
2 |dentificados casos ndo subtipados de gendtipo 4 e casos de subtipo indiscriminado 4a/4c/4d

Tabela 3: [} Resultados da subtipagem do VHC pelo ensaio molecular in house em amostras
clinicas ndo subtipadas e/ou inconclusivas no ensaio comercial LiPA 2.2.

Amostras analisadas pelo ensaio molecular
Amostras analisadas por LiPA in house (sequenciagdo da regiao CE1
e/ou NS5B do VHC) 1

Total 1004 196 87 86 § 1

1 Todas as amostras com volume suficiente para o ensaio molecular in house
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_Concluséo

0O elevado desempenho revelado pelo ensaio molecular in house
na determinagdo dos subtipos virais, comparativamente ao ensaio
comercial LIPA, possibilita uma melhoria na classificagédo do VHC
e, deste modo, contribui para aumentar o conhecimento do papel
da diversidade genética na progressao da doenca.

Num futuro proximo, e de forma mais alargada, os antivirais apro-
vados para tratamento da infe¢ao pelo VHC serao administrados a
doentes crénicos, facto que tem implicagdes clinicas e viroldgicas
a curto prazo (19). E por isso crucial implementar a melhor estra-
tégia laboratorial para a classificacdo dos virus e estar prepara-
do para a nova era de tratamento e monitorizagao da infe¢éo pelo
VHC. Neste sentido, o Laboratério Nacional de Referéncia de In-
fe¢Oes Sexualmente Transmissiveis - VIH e virus da hepatite B e C
do INSA esta ja a desenvolver métodos laboratoriais que permitam
a analise molecular de outras regides gendmicas do VHC alvo dos
antivirais, nomeadamente dos inibidores da protease NS3/4A, bem
como a pesquisa de mutagdes de resisténcia aos antivirais utiliza-
dos no tratamento da hepatite C.
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