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COVID-19 - A never ending story?

Ha historias que sabemos como comegam, e como termi-
nam. Mas outras existem, como a atual pandemia, que nao
sabemos (ainda) como comegou, e ndo descortinamos como
ira terminar.

Depois da recente investigacéo local conduzida em conjunto
pela Organizagao Mundial da Saude (OMS) e pela China, rea-
lizada mais de um ano apds a identificagdo dos primeiros
casos de COVID-19, ficamos a saber pelo relatério divulgado
em 30 de margo ser “extremamente improvavel” que o virus
tenha escapado de um laboratério em Wuhan, cidade onde o
primeiro grande surto ocorreu no final de 2019, e que nao foi
(ainda) possivel identificar de forma segura a provavel origem
zoondtica do SARS-CoV-2, nem a sua via de introducéo na
populacao humana.

Excluida qualquer outra motivagcdo, nomeadamente politica,
é relevante perceber como podera ter ocorrido a emergén-
cia deste agente patogéneo, e procurar evitar, se possivel, a
formagao de novos reservatorios zoondéticos. Sem a preten-
sao de prever quando novas estirpes pandémicas poderao
surgir, ou sequer antecipar o seu impacto nas populagdes,
talvez seja possivel limitar a emergéncia e a transmissao de
novos patogéneos.

O crescimento exponencial dos casos de infegéo (que sao
ja mais de 150 milhdes) e a mortalidade associada (a atin-
gir quase trés milhdes de 6bitos), cedo tornaram percetivel
gue as medidas de saude publica aplicadas isoladamente
(embora eficazes no controlo do surto inicial), dificilmente
conseguiriam resolver a pandemia.

N&o tendo sido bem-sucedida a busca por farmacos antivi-
rais eficazes no tratamento da COVID-19, o investimento em
ciéncia foi orientado para a obtengao de vacinas que deseja-
vamos eficazes, e intervenientes de forma positiva na morta-
lidade, na evolugao da doenca, e, se possivel, na prevencao
da transmissao.

Agora que ja temos vacina(s), 0 que poderemos esperar no
futuro? Ao certo, ndo sabemos... e atentemos nas razoes.
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Existem dados que confirmam a efetividade da vacina, evi-
dente na diminuigcéo dos casos clinicos mais graves, € na
reducao da mortalidade, mas nédo existe (ainda) indicio que
ela possa ser tdo protetora que evite a reinfegdo dos ja
vacinados, e o posterior contagio comunitario. Esta duvida
justifica, alias, a necessidade de os vacinados manterem
as precaucbes ndo médicas indispensaveis para evitar a
transmissao do SARS-CoV-2 (méascara, afastamento fisico,
etiqueta respiratoria, higiene das maos).

Também o aparecimento de novas variantes virais (nomea-
damente as variantes B.1.351 e P.1, que possuem a mutacao
E484K), que conseguem iludir a linha de defesa formada
pelos anticorpos induzidos pela vacina, ou pela infecao
inaugural, parece ser responsavel pela redugéo significativa
da eficacia protetora de algumas vacinas (por ex. Johnson &
Johnson e Novavax), e por alguns casos de reinfecédo, que
comegam a surgir.

Nao sabemos se a administracdo da vacina ird conferir pro-
tegdo absoluta relativamente ao SARS-CoV-2, e desconhe-
cemos ainda se a imunidade (natural ou induzida) persistira
de forma duradoura (existem dados que o demonstram rela-
tivamente ao SARS), ou se, tal como acontece apdés a infe-
cao pelos quatro Coronavirus, causa do resfriado comum,
ela se ira desvanecer ao fim de poucos meses (seis? 0ito?)...
Com ensaios clinicos desenhados para darem uma resposta
célere sobre a eficécia e a seguranca das diferentes vacinas,
ndo existe uma fita do tempo suficientemente longa para nos
esclarecer relativamente a duracdo da protecdo, tal como
em relaga@o aos efeitos secundarios ndo imediatos.

Se 0s niveis de vacinagao e de infegdo na comunidade, e
a evolucdo do virus, ndo permitirem a construcdo de uma
imunidade consistente e persistente, é provavel que nos
proximos tempos (anos?) o SARS-CoV-2 se torne global-
mente endémico. Podera surgir limitado a uma regiao, eclo-
dir apenas em contexto sazonal (apenas nos meses frios?),
ou estar mais presente no territério e até no tempo, mas ira
fazé-lo principalmente através de infecdes ligeiras, ou até
assintomaticas.
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Nos préximos tempos iremos com certeza ter casos menos
graves e poucas vitimas mortais, mas até que as evidéncias
nos “salvem”, teremos de manter uma atitude cautelosa e
“reservada” (mascara, afastamento fisico...) nas épocas
do ano em que as infegdes respiratdrias virais sdo mais
frequentes, sendo ainda uma incognita a necessidade de
serem feitos reforcos a vacinacdo contra a COVID-19.

Tantas ddvidas, e eventualmente algumas semelhancas com
a gripe, justificam a inquietacéo... A never ending story?

Antonio Silva Graca

Infeciologista. Médico do Trabalho
Seqguranca e Saude no Trabalho/DGRH
Instituto Nacional de Saude Doutor Ricardo jorge
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_Resumo

O Programa de Vigilancia Nacional da Paralisia Cerebral em Portugal
(PVNPC) tem registado com sucesso dados clinicos, epidemioldgicos e
funcionais das criangas com paralisia cerebral nascidas desde 2001, a
idade recomendada de 5 anos. Para disponibilizar indicadores Uteis e
atualizados, é necessario obter dados evolutivos, pelo que foi equaciona-
da a reavaliac@o na adolescéncia dos individuos registados na infancia.
Foi verificada a exequibilidade do Projeto de Reavaliagdo de Adolescen-
tes numa abordagem de “melhor cendrio”, convidando os notificadores
regulares do PVNPC de duas das regides de melhor adesao para a reava-
liagdo em 2016-2019 dos individuos nascidos em 2001-2003, registados
no PVNPC. A amostra-alvo corresponde a 34% da coorte de nascimen-
to nacional em 2001-2003. Foi possivel recolher informagao sobre 77%
das criancas nascidas em 2001-2003. Verificou-se maior possibilidade
de reavaliagao dos individuos com registo de condicdes mais complexas
na infancia, o que ressalta a necessidade de estabelecer estratégias de
reducdo dos vieses de participagdo e de identificagdo. Conclui-se que
a reavaliagdo na adolescéncia dos individuos registados na infancia no
PVNPC é exequivel, mas implica a implementacéo de medidas de promo-
¢do da participacdo e de controlo de vieses.

_Abstract

The Portuguese National Surveillance of Cerebral Palsy (PVYNPC) effec-
tively registers clinic, epidemiologic and functionality data of chil-
dren with cerebral palsy born since 2001, at the recommended age of
5-year-old. For PVNPC to provide useful, up-to-date indexes, data on
the evolution of cerebral palsy later in life are required. Therefore, it
was planned to reassess during adolescence those individuals regis-
tered as a child (Project for Reassessment of Adolescents) and a fea-
sibility study was designed, on a “best scenario” approach. Regular
notifiers for PVNPC in two of the regions with the best adherence were
invited to reassess in 2016-2019 those subjects born in 20071-20083,
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which had been registered to PVNPC. The target sample includes 34%
of the national 2001-2003 birth-cohort. Information about 77% of the
subjects born in 2001-2003 was obtained. The subjets with the best
odds for reassessment in adolescence were those that had registered
more complex conditions as a child. This fact highlights the need to
design strategies to reduce participation and identification bias. We
conclude that it is feasible to reassess adolescentes registered as a
child to PVNPC but actions to promote participation and to control bias
are required.

_Introducéo

A paralisia cerebral (PC), a deficiéncia motora mais comum
na infancia (1), é um conjunto amplo de condicdes clinicas
permanentes, mas nao inalteraveis, com afetagao do ténus,
movimento e/ou postura, devidas a interferéncia/lesédo/ano-
malia ndo progressiva do desenvolvimento do cérebro ima-
turo (Surveillance of Cerebral Palsy in Europe - SCPE)(2),

Desde 2006, o Programa de Vigilancia Nacional da Paralisia
Cerebral em Portugal (PVNPC) recolhe dados clinicos, epi-
demioldgicos e funcionais das criangas com PC nascidas
desde 2001, & idade recomendada de 5 anos (%), antes da
idade recomendada para inicio do ensino basico (4.

Os niveis funcionais avaliados aos 5 anos em criangas com
PC mantém-se relativamente estaveis ao longo da infan-
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cia (5:6) mas a progressao ou estabilidade nos 10 a 20 anos
seguintes nao esta esclarecida (7-9). A PC persiste até a
idade adulta, verificando-se um incremento progressivo da
longevidade (10-12),

E necessario conhecer o seu desenvolvimento ao longo da
vida, particularmente em idades-chave. A especial singula-
ridade da adolescéncia, pelos processos de crescimento e
de desenvolvimento neuromotor, identitarios, relacionais,
de participacdo social e de autonomizacao, torna-a espe-
cialmente complexa na pessoa com PC, comportando um
conjunto muito vasto de riscos e de desafios muito especi-
ficos para as suas satde e qualidade de vida (13).

O PVNPC iniciou em 2018 o desafio de implementar o Projeto
de Reavaliagao de Adolescentes, com o estudo da exequibili-
dade da reavaliagdo, 10 anos depois, de criangas notificadas
ao PVNPC a idade aproximada de 5 a 8 anos.

Objetivos

Avalia-se a exequibilidade da reavaliagao na adolescéncia de
criangas com PC notificadas ao PYNPC aos 5 anos, numa
abordagem de “melhor cenario” e exploram-se indicadores
na infancia (socio-demograficos, clinicos ou funcionais) que
condicionem a concretizagdo da reavaliagéo.

_Métodos

Foi realizado um estudo analitico observacional, comparando
dados de dois registos transversais: as criangas com PC nas-
cidas entre 2001 e 2003, notificadas ao PVNPC com idade
aproximada de 5 a 8 anos, e os dados obtidos através do
preenchimento de um inquérito ad-hoc, em 2016-2019, sobre
as condicOes presentes dos mesmos individuos.

O PVNPC desenvolve a vigilancia voluntaria, ativa e siste-
matica de casos de PC em Portugal, fazendo o seu registo
na idade recomendada de 5 anos de idade, seguindo o pro-
tocolo comum da SCPE, que inclui a definicdo e a classifi-
cagéo da PC, instrumentos de avaliagao funcional, imagio-
logica e de morbilidade associada (14). O PVYNPC considera
cinco niveis de complexidade de PC pela presenca das se-
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guintes condigdes: afetagdo moderada a grave da motrici-
dade global (Gross Motor Function Classification System -
niveis lll, IV e V); défice cognitivo moderado a grave (Ql <50);
défice visual grave; epilepsia ativa (14:15), A base de dados
do PVNPC ¢é andénima, sendo a cada registo associado um
codigo interno; a identificacdo dos casos e 0 consentimen-
to para participagao ficam na posse do clinico responsével
pela notificacao.

Foram selecionadas duas das regides de Portugal continen-
tal com as melhores taxas de cobertura entre 2006 e 2010:
Area Metropolitana de Lisboa (média da cobertura 108%) e
Alto Minho (média da cobertura 118%); estas duas regides
abrangem 34,2% da coorte nacional de nascimento 2001-
-2003. Foram contactados 10 notificadores regulares do
PVNPC, solicitando-se a aplicacao, entre 2016 e 2019, de
um formulério aos adolescentes nascidos em 2001-2003,
registados em crianga ao PVYNPC, identificados entre os
casos notificados. O formulario inclui os indicadores clinicos
e funcionais do formulério de registo aos 5 anos, bem como
questdes sobre morbilidade apds a infancia, participagéo e
apoios, e um questionario de qualidade de vida de criangas
com paralisia cerebral (CP QOL-Child) (16). O CP QOL-Child
foi aplicado ao préprio, sempre que possivel, e/ou ao seu
cuidador mais significativo.

Foi solicitado aos notificadores que classificassem os indi-
viduos a reavaliar na adolescéncia em quatro categorias:
“Avaliados”, “Nao avaliados por alteracdo de residéncia’,
“Falecidos” e “Nao contactaveis”.

Foi feita a analise descritiva dos individuos reavaliados e a
analise de associacoes entre as categorias consideradas na
adolescéncia e indicadores sociodemograficos, clinicos ou
funcionais presentes no registo feito aos 5 anos de idade.
Foram usados teste do Qui-Quadrado e Teste Exato de
Fisher, conforme adequado, assim como testes de correlagao
de Spearman, para um nivel de significancia de 5%; foram
estimados Odds Ratio com intervalos de confianga de 95%.
Foram usados os programas SPSS.25 (17) e OpenEpi (18).
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_Resultados

Foram identificados na base de dados do PVNPC 274
potenciais casos a reavaliar na adolescéncia, nascidos ou
residentes nas regides de interesse: 164 individuos foram
reavaliados (77,7%); 25 individuos tinham falecido (11,9%)
e 22 (8,0%) residiam fora das regides de interesse; ndo foi
possivel obter informacéo de 63 individuos (23%), conside-
rados “Nao contactaveis” (figura 1).

Dos 22 adolescentes que passaram a residir fora das re-
gides em analise, 17 (77,3% deste grupo) residiam em ou-
tras regides de Portugal (4 estavam institucionalizados) e
5 residiam noutros paises. Nao se verificaram associagdes
significativas entre os indicadores aos 5 anos e a alteracdo
da residéncia na adolescéncia.

Identificaram-se 27 obitos entre os 211 individuos com infor-
macgao (12,8%). Tinham falecido antes de completar 6 anos
de idade 9 criancas (4,3%), 16 (7,6%) tinham falecido com
6 ou mais anos de idade, 2 faleceram durante o periodo de
recolha de dados, apos a reavaliagdo, o que totaliza 8,5% de
falecimentos na adolescéncia. O registo de 6bito até a ado-
lescéncia foi mais frequente nos individuos com indice de

Figura 1:

Apgar <6 (35,0% vs. 9,8%; p<0,006), tendencialmente maior
se houve registo de convulsdes nas primeiras 72 horas apds
nascer (25,0% vs. 13,5%; p<0,109), e na presenca aos 5 anos
de maior morbilidade associada ou maior afetagao funcional,
expressa também no nivel de complexidade de PC: 0 indica-
dores 0 obitos; 1 indicador 2,3%; 2 indicadores 3,7%; 3 indi-
cadores 23,8%; 4 indicadores 57,1% (r=0,888; p<0,001).

Excluindo as categorias “N&o avaliados por alteracdo de
residéncia” e “Falecidos”, ndo se encontraram associacdes
significativas entre o ter sido (164 individuos) ou nao (63
individuos) reavaliado na adolescéncia e as variaveis socio-
demograficas e perinatais. Quanto ao tipo clinico major de
PC, a possibilidade de reavaliacdo foi cerca de 2, 5 vezes
mais elevada nos casos de PC predominantemente dis-
quinética do que na espastica (12,4% vs. 5,4%; Odds Ratio
2,5 [IC95% 0,77-10,94]; p=0,07).

Nao se encontraram associacoes significativas da reavalia-
cdo com as diferentes escalas funcionais, exceto a Funcéo
Motora Fina Bimanual (nivel | 29,0% vs. 51,0%; p=0,017) (gra-
fico 1). Quanto a morbilidade major aos 5 anos, apenas se
verificou uma tendéncia para maior possibilidade de reavalia-
¢ao dos individuos com epilepsia (40,9% vs. 30,8%; p=0,127).

Resultado da avaliacdo de exequibilidade do Projeto de Reavaliagao de Adolescentes do Programa

de Vigilancia Nacional da Paralisia Cerebral em Portugal (PVNPC). Foram alvo de reavaliagéo os individuos
com paralisia cerebral nascidos em 2001-2003, notificados ao PVNPC, nascidos ou residentes aos 5 anos de idade
em duas regides: Area Metropolitana de Lisboa e Alto Minho.

(asos-alvo, nascidos em
2001-2003

Obtencao de informacdo em
2018-2019

reavaliados
164 (77,7%)

Informacao obtida em
2018-2019

6bito ap6s os 5 anos”

18 (8,5%)

alguma informacao
211 (77,0%)

274

nenhuma informacao
63 (23,0%)

falecidos
25 (11,9%)

residentes fora da regido
22 (10,4%)

6bito antes de 6 anos
9 (4,3%)

em Portugal
17 (8,1%)

“ 2 adolescentes faleceram no periodo de recolha de dados, apds reavaliagdo, pelo que foram reagrupados.
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Os individuos que aos 5 anos apresentavam menor nivel de
complexidade de PC (0 indicadores) tinham 2 vezes maior
possibilidade (32,1% vs. 50,0%; Odds Ratio 2,15 [IC95%

1,188-3,919]; p=0,006) de ndo serem reavaliados na ado-
lescéncia do que os com niveis de complexidade superior
(3 e 4 indicadores) (grafico 2).

Grafico 1: [ Distribuigédo por escalas de funcionalidade dos individuos-alvo do Projeto de Reavaliagdo de Adoles-
centes do Programa de Vigilancia Nacional da Paralisia Cerebral em Portugal (PVNPC). Foram alvo de
reavaliagdo os individuos com paralisia cerebral nascidos em 2001-2003, notificados ao PVNPC, nascidos ou resi-
dentes aos 5 anos de idade em duas regides: Area Metropolitana de Lisboa e Alto Minho.

NAO REAVALIADO: GMFCS 43,1%
REAVALIADO: GMFCS 33,1%
NAO REAVALIADO: BFMF 51,0%
REAVALIADO: BFMF 20,0%
NAO REAVALIADO: CDA 58,3%
REAVALIADO: CDA 43,9%
NAO REAVALIADO: VSS 45,1%
REAVALIADO: VSS 33,3%
NAO REAVALIADO: CCB 63,3%
REAvALIADO: CCB 54,7%
L Nivel I £ Nivelll

19,6% SN 11,8% 19,6%

19,4% . 12,5% 16,3% 18,8%

11,8%  [17,8% RN 17,6%

32,3% . 8,4% | 16,1% 14,2%
14,6% 4,29 16,7%
23,9% Co11,0% 17,4%
27,5% 5,9% 21,6%
32,7% . 8,2% 25,8%
10,2% [10,2%  IEFIFAR
21,6% I 7,4% | 6,1% |
0 Nivel Il ®8 Nivellv 58 NivelV

GMFCS - Gross Motor Function Classification System; BFEMF - Bimanual Fine Motor Function Classification System; CDA - Classificagdo do Desempenho na Alimentagéo;

VSS - Viking Speech Scale; CCB - Classificacdo da Capacidade de Controlo da Baba.

Grafico 2: £2 Efeito da complexidade da paralisia ce-
rebral na exequibilidade do Projeto de
Reavaliacdo de Adolescentes do Pro-
grama de Vigilancia Nacional da Pa-
ralisia Cerebral em Portugal (PVNPC).
Foram alvo de reavaliagdo os individuos com
paralisia cerebral nascidos em 2001-2003,
notificados ao PVNPC, nascidos ou residen-
tes aos 5 anos de idade em duas regides:
Area Metropolitana de Lisboa e Alto Minho.

32,1%
50,0%

31,4% 0 indicadores

1 indicador

19,4%

2 indicadores

3 indicadores

4 indicadores
11,7%

5 8%
REAVALIADO

NAO REAVALIADO

A escala de complexidade da paralisia cerebral considera quatro indicadores: afetacdo moderada a grave da motricidade global (Gross Motor Function Classification
System - niveis lll, IV e V); défice cognitivo moderado a grave (Ql <50); défice visual grave; epilepsia ativa (Fonte: Relatério PVNPC 2018).
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_Discussao

Foi constatada evidéncia da exequibilidade da reavaliagcdo na
adolescéncia das criangcas com PC notificadas ao PVYNPC na
idade aproximada de 5 a 8 anos. Foi também verificado que é
possivel realizar de forma efetiva esta reavaliagdo mantendo
0 anonimato do fluxo de dados.

Numa amostra selecionada entre as regides com maior ade-
s&o ao PVNPC, foi possivel recolher informacéo sobre 77%
das criancas nascidas em 2001-2003; apenas em 60% dos
casos se obteve informacao completa sobre a situagéo cli-
nica, a funcionalidade e a qualidade de vida. Considerada a
mesma proporgao de recaptura nos adolescentes que muda-
ram de residéncia para outra regido do Pais, estima-se que
a taxa de recaptura para os adolescentes registados aos 5
anos nas duas regides estudadas poderia chegar a 64%, se
0 Projeto de Reavaliacdo de Adolescentes estivesse imple-
mentado em todo o Pals.

Teréo contribuido para estes resultados, a existéncia de uma
rede estavel de notificadores voluntarios do PYNPC (15), de-
dicados ao acompanhamento de criancas, jovens e adultos
com PC; bem como o empenhamento ativo das associadas
da Federacdo das Associagdes Portuguesas de Paralisia
Cerebral (15) e dos centros de reabilitagdo de PC. Por fim,
é de salientar o interesse das pessoas que vivem com PC
em aceder a mais e melhor conhecimento da sua condicao,
com dados especificos de Portugal.

O estudo de exequibilidade ressalta o desafio de obter
um registo de adolescentes com PC representativo dos
sobreviventes do registo feito na infancia. Os dados obti-
dos sugerem uma maior probabilidade de serem reavalia-
das na adolescéncia as criancas com maior complexidade
da PC (funcionalidade e morbilidade associada, como epi-
lepsia). Um viés de participacdo em direcgao a maior gra-
vidade, leva a descrever uma evolucado pior do que a real.
Estudos longitudinais realizados em ambitos institucionais
ou nacionais mostram que melhor funcionalidade e parti-
cipacdo na infancia se associam a melhor desempenho na
adolescéncia e na idade adulta (19.20), Embora a obten-
cao de indicadores desfavoraveis possa contribuir a mobi-
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lizar mais recursos para a prevencao e intervencao pre-
coce da PC, origor cientifico é uma prioridade do PYNPC e
dos seus parceiros. Por outro lado, a publicagdo de indica-
dores que nao reflectem correctamente a realidade, pode
alhear do PVNPC parte das pessoas que vivem com PC,
por ndo se identificarem com eles, comprometendo a sua
viabilidade.

Nao é possivel garantir que no alargamento a todo o Pais
do Projeto de Reavaliacdo de Adolescentes venham a ser
obtidas taxas de reavaliagcdo semelhantes as obtidas com
a abordagem de “melhor cenario”, pois a taxa de cobertura
de casos esperados é dispar entre as diferentes regides (15),
Outras regides com taxas de cobertura semelhantes, que
expressaram inicialmente disponibilidade em participar neste
estudo de exequibilidade, tiveram dificuldade em providen-
ciar atempadamente dados. Entretanto estdo ja a ser reco-
Ihidos dados da Area Metropolitana do Porto, mostrando o
interesse despertado pelo Projeto de Reavaliagdo de Adoles-
centes.

O estudo de exequibilidade mostra que o periodo de tempo
necessario para obter boas taxas de reavaliacao é longo
(mais de 3 anos), pois a avaliagd@o é feita por ocasido das
visitas clinicas e ndo em visitas dedicadas. Esta observa-
cao é concordante com a experiéncia do PVNPC, para o
qual sdo precisos mais de 5 anos para considerar com-
pleta uma coorte anual de nascimento (15). Por outro lado,
assiste-se a um envelhecimento da rede de notificadores
do PYNPC (1) e & redugéo dos corpos clinicos das insti-
tuicoes, um risco a sustentabilidade do PVYNPC e a imple-
mentacédo do Projeto de Reavaliagdo de Adolescentes.

A experiéncia internacional de reavaliag@o na adolescéncia
de criangas com PC inicialmente registadas na infancia é
extensa, mas restrita a instituicoes clinicas ou a areas geo-
graficas especificas (21:22) A extensdo de um programa
de registo e vigilancia epidemiolégica nacional de PC na
infancia a reavaliacao sistematica na adolescéncia é pouco
frequente (21.23) No entanto, o PVNPC foi o primeiro no
Mundo com ambito nacional (3), constituindo incentivo e
padrédo para outros (SCPE Network https://eu-rd-platform.
jrc.ec.europa.eu/scpe/scpe-network/members_en). O con-



sorcio do PVNPC confia que esta estratégia de crescimento
também tera sucesso.

_Conclusdes

A reavaliacéo sistematica na adolescéncia das criangas com
PC notificadas ao PVNPC aos 5 anos é exequivel mantendo
0 anonimato dos dados.

Equipa do Projeto de Reavaliagdo de Adolescentes do Programa
de Vigilancia Nacional da Paralisia Cerebral:

Teresa Folha (Coordenacdo; INSA); Ana Cadete (CRPCCG-S-
CML), Conceicdo Correia (APCVC), Cristina Duarte (CDC-HGO),
Filipa Melo (CMRA-SCML), Isabel Vieira (APCP); Joao Cape-
lo (CMRA-SCML); Maria da Graga Andrada (CRPCCG-SCML);
Susana Almeida (CDC-HGO); Teresa Gaia (CRPCCG-SCML); Joa-
quim Alvarelhdo (FAPPC), Daniel Virella (Epidemiologia; INSA) e
Ana Jodo Santos (Analise de Dados; INSA). APCP: Associacao
de Paralisia Cerebral do Porto; APCVC: Associagao de Paralisia
Cerebral de Viana do Castelo; CDC-HGO: Centro de Desenvol-
vimento da Crianca Professor Torrado da Silva, Hospitar Gar-
cia de Orta; CMRA-SCML: Centro de Medicina de Reabilitagéo
de Alcoitao, Santa Casa da Misericodia de Lisboa; CRPCCG-
-SCML: Centro de Reabilitacdo de Paralisia Cerebral Calouste
Gulbenkian, Santa Casa da Misericddia de Lisboa; FAPPC: Fede-
racdo da Associagdes Portuguesas de Paralisia Cerebral; INSA:
Instituto Nacional de Saude Doutor Ricardo Jorge.
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_Resumo

Portugal é o segundo pafs da Unido Europeia com maior prevaléncia de
diabetes em adultos, tornando premente a monitorizacéo desta doenca
no nosso pafs. O objetivo do presente estudo foi analisar a evolugéo da
taxa de incidéncia anual de Diabetes Mellitus entre 2016 e 2018, utili-
zando dados da Rede Médicos-Sentinela. Observou-se uma tendéncia
crescente nas estimativas totais da taxa de incidéncia de diabetes de
2016 (524/100.000) a 2018 (605/100.000). Essa tendéncia de aumento
foi observada de forma mais acentuada no sexo feminino (520/100.000
em 2016 versus 627/100.000 em 2018) e verificou-se que o grupo etario
dos 65 aos 74 anos foi na generalidade o mais afetado.

_Abstract

Portugal has one of the highest prevalence rates of diabetes in Europe
among their adult population. Therefore, there is an urgent need for
improved awareness, diagnostics and management of the disease.
The aim of this work was to analyze trends in diabetes incidence rate,
between 2016 and 2018, using data from the Portuguese General Practi-
tioner’s Network. We observed an increasing trend in diabetes incidence
rate from 2016 (5624 / 100,000) to 2018 (605 / 100,000). The upward trend
was observed more sharply in females (5620/ 100,000 in 2016 versus
627/ 100,000 in 2018) and the age group from 65 to 74 years old was in
general the most affected.

_Introdugéo

A Diabetes Mellitus é uma das mais frequentes causas de
morbilidade e mortalidade a nivel global (1). Em 2019, repre-
sentou globalmente a 9.2 causa de morte (2). Segundo a Fe-
deracdo Internacional da Diabetes, trata-se do desafio de
salde com um dos mais acentuados crescimentos do sécu-
lo XXI (3). Facto ¢ que, a nivel global, nos dltimos 20 anos,

o numero de adultos com diabetes mais do que triplicou (3).

Portugal é o segundo pais da Uni&o Europeia com maior pre-
valéncia de diabetes em adultos (9,8%) (3). A diabetes &, por
isso, um problema de salde prioritario no nosso pais.

A Rede Médicos-Sentinela constitui a Unica fonte de dados
gue permite a obtencao de taxas de incidéncia de diabetes
em Portugal. Alincidéncia € uma medida epidemioldgica de
frequéncia que se revela fundamental por forma a monito-
rizar a ocorréncia de eventos de saude como a diabetes e
orientar a formulacao de estratégias de prevencao para o
futuro numa perspetiva de salde publica.

Um estudo anterior realizado pela nossa equipa de investi-
gacao verificou um aumento de 4,3% na taxa de incidéncia
de diabetes entre 1992 e 2015 (4). Esse aumento revelou-se
mais acentuado acima dos 55 anos de idade e as projecdes
até 2024 indicaram um aumento sustentado da incidéncia
em ambos 0S Sexos.

_Objetivo

O objetivo do presente estudo foi, dando continuidade ao tra-
balho anteriormente realizado, descrever a evolugdo da taxa
de incidéncia anual de Diabetes Mellitus (DM) entre 2016 e
2018.

_Métodos

Desenvolveu-se um estudo ecoldgico de séries temporais
com dados provenientes da Rede Médicos-Sentinela, entre
2016 e 2018.

A Rede Médicos-Sentinela, coordenada pelo Departamento
de Epidemiologia do Instituto Nacional de Saude Doutor
Ricardo Jorge, é um instrumento de observagéo e vigilancia
constituido por médicos de Medicina Geral e Familiar que
notificam voluntariamente eventos de sadde ocorridos nas
suas listas de utentes.

Entre 2016 e 2018, os médicos de Medicina Geral e Familiar
da Rede Médicos-Sentinela notificaram de forma voluntéaria
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todos os novos casos de DM ocorridos nos seus utentes, tal
como tem vindo a realizar-se desde 1992.

Para calculo das estimativas de incidéncia de DM foi utilizado
como denominador a populagdo sob observacao efetiva pela
Rede Médicos-Sentinela nos anos em estudo. A populagéo
sob observacao efetiva (PSOE) corresponde a soma das lis-
tas de utentes dos Médicos-Sentinela ativos em cada sema-
na. A PSOE anual é calculada pela média das PSOE semanais
de cada ano.

As estimativas de incidéncia sao apresentadas por 100.000
habitantes desagregadas por sexo e grupo etario.

_Resultados

Entre 2016 e 2018, a Rede Médicos-Sentinela contou com
a colaboragao de cerca de 120 médicos. No perfodo em
estudo, a PSOE anual variou entre 36.417 e 44.942 utentes.

No periodo temporal em analise, observou-se um aumento
nas estimativas totais da taxa de incidéncia de diabetes,
tendo variado entre 524/100.000 em 2016 e 605/100.000
em 2018 (grafico 1).

A tendéncia de aumento no triénio em andlise foi observada
de forma mais acentuada no sexo feminino (520/100.000 em
2016 versus 627/100.000 em 2018) (grafico 1). No sexo mas-
culino, apenas se verificou um aumento entre 2016 e 2017,

Gréfico 1:

tendo ocorrido um decréscimo na taxa de incidéncia de dia-
betes em 2018.

Considerando o conjunto dos dados no triénio em anélise,
a incidéncia de diabetes apresenta um gradiente crescente
com a idade, sendo na generalidade o grupo etario dos 65-74
anos o mais afetado (tabela 1). Observou-se 0 seu surgi-
mento mais cedo nas mulheres (25-34 anos), tratando-se,
eventualmente, de casos de diabetes gestacional. Porém, a
incidéncia aumentou de forma mais marcada acima dos 45
anos, em especial, no sexo masculino.

_Discusséo e conclusdes

O aumento da incidéncia anual de Diabetes Mellitus, entre
2016 e 2018, na populagdo sob observacdo da Rede
Médicos-Sentinela, podera indicar um aumento do risco de
diabetes na populacdo portuguesa.

Apesar da Rede Médicos-Sentinela ser uma amostra de con-
veniéncia, apresenta vantagens precisamente pela possibili-
dade de detecdo precoce do eventual aumento gradual de
casos de um evento de salde como a diabetes, apoiando
assim a tomada de decisdes céleres e atempadas em salude
publica.

Os resultados obtidos no presente estudo encontram-se
concordantes com as previsdes da evolu¢do da taxa de inci-

Incidéncia anual de Diabetes Mellitus (DM) (por 100.000 habitantes)

na Rede Médicos-Sentinela, entre 2016 e 2018, por sexo.
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Tabela 1:

Incidéncia anual de Diabetes Mellitus (DM) (por 100.000 habitantes) na

Rede Médicos-Sentinela, entre 2016 e 2018, por sexo e grupo etario.

Grupo etario Masculino
(anos) 2016 2017 2018
00-24 e . .
25-34 *x - -
35-44 623 193 154
45-54 876 564 880
55-64 595 1597 1249
65-74 1529 1384 1556
>75 728 1560 1356

2016

*x

ok

623

876

595

1629

728

Feminino Total
2017 2018 2016 2017 2018
* 183 133 119 114
309 295 401 255 229
467 704 763 512 788
850 1247 945 1198 1248
1135 1369 1172 1247 1454
1622 1240 858 1598 1286

* ndo foram notificados casos de DM; ** foram notificados menos de 5 casos de DM.

déncia de diabetes preconizadas anteriormente pela nossa
equipa de investigacao (), bem como em outros estudos (5).

O gradiente de incidéncia de DM crescente com a idade, ob-
servado na totalidade do periodo em anélise, é concordan-
te com o risco conhecido desta doenca nos individuos mais
velhos (6). As diferencas encontradas entre sexos, nomea-
damente, a maior incidéncia no grupo etario entre os 25-44
anos nas mulheres, podera encontrar-se relacionada com
casos de diabetes gestacional, reforcando a importancia de
monitorizacdo dos valores de glicémia nas gestantes (7).

O aumento marcado da incidéncia de DM acima dos 45 anos
no sexo masculino encontra-se de acordo com um maior
risco de desenvolver a doenga nos homens e, provavelmente,
estara relacionado com uma maior prevaléncia de fatores de
risco no sexo masculino (6:8). Contudo, chama-se a atencao,
para uma tendéncia crescente mais acentuada nas mulheres
relativamente aos homens no triénio em analise. Tal aumento,
contudo, podera estar relacionado com um maior diagnos-
tico da doenga relativamente ao sexo masculino, dado que o
padrao de acesso a cuidados de salde primarios regista uma
maior procura por parte do sexo feminino (9).

Em Portugal, a DM trata-se de um problema de salde para
0 qual, tanto atualmente, bem como de futuro, se verifica a
necessidade urgente de orientar esforgos, designadamen-
te, através da implementacéo de medidas de prevencao pri-
méria e primordial dirigidas aos seus principais fatores de
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risco. Desses, salientam-se os fatores de risco modifica-
veis que incluem o consumo de tabaco; o sedentarismo;
e uma dieta inadequada (e, consequentemente, a obesi-
dade) (10),

Estudos futuros dever@o monitorizar o risco de diabetes na
populacao portuguesa, bem como avaliar o efeito das medi-
das preventivas que vao sendo implementadas ao longo do
tempo.

Por ultimo, importa referir a importancia de estimar de futuro
o impacto da atual epidemia COVID-19 na diabetes, quer pela
alteragao do padrao de acesso e utilizacdo de cuidados de
salde, quer pela alteracao de estilos e héabitos de vida.
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_Resumo

A diabetes tipo MODY é uma doenga monogénica que se estima que con-
tribua para 1 a 5% de todos os casos de diabetes. Atualmente existem
14 genes associados a esta patologia cujos doentes apresentam carac-
teristicas fenotipicas, metabolicas e genéticas muito heterogéneas. Em
2011, o Departamento de Promocéo da Saude e Prevengao de Doengas
Nao Transmissiveis do Instituto Nacional de Satde Doutor Ricardo Jorge
implementou o estudo molecular da diabetes tipo MODY com o obje-
tivo de caracterizar geneticamente estes doentes e identificar precoce-
mente familiares em risco, de forma a contribuir para a melhor gestao
do doente. O rastreio destes doentes é dificil devido a critérios clinicos
pouco sensiveis e inespecificos e por ndo existir um biomarcador Unico
que nos permita fazer a diferenciagdo entre os varios tipos de diabetes.
O estudo genético permite a correta identificacédo destes doentes. Entre
2011 e 2019, foram estudados 76 casos index nos quais foram identifi-
cadas alterag6es patogénicas ou provavelmente patogénicas em 35,5%
(27). Através do estudo em cascata dos familiares, foi possivel identificar
adicionalmente 17 individuos com MODY. Para estes doentes, o conceito
de medicina personalizada é uma realidade pois, com base no diagnés-
tico genético, os clinicos tém a capacidade de definir uma terapéutica
adequada a cada caso, bem como de estabelecer o prognéstico, acon-
selhamento genético e o estudo de familiares.

_Abstract

MODY diabetes is a monogenic disease that is estimated to contribute to
1 to 5% of all diabetes cases. Currently, there are 14 genes associated
with this condition whose patients present heterogeneous phenotypic,
metabolic and genetic characteristics. In 2011, Department of Health
Promotion and Prevention of non Communicable Diseases implemented
the Molecular Study of MODY Diabetes with the aim of genetically
characterizing these patients and early identify family members at risk,
in order to contribute for the best management of these patients. The
screening is difficult due to the low sensibility and specificity of clinical
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criteria, because there is no single biomarker that allows to make the dif-
ferentiation between the different types of diabetes. The genetic study
allows the correct identification of these patients. Between 2011 and
2019, 76 index cases were studied and in 35.5% (27) a pathogenic or
probably pathogenic variant was identified. Through cascade screening
of family members, it was possible to additionally identify 17 individuals
with MODY. For these patients, the concept of personalized medicine
is a reality because based on the genetic diagnosis, the clinicians have
the ability to define an appropriate therapy for each case and establish
patient prognosis, genetic counselling as well as identification of other
at risk family members.

_Introducéo

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), a Diabe-
tes Mellitus (DM) afeta 422 milhées de adultos em todo o
mundo. Estima-se que, destes casos, 1 a 5% sejam resul-
tado de variantes patogénicas num Unico gene, sendo por
isso denominada de diabetes monogénica (). Um dos tipos
de diabetes monogénica é a denominada diabetes tipo
MODY (Maturity-Onset Diabetes of the Young), uma vez que
¢ frequente o aparecimento desta patologia numa fase pre-
coce da vida (2). A primeira descricdo desta doenga surgiu
nos anos 70 (2:3), quando foram identificadas pessoas com
diabetes com caracteristicas clinicas distintas da DM tipos
1 e 2: 0s sintomas manifestavam-se antes dos 25 anos, em
individuos néo obesos, com histéria familiar da doenca,
demonstrando transmissao autossémica dominante e, ge-
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ralmente, ndo necessitando de terapéutica com insulina
durante um periodo aproximado de 2 anos (4:5). Atual-
mente estao identificados 14 genes associados a diabetes
tipo MODY (2.6) apesar da grande maioria destes casos
resultar de alteragdes em 4 destes genes: GCK, HNF1A,
HNF1B & HNF4A (2,5.7),

Estes doentes apresentam caracteristicas fenotipicas, meta-
bélicas e genéticas bastantes distintas entre si, dependendo
quer do gene afetado, quer do tipo de variante genética
associada (8). Cada subtipo de MODY exige uma monitori-
zacdo e estratégia terapéutica, diferente, sendo essencial
o diagnostico genético para a escolha teraeputica, uma vez
que estes doentes séo frequentemente diagnosticados com
DM tipo 1 ou 2, levando a que possam nado receber trata-
mento adequado & sua real condigéo (&),

Apesar de existirem varias estimativas sobre a prevaléncia de
diabetes tipo MODY, os dados epidemioldgicos disponiveis
s&o ambiguos e geograficamente varaveis, tendo em conta
que diferentes paises apresentam diferentes abordagens no
que diz respeito ao recrutamento de doentes e a critérios de
deciséo clinica e, por isso, impera a necessidade de existir
em Portugal um estudo populacional de larga escala e a pos-
sibilidade de rastreio genético para doentes diabéticos (8).

Em 2011, o Departamento de Promogéo da Saude e Preven-
cao de Doencas Nao Transmissiveis (DPSDNT) do Instituto
Nacional de Salude Doutor Ricardo Jorge implementou o
Estudo Molecular da Diabetes tipo MODY tendo como prin-
cipais objetivos a caracterizagdo genética destes doentes e
a identificacdo precoce de familiares em risco, de forma a
contribuir para a melhor gestao do doente. O rastreio des-
tes doentes é dificil devido a critérios clinicos pouco sensi-
veis e inespecificos e por ndo existir um biomarcador Unico
gue nos permita fazer a diferenciacao entre os varios tipos
de diabetes. O estudo genético permite a correta identifica-
cao destes doentes.

_Objetivos

Caracterizar geneticamente doentes com diagnéstico clinico
de MODY entre 2011 e 2019 e identificar precocemente fami-
liares em risco, de forma a contribuir para a melhor gestéo
clinica do doente e da familia.

_Material e métodos

Entre 2011 e 2019 foram referenciados ao estudo 76 casos
index, com diagndstico clinico de MODY, e 42 familiares com
e sem diabetes. O DNA gendmico foi extraido das amostras
de sangue total colhido em tubos de EDTA. O DNA foi pos-
teriormente sujeito a amplificagcdo por PCR e sequenciado
por sequenciacéo de Sanger. Foram estudadas a regiao pro-
motora, regides codificantes e regides intrdnicas adjacen-
tes dos genes GCK, HNF1A, HNF1B e HNF4A. Foi realizada a
pesquisa de grandes rearranjos por MLPA (Multiplex ligation-
-dependent probe amplification). As variantes encontradas
foram classificadas segundo as guidelines do American Col-
lege of Medical Genetics and Genomics (ACMG) (9). Todos
os doentes e familiares deram o seu consentimento escrito
para participarem no projeto.

_Resultados e discussao

Dos 76 casos index que participaram no Estudo, foi identi-
ficada uma variante genética patogénica ou provavelmente
patogénica em 27 casos (cerca de 35,5% dos casos index).
Através do estudo em cascata dos familiares, foi possivel
identificar adicionalmente 17 individuos com diabetes tipo
MODY, perfazendo um total de 44 individuos diagnostica-
dos geneticamente.

Cerca de 48% das variantes identificadas localizavam-se no
gene GCK, 32% no gene HNF1A, 16% no gene HNF1B e 4%
no gene HNF4A. No quadro 1 estdo identificadas todas as
variantes genéticas clasificadas como patogénicas e prova-
velmente patogénicas encontradas na amostra do estudo.

Para os casos index em que nao foi possivel identificar a
causa genética que justifica o fendtipo apresentado sao
plausiveis duas explicacoes: estes doentes podem possuir
alteragdes raras noutros genes associados a doenga (no
presente estudo so se estudaram 4 genes), ou estes doen-
tes podem apresentar DM tipos 1 e 2, uma vez que 0s crité-
rios existentes para rastrear casos de diabetes monogénica
Sa0 pouco sensiveis, inespecificos e mantém-se inaltera-
dos desde os anos 70 (8). Para pesquisar outras varian-
tes raras, o DPSDNT esta a implementar um painel de NGS
com todos 0s genes associados a diabetes monogénica e
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Variantes genéticas classificadas como patogénicas ou como provavelmente patogénicas,

encontradas nos participantes do estudo da diabetes tipo MODY, entre 2011-2019.

Quadro 1:
Gene Localizacao Variante
Exéo 2 c.94_96del
Exao 3 c.214G>A
Ex&o 4 €.364C>T
Exao 5 c.544G>A
GCK Intrdo 5 c.579+1_579+33del
c.766G>A
Exéo 7
c.757G>C
Exbes 5 a8 c.484-7_1019+7del ?
Exao 10 c.1358C>T
Ex&o 2 ¢.391C>T
Exéo 3 c.599G>A
c.788G>A
HNF1A c.814C>T
Exao 4
c.872dupC
c.872delC
Exao 9 ¢.1745_1763dup
Ex&o 2 c.526C>T
HNF1B
Delecédo gene c.1-?_1674+7del
c.187C>T
HNF4A Exéo 2
c.211_212del AT

) Individuos
Proteina Afetados
1
p.(Cys32del) (1 familia)
2
p.(Gly72Arg) (1 familia)
5
p.(Leu122Phe) (1 familia)
1
p.(Val182Met) (1 familia)
, 7
? (3 familias)
1
p.(Glu766Lys) (1 familia)
1
p.(Val253Leu) (1 familia)
) 1
! (1 familia)
Ser453L ;
p.(Ser453Leu) (1 familia)
Arg131T :
p.(Arg131Trp) (1 familia)
Arg200Gl ;
p.(Arg n) (1 familia)
Arg263Hi !
p-(Arg263His) (1 familia)
(Arg272Cys) .
p.(Arg bE (3 familias)
) 1
p.(Gly292Argfs*25) (1 familia)
(Pro291Ginfs*51) ?
p.(Pro S (1 familia)
) 1
p.(Thr589Profs*66) (1 familia)
) 2
p-(GIn1767) (1 familia)
, 5
(4 familias)
(Arg63Trp) !
p.(Arg63Trp (1 familia)
1
.(Met71Valfs*6
p.(Met71Valfs’6) (1 familia)

Classificagao
ACMG

Provavelmente
patogénica

Provavelmente
patogénica

Provavelmente
patogénica

Provavelmente
patogénica

Patogénica

Provavelmente
patogénica

Provavelmente
patogénica

NA

Provavelmente
patogénica

Provavelmente
patogénica

Provavelmente
patogénica

Patogénica

Provavelmente
patogénica

Patogénica

Patogénica

Patogénica

Patogénica

NA

Provavelmente
patogénica

Patogénica

outras doengas associadas a diabetes, pelo que sera pos-
sivel dar resposta a alguns destes doentes que ainda nao
tém um diagnostico definitivo. O estudo genético é a Unica
forma de confirmar uma suspeita clinica de MODY. No en-
tanto, uma vez que podem néo ter sido identificados todos

0s genes associados a MODY, o diagndéstico de MODY nao
pode ser excluido caso ndo se encontre uma alteragdo nos
genes atualmente conhecidos como causadores desta pa-
tologia.
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_Conclusdes

Em 2011, o DPSDNT estabeleceu o Estudo de Diabetes tipo
MODY, tendo sido estudados, até 2019, 76 casos index.
Nestes foram detetadas alteracdes patogénicas ou provavel-
mente patogénicas em 27 (35,5%) individuos e identificados
mais 17 familiares com MODY. Para os 44 participantes a
qguem foi atribuido um diagndstico definitivo de diabetes tipo
MODY, o conceito de medicina personalizada € uma reali-
dade. Com base neste resultado, os clinicos tém a capaci-
dade de definir uma terapéutica adequada as necessidades
especificas de cada um destes doentes.

Com a implementacao, em curso, de um painel de NGS
(Next-Generation Sequencing), julgamos que no futuro
sera possivel dar resposta diagndstica a um maior nimero
de doentes. Contudo, eventualmente poderao surgir novos
desafios relacionados com a quantidade de informacgéo
resultante do uso desta tecnologia.

Investigadores do estudo Molecular de Diabetes tipo MODY
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_Intoxicacao animal por cianobactérias: um alerta para a saude publica?
Animal poisonings by cyanobacteria: a Public Health safety alert?
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_Resumo

Os perigos associados aos blooms de cianobactérias sdo conhecidos e
percecionados, mas algumas lacunas analiticas e no conhecimento cien-
tifico impedem, ainda, a devida avaliagdo do risco de exposicdo humana
a toxinas de cianobactérias e, consequentemente, a adogao das medi-
das preventivas e de remediacdo mais adequadas. As cianotoxinas tam-
bém induzem efeitos nocivos e mortandade em peixes, aves e mamiferos,
pelo que os episddios de intoxicacdo de animais por cianotoxinas podem
servir de alerta para potenciais efeitos nocivos para a saide humana. O
presente trabalho pretende sensibilizar para a importancia da aplicagao
do conceito One Health a monitorizagéo e vigilancia de intoxicacoes por
cianobactérias, na prevencao de riscos para a saude publica, relaciona-
dos com a ocorréncia de cianobactérias e cianotoxinas. Assim, a aplica-
cao de uma abordagem One Health aos blooms de cianobactérias podera
contribuir para prever riscos e implementar de forma precoce as medidas
de gestéo do risco associado a ocorréncia de cianotoxinas nos recursos
hidricos.

_Abstract

The risks associated with the occurrence of cyanobacterial blooms are
widely recognized. However, gaps in analytic and scientific knowledge
are still an impediment for the appropriate human risk assessment of
cyanotoxins and the adoption of suitable preventive and remediation
measures. Cyanotoxins have also a toxic effect in fish, birds and mam-
mals, and cases of animal intoxication by cyanotoxins can provide an
alert to the potential toxic effects in human health. The present work
aims to raise awareness of the importance of applying the One Health
concept to the monitoring and surveillance of cyanobacterial poisoning,
in the prevention of risks to public health, related to the occurrence
of cyanobacteria and cyanotoxins. Therefore, the application of a One
Health approach to cyanobacterial blooms can contribute to risk preven-
tion and implementation of early management measures of the risk asso-
ciated with the occurrence of cyanotoxins in aquatic resources.

Cianobactérias, florescéncias e toxinas

As cianobactérias sdo microalgas, constituintes naturais dos
ecossistemas aquaticos, que em condigcdes ambientais favo-
raveis tém a capacidade de crescer massivamente (). Duran-
te este fendmeno, designado de florescéncia ou bloom, a
agua torna-se esverdeada (com uma aparéncia de sopa de
ervilhas) e muitas vezes apresenta espuma ou acumulagdes
verdes a superficie (figura 1). A eutrofizacdo das massas de
agua e as alteracOes climaticas sdo os principais fatores
que potenciam a formagéao dos blooms e a sua ocorréncia
e expansao esté a intensificar-se (1:2:3) Inclusivamente, os
blooms tém vindo a perder o seu caracter sazonal, deixan-
do de ocorrer sobretudo nos meses mais quentes (verdo e
outono) e passando a ocorrer ao longo do ano.

Os blooms tém impactos ambientais negativos, tais como
a desoxigenacao da agua, a consequente mortandade de
peixes e 0 desequilibrio da comunidade fitoplancténica.
Por outro lado, podem produzir compostos secundarios
que diminuem a qualidade da agua, quer pela alteracao
das suas carateristicas organoléticas (por exemplo geos-
mina, um composto nao téxico, com cheiro a terra), quer
pela inducao de risco para a saide humana e animal, devi-
do & producéo de cianotoxinas (1:2).

As cianotoxinas sdo produzidas por algumas espécies
de cianobactérias e libertadas aquando da morte celular,
durante a senescéncia dos blooms ou pela aplicagdo de
compostos algicidas nas massas de agua (). Estima-se
que 25 a 75% dos blooms s&o téxicos (4.

As cianotoxinas podem ter efeitos neurotdxicos, hepato-
téxicos ou dermatotoxicos (1). As neurotoxinas (como por
exemplo a anatoxina-a e a saxitoxina) atuam ao nivel da
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Figura 1: [1 Aspeto macroscdpico (bloom, a-c) e microscépico (d, e) de cianobactérias.

transmissao dos impulsos nervosos, e podem provocar a

morte por paragem respiratoria, devido a paralisia muscu-
lar. As hepatotoxinas (microcistinas, cilindrospermopsina,
nodularinas) induzem lesdes ao nivel do figado, podendo
culminar em morte por hemorragia intra-hepatica e cho-
que hipovolémico. As principais vias de exposicdo a ciano-
toxinas incluem a ingestao de 4gua contaminada, contacto
dérmico em atividades recreativas, inalagdo de aerossois
de 4gua contaminada e contaminacado por via parentérica
em unidades de hemodialise (1). As cianotoxinas mais co-
muns a nivel mundial sdo as microcistinas (hepatotoxinas
potencialmente cancerigenas) (1) e em Portugal esta tam-
bém descrita a ocorréncia de neurotoxinas como a anato-
xina (5) e a saxitoxina e derivados (6:7),

Intoxicagcbes animais

Para além dos efeitos adversos na saude humana, as ciano-
toxinas tém sido descritas como a causa de doenga e de
morte em animais domésticos e silvestres (8). A utilizacao de
fontes de agua contaminada pode afetar os animais levando
a disturbios do foro hepatico, gastrointestinal, neuroldgico
e alérgico, que podem conduzir a morte. A sintomatologia é
diversa, dependendo sempre da intensidade do bloom, da

concentracgao e tipo de toxina e da quantidade de agua inge-
rida (8.9),

A primeira descricdo de intoxicacdes por cianobactérias
remonta a 1878, na Australia, resultando na morte de animais
(ovelhas, cavalos, caes e porcos) apods a ingestdo de agua
com um bloom de cianobactérias produtoras de nodularina
(10), Desde entédo, o nimero de descricdes de intoxicacdes
em animais tem vindo a aumentar ao longo das Ultimas déca-
das (11). Recentemente, por exemplo, foi reportada a morte
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de mais de 300 elefantes no Botswana com sintomas neuro-
l6gicos e hemorragias massivas, associada a contaminacao
de fontes de agua (pequenos lagos) com blooms densos de
cianobactérias, onde foram detetadas neurotoxinas (12),

Quase 80% das intoxicagdes mencionadas na literatura
estdo associadas a animais, sendo 0s cades e 0s animais de
producdo os mais afetados (12). No entanto, o nimero de
casos reportados devera estar largamente subestimado.

Em Portugal, a descricdo de casos de intoxicacao e/ou
morte animal atribuida a cianotoxinas ndo ¢é ainda devida-
mente considerada nos diagndsticos diferenciais efetua-
dos pelos médicos veterinarios. Em 2017, foi reportado um
caso de intoxicacdo por ingestdo de agua de uma ribeira
contaminada com microcistinas que resultou na morte de
25 bovinos (cerca de 50% dos animais presentes) (13). Adi-
cionalmente, foi também alvo de estudo a mortalidade de
varias aves, num lago, associada a ocorréncia de b/looms
de cianobactérias do género Microcystis (14). Neste caso,
como no anterior, foram detetadas microcistinas na agua e
no rim/figado de alguns animais, sendo a analise histopa-
tolégica compativel com a descricao da literatura relativa-
mente a intoxicacao por estas toxinas.

_Objetivo

O presente trabalho pretende sensibilizar para a importancia
da aplicagdo do conceito One Health a monitorizagéo e vigi-
lancia de intoxicagbes por cianobactérias, na prevengao de
riscos para a saude publica, relacionados com a ocorréncia
de cianobactérias e cianotoxinas.

_Monitorizagédo, sadde pulblica e abordagem One Health

A protegao da saude publica relativamente aos blooms toxi-
cos € assegurada através da monitorizacdo de cianobacté-
rias e cianotoxinas em aguas naturais superficiais destinadas
a produgéo de agua para consumo humano (%) e em 4guas
balneares (16),

Porém, o programa de monitorizacdo nem sempre assegura
a correta avaliag@o e gestdo do risco de exposicao a estas
toxinas. Por exemplo, as estirpes téxicas ndo se distinguem
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das nao toxicas, pelo que a observacao microscopica das
amostras de agua nao permite inferir de forma rapida a toxi-
cidade dos blooms (1). Para além disso, métodos rapidos
e facilmente aplicaveis como o ELISA nao abrangem todos
os tipos e variantes respetivas de cianotoxinas, nem de
matrizes (ambientais e biologicas, como tecidos e 6rgaos),
sendo a sua detecdo apenas possivel através de metodolo-
gias sofisticadas e que exigem pessoal altamente especia-
lizado (HPLC, LC-MS, gPCR), o que nem sempre é possi-
vel em laboratérios de andlises de rotina. Por outro lado, a
composicao, densidade e toxicidade dos blooms pode alte-
rar-se rapidamente, até em funcéo das condicoes climatéri-
cas, pelo que nem sempre a situacdo no momento da amos-
tragem corresponde a condicdo de exposicao prevalente.

Salienta-se ainda, que o registo de intoxicagdes associadas
a cianotoxinas é escasso e que nao existe uma abordagem
nacional sistematica relativamente a este tipo de episddios.
De facto, o estabelecimento da relacdo causa-efeito, entre a
exposicao as toxinas e as suas consequéncias é muito difi-
cil visto que a sintomatologia induzida pelas cianotoxinas
¢ inespecifica e similar a outro tipo de intoxicagcdes, como
por exemplo, com fungos, plantas venenosas, paracetamol,
estricnina, chocolate e até cafeina (9). Esta dificuldade tem
impedido a obtencédo de evidéncia epidemiolégica o que,
por sua vez, tem causado limitagdes a avaliacdo qualitativa e
quantitativa do risco de exposicdo a cianotoxinas e a imple-
mentacdo de medidas regulamentares adicionais.

Recentemente tem sido considerado que a monitorizagao
eficiente do ambiente e da saude animal numa rede colabo-
rativa One Health pode fornecer avisos de importancia vital

para prevencao de riscos para a saude publica, relaciona-
dos com a ocorréncia de cianobactérias e cianotoxinas (&),

De facto, a utilizacéo e a aplicacao do conceito One Health
possibilita uma abordagem inclusiva, integrada e holistica a
problematica das intoxicagdes por cianobactérias (figura 2).
Promove a cooperacao interprofissional e interdisciplinar, in-
tegrando a informacao produzida por cada entidade e a cola-
boracdo entre os profissionais das diferentes areas: salde
humana, animal e ambiental (&),
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Figura 2:

Aplicagdo do conceito One Health a monitorizagéo e vigilancia

de intoxicagdes por cianobactérias (adaptado de: (8))
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Assim, a identificagdo das causas de mortalidade e de doen-
ca nos animais de produgao pecuaria, animais de compa-
nhia, aves e peixes, relacionadas com a ocorréncia de ciano-
bactérias e cianotoxinas, pode servir de sentinela para riscos
potenciais para a saude humana (©).

_Desafios da abordagem One Health aplicada a problema-
tica das cianobactérias toxicas

Um dos principais desafios da abordagem atras referida é
a demonstracao de que a presenca de animais mortos ou
com sintomatologia de doenca nas imediagdes das massas
de agua se deve, efetivamente, a cianobactérias téxicas. Os
inimeros avancos dos Ultimos anos nas abordagens mole-
culares impulsionaram o desenvolvimento de tecnologias e
plataformas de sequenciacao, possibilitando, por um lado,
a caraterizagdo do microbiota presente num determinado
ambiente e, por outro lado, discriminar o papel dos agentes
bioldgicos ai identificados (17:18). A sequenciagéo de nova
geracao (NGS) é uma mais-valia para a vigilancia e diag-
nostico de amostras ambientais, uma vez que complementa
e preenche lacunas associadas aos métodos tradicionais

Autoridades reguladoras
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(ELISA, HPLC, LC-MS, PCR convencional, gqPCR e microar-
ray) (19),

No caso particular dos blooms cianobacterianos, a aplica-
céo desta metodologia, recorrendo as plataformas lllumina®
ou Oxford Nanopore, possibilitaria a detecéo e identifica-
cao de cianobactérias e cianotoxinas ingeridas pelos ani-
mais, através da andlise gendmica do DNA extraido do con-
telido gastrico dos animais afetados (20). De acordo com o
objetivo, diferentes abordagens podem ser usadas: (i) meta-
genoémica 16S, utilizando primers gerais para procariotas ou
especificos para cianobactérias, de forma a avaliar a comu-
nidade microbiana ou apenas a diversidade cianobacteriana,
respetivamente, (i) sequenciagdo do genoma total (whole
genome sequencing - WGS) que permite, simultaneamente,
a identificag@o taxonémica da comunidade microbiana bem
como a sinalizacdo de cianobactérias produtoras de toxi-
nas e a identificacdo destes metabolitos secundarios (MC,
ATX, CYN, STX) (21-23)  Apesar das vantagens inerentes a
estas abordagens, e do vasto conhecimento que permitem
obter, estas ainda ndo permitem a quantificagdo das toxinas,
sendo por isso necessario recorrer a técnicas analiticas para
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determinar a concentragao de toxinas. No entanto, as inu-
meras respostas de dreas como a gendémica, metagendmica,
transcriptémica, metatranscriptémica (24:25) s&o alguns dos
exemplos do potencial da sequenciacdo de nova geracao e
que podem ser implementados nos planos de monitorizacao
e vigilancia ambiental.

Estas metodologias tém sido aplicadas na caraterizagao
do microbiota presente no trato gastrointestinal de ani-
mais (26), tendo sido inclusive identificadas cianobactérias,
0 que reforca 0 uso desta abordagem na monitorizagéo. De
ressalvar que os animais alvo destas metodologias devem
estar num estado de conservacao aceitavel relativamente a
degradacdo de tecidos e consequentemente de DNA. Esta
tecnologia inovadora permite a sequenciacao simultanea de
um elevado nimero de amostras e a possibilidade de inu-
meras abordagens, gerando assim uma enorme quantidade
de informacdo, cuja interpretacdo e analise é executada
com recurso a ferramentas de bioinformatica, constituindo
0 passo mais critico desta metodologia (27,

Nao obstante a sequenciagao de nova geracao nao ter sido
ainda explorada nesta perspetiva, trata-se de uma ferra-
menta Gtil e promissora para identificar a presenca de cia-
nobactérias potencialmente toxicas. Podera assim auxiliar
a um diagnostico mais rapido e completo em casos de into-
xicagdo animal por cianobactérias, o que podera contribuir
para prevenir riscos para a saude publica.

Outro desafio importante na aplicacdo do conceito One
Health aos blooms téxicos de cianobactérias é a sensibi-
lizagdo dos médicos veterindrios para a utilidade do diag-
nostico de casos de intoxicag@o por cianobactérias nos
animais como sinal de alerta num sistema de avaliagéo de
risco. Martins (2021) (14) prop6s recentemente um guia pra-
tico para auxiliar 0s profissionais de satde animal em casos
de suspeita de intoxicacao por cianobactérias. Neste guia
sdo referidas orientacdes, decisdes e procedimentos labo-
ratoriais de forma a facilitar a preparacao de amostras para
confirmacao da presenca de cianobactérias e/ou cianoto-
xinas na agua de abeberamento dos animais de producao
pecuaria. E assim um primeiro passo de uma abordagem
que julgamos inevitavel num futuro proximo.
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_Resumo

A maléria, € uma infecdo parasitaria causada por um protozoario intrace-
lular obrigatério (género Plasmodium), cuja transmissdo é assegurada
quando uma fémea de mosquito género Anopheles infetada efetua a sua
refeicdo de sangue num individuo. Estéo descritas mais de 150 espécies,
mas apenas cinco infetam o Homem: P. falciparum, P. vivax, P. malariae,
P. ovale e mais recentemente, P. knowlesi, uma espécie que causa malaria
em macacos no sudeste asitico. E a doenca parasitaria mais importante
para o Homem, encontrando-se infetada cerca de 5% da populagdo mun-
dial, sendo o P. falciparum o agente mais disseminado, responsavel por
mais de 80% dos casos mundiais e 0 que apresenta uma patogenia mais
agressiva. O objetivo deste estudo foi efetuar o diagndstico laboratorial
em doentes com quadro clinico compativel com maléria e descrever as
caracteristicas demograficas nos casos confirmados. As metodologias
de diagnostico utilizadas foram, serologicas (IFl), moleculares (PCR em
tempo real, adaptada de Swan et al. e a pesquisa direta em gota espessa e
esfregago. Foram analisadas 802 amostras, 15 das quais provenientes do
surto de ébola (Africa ocidental, 2014). Detetaram-se 124 (15,5%; 124/802)
casos positivos. Todos 0s casos positivos de malaria sdo importados. A
maioria dos casos ocorreu em de viajantes, individuos adultos. Pelo facto
de a transmisséo local continuar a ser possivel na Europa e pela quantida-
de de viagens efetuadas entre a Europa e os paises endémicos salienta se
a necessidade de vigilancia, e prevencédo desta parasitose.

_Abstract

Malaria is a human disease caused by a protozoan infection of red blood
cells transmitted by the bite of a female anopheline mosquito. There are
described more than 150 species of Plasmodium but only five infected
humans, P. falciparum, P. vivax, P. malariae, P. ovale and more recently
P. knowlesi, a specie that causes malaria in monkeys in Southeast Asia.
Malaria is the most important parasitic disease of man; approximately
5% of the world’s population is infected. P. falciparum is the most wide-
spread specie responsible for over 80% of cases worldwide and which
has a more aggressive pathogenesis. The aim of the study was to perform
laboratory diagnosis in patients with clinical symptoms compatible with
malaria and describe the demographic characteristics in confirmed cases.
The methods of diagnosis used were serological (IIF), molecular (real-time
PCR, adapted Swan et al.) and direct visualization of thick and thin blood
smears. We analysed 802 specimens, 15 of which belonging to Ebola out-
break (West Africa, 2014). 124 (15.5%; 124/802) were positive cases. All
positive cases of malaria are imported. Most cases occurredin adults
travellers. Since local transmission continues to be possible in Europe
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and the big number of trips between Europe and endemic countries are a
reality underlines the need of surveillance and prevention of this disease.

_Introducéo

A malaria, também designada por paludismo, é uma infecéo
parasitaria causada por um protozodrio intracelular obriga-
tério do género Plasmodium, cuja transmissdo é assegurada
quando uma fémea de mosquito, pertencente ao género
Anopheles, infetada efetua a sua refeicdo de sangue no
Homem. O Plasmodium sp. pertence ao Filo Apicomplexa,
constituido por seres eucariotas unicelulares, que possuem
um complexo apical que desempenha um papel fundamental
na entrada nas células hospedeiras e a Familia Plasmodiidae
caracterizada por apresentar dois tipos de multiplicacdo no
seu ciclo de vida: uma assexuada (Homem) e outra sexuada
(mosquito) (1). O ciclo de vida do Plasmodium pode ser divi-
dido em trés estadios, a fase sexuada que ocorre no hospe-
deiro invertebrado — mosquito — (ciclo esporogoénico) e duas
fases assexuadas que ocorrem no Homem: o ciclo exoeritro-
citico ou hepatico (figado) e o ciclo eritrocitico (glébulos ver-
melhos) (),

Estdao atualmente identificadas cerca de 150 espécies
de Plasmodium, mas apenas cinco infetam o Homem: P.
falciparum, P. vivax, P. malariae, P. ovale e P. knowlesi.
Esta Gltima é uma espécie causadora de maléaria em maca-
cos no sudeste asiatico e foi identificada com sendo pato-
génica para humanos (1),

A malaria constitui, atualmente, um dos principais problemas
de saude a nivel mundial, sendo uma doenca endémica em
mais de 100 paises e ocorre geralmente em areas onde as
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condi¢cOes ambientais permitem a multiplicacdo do parasita
no vetor. Atualmente encontra-se restrita as areas tropicais
e subtropicais, embora no passado tenha sido uma doenca
endémica em muitos locais do Norte da América, Europa e
até em zonas do noroeste Asiatico, estando ainda hoje pre-
sente na peninsula da Coreia. Contudo, esta distribuicao
pode ser afetada por alteragdes climaticas e movimentos
populacionais (). O Plasmodium falciparum é a espécie pre-
dominante no mundo, P. vivax e P. ovale ocupam nichos
complementares com P. ovale a predominar na Africa Sub-
-Sahariana e P. vivax nas outras éreas, embora as suas loca-
lizagbes geograficas se sobreponham, P. malariae apresenta
uma distribuicdo mundial, encontrando-se na América do sul,
Asia e Africa (2).

A sintomatologia da malaria € muitas vezes inespecifica e
comum a outras doencas infeciosas. A doenca se nao for
tratada, pode evoluir para formas severas que podem ser
fatais muito rapidamente (<24 horas) e deve ser sempre con-
siderada em doentes com historial de exposicao (residéncia
ou viagem recente em areas endémicas). Os sintomas mais
frequentes incluem febre e arrepios de frio, que podem ser
acompanhados de dores de cabeca, mialgias, artralgias,
fraqueza generalizada, vomitos e diarreia. Os casos mais
graves incluem esplenomegalia, anemia, faléncia renal ou
pulmonar e alteragdes neuroldgicas. As manifestagdes clini-
cas variam substancialmente, dependendo da espécie infe-
tante, da parasitémia e do estado imunitario do paciente (2).

As infegbes causadas por P. falciparum séo as que tém maior
probabilidade de progredir para formas severas, potencial-
mente fatais com envolvimento do sistema nervoso central
(maléaria cerebral), faléncia renal, anemia grave ou sindrome
de stress respiratério do adulto (1),

De acordo com dados da Organizacdo Mundial de Saude
(OMS), em 2018 ocorreram 228 milhdes de casos de malaria
em todo o mundo, essencialmente em Africa (213 milhées),
seguida do sudeste asiatico com 3,4% dos casos. Cerca de
405.000 pessoas morreram com a doencga, sendo as crian-
cas com idade inferior a 5 anos o0 grupo que apresenta maior
vulnerabilidade. Segundo a OMS, a cada 45 segundos, morre
uma crianga com malaria em Africa (3).
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De acordo com o Relatério Epidemiologico Anual de 2018
publicado pelo European Centre for Disease Prevention and
Control (ECDC), o numero de casos notificados na Europa per-
permanece estavel, de aproximadamente 1,2 por 100.000 ha-
bitantes, foram reportados 8349 casos suspeitos de mala-
ria na Unido Europeia dos quais foram confirmados 8347. A
maioria dos casos sao importados, a excegao de 14 casos
referenciados como adquiridos na UE (10 casos P. vivax na
Grécia, um caso Plasmodium sp. em Franca, um caso P.
falciparum e um de infegdo mista de P. malariae e P. ovale
em Espanha e um caso P. falciparum em ltélia) (4).

Em Portugal, os Ultimos casos de malaria autdéctone foram
diagnosticados em 1959, desde entdo s tém sido identifica-
dos casos importados de palises tropicais onde a doenca é
endémica. De acordo com o Ultimo Relatério das Doencas
de Declaracao Obrigatéria da Direcao-Geral da Saude (DGS)
referente ao periodo 2013-2016, Portugal notificou um total
de 669 casos importados: 123 casos em 2013, 128 casos em
2014, 221 casos em 2015 e 197 casos em 2016 (5).

O controlo da malaria ¢ um dos objetivos da WHO Global
Technical Strategy for Malaria 2016-2030, que tem como
objetivos estratégicos até 2025, reduzir a taxa de mortali-
dade de malaria até 75% e prevenir o reaparecimento da
doenca em todos os paises que sdo considerados “malaria-
-free” (6),

Atualmente ainda n&o existe uma vacina eficaz para a pre-
vengao da infecdo nos humanos, no sentido de reduzir a
intensidade da doenga e da sua letalidade, existindo apenas
um tratamento farmacologico. Os procedimentos da profi-
laxia e do tratamento desta doenca, consistem na medica-
cdo de antifolatos, como a pirimetamina e a sulfadoxina,
compostos de quingaosu, como a artemisina e derivados
de quinolina, como a quinina, a meflogquina, a cloroquina e
a primaquina (7).

Estdo disponiveis uma variedade de ferramentas efetivas
para a prevencdo da maléria: a utilizacdo em larga escala
de redes mosquiteiras impregnadas em inseticidas de agéo
prolongada; a pulverizacéo intradomiciliaria com inseticidas
de efeito residual que tem efeito no controlo do vetor tem
assumido uma importancia significativa na reducao das
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taxas de morbilidade, ao promover a diminui¢cdo do contacto
vetor-hospedeiro vertebrado, tal como o uso de larvicidas
e adrenagem de aguas paradas onde 0s mosquitos deposi-
tam os seus ovos (8). Recomenda-se a utilizacéo da terapia
combinada com derivados da artemisinina para a doenca
aguda, principalmente em criancas. A OMS recomenda tra-
tamento profilatico para todas as gravidas em areas endémi-
cas, embora na pratica menos de 20% das mulheres tenham
efetivamente adotado esta profilaxia (8).

O diagnéstico laboratorial € absolutamente necessario, visto
a sintomatologia da malaria ser pouco especifica. A metodo-
logia considerada de referéncia ou “gold standard” continua
a ser a observacdo direta do esfregaco sanguineo e gota
espessa apds coloracdo de Giemsa, pois permite a identifi-
cacgéo e diferenciacao da espécie e a determinacao da para-
sitémia. Existem outras metodologias para o diagnéstico da
malaria nomeadamente os testes rapidos (imunodetecao da
proteina plasmodial), muito utilizados em saidas de campo
nas zonas endémicas, mas que apresentam uma baixa sensi-
bilidade, a detecdo de anticorpos, que nao diagnostica uma
infecao ativa, e, desde a década de 80, as técnicas de biolo-
gia molecular, como a PCR, que tém sido desenvolvidas com
sucesso (9),

_Objetivo

Efetuar o diagndstico laboratorial em doentes com quadro
clinico compativel com malaria cujas amostras biolégicas
foram recebidas no Instituto Nacional de Saude Doutor
Ricardo Jorge (INSA) entre janeiro de 2010 e dezembro de
2020 e descrever respetivos os dados clinicos, laborato-
riais e demograficos.

_Metodologia

Estudaram-se um total de 802 amostras de individuos com
suspeita clinica de maléria, que recorreram ao Laboratério
Nacional de Referéncia (LNR) de Infegdes Parasitarias e Fun-
gicas do INSA para confirmagao ou exclusao do diagnéstico,
entre 2010 e 2020, tendo sido também analisados os dados
demograficos de cada doente elegivel para o estudo.
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As metodologias de diagndstico laboratorial utilizadas no
presente estudo foram: seroldgicas — determinacdo de anti-
corpos IgG para Plasmodium falciparum - IFI (Euroimmun);
moleculares - PCR em tempo real com a amplificacdo espe-
cifica de uma regiao conservada que permite a amplificagao
e detecdo de 4 espécies de Plasmodium sp. através de um
conjunto de primers e sondas para o gene 18S (FTD Malaria
differentiation Kit) e PCR em tempo real que permite a ampli-
ficacdo e detecédo de 4 espécies de Plasmodium sp. através
de um conjunto de primers e sondas para o gene 18S, adap-
tada de Swan et al.), e a pesquisa direta em gota espessa e
esfregaco.

_Resultados

Entre janeiro de 2010 e dezembro de 2020, foram analisa-
dos 802 produtos biologicos para pesquisa de Plasmodium
sp., 15 dos quais provenientes do surto de ébola que ocor-
reu na Africa Ocidental em 2014/2015. Detetaram-se um total
de 124 (15,5%; 124/802) casos positivos: 79 (63,7%) diagnos-
ticados por métodos seroldgicos; 40 (32,2%) por técnica de
PCR e 5 (4,1%) por pesquisa direta em gota espessa e esfre-
gaco apos coloracao de Giemsa. A distribuicao dos casos ao
longo doa anos mostra um aumento de casos analisados até
2015, notando-se a partir dai uma diminuicdo do nimero de
amostras testadas no LNR Infegdes Parasitaria e Fungicas
(tabela 1).

No que se refere aos 79 casos com serologia positiva, 43
foram parturientes nascidas ou que tenham viajado nos ulti-
mos 3 anos para regides endémicas de malaria. A média de
idade destas mulheres é de 30 anos. Os restantes 36 casos
com serologia positiva (24 do sexo masculino e 12 do sexo
feminino) foram viajantes, residentes maioritariamente na
zona centro de Portugal, com uma média de idade de 44
anos.

Quanto aos 40 casos positivos por PCR, 6 casos (5 Plasmo-
dium falciparum e 1 Plasmodium vivax) suspeitos de infecao
pelo virus Ebola (surto 2014), cujo diagnéstico diferencial
incluiu a pesquisa de Plasmodium sp. Todos em individuos
eram adultos do sexo masculino provenientes da Nigéria,
Guiné Conacri e Guiné Bissau com diagndstico compativel
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Tabela 1: £ Distribuicdo do numero de casos positivos e ne-
gativos entre 2010 e 2020.
Casos positivos  Casos negativos Total
Ano
n % n % n %
2010 3 2.4 4 0.6 7 0.9
2011 2 1.6 14 2.1 16 2.0
2012 0 0 9 1.3 9 1.1
2013 11 8.9 131 19.3 142 17.7
2014 39 31.5 258 39.6 297 37.0
2015 23 18.5 125 18.4 148 18.5
2016 13 10.5 26 3.8 39 4.9
2017 12 9.7 30 4.4 42 5.2
2018 15 12.1 26 3.8 4 5.1
2019 3 2.4 28 4. 31 3.9
2020 3 2.4 27 4.0 30 3.7
Total 124 100 678 100 802 100

com malaria (febre, mialgias cefaleias, diarreias); Os 4 casos
importados provenientes da Madeira, eram doentes do sexo
masculino emigrantes em Mocambique, Angola e Guiné
Equatorial com quadro clinico suspeito de paludismo, tendo
sido detetado em dois casos DNA referente a espécie
P. ovale; uma coinfecéo de P. falciparum com P. malariae
e um caso de P. falciparum. Os restantes casos sao indivi-
duos residentes no norte e centro de Portugal e as espécies
identificadas foram P. falciparum, P. ovale e P. vivax, em
doentes que também referem ter efetuado viagens recentes
para zonas endémicas de malaria e em duas criancas de 6
e 10 anos, a primeira das quais positiva para P. vivax e na
segunda nao foi possivel identificar a espécie. Em ambas,
desconhece-se o historial clinico e de viagens.

Distribuicdo de casos positivos por sexo e grupo etario

Dos 124 doentes com infecéo confirmada, 61 (49,2%) eram
do sexo masculino e 63 casos (50,8%) do género feminino.
Nos 10 anos em avaliag@o observou-se que 75,8% (94/124)
dos casos ocorreram em adultos com idade igual ou supe-
rior a 31 anos, sendo o grupo etario entre 31 e 50 anos o que
revelou um maior nimero de infecdes por Plasmodium sp.
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(60,5% (75/124). No grafico 1 apresenta-se a distribuicdo dos
casos positivos de infecbes por Plasmodium sp por grupo
etario.
Gréfico 1: [ Distribuicdo por grupo etario dos casos positi-
vos de infecdo por Plasmodium sp. analisados
no INSA entre 2010-2020.

4,0% 2,4%
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De acordo com os resultados obtidos ao longo dos 10 anos
em estudo e no que respeita a sazonalidade, verificou-se
sempre um aumento do nuimero de casos positivos nos
meses de novembro (24%) e dezembro (16%;), em compara-
cao com os restantes meses dos 10 anos estudados (gra-
fico 2).

_Discussédo e conclusoes

No periodo dos 10 anos em estudo, verificou-se um acrés-
cimo do numero de amostras recebidas para pesquisa de
malaria no INSA durante os anos de 2014 e 2015, 0 que esta
provavelmente relacionado com o aumento do numero de
viagens neste periodo, tendo vindo a decrescer nos anos
subsequentes, possivelmente devido a um retrocesso na
emigracao para paises onde a malaria é endémica. Todos 0s
casos de maléria sdo importados e implicam viagens para
paises endémicos para esta doenca.

A maioria dos notificados pelos paises da Unido Europeia
(UE) em 2018 foram importados. Os paises que reportam 0s
numeros mais elevados de casos tém ligacdes histéricas,
economicas, linguisticas e culturais com areas endémicas,
particularmente em Africa e América. A sazonalidade e a
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distribuicao etaria dos casos na Europa refletem os padroes
dos paises onde a doenga é endémica. A literatura sugere
gue uma proporgao substancial dos casos importados de
malaria na UE ocorre entre imigrantes recentes e imigrantes
ja estabelecidos e as suas familias que viajaram para visitar
amigos e familiares em zonas endémicas (4).

Na Europa, em 2018, a maioria dos casos confirmados
foram do sexo masculino. O grupo etario com maior taxa
de incidéncia foi dos 25-44 anos, seguido dos 45-64 anos
nos homens e dos 15-24 anos nas mulheres (4). De acordo
com os resultados obtidos no INSA e no periodo em estudo
observou-se que 0S mesmos s&o consistentes com os
dados europeus no que respeita a distribuicdo por grupo
etério, tendo ocorrido uma maior incidéncia de casos em
adultos entre 0s 31 e 50 anos de idade. No que se refere
a distribuicao por sexo, 0s nossos resultados revelaram
uma distribuicao equitativa, uma vez que 0 sexo masculino
reflete o padrdo de viajantes portugueses que desenvol-
vem a sua atividade profissional entre a Europa e Africa, e
também porque Portugal recebe parturientes, de naciona-
lidade portuguesa ou estrangeira, residentes nos paises
de lingua oficial portuguesa.
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Distribuicdo dos casos positivos para Plasmodium sp. por més de diagnéstico laboratorial, 2010-2020.

Verifica-se uma sazonalidade marcante entre os 26 paises
que reportaram casos de malaria de 2014 a 2018, com um
aumento de casos durante e imediatamente apds 0s meses
das férias de verdo (julho-setembro) (4). Em Portugal, o mes-
mo nao se observou, apesar de ndo se conhecer 0s moti-
vos concretos das viagens (férias, trabalho, épocas festivas
ou visita a amigos/familiares, entre outros) dos casos em
estudo. Contudo, a distribuicdo de casos positivos obtidos
neste estudo teve um aumento nos meses de novembro e
dezembro, facto que parece refletir deslocacdes relaciona-
das com a época natalicia dada a forte ligacao histérica do
nosso pais com os paises africanos, ex-colénias portugue-
sas.

A maléaria é uma doenca evitavel através da utilizacao de
terapéuticas profilaticas. A escolha da terapéutica e das
medidas preventivas dependem maioritariamente do perfil
epidemioldgico local da malaria, da duragao da exposicao
aos vetores, dos padrdes de resisténcia aos antiparasita-
rios, da sazonalidade, do grau de transmissibilidade, da
idade e da gestagao (3.
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Face as alteracdes climéaticas que estao a ocorrer a escala
planetaria e a presenca do vetor na Europa, estudos com
modelos preditivos sobre a hipotese de reintroducao da
malaria neste continente tém mostrado a possibilidade
de esta parasitose poder vir a tornar-se endémica no final
deste século (%), Quanto a Portugal, um estudo com base
num modelo potencial de risco de transmissdo da malaria,
concluiu que a possibilidade de reemergéncia de malaria,
em Portugal continental é relativamente baixa, ndo se pode
descurar essa possibilidade sob a forma de focos autécto-
nes esporadicos, sendo esta uma realidade recentemente
verificada em alguns paises do sul da Europa, onde foram
reportados como adquiridos localmente sete casos, cinco
dos quais confirmados na Grécia como Plasmodium vivax
em areas rurais. Esta constatagao torna indispensavel que
se efetue um correto e atempado diagnéstico laboratorial,
gue se mantenha uma vigilancia ativa na prevenc¢ao e moni-
torizacao de eventuais surtos epidémicos de malaria em
Portugal (10).

Uma vez que é possivel na Europa a transmissao local e que
ha um grande nimero de viajantes entre o continente euro-
peu e 0s paises onde esta parasitose ¢ endémica, importa,
pois, manter vigilancia epidemioldgica e medidas preventivas
sobre a afluéncia de individuos infetados com paludismo,
quer se trate de portugueses, quer de imigrantes que habi-
tam ou transitam por Portugal, sem esquecer, obviamente,
0 numero crescente de turistas, nacionais e estrangeiros. O
INSA participa na vigilancia epidemiol6gica da malaria atra-
vés da Rede de Vigilancia de Vetores (REVIVE) nos portos
e aeroportos, tanto no controlo do vetor como na posterior
identificacdo da presenca do parasita nos insetos. Assim
sendo, e relacionando o aumento das referidas viagens com
as alteragdes climaticas, nomeadamente o aquecimento glo-
bal, fatores que contribuem para disseminagao da maléaria
para a Europa, torna-se absolutamente necesséria a vigilan-
cia epidemiolégica do parasita de modo a controlar/impedir
este acontecimento.
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_Resumo

O estudo foi realizado com o objetivo de descrever as caracteristicas de-
mogréaficas de pacientes com quadro clinico suspeito de toxoplasmose.
O diagndstico laboratorial destes casos foi confirmado no Laboratério
Nacional de Referéncia em Infecées Parasitarias e Fingicas do Instituto
Nacional de Satde Doutor Ricardo Jorge, entre janeiro de 2009 e dezem-
bro de 2020. Toxoplasma gondii € um protozoario intracelular obrigato-
rio e o agente etiolégico da toxoplasmose, que pode infetar a grande
maioria dos vertebrados, incluindo humanos. A transmissao da infegao
toxoplasmatica ocorre pela ingestdo de qualquer uma das formas de
resisténcia (sejam os cistos contidos na carne de animais infetados ou
0s oocistos expelidos nas fezes de felinos que, no solo e ap6s a esporu-
lagdo, tornam-se infeciosos e contaminam os alimentos e a agua), bem
como a transmissao placentaria, por meio da passagem dos taquizoitos
da mée para o feto. Para o diagnostico laboratorial da infe¢céo adquirida,
foram utilizados métodos sorolégicos (Aglutinagao Direta (AD), Ensaio
Fluorescente Enzimatico (ELFA), Ensaio de Aglutinacdo Imunoabsorvente
com Imunoglobulina (ISAGA), e Immunoblot (IB) e métodos moleculares
(PCR em tempo real) amplificagdo da regido repetida do REP-529pb.
Para o diagnostico laboratorial da infegcdo congénita (pré e pds-natal),
foram realizadas as mesmas metodologias descritas anteriormente, bem
como a inoculacdo em camundongos utilizando diferentes produtos
biolégicos, nomeadamente sangue materno e recém-nascido, liquido
amniotico e placenta. Durante o periodo de estudo de 12 anos, foram
analisadas amostras bioldgicas de 6.658 casos suspeitos de toxoplas-
mose, dos quais 1.663 casos positivos foram confirmados (25%). Destes,
1.638 (98,5%) correspondem a pacientes com infe¢cdo toxoplasmatica
adquirida e 25 (1,5%) a pacientes com infegcdo toxoplasmatica congénita.
Os resultados indicam que a identificacdo dos casos de toxoplasmose
no estudo corrobora os resultados referenciados em estudos anteriores
e demonstra a importancia do diagndéstico laboratorial e da vigilancia
sistematica desta infegao. Essa vigilancia é particularmente importante
em gestantes e em individuos imunocomprometidos, por se tratar de
grupos populacionais onde essa parasitose é responsavel por elevados
indices de morbidade e letalidade.

_Abstract

The study was carried out with the objective to describe the demo-
graphic characteristics of patients with a suspected clinical picture of
toxoplasmosis. The laboratory diagnosis of these cases was confirm at
the National Reference Laboratory for Parasitic and Fungal Infections of
the National Institute of Health Doctor Ricardo Jorge, between January
2009 and December 2020. Toxoplasma gondii is an obligate intracellu-
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lar protozoan and the etiologic agent of toxoplasmosis, which can infect
the vast majority of vertebrates, including humans. The transmission
of toxoplasmic infection occurs by ingesting any of the forms of resist-
ance (whether the cysts contained in the meat of infected animals or the
oocysts expelled in the feces of felines that, in the soil and after sporula-
tion, become infectious and contaminate food and water), as well as pla-
cental transmission, through the passage of the mother's tachyzoites to
the fetus. For the laboratory diagnosis of acquired infection, serological
methods were used (Direct Agglutination (AD), Enzyme-Linked Fluores-
cent Assay (ELFA), Immunoglobulin Immunosorbent Agglutination Assay
(ISAGA), and Immunoblot (IB) and molecular methods (real-time PCR)
amplification of the REP-529bp repeated region. For the laboratory
diagnosis of congenital infection (pre and postnatal), the same method-
ologies described previously were carried out, as well as the inocula-
tion in mice using different biological products, namely maternal and
new-born blood, amniotic fluid and placenta. During the 12-year study
period, biological samples from 6658 suspected cases of toxoplasmosis
were analysed, of which 1663 positive cases were confirmed (25%). Of
these, 1638 (98.5%) correspond to patients with acquired toxoplasmic
infection and 25 (1.5%) to patients with congenital toxoplasmic infec-
tion. The results indicate that the identification of toxoplasmosis cases
in the study corroborates the results referenced in previous studies and
demonstrates the importance of the laboratorial diagnosis and the sys-
tematic surveillance of this infection. This surveillance is particularly
important in pregnant women and in immunocompromised individuals,
as they are population groups where this parasitosis is responsible for
high rates of morbidity and lethality.

_Introducéo

O Toxoplasma gondii (T. gondii) € um protozoario intrace-
lular obrigatorio, pertencente ao filo Apicomplexa, e um
dos parasitas com maior distribuicdo geografica a escala
mundial, dada a sua capacidade de infetar a grande maio-
ria dos vertebrados, incluindo a espécie humana (1:2). Esti-
ma-se que um terco da populagdo mundial tenha ja sido
infetada com T. gondii pelo que a prevencdo, o diagnos-
tico e o tratamento desta parasitose é de grande importan-
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cia clinica e veterinaria (2:3). O protozoario T. gondii apre-
senta um de vida de reprodugéo assexuada, que ocorre em
diversos tecidos dos hospedeiros intermediarios-mamife-
ros (Homem incluido) e aves, e de reproducédo sexuada na
mucosa intestinal dos gatos que sdo os hospedeiros defi-
nitivos deste protozoario (4.

A infecao nos humanos pode ser adquirida, por ingestao de
carne malcozinhada contaminada com quistos de T. gondii,
por ingestao de odcitos a partir de alimentos, solo ou aguas
contaminadas com fezes de gato, através de transfusdes de
sangue ou transplante de 6rgados contaminados; por trans-
missdo transplacentaria e por inoculacao acidental de taqui-
zoitos ().

Esta parasitose é quase sempre assintomatica no caso dos
pacientes imunocompetentes (4). Ainda assim, em algumas
situagdes a infegdo pode apresentar sintomas ligeiros tais
como febre, fraqueza muscular e linfadenopatias (°). Nos
individuos imunocomprometidos pode ocorrer a reativagéo
de uma infecéo latente por Toxoplasma gondii. Individuos
com infecdo por VIH e transplantados sdo exemplos em que
a toxoplasmose é a causa mais comum de lesdes cerebrais
e uma das infecOes oportunistas mais frequentes nos indi-
viduos imunocomprometidos podendo causar a morte. A
corioretinite surge também frequentemente nestes pacien-
tes por reativacao ocular (6).

A infecé@o por T. gondii pode ser transmitida congenitamente
se a gravida adquirir a infecédo durante a gestacdo, pois o
parasita atravessa a placenta e pode infetar o feto. O risco
de transmissado ao feto aumenta a medida que a gravidez
progride, sendo que a gravidade da doenca diminui (7:8). As
principais manifestacdes clinicas da toxoplasmose congénita
incluem: aborto espontaneo, prematuridade, recém-nascidos
com hidrocefalia ou microcefalia, calcificacbes cerebrais,
atraso mental e corioretinites (°). Na maioria dos recém-nas-
cidos a infecédo é assintomatica, mas muitos podem desen-
volver sintomatologia neuroldgica ou ocular durante a infan-
cia ou adolescéncia.

Em Portugal, os tltimos dados epidemioldgicos relativos a
seroprevaléncia da infeg@o por T. gondi datavam de 1979 e
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apresentavam uma seroprevaléncia de 47% (10) Dado o dé-
fice de conhecimento da situagdo epidemioldgica da toxo-
plasmose em Portugal reconhecido pela Direcdo-Geral da
Saude, na norma n.° 37/2011, de 30/09/11, foi efetuado um
estudo sobre a evolucao da prevaléncia dos anticorpos anti-T.
gondii na populagao portuguesa desde 1979 até 2013, tendo
se observado em 2013 uma prevaléncia de 22% na populagéo
em geral e de 18% nas mulheres em idade fértil.

Esta constatagao indicia que cerca de 80% das mulheres
em idade fértil sdo suscetiveis a infegao primaria, correndo o
risco de contrair toxoplasmose e consequentes sequelas. A
inexisténcia de vacina para prevenir a toxoplasmose humana
implica que a prevencao primaria constitua a ferramenta fun-
damental para evitar a infecdo neste grupo suscetivel (1),

Na Europa, de acordo com o Relatorio Epidemioldgico Anual
de 2017 publicado em 2019 pelo European Centre for Di-
sease Prevention and Control (ECDC) respeitante a toxo-
plasmose congénita foram confirmados 194 casos na Uniéo
Europeia, sendo Franca responséavel por 79% do total de
casos devido ao programa ativo de vigilancia implementa-
do na gravidez. O numero de casos notificados é de 5.3 por
cada 100 000 nascimentos (12),

_Objetivo

Foi efetuada uma analise retrospetiva dos casos clinicos
suspeitos de infecéo por T. gondii recebidos no Laboraté-
rio Nacional de Referéncia de Infegdes Parasitarias e Fun-
gicas do Instituto Nacional de Saude Doutor Ricardo Jorge
(INSA) entre janeiro de 2009 e dezembro de 2020, correla-
cionando os respetivos dados clinicos, laboratoriais e epi-
demioldgicos, tendo sido avaliada a frequéncia de casos
positivos.

_Material e métodos

Entre 2009 e 2020, o INSA realizou o diagndstico laborato-
rial de 6658 amostras referentes casos clinicos suspeitos
de infegao por T. gondii.
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Para o diagnostico laboratorial da infecao adquirida foram
utilizados métodos seroldgicos (Aglutinacao Direta (AD),
Enzyme-Linked Fluorescent Assay (ELFA), Immunoglobu-
lin Immunosorbent Agglutination Assay (ISAGA), e Imuno-
blot (IB) e métodos moleculares (PCR em tempo real) para
amplificacdo da regido repetida REP-529bp (13). Para o
diagnéstico laboratorial da infegdo congénita (pré e poés-
-natal) foram efetuadas as mesmas metodologias descritas
anteriormente e, ainda, a inoculag@o em ratinhos utilizando
diferentes produtos biolégicos, nomeadamente sangue

materno e do recém-nascido, liquido amniético e placenta.

Para a analise descritiva dos dados demogréaficos dos casos
confirmados recorreu-se ao célculo de frequéncias absolutas
e relativas.

_Resultados

Durante o periodo de 12 anos em estudo foram analisadas
amostras biolégicas de 6.658 casos suspeitos de toxoplas-
mose, dos quais se confirmaram 1663 casos positivos (25%).

Destes, 1.638 (98,5%) correspondem a pacientes com infe-
¢ao toxoplasmica adquirida e 25 (1,5%) a pacientes com infe-
¢ao toxoplasmica congénita (grafico 1).

Nos doentes com infecdo adquirida verificou-se que 91,9%
(1505/1638) pertenciam ao sexo feminino, 7,1% (117/1638)
ao masculino e em 1,0% (16/1638) dos casos 0 sexo néo foi
conhecido (grafico 2).

Grafico 1: [1 Distribuicao anual dos casos de infecao toxoplasmica adquirida e congénita, 2009-2020.
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Grafico 2: ['] Distribuicdo anual dos casos de infecdo toxoplasmica adquirida por sexo, 2009-2020.
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No que se refere a toxoplasmose congénita, a frequéncia de
casos foi de 1,5%, (25/1663), sendo 14 criancas pertencen-
tes ao sexo masculino (grafico 3).

Em relagao a distribuicao dos casos de infecéo toxoplasmica
por grupo étario, observou-se que 71,6% (1190/1663) per-
tencia a faixa etaria dos 25-44 anos de idade seguido do
grupo etario dos 15-24 anos com 16,4% (273/1663) (gréa-
fico 4).

Em relacéo a distribuicéo dos casos de infecdo toxoplasmica
adquirida por grupo étario, observou-se que a maioria 75,3%
(1141/1505) das mulheres pertencia a faixa etaria dos 25-44
anos de idade seguido do grupo etario dos 15-24 anos com
16,8% (253/1505). A maioria dos homens com infe¢cao toxo-
plasmica adquirida s&o pertencentes ao grupo etério entre
0s 25 e 0s 64 anos (grafico 5).

Grafico 3: [ Distribuigdo anual dos casos de infegdo toxoplasmica congénita por sexo, 2009-2020.
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Grafico 5: [] Distribuicdo anual da infegao toxoplasmica adquirida sexo e grupo etario, 2009-2020.
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Dos 25 casos de toxoplasmose congénita diagnosticados du- cas com idade inferior a um ano e um correspondia a uma
rante 0s 12 anos em analise verificou-se que 24 eram crian- crianga entre 1-4 anos (tabela 1).

Tabela 1: £ Numero de casos por ano de diagnéstico.

Ano de diagnostico
Grupo etdrio
2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018 2019 2020 Total

<1 ano 1 4 3 4 2 0 3 0 3 2 0 2 24
1a4 anos 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1
5a 14 anos 4 0 0 0 0 1 3 0 0 2 1 1 12
15 a 24 anos 32 41 25 19 21 18 23 26 18 19 16 15 273
25 a 44 anos 66 106 115 75 88 124 147 112 140 80 64 73 1190
45 a 64 anos 1 0 9 7 3 6 4 2 6 2 12 7 59
>65 anos 1 0 4 3 0 0 0 0 1 3 6 1 15
Idade desconhecida 21 0 16 0 24 2 0 1 5 10 6 4 89
Total 126 151 172 108 138 152 180 141 173 118 101 103 1663
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_Discusséo e conclusédo

A semelhanca de outros pafses europeus, este estudo de-
monstra que a grande maioria de casos de toxoplasmose
adquirida ocorreu no sexo feminino e na faixa etaria dos 25
aos 44 anos, o0 que seria expetével, pois Portugal € um dos
paises da Unido Europeia onde é preconizado o rastreio
laboratorial da toxoplasmose em todas as mulheres gravidas
ou que pretendem engravidar (14),

Observou-se ao longo dos 12 anos em estudo que as infe-
cOes adquiridas sdo numericamente muito superiores as
congénitas, 1,5% (25/1663), tendo ocorrido maioritariamente
em mulheres gravidas que podem dar origem a casos de
toxoplasmose congénita, devido a transmissédo mée/filho.
Este facto reforga a enorme importéncia da vigilancia labo-
ratorial quer no periodo pré-concecional, quer durante o
decorrer da gravidez.

Para se considerar que estamos na presenga de um caso de
toxoplasmose congénita o feto, recém nascido ou crianca
com idade inferior a um ano deve obedecer a pelo menos um
dos quatro critérios: a) Confirmagao da presenca de Toxo-
plasma gondii em tecidos ou fluidos corporais (recém003-
-nascido); b) Detecdo de acido nucleico de Toxoplasma
gondii numa amostra bioldgica (fluidos corporais do recém-
-nascido); ¢) Resposta de anticorpos especificos para Toxo-
plasma gondii (Ig M, IgG e IgA) num recém-nascido; d) Titulos
sempre estaveis de IgG de Toxoplasma gondii em criancas
com menos de 12 meses (19). Os 25 casos detetados de
toxoplasmose congénita foram positivos quer por técnicas
seroldgicas, por técnicas moleculares e ainda por inoculagéo
nos ratinhos, obedecendo assim aos critérios anteriormente
descritos. O nimero de novos casos de infecao congénita
obtidos é similar aos observados nos restantes paises da
Europa, com uma média de 0-4 casos por ano, com excecao
da Franga, Polonia e Alemanha que registam numeros mais
elevadas, entre 7 e 153 casos reportados em 2017 (12),

De acordo com os dados obtidos no mais recente estudo
realizado em Portugal, a taxa de 18% de seroprevaléncia
obtida nas mulheres em idade fértil indicou que cerca de
80% das mulheres portuguesas entre os 15 e 0s 45 anos
nao estao imunes a infe¢do por Toxoplama gondii, ficando
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estas assim suscetiveis a infegao primaria durante a gravi-
dez e ao elevado risco de toxoplasmose congénita (11).

O decréscimo que se tem observado na seroprevaléncia de
anticorpos de Toxoplasmose gondii na populacao portu-
guesa também se verifica em outros paises desenvolvidos.
A ingestao de carne crua ou mal cozinhada é o principal
fator de risco na Europa para esta infecéo. E possivel que
este decréscimo possa estar associado com varios fatores
tais como: o hébito de congelar a carne, as alteragdes de
habitos alimentares em Portugal e na Europa nos ultimos
anos com o facil acesso a refeigdes processadas e pré-
-cozinhadas assim como fatores inerentes a maior informa-
cao em saude publica quer dos profissionais de saude, quer
da populacao em geral possam também ser um fator crucial
na diminuicao do risco de infecdo por esta parasitose (16).

Em conclusao, este estudo vem demonstrar a importancia
da vigilancia ativa e do diagnéstico sistemético desta para-
sitose, em particular do diagndstico pré-natal na mulher
gravida e pés-natal no recém-nascido, assim com nos indi-
viduos imunocomprometidos onde esta parasitose pode
causar complicagdes clinicas graves e elevadas taxas de
morbilidade. A nado existéncia de vacina para prevenir a
toxoplasmose, refor¢a a importancia das medidas de pre-
vencdo primaria continua como ferramenta crucial para
evitar a infecdo em particular nos grupos suscetiveis.
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_Resumo

O programa REVIVE (Rede de Vigilancia de Vetores) resulta de colabora-
cao entre a Diregao-Geral da Saude, as Administracdes Regionais de
Saude do Algarve, Alentejo, Centro, Lisboa e Vale do Tejo e Norte, a Dire-
cao Regional da Saude da Madeira, a Diregdo Regional da Saude dos
Acores e o Instituto Nacional de Saude Doutor Ricardo Jorge. No ambito
do REVIVE é realizada a vigilancia entomolégica de mosquitos (Culicidae),
carracas (Ixodidae) e flebotomos (Psychodidae) a nivel nacional. O ano
de 2020 representou 0 13.° ano do programa REVIVE (2008-2020). Nesta
publicacédo apresentam-se, de uma forma resumida, os resultados da
vigilancia de mosquitos e carragas realizada em 2020, e no periodo 2011-
-2019, em todas as regides do pais, dando énfase aos principais riscos
em saude publica em Portugal. Relativamente aos mosquitos destaca-se
a presenga dos mosquitos exéticos/invasores Aedes aegypti na Madeira
e Aedes albopictus no norte e sul do continente e o risco da ocorréncia
de casos autéctones de dengue, Zika e chikungunya transmitidos por
estes vetores. Na vigilancia de ixodideos, salienta-se o risco de casos de
febre escaro-nodular e borreliose de Lyme e, a cada vez mais provavel,
ocorréncia de casos de febre hemorragica Crimeia Congo transmitida por
carracas e descrita nos Ultimos anos em Espanha junto da fronteira com
Portugal.

_Abstract

The REVIVE program (Vector Surveillance Network) results from collabo-
ration between the Directorate-General for Health, the Regional Health
Administrations of Algarve, Alentejo, Center, Lisbon and Tagus valley and
North, the Regional Directorate of Health of Madeira, Regional Directo-
rate of Health of Azores and the National Health Institute Doutor Ricardo
Jorge. Within REVIVE, entomological surveillance at the national level is
carried out on mosquitoes (Culicidae), ticks (Ixodidae) and sandflies (Psy-
chodidae). The year 2020 represented the 13th year of existence of the
REVIVE program (2008-2020). In this publication, the results of mosquito
and tick surveillance carried out in 2020, and in 2011-2019, in all regions
of the country are briefly presented, emphasizing the main public health
risks in Portugal. Among these, we refer the presence of Aedes aegypti
mosquitoes in Madeira and Aedes albopictus in the North and South of
the continent and the probable occurrence of autochthonous cases of
dengue, Zika and chikungunya transmitted by these vectors, represent
the main reason of concern. In tick surveillance, the keynote threats relate
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to the risk of cases of Mediterranean spotted fever and Lyme borreliosis
and, the more and more likely occurrence of cases of Crimean Congo
Hemorrhagic Fever transmitted by Hyalomma sp. ticks, which has been
described in recent years in Spain along the border with Portugal.

_Introducéo

Mosquitos

Os mosquitos sao insetos que pertencem a familia Culicidae,
uma das mais primitivas familias da ordem Diptera, na qual
se reconhecem mais de 3500 espécies e subespécies distri-
buidas por todo o mundo ().

As espécies com importancia em saude publica pertencem
as subfamilias Anophelinae e Culicinae.

Algumas espécies de mosquito s&o invasoras e a sua ocor-
réncia esta associada ao fendmeno da globalizagéo, com
0 aumento da frequéncia e volume dos transportes comer-
ciais e deslocagdes humanas, e favorecimento ambiental
para o estabelecimento destas espécies pelas alteragdes
climaticas.

Mosquitos invasores em determinadas localizagdes geogréa-
ficas podem representar uma ameaga a saude publica. As
espécies do género Aedes séo as mais frequentes e impor-
tantes dadas as suas caracteristicas bioecoldgicas e a sua
competéncia vetorial para varios agentes com importancia
em saude publica e veterinaria, destacando-se os virus den-
gue, Zika, chikungunya e febre-amarela. Cinco espécies deste
género encontram-se ja estabelecidas e em proliferacdo na
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Europa, nomeadamente Ae. albopictus, Ae. aegypti, Ae.
japonicus, Ae. koreicus e Ae. atropalpus (2).

Aedes aegypti € uma espécie de climas tropicais e subtro-
picais e o vetor primario de virus como o da febre-amarela,
dengue, Zika e chikungunya. No territorio nacional, este mos-
quito foi identificado pela primeira vez em 2005 na Madei-
ra (3) onde em 2012, oito anos ap6s a sua introducao, foi o
vetor primério de um surto de dengue com 2168 casos (4).

A espécie invasora Ae. albopictus, com origem no Sudeste
Asiatico, tem vindo a dispersar-se globalmente através
do transporte passivo de ovos em atividades comerciais,
nomeadamente o comércio global de pneus usados e plan-
tas ornamentais (5). Na Europa a primeira detecdo deste
mosquito ocorreu na Albania em 1979 e atualmente encon-
tra-se em dispersdao em varios paises europeus tendo
sido detetado pela primeira vez em Portugal no &mbito do
REVIVE em 2017 (6) no Norte e em 2018 no Algarve.

Na Europa ja foram registados em Franca, Italia e Espanha
casos de chikungunya e dengue associadas ao mosquito Ae.
albopictus (7-9).

Carragas

As carragas, ou ixodideos, sdo artropodes vetores, que para-
sitam um vasto nimero de animais. A sua perpetuagéo na
natureza depende da alimentacéao (refeicdes sanguineas) que
realizam para manter o seu ciclo de vida enquanto parasitas.
As carracas podem parasitar o Homem acidentalmente e, se
estiverem infetadas, transmitir agentes infeciosos enguanto
efetuam a refeigdo sanguinea.

Atualmente, conhecem-se 889 espécies de carragas que se
subdividem em duas familias principais: Ixodidae e Argasi-
dae. A familia mais importante, no que diz respeito a trans-
missdo de agentes infeciosos, € a familia Ixodidae. Em
Portugal conhecem-se 22 espécies de carracas desta fami-
lia e as doencas mais importantes causadas por agentes
transmitidos por estas sdo a febre escaro-nodular e a bor-
reliose de Lyme.

Em Portugal as duas espécies de carracas mais importantes
em termos de saude publica s&o Rhipicephalus sanguineus,
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vetor de Rickettsia conorii e Ixodes ricinus, vetor de Borrelia
burgdorferi s.l.

Hyalomma sp. é o vetor primario do virus da febre hemorréa-
gica Crimeia Congo (FHCC) que causa em humanos uma
doenca hemorragica grave e com mortalidade que oscila
entre 0os 10 e 0s 40%. A ocorréncia em humanos esta asso-
ciada a picada de carragas no campo, ou com animais infe-
tados em atividades associadas a caca ou matadouros, ou,
muito importante, a infecdes nosocomiais. Seis casos, trés
destes fatais, de FHCC foram reportados recentemente em
Espanha em 2016 em Avila (10), em 2018 em Badajoz (1)
e em 2020 em Salamanca (2), depois de terem sido, pela
primeira vez, identificadas carracas positivas sobretudo
Hyalomma lusitanicum e H. marginatum em 2010 muito pro-
ximo da fronteira com Portugal no Tejo internacional (13).

_Objetivo

E objetivo deste artigo apresentar de uma forma resumida,
0s resultados da vigilancia de mosquitos e carragas realizada
em 2020, e no periodo 2011-2019, em todas as regides do
pais, dando énfase aos principais riscos em salude publica
em Portugal.

_Material e métodos

Mosquitos

No ambito do REVIVE mosquitos adultos foram colhidos
pelas equipas nas regides recorrendo a armadilhas tipo
CDC e BG, ou similar, iscadas, ou ndo, com CO, ou outro
tipo de atrativo. Os mosquitos imaturos foram recolhidos
em criadouros aquaticos e armadilhas de ovos (ovitraps)
utilizando cagos ou semelhante.

Nas colheitas foram registados os dados ambientais, nomea-
damente temperaturas minimas e méaximas, humidade rela-
tiva e dados de georreferéncia.

As colheitas de mosquitos no continente ocorreram de maio
a outubro, nado excluindo a probabilidade de ocorréncia de
mosquitos noutros periodos do ano devido as alteragdes cli-
maticas. Na Madeira as atividades de monitorizagdo decorre-
ram durante todo o ano.
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As amostras foram enviadas ao laboratorio, acondicionadas
em caixas refrigeradas e até trés dias depois do inicio do tra-
balho de campo.

Os mosquitos no estadio adulto recebidos no laboratério
foram identificados a espécie e a determinacao da atividade
viral (flavivirus - West Nile, dengue, febre-amarela, Zika e
encefalites virais, e alfavirus — chikungunya) foi realizada em
pools até um méaximo de 50 espécimes, de acordo com a
espécie, género, data e local de colheita, por extragao de
RNA total e pesquisa direta da presenga de RNA viral por
RT-PCR (14),

Carracas

No ambito do REVIVE as carracas foram colhidas de janeiro
a dezembro, uma vez que existem carracas que estdo ativas
nos meses de inverno (p. ex. . ricinus) e outras que estao ati-
vas sobretudo nos meses de verao (p. ex. R. sanguineus). As
colheitas foram realizadas na fase de vida livre (sobre a vege-
tacédo) pelo método de arrastamento da bandeira e na fase
parasitaria (sobre o hospedeiro). Foram igualmente regista-
das as temperaturas minimas e maximas, humidade relativa e
dados de georreferéncia nas colheitas realizadas na fase de
vida livre.

As amostras foram enviadas ao laboratoério, acondicionadas
em caixas refrigeradas e até trés dias depois do inicio do tra-
balho de campo.

As carragas recebidas no laboratorio foram identificadas
a espécie. A presenca de Rickettsia sp. e Borrelia sp. foi
pesquisada por PCR em todos os espécimes detetados
a parasitar humanos, onde as carracas foram estudadas
individualmente, e em 10% dos espécimes colhidos a para-
sitar animais e/ou na fase de vida livre, onde foram realiza-
dos pools de DNA com uma a cinco carragas da mesma
colheita, espécie e estado evolutivo (15).

Foram também testadas as amostras de carragas identifica-
das como Hyalomma sp. para a presenca do virus da febre
hemorragica Crimeia Congo por real time RT-PCR (16).
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_Resultados

A pandemia COVID-19 afetou significativamente as ativida-
des do REVIVE, tanto ao nivel do planeamento e realizacao
de trabalho de campo nas regiées, como no laboratério, em
comparagdo com 0s anos anteriores.

Mosquitos

Em 2020 foi realizado esfor¢o de captura de mosquitos adul-
tos e/ou imaturos em 157 concelhos. O esfor¢o de captura
por concelho (numero de colheitas) de mosquitos adultos foi
em média de 10,3 [1-411] e de mosquitos imaturos de 14,7
[1-135] colheitas/concelho.

Em 1288 colheitas de mosquitos adultos (armadilhas/noite)
efetuadas em 2020 foram capturados 1997 mosquitos e em
1516 colheitas de imaturos (boletins) foram recolhidos 39712
larvas e pupas de mosquito.

No periodo de 2011-2019 foram feitas colheitas de mosquitos
adultos e/ou imaturos num total de 277 concelhos de Portu-
gal continental e Madeira (figura 1).

No periodo 2011-2019, o esforgo de captura de mosquitos
adultos foi em média 17,8 [1-601] e de mosquitos imaturos
de 49,4 [1-717] colheitas/concelho. No mesmo periodo, em
12868 colheitas de mosquitos adultos foram capturados
108577 mosquitos e em 16644 colheitas de imaturos foram
recolhidos 227523 larvas e pupas de mosquito.

Em 2020 foram identificados mosquitos adultos e imaturos
de 16 espécies nos laboratérios do Centro de Estudos de
Vetores e Doengas Infeciosa do Instituto Nacional de Saude
Doutor Ricardo Jorge.

De 2011 a 2020 foram identificadas 28 espécies do total das
40 espécies referenciadas para o territorio portugués.

A espécie exotica/invasora Ae. aegypti foi identificada na
ilha da Madeira onde esta registada a sua presencga desde
2005 (3) (figura 2).

A espécie de mosquito invasora Ae. albopictus foi detetada
no norte e no sul do continente, onde foram registados pela
primeira vez em 2017 e 2018, respetivamente (figura 3).
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Carracas

Em 2020 foi realizado esfor¢co de captura de carracas em 117
concelhos. O esforco de captura por concelho (nimero de
colheitas) de mosquitos adultos foi em média de 5,2 [1-43]
(figura 4).

Das 604 colheitas realizadas, 367 foram feitas no Homem,
106 no cao, 36 em outros animais e 95 na fase de vida livre.
Como colheita efetuada na fase de vida livre da carraga con-
sideraram-se todas as efetuadas na vegetacdo, vestuério,
residéncias, paredes, habitagdes, solo, etc.

No total foram capturadas e identificadas 1048 carracas de
12 espécies, nomeadamente, Dermacentor marginatus, D.
reticulatus, Hyalomma lusitanicum, H. marginatum, Ixodes
canisuga, I. frontalis, I. hexagonus, I. ricinus, I. ventalloi,
Rhipicephalus bursa, Rhipicephalus pusillus e R. sanguineus.
Rhipicephalus sanguineus, vetor importante da febre escaro-
-nodular em Portugal, foi identificado em 56,4% (n=66) dos
concelhos onde foram realizadas capturas (figura 5).

Ixodes ricinus, vetor da borreliose de Lyme, foi identificado
em 40,2% (n=47) dos concelhos onde foram realizadas cap-
turas (figura 6).

Para a pesquisa de borrélias e rickettsias foram analisados
558 ixodideos do total de exemplares capturados, distribui-
dos por 11 espécies e provenientes de 105 concelhos de
norte a sul do Pals.

Figura 4: [ Concelhos onde foram realizadas co
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Aproximadamente 10% dos exemplares colhidos em animais
ou em fase de vida livre foram selecionados para pesquisa
de agentes etiolégicos, com base na capacidade vetorial
gue determinadas espécies tém para transmitir borrélias e
rickettsias.

Dos ixodideos em estudo, 133 (23,8%) foram positivos na
detecao de DNA de Rickettsia e 14 (2,5%) positivos para a
presenca de DNA de Borrelia.

Relativamente a detecao de Borrélia, foi detetada B. lusi-
taniae (n=13), espécie associada a doenca no Homem, e
Borrelia spp., numa amostra que devido a baixa concentra-
cao das bactérias na amostra nao foi possivel concluir sobre
identificacé@o especifica.

Relativamente a detegdo de Rickettsia, foram detetadas
sete espécies. R. monacensis foi a espécie mais prevalente
(n=59; 44,4%), seguida de R. massiliae (n=24). R. conorii e
R. slovaca, patogénicas para o Homem, foram detetadas
apenas em duas (1,5%) e em sete (5,3%) amostras, respec-

tivamente.

Foram ainda assinaladas coinfecdes com B. lusitaniae e R.
helvetica (n=3) e com B. lusitaniae e R. monacensis (n=6).
Estas coinfecdes ja foram detetadas em anos anteriores e 0
seu impacto na transmissdo ao Homem continua por escla-

recer.

Iheitas de carracas em 2020 e em 2011-2019.
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Figura 5: [ Distribuicao geografica de Rhipicephalus sanguineus em 2020 e em 2011-2019.

2020

2011-2019

7] concelhos onde foi
realizada vigilancia

1 concelhos sem vigilancia

B concelhos onde se regista
presenca da espécie

Figura 6: [1 Distribuicao geogréfica de Ixodes ricinus em 2020 e em 2011-2019.

2020

Hyalomma marginatum e Hyalomma lusitanicum podem ser
vetores de febre hemorragica Crimeia Congo. As carragas
destas espécies tém sido identificadas em zonas pontuais,
estando os imaturos associados a aves e pequenos ma-
miferos e os adultos a ungulados domésticos e silvestres
(figura 7).

Desde 2019 que todas as carracas do género Hyalomma
(n=24) colhidas no ambito do REVIVE tém sido testadas para
a presenca do virus da febre hemorragica Crimeia Congo
com resultados negativos.

2011-2019
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_Discusséo e conclusdes

Mosquitos

Em 2020 foram realizadas, entre maio e outubro, 1288 colhei-
tas de culicideos adultos e 1516 de imaturos em 157 conce-
lhos de Portugal continental e Madeira.

Em 2020 o esforco de captura de mosquitos adultos e imatu-
ros foi reduzido, em relacdo a 2019, em 55% e 62%, respetiva-
mente, devido a pandemia COVID-19. O numero de concelhos
em estudo também foi 29% inferior ao do ano anterior.
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Figura 7: [ Distribuicdo geografica de Hyalomma marginatum e Hyalomma lusitanicum

em 2020 e em 2011-2019.
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Em 41709 mosquitos coletados, 1997 adultos e 39712 imatu-
ros, foram identificadas 16 espécies de mosquitos, entre elas
duas espécies exdticas/invasoras, nomeadamente Aedes
aegypti identificado na Madeira pela primeira vez em 2005,
e Ae. albopictus identificado, no &mbito do REVIVE, pela pri-
meira vez em 2017 no Norte e em 2018 no Algarve.

A espécie Ae. aegypti, presente desde 2005, encontra-se
estabelecida na ilha da Madeira com valores de abundan-
cia relativa elevados, a semelhanga de anos anteriores. A
presenca deste mosquito na regido da Madeira continua a

43
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representar um risco para a transmissao de agentes com
importancia em saude publica, nomeadamente arbovirus,
como ja aconteceu em 2012, ano em que foi registado o
primeiro surto de dengue.

A espécie Ae. albopictus, detetada na regiao norte do pais
em 2017 e no Algarve em 2018, representa outro fator de
risco. A vigilancia desta espécie deve ser mantida de modo
a compreender o fendmeno de estabelecimento e dispersao.
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Apesar das medidas de controlo em curso, que incluem a
gestao de criadouros naturais e eliminagcao de criadouros
artificiais/domésticos que promovem a proliferacdo desta
espécie, tem-se verificado a presenca continua e o alarga-
mento da sua area de distribuigao.

Em ambas as regides tem sido promovida a educagao comu-
nitaria com recurso a meios de divulgacao para evitar a pica-
da e reduzir os criadouros domésticos.

No entanto, novas estratégias e metodologias de controlo
poderao vir a ser consideradas, de acordo com as orienta-
¢bes internacionais, para tornar mais efetiva a supressédo
das populacoes adultas, reduzir a abundancia e capacidade
de dispersao, reduzindo o risco de ocorréncia de doengas
associadas.

Na pesquisa de arbovirus nao foram identificados virus pato-
génicos. No entanto, o virus West Nile (WN) (flavivirus trans-
mitido por mosquitos do género Culex e agente etioldgico de
febre e de doenca neuroinvasiva) conhecido desde 0s anos
60 em Portugal (17), tem sido responsavel por casos clinicos,
sobretudo a sul, em 2004, 2010 e 2015 (18-20),

A presenca do mosquito vetor Ae. albopictus, espécie exo-
tica com caracteristicas invasoras, na regido norte e no
Algarve apontam para uma situagao de estabelecimento e
dispersédo geogréfica, representando uma situacao de risco
acrescido para a saude publica que vai exigir um esforgo de
monitorizacdo constante, bem como medidas de controlo
eficazes com vista a erradicacdo das populagdes deteta-
das e que impecam a dispersao deste mosquito para outras
regioes.

Estudos prévios indicam que os primeiros surtos associados
aos vetores Ae. aegypti e Ae. albopictus ocorrem entre cinco
a 15 anos apos a sua introducdo numa nova regido geogra-
fica (21). Por outro lado, face ao grande nimero de viajantes
entre Portugal e o Brasil (e entre outros Paises Africanos de
Lingua Oficial Portuguesa - PALOP) onde muitos dos virus
transmitidos por estes vetores sdo endémicos, Portugal é
considerado um dos paises europeus em maior risco de
entrada de viajantes virémicos com arbovirus transmitidos
por mosquitos (22),

44

A populacdo em risco de contrair uma doenga transmitida
por mosquitos tem vindo a aumentar em todo o Mundo a
niveis nunca antes observados devido as alteragdes na dis-
tribuicdo geografica destas duas espécies — Ae.aegypti e
Ae. albopictus - 0 que alerta para a necessidade da dete-
¢cao atempada da sua introducao e da determinagao da ati-
vidade viral, isto é, para quando a identificacdo de casos
humanos de dengue, Zika ou chikungunya em Portugal?

Carracas

Em 2020, entre janeiro e dezembro, realizaram-se 607 colhei-
tas de ixodideos em 117 concelhos de Portugal continental.
Em 2020, o numero total de colheitas diminuiu 44,5% compa-
rativamente com 2019.

As colheitas realizadas no Homem diminuiram 16,4% rela-
tivamente a 2019. No c@o e em outros animais diminufram
60,3% e 57,6%, respetivamente. Na fase de vida livre dimi-
nuiram 68%.

No laboratério foram identificados 1048 ixodideos per-
tencentes a 12 espécies, Dermacentor marginatus, D. reti-
culatus, Hyalomma lusitanicum, H. marginatum, Ixodes
canisuga, I. frontalis, I. hexagonus, I. ricinus, I. ventalloi,
Rhipicephalus bursa, R. pusillus e R. sanguineus.

A pesquisa de borrélias e rickettsias permitiu de 2011 a 2019
a identificacao de agentes patogénicos para 0 Homem como,
R. conorii, R. mongolitimonae, R. slovaca, B. lusitaniae e B.
afzeli.

Em Portugal, até a data, estdo apenas descritos casos de
infecdo no Homem por R. conorii, R. slovaca e R. sibirica
mongolitimonae.

Quanto a infegdo por rickettsias, como R. massiliae, R.
helvetica e R. monacensis 0 seu grau de patogenia parece
estar mais condicionado pelo estado imunitario do individuo
picado estando apenas descritos casos pontuais de doenca.

A identificacéo dos principais fatores ecoldgicos que con-
dicionam a presenca/auséncia de determinada espécie
de carraga num dado local ou época do ano também tém
sido analisados e agora, passados dez anos, comegcam a
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ser suficientemente robustos para permitirem a sua analise
estatistica e o desenvolvimento de modelos de preditivos

em termos de presenca/auséncia.

O reforgo das capturas realizadas em humanos, que se deve
a colaboragao dos profissionais de saude dos centros de
saude e hospitais, foi relevante para a confirmacao que o
contacto do Homem com os ixodideos é mais frequente do
que habitualmente referido em estudos realizados em Por-
tugal. Este facto também esta de acordo com as referéncias
bibliograficas que mencionam o aumento da incidéncia das
doengas transmitidas por carragas, nao sé em Portugal,

como em toda a Europa.

Desde o inicio que este programa tem contribuido para o
conhecimento ecoepidemioldgico de espécies de vetores,
a sua distribuicao geografica, periodo de atividade e abun-
dancia, assim como para o esclarecimento do seu papel

como vetor de agentes de doenca para 0 Homem.

Desde 2019, que é feita vigilancia sistematica em carracas
do género Hyalomma do virus da febre hemorrégica Crimeia
Congo. Ja detetada em Espanha, proximo da fronteira com
Portugal, a presenca deste virus, classificado com o nivel de
biosseguranga quatro, o mais elevado, a mortalidade asso-
ciada e a capacidade de provocar infegdes nosocomiais
pode significar um desafio importante em saude publica em
Portugal.

O programa REVIVE resulta da cooperacao interinstitucio-
nal e tem contribuido para um conhecimento sistematico
da fauna de culicideos e de ixodideos de Portugal e do seu
potencial papel de vetor, constituindo uma componente
dos programas de vigilancia epidemiolédgica indispensavel
a avaliacdo do risco de transmissao de agentes patogéni-

cos transmitidos por vetores.
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_Resumo

O chéa é consumido ha anos, tendo o cha verde recebido particular des-
taque, atendendo principalmente aos potenciais efeitos benéficos para
a salde que o seu consumo regular poderd potenciar. Alguns destes
efeitos s&o atribuidos aos polifendis, nomeadamente & epigalocatequina-
-3-galato (EGCG). Por outro lado, o cha pode também encontrar-se con-
taminado por micotoxinas, i.e., metabolitos secundarios produzidos por
fungos que poderao afetar negativamente a satde. Neste estudo, preten-
deu-se integrar o0s riscos (devidos a exposicdo a micotoxinas e a inges-
tao de niveis elevados de EGCG) e beneficios (pela ingestdo moderada
de EGCG) associados ao consumo de cha verde. Os dados respeitantes
a contaminagao do cha verde por micotoxinas foram obtidos através da
analise de 38 micotoxinas, e seus metabolitos, em 20 amostras de cha
verde (10 obtidas em granel e 10 em saquetas) disponiveis nas superfi-
cies comerciais da regido de Lisboa, através de metodologias cromato-
graficas. Oito das vinte amostras apresentaram valores quantificaveis de
micotoxinas. Relativamente aos teores em EGCG, bem como aos dados
de consumo de cha verde pela populagdo adulta, foram considerados
aqueles reportados pela Autoridade Europeia de Seguranga Alimentar
(EFSA). Concluimos que o consumo atual de cha verde néo foi associado
a uma preocupacdo para a saude, atenta a ingestdo de micotoxinas e
EGCG nas amostras analisadas. Os cenarios hipotéticos considerados,
estabelecendo um consumo crescente de cha verde em Portugal, reve-
laram que o consumo de até sete chavenas por dia deverd maximizar os
potenciais efeitos benéficos para a saude. Este estudo pretende contri-
buir para o estabelecimento futuro de recomendacées de consumo de
cha verde em Portugal.

_Abstract

Tea has been consumed for thousands of years, however, particular inter-
est has been dedicated to green tea. This interest has been motivated
by the associated health benefits following its regular consumption,
some of which are due to its polyphenol constituents, such as epigallocat-
echin-3-gallate (EGCG). Contrarily, tea could be contaminated by myco-
toxins, secondary metabolites of fungi, negatively affecting the human
health. Here, we aimed to assess the balance between risks (due to myco-
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toxins and intake of high levels of EGCG) and benefits (due to moderate
intake of EGCG) associated with the consumption of green tea. For the
evaluation of potential mycotoxin contamination in green tea, 20 samples
(10 in bulk and 10 in bags) available in different Lisbon markets were ana-
lyzed for 38 mycotoxins and their metabolites, through a chromatographic
method. The used EGCG levels, as well as green tea consumption data
were those reported by the European Food Safety Authority (EFSA). Eight
samples out of 20 presented quantifiable values of the considered toxins.
We conclude that the current levels of mycotoxins and EGCG intake in the
analyzed green tea samples were not associated with health concerns.
Scenarios considering an increasing consumption of green tea in Portugal
revealed that drinking up to seven cups per day should maximize the
associated health benefits. The present study contributes to the future
establishment of green tea consumption recommendations in Portugal.

_Introducéo

O consumo de ch4, e a sua producéo, fazem parte da cultu-
ra de varios paises, em particular do continente asiatico. Na
Europa, 0s portugueses terdo sido, muito provavelmente, os
primeiros europeus a contactarem com o cha, em meados do
século XVI, como consequéncia das ligacdes com as culturas
asiaticas, em particular da China e do Jap&o. Sendo conside-
rada uma bebida rara e medicinal, é no seio da aristocracia
portuguesa que o cha ganhou maior popularidade, acreditan-
do-se que teréa sido por intermédio de uma infanta portugue-
sa que o habito de tomar cha a meio da tarde ganhou corpo
em Inglaterra (1), Em Portugal, apesar de haver uma produ-
cao modesta, o consumo de cha tem vindo a assumir uma
tendéncia crescente. A producao nacional de ché esta locali-
zada principalmente nos Acores, na ilha de Sao Miguel (1),
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De entre os principais tipos de cha consumidos destacam-
-se 0s chas preto, branco, oolong, puerh e verde (2). Contu-
do, e como consequéncia das tendéncias dos ultimos anos
de promocéao de habitos saudaveis, o consumo de cha verde
tem adquirido particular destaque, devendo-se essencial-
mente aos seus potenciais efeitos benéficos para a saude (2.
De entre estes efeitos, encontram-se a reducdo da ocorréncia
de doenca cardiovascular (4), utilizagdo enquanto estimulan-
te, regulaca@o da temperatura corporal e atividade antimicro-
biana (%), regulagdo da glicémia e promogéo da digestéo (6).
Estes efeitos foram associados a alguns dos componentes do
cha verde como as vitaminas, microelementos, 6leos essen-
ciais e polifendis (7). Os polifendis tém despertado particu-
lar interesse dado o seu potencial benéfico para a saude (e.g.
capacidade antioxidante, anti-inflamatoria, antimutagénica,
antibacteriana), sendo que as catequinas e os flavonoides
s80 0s que apresentam maior relevancia (8:9).

Apesar de poderem ser encontradas em diferentes alimen-
tos, a principal fonte alimentar de catequinas é o cha ver-
de (10). Considerando as suas propriedades antioxidantes,
estes compostos poderdo desempenhar um papel importan-
te na prevencao de doencas cuja patogénese esteja asso-
ciada a stress oxidativo (1), Contudo, nos extratos de cha
verde, a principal catequina habitualmente presente, epi-
galocatequina-3-galato (EGCG), tem sido associada a efei-
tos hepatotdxicos. A este respeito, a Autoridade Europeia
de Seguranca Alimentar (EFSA, na sigla em inglés) reportou
evidéncia cientifica de que uma ingestao igual ou superior a
800 mg/dia produziu um aumento estatisticamente significa-
tivo nas transaminases séricas num grupo de intervengao,
quando comparado com o grupo controlo (12). Assim, ape-
sar de todos os potenciais beneficios associados a inges-
tdo destes compostos pelo consumo de cha verde, algu-
ma moderagao devera ser considerada por forma a evitar as
potenciais consequéncias adversas associadas a um eleva-
do consumo.

Por outro lado, e considerando a forma como é produzido, o
chéa poderéa ser contaminado por fungos habitualmente pre-
sentes no ambiente e, caso existam condicbes propicias,
i.e. temperatura e humidade, poderdo produzir micotoxinas
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(toxinas produzidas por fungos). A producé@o de micotoxinas
podera ocorrer em qualquer fase da producéo, desde o seu
cultivo, colheita, processamento ou armazenamento (13). De
entre as micotoxinas conhecidas, as aflatoxinas e a ocratoxi-
na A sdo as mais comumente encontradas em chas, apesar
de outras micotoxinas também ja terem sido identificadas,
designadamente as fumonisinas, deoxinivalenol e as enianti-
nas (14),

Neste contexto, o consumo de ché verde podera estar
associado a potenciais efeitos benéficos e adversos para a
salde, o que dificultara o estabelecimento de recomenda-
cdes relativas ao seu consumo. Assim, a avaliagdo do ris-
co-beneficio, i.e., a avaliagdo combinada dos riscos e dos
beneficios associados aos diferentes componentes do cha
verde em analise, constitui uma ferramenta com significa-
tiva importancia (15.16),

_Objetivos

O presente estudo teve como objetivo avaliar os riscos (devi-
dos a ingestdo de micotoxinas e niveis elevados de catequi-
nas) e beneficios (pela ingestdo moderada de catequinas)
associados ao consumo de cha verde, por forma a sustentar
futuras recomendacgdes de consumo desta bebida em Por-
tugal.

_Material e métodos

Um total de 20 amostras de cha verde (10 amostras de cha
em saquetas, 10 amostras de cha a granel) foram adquiridas
nas superficies comerciais da regidao de Lisboa. As amos-
tras consideradas apresentavam diferentes proveniéncias
(China, Portugal (Agores), Inglaterra, Japédo, Indonésia, Sri
Lanka e Nepal). Os niveis de contaminacdo por micotoxi-
nas foram determinados através de cromatografia liquida de
alta eficiéncia (HPLC, na sigla em inglés) com detecéao por
espectrometria de massa. Esta determinagéo considerou 38
micotoxinas e 0s seus metabolitos (15-Acetildeoxinivalenol,
3-Acetildeoxinivalenol, Aflatoxina B1 (AFB1), Aflatoxina B2,
Aflatoxina G1, Aflatoxina G2, Aflatoxina M1, a-Zearalanol,
a-Zearalenol, B-Zearalanol, B-Zearalenol, Deepoxideoxini-
valenol, Deoxinivalenol. Diacetoxiscirpenol, DON-3- Gluco-
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sideo, Fumonisina B1 (FB1), Fumonisina B2, Fumonisina B3,
Fusarenona-X, Gliotoxina, Griseofulvina, Toxina HT-2, Mevi-
nolina, Moniliformina, Monoacetoxiscirpenol, Acido mico-
fendlico, Neosolaniol, Nivalenol, Ocratoxina A, Ocratoxi-
na B, Patulina, Roquefortina C, Esterigmatocistina (STER),
T-2 Tetraol, Toxina T-2, T-2 Triol, Zearalanona, Zearalenona),
conforme descrito em Assuncao et al. (17).

A ingestao atual de micotoxinas e de catequinas (particular-
mente EGCG) em Portugal através do consumo de chéa verde
foi estimada considerando: i) os dados de contaminagéo do
chéa verde por micotoxinas resultantes da analise das amos-
tras colhidas na regiao de Lisboa (foram considerados ape-
nas os resultados com valores quantificaveis); ii) os niveis
de EGCG presentes no ché verde (de acordo com os valores
reportados pela EFSA (12)): ¢ iii) os dados de consumo de
ché verde pela populagao adulta (de acordo com os valores
reportados pela EFSA (12)),

De forma a avaliar potenciais cenarios alternativos que pos-
sam sustentar o estabelecimento de recomendacéo futuras
de consumo de ch& verde, foram considerados diferentes
cenarios hipotéticos de consumo diario crescente de cha
verde (de 1 a 10 chavenas por dia).

Para determinar se cada cenario apresenta risco ou benefi-
cio para o consumidor, foram consideradas trés abordagens
diferentes: i) para o0 EGCG, os valores de ingestdo estima-
dos foram comparados com o valor estabelecido para o qual
nao é expectavel hepatotoxicidade (<800 mg de EGCG por
dia) (12): ii) para as micotoxinas carcinogénicas, foi conside-
rada a margem de exposicdo (MOE, i.e. racio entre o valor
inferior do intervalo de confianca da dose necessaria para
aumentar o efeito de interesse em 10% (BMDL10) e a expo-
si¢ao); e iii) para as micotoxinas ndo carcinogénicas, 0 quo-
ciente de perigo (HQ, i.e. racio entre a exposigao estimada e
a dose diaria toleravel (TDI)). Todos os calculos foram reali-
zados utilizando o software Microsoft® Excel 2016.
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_Resultados

Contaminacgédo das amostras de cha verde por micotoxinas

As amostras de cha verde consideradas (n=20) foram ana-
lisadas para a presenca e quantificagcdo dos niveis de con-
taminagdo por micotoxinas. Nas amostras de cha obtidas
a granel, cinco das 10 amostras apresentaram niveis dete-
taveis (acima do limite de detecao) de micotoxinas (50%), e
destas, trés amostras apresentaram valores quantificaveis
(acima do limite de quantificacao) das micotoxinas analisa-
das. O grafico 1 apresenta a frequéncia com que as dife-
rentes micotoxinas foram detetadas nas amostras a granel.
A esterigmatocistina e o acido micofendlico foram as mico-
toxinas mais frequentemente detetadas, e no maximo foram
identificadas trés micotoxinas simultaneamente na mesma
amostra. Nas amostras de cha em saquetas, apenas 0 acido
micofendlico foi detetado em seis amostras (60%), sendo
que esta micotoxina foi quantificavel em cinco delas.

Gréfico 1: [ Frequéncia de detecédo (acima do limite de dete-
¢do) de micotoxinas em amostras de cha verde
obtidas a granel.

1 Zearalenona
3 1 Aflatoxina B1
Fumonisina B1
1
Acido micofendlico
3 Esterigmatocistina

Determinacéo da ingestdo estimada de micotoxinas e ca-
tequinas

A tabela 1 apresenta, de forma sumaria, a ingestao estimada
das micotoxinas quantificadas nas amostras de cha conside-
radas e de EGCG através do consumo de cha verde. Os valo-
res apresentados correspondem a situagao atual (ou seja, cor-
respondendo ao consumo atual de cha em Portugal) e aos
cenarios alternativos (de 1 chavena até 10 chavenas por dia).
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Tabela 1:

Consumo de chd
verde (g/dia)

Ingestdo estimada de micotoxinas

Atual @ AFB1 FB1 LEA STER
Minimo 122,8  0,00002  0,0005  0,0003  0,00002
Maximo 458,9  0,00009  0,0019 0,0011  0,00009

Hipotético ®
1 chav./dia 150 0,00003  0,0006  0,0004  0,00003
2 chév./dia 300  0,00006 0,003  0,0007  0,00006
3 chév./dia 450 0,00008  0,0019 0,001  0,00008
4 chav./dia 600  0,00011  0,0025 0,0014  0,00011
5 chav./dia 750 0,00014  0,0082 0,0018  0,00014
6 chav./dia 900  0,00017  0,0038  0,0022  0,00017
7 chav./dia 1050  0,00020  0,0044  0,0025 = 0,00020
8 chav./dia 1200 0,00022  0,0050  0,0029  0,00022
9 chav./dia 1350  0,00025  0,0057  0,0032 = 0,00025
10 chav./dia 1500  0,00028  0,0063  0,0036  0,00028

(ng/kg peso/dia) e catequinas (mg/dia)

| ¢& & o2
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Ingestdo estimada de micotoxinas e catequinas e o risco associado.

Risco estimado associado a exposicao
a micotoxinas e catequinas

EGCG S  AFB1Y FB1® ZEA © STER ¢ EGCG
86,0 17445715  0,000005  0,000001 6978285900 11

321,2 4669857  0,000019  0,000004 1867942679 40
105 14285714  0,000006  0,000001 5714285714 13
210 7142857  0,000013  0,000008 2857142857 26
315 4761905  0,000019  0,000004 1904761905 39
420 3571429 0,000025  0,000006 1428571429 53
525 2857143  0,000032  0,000007 1142857143 66
630 2380952  0,000038  0,000009 952380952 79
735 2040816  0,000044  0,000010 816326531 92
840 1785714 0,000050  0,000011 714285714 105
945 15687302  0,000057  0,000013 634920635 118
1050 1428571  0,000063  0,000014 571428571 131

Os valores identificados a negrito correspondem a valores de ingest@o acima dos limites considerados seguros. O cédigo de cores utilizado evidencia o nivel de preocupa-

¢ao relativamente a potenciais efeitos para a salde (verde = sem risco significativo; vermelho = com risco significativo). Nao foi efetuada a avaliagdo do risco associado

a exposicao ao acido micofenolico por inexisténcia de dados toxicologicos.

aEFSA, 2018 (12); ® Cenarios de consumo hipotéticos. 1 chav./dia = 1 chavena por dia = 150 g; © Niveis de EGCG de acordo com EFSA, 2018 (12). d Margem de Exposicao
(MOE) = BMDL10/Exposi¢éo; © Quociente de perigo (HQ) = Ingestao/Valores de referéncia; f Percentagem de ingestdo de EGCG comparada com o nivel considerado de

hepatotoxicidade (1)

Na situagdo atual, verificou-se uma ingestdo de micotoxi-
nas estimada entre 0,00002 (para a AFB1 e STER) e 0,0019
(FB1) ng/kg peso/dia. Para os cenérios alternativos, a inges-
tao estimada mais elevada foi determinada para a FB1. Rela-
tivamente ao risco associado, nenhum dos niveis de exposi-
¢ao associados aos cenarios considerados demonstrou risco
consideravel para a saude.

Relativamente as catequinas, a ingestdo de EGCG na situa-
cao atual foi estimada entre 86,0 e 321,2 mg/dia. Nos cena-
rios alternativos, o consumo de sete chavenas de cha verde
por dia corresponde a uma ingestao de EGCG superior ao
limite estabelecido pela EFSA e considerado como potencial
indutor de hepatotoxicidade.
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; AFB1 = aflatoxina B1; FB1 = fumonisins B1; ZEA = zearalenona; STER = esterigmatocistina; EGCG = epigalocatequina-3-galato.

_Discusséo

No presente estudo, o balanco entre os riscos (associa-
dos a ingestao de micotoxinas e elevados niveis de EGCG)
e beneficios (relacionados com uma ingestao moderada de
EGCG) devidos ao consumo de cha verde foram avaliados,
num exercicio de contribuir para o futuro estabelecimento
de recomendacdes de consumo, maximizando 0s poten-
ciais efeitos benéficos.

De acordo com os resultados obtidos, o fator limitante do
aumento do consumo de chéa verde em Portugal relaciona-
-se com 0s potenciais efeitos adversos associados a inges-
tao elevada de EGCG (>800 mg/dia) (12). Ainda assim,



considerando o consumo atual de cha verde, ha margem
para aumentar o seu consumo em Portugal, de forma segu-
ra e maximizando os potenciais efeitos benéficos para a
saude, até sete chavenas por dia.

_Conclusdes

Considerando os potenciais efeitos benéficos para a saude
associados ao consumo de chéa verde, os resultados obtidos
no presente estudo estabelecem a base para investigacao
futura que suporte a definicdo de recomendacdes de con-
sumo de cha verde. Assim, iniciativas de investigacéo futura
neste dominio deverdo dedicar-se a providenciar evidéncia
cientifica, através do desenvolvimento de uma avaliagdo do
risco-beneficio completa, e desta forma, robustecendo futu-
ras agdes que salvaguardem a salde da populagéo.
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_Resumo

A classificacdo das bagas goji como superalimento, devido essencial-
mente a sua composicdo em compostos bioativos, levou a um enorme
aumento do seu consumo nos paises ocidentais. Apesar de todos 0s seus
beneficios, as bagas goji comportam alguns riscos, nomeadamente o de
alergia. Neste estudo pretendemos caracterizar as proteinas (proteoma)
das bagas goji (Lycium barbarum) e identificar aquelas envolvidas na rea-
cao alérgica (aquelas que se ligam as imunoglobulinas de tipo E- IgE).
Assim, primeiramente procedemos a separagao das proteinas das bagas
goji por eletroforese bidimensional em gel de poliacrilamida, seguida da
sua identificagdo por espectrometria de massa. Subsequentemente, tes-
tdmos a reatividade de individuos alérgicos ao tomate e batata (alimentos
da mesma familia das bagas goji, Solanaceae) contra as proteinas das
bagas goji realizando para tal um ensaio de Western blot. Realizamos tam-
bém um ensaio de inibicdo onde a reatividade cruzada entre as bagas goji
e o tomate e a batata foi avaliada. Finalmente, caracterizamos as protei-
nas de ligagdo as IgE realizando para tal um ensaio de Western blot com
plasmas de individuos alérgicos a batata e tomate, apds separagao das
proteinas das bagas goji por eletroforese bidimensional em gel de polia-
crilamida. Foram identificados por espectrometria de massa 93, dos 180,
spots retirados do gel, correspondendo a 29 fun¢des proteicas. Destas,
11 corresponderam a proteinas de ligagado as IgE. Demonstramos igual-
mente, neste estudo, existir reatividade cruzada entre as bagas goji, o
tomate e a batata.

_Abstract

Goji berries’ bioactive compounds, which allowed classifying them as
superfruits, led to an enormous increase of its consumption in western
countries. However, the potential risk of allergy is a concern. In this study,
we aimed to characterize the proteome of goji berries (Lycium barbarum)
and identify proteins with putative role in the allergic reaction (IgE-bind-
ing proteins). We firstly used two dimensional (2D) gel electrophoresis fol-
lowed by mass spectrometry (MS) to characterize goji berries’ proteome,
and then Immunoblot reactivity with plasma from tomato and potato
(same botanical family, Solanaceae) allergic individuals was assessed to
characterize goji berries IgE-binding proteins. An inhibition assay was
further performed to evaluate cross-reactivity among potato, tomato and
goji berries. We significantly identified 93 out of the 180 MS analyzed
spots, corresponding to 29 protein functions. From these, 11 could be
identified as goji berries IgE-binding proteins. We further demonstrated
cross-reactivity between goji berries, tomato and potato.
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_Introducéo

Os frutos da planta Lycium barbarum, também conhecidos
como bagas goji, sdo consumidos em toda a Asia e utiliza-
dos na medicina tradicional chinesa ha mais de 2000 anos.
As alteracOes nos habitos alimentares das populagdes dos
paises ocidentais com um cada vez maior niUmero de pes-
soas a procurarem alimentos tradicionais exoticos, levou a
sua introdugao, e aumento do seu consumo, nestes paises.

Existem varios estudos que comprovam as propriedades
benéficas das bagas goji, nomeadamente hipoglicemiantes,
antilipidémicas, protetoras das células da retina, imunoes-
timuladoras, anticarcinogénicas e antioxidantes (1-5). Estas
propriedades tém sido atribuidas a uma elevada concen-
tracdo de nutrientes com uma alta atividade biolégica tais
como polissacéaridos complexos, carotenoides e fenilpropa-
noides (6). As bagas goji contém também outros nutrientes
importantes, tais como vitaminas C, B1 e B2 e pelo menos
16 aminoécidos diferentes (7). Sao também muito ricas em
minerais como o potéssio, sédio, fésforo, magnésio (8) e,
embora em quantidades mais pequenas, também con-
tém cobre e ferro (9). As suas propriedades promotoras de
saude levaram a que muitos as classificassem de superali-
mento. No entanto, o consumo destas bagas também acar-
reta alguns riscos, nomeadamente a potencial interacéo
com anticoagulantes (19), a hepatotoxicidade (1), a promo-
cdo de fotossensibilidade sistémica (12) e a potencial aler-
genicidade (13). Embora ndo existam muitos estudos acerca
da potencial alergenicidade das bagas goji, alguns autores
relatam reagdes positivas apds testes cutaneos com extra-
tos proteicos de bagas goji, reatividade cruzada entre as
proteinas das bagas goji e anticorpos de individuos alérgi-
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cos a péssego, tomate, tabaco e ao polen de Artemisia sp.,
e uma proteina de transporte de lipidos (lipid transfer pro-
tein - LTP) como o alergénio principal envolvido na sensibi-
lizacdo e reatividade cruzada (14:15),

_Objetivo

Este estudo teve como objetivo ndo so6 caracterizar o pro-
teoma das bagas goji (Lycium barbarum), mas também con-
tribuir para o conhecimento das proteinas que estao envol-
vidas na reagao alérgica a este superalimento.

_Materiais e métodos

Este trabalho comportou diferentes fases:

1% fase - Otimizacdo da extracdo proteica

Nesta fase testdmos 6 métodos diferentes para a extragao
das proteinas das bagas goji.

2° fase - Caracterizacdo do proteoma das bagas goji

Utilizamos o método de extracdo proteica escolhido na pri-
meira fase (precipitacao direta em acido tricloroacético/ace-
tona, seguida de uma extracao fendlica e limpeza do extrato
obtido com o “2D clean-up kit" da GE Healthcare), separa-
mos, as proteinas extraidas, por eletroforese bidimensional
em gel de poliacrilamida e caracterizdmos o proteoma das
bagas goji por espectrometria de massa (180 spots analisa-
dos).

3% fase - Prova da reatividade cruzada entre o tomate e
a batata, e as bagas goji

Como nao existem, em comercializacado, plasmas de indi-
viduos com alergia comprovada as bagas goji, nesta fase,
pretendemos saber se individuos alérgicos a alimentos da
mesma familia (tomate e batata- familia das Solanaceae)
reagiriam também contra as bagas goji. S6 assim poderia-
mos avancar para a fase seguinte. Realizamos assim um
ensaio de Western blot, apds separacao das proteinas das
bagas goji por eletroforese unidimensional em gel de polia-
crilamida, com plasmas de 4 individuos com alergia com-
provada ao tomate e batata. Nesta fase fizemos também
um ensaio de inibicdo para comprovar a reatividade cru-
zada entre o tomate e a batata, e as bagas goji.
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4% fase - Caracterizacdo das proteinas envolvidas na re-
acdo alérgica as bagas goji

Realizamos um ensaio de western blot apds separagao das
proteinas das bagas goji por eletroforese bidimensional em
gel de poliacrilamida com os mesmos plasmas utilizados na
fase anterior. As proteinas que se ligaram as Imunoglobuli-
nas de tipo E (IgE) dos individuos em teste foram identifica-
das por espectrometria de massa.

_Resultados e discusséo

Caracterizacdo do proteoma das bagas goji

Tanto no caso da separacéo proteica por electroforese unidi-
mensional em gel de poliacrilamida, como no caso da elec-
troforese bidimensional verifica-se uma distribuigao das pro-
teinas ao longo dos véarios pesos moleculares. No entanto, as
bandas (gel unidimensional)/ spots (gel bidimensional) mais
intensos estdo concentrados maioritariamente nas regides
de 20, 34, 42-48 e 54-70 kDa.

Dos 180 spots analisados por espectrometria de massa
(figura 1), 93 apresentaram identificacao significativa, cor-
respondendo a 29 fungdes proteicas diferentes.

Reatividade cruzada entre o tomate e a batata, e as
bagas goji

Todos os plasmas em teste, correspondentes a individuos
com alergia comprovada ao tomate e batata apresentaram
IgE contra proteinas das bagas goji. A inibicdo da ligagao
entre as IgE existentes no plasma do individuo 1 e as pro-
teinas das bagas goji transferidas para uma membrana de
nitrocelulose, apos pré incubagao com extratos proteicos de
tomate ou batata contendo 1mg de proteinas, provou a exis-
téncia de reatividade cruzada entre as bagas goji e estes ali-
mentos. Isto significa que existem proteinas nas bagas goji
com estrutura e/ou conformacgao semelhantes aquelas exis-
tentes no tomate e batata que s@o responséaveis pela reagao
alérgica dos individuos em teste (contra as quais os indivi-
duos em teste produziram IgE especificas) (figura 2).
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Figura 1: Eletroforese unidimensional (1D) e bidimensional das proteinas das bagas goji.

No gel bidimensional estdo identificados os
spots enviados para identificagdo por espec-
trometria de massa (180 spots).

kDa - Quilodaltons; M - Marcador de pesos
moleculares. Géis com 11% de poliacrilamida.

Figura 2: [ Western blot e Ensaio de inibigcdo que provam existir reatividade cruzada entre as bagas goji e o tomate e batata
(exemplo para o individuo 1, com alergia comprovada ao tomate (33,2 kU IgE/L) e batata (30,8 kU IgE/L)).

) Transferido para
— membrana de -
nitrocelulose -
-
Bagas goji (G) © =
- L =
o N IS} =
S ° . =
< Q
B 5 » 2 Géis Membrana corada (Serva Purple)
E '§ kDa M GG TT BB - Filme de quimioluminescén-
= Tomate (T) = 2 Incubacdo com plasma cia (reacdo das IgE do indi-
i Corado E 20 anticor+o anti-1aE viduo em teste as proteinas
52 humana corE)‘u ado gom transferidas para a membra-
42 Jugs na de nitrocelulose)
— 34 fosfatase alcanina (AP)
J 26 +
i ) Substrato
17
Batata (B) [ Zonas correspondentes aos sinais de quimioluminescéncia
Gel corado (Azul de Coomassie)
Ct Gb Tm
i . Ct -Sem pré incubacdo
[e] 4 5 ¢
S 5 Tfa“Sbe'dO Padfa Pré incubacao (Ct, Gb, Tm, Bt) (sem inibicao)
a ‘© mgm fana de - + . Gb - Pré incubacao com
2 = nitrocelulose Incubagag com plasma pré 1mg de proteinas de
© S incubado bagas goji
© 2 1 Gel + Tm - Pré incubacao com
2 < 2° anticorpo anti-Igk humana 1mg de proteinas de
B = conivaad tomate
< jugado com AP e
uc_' Bagas goji (G) ] + Bt - Pré incubacdo com
925 90) Substrato 1mg de proteinas de

batata

M - Marcador de pesos moleculares; G - Extrato proteico de bagas goji; T - Extrato proteico de tomate; B - Extrato proteico de batata; kDa - Quilodaltons.
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Caracterizacdo das proteinas envolvidas na reacéo alér- que alguns foram identificados no pélen e no latex, o que po-
gica as bagas goji dera indicar uma possivel reatividade cruzada entre as pro-
teinas das bagas goji e anticorpos presentes no plasma de

No ensaio de Western Blot realizado para a caracterizagao

, Lo ] . o individuos com alergia ao latex (sindrome latex-alimento) (16)
das proteinas das bagas goji foi possivel relacionar os sinais

i 4 i i (17)
de quimioluminescéncia obtidos, com 40 spots do gel, 21 e/ou com alergia ao polen (Sindrome de alergia oral) A

dos quais com identificagao significativa por espectrometria possivel reatividade cruzada entre os alergénios das bagas

de massa. As identificagdes significativas obtidas correspon- goji e anticorpos presentes no plasma de individuos alérgi-

stex 14 foi (18)
dem a proteinas com 11 funcdes diferentes, sete das quais ja c0s ao latex ja foi reportada por outros 2.

identificadas como potenciais alergénios noutros organismos De realcar que nenhuma das 11 proteinas que se ligaram as
(base de dados Allergome) e quatro pela primeira vez repor- IgE dos individuos em teste, foi, até a data, reportada como
tadas como potenciais alergénios (figura 3). Relativamente potencial alergénio na familia das Solanaceae e, consequen-
aos alergénios com sequéncias proteicas semelhantes aque- temente, nenhuma foi alguma vez reportada como potencial

las ja reportadas na base de dados Allergome, verificamos alergénio de Lycium barbarum. Na base de dados Allergome

Figura 3: [1 Ensaio de Western blot para caracterizacdo das proteinas envolvidas na reacéo alérgica
(exemplo para o individuo 1).

kDa

95
72

52

42
34

26

17

Filme de quimioluminescéncia (individuo 1) Filme de quimioluminescéncia sobre membrana corada
com Serva Purple

- 40 spots correspondentes a potenciais alergénios Spot 31- Proteasome subunit
= 21 com identificacdo significativa Spots 36, 37- Light-induced protein
2= 11 proteinas diferentes Spots 61, 72- Fructose-bisphosphate aldolase

Spots 62, 84, 85, 87- Alpha-1,4-glucan-protein synthase
A vermelho - proteinas com funcoes e sequéncias similares a Spots 66, 68- Malate dehydrogenase
outras ja identificadas como alergénios noutros organismos. Spot 79- GOP-mannose 3,5-epimerase
Spot 97- Actin
Spot 108- Serine-glyoxylate aminotransferase
Spot 110- P-loop containing Nucleoside Triphosphate
Spots 154, 155, 156- Vacuolar ATP synthase

160, 161, 163- Polyphenol oxi
KDa - Quilodaltons Spots 160, 161, 163- Polyphenol oxidase
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estdo, no entanto, reportados 37 potenciais alergénios para
a familia das Solanaceae, 3 dos quais de Lycium barbarum:
uma proteina de transporte de lipidos (Lyc ba 3); uma enolase
(Lyc ba Enolase) e uma glucosidase (Lyc ba Glucosidase).
Como ja referido o alergénio Lyc ba 3, que corresponde a
uma proteina de transporte de lipidos (LTP- lipid transfer
protein) com 7-9 kDa de peso molecular foi descrita como o
alergénio principal de Lycium barbarum, (13-15) no entanto
nenhum dos individuos testados neste estudo reagiu contra
esta proteina. Como utilizamos neste estudo géis com 11%
de acrilamida, por verificarmos serem 0s mais indicados
para a visualizagao dos spots na area de pesos moleculares
onde os alergénios estdo mais concentrados (30-52 kDa),
pensamos que provavelmente teriamos perdido esta proteina
durante a separacao por eletroforese. No entanto repetimos
0 ensaio de Western apresentado na figura 2, utilizando géis
com 15% de acrilamida e continudmos a ndo detetar qual-
quer tipo de sinal na zona dos 7-9 kDa, o que mostrou que,
ou os individuos em teste nao reagiram contra esta proteina
ou 0 método de extragao utilizado néo foi eficiente para a sua
extragao.

_Concluséao

Este estudo contribuiu para a caracterizagdo do proteoma
das bagas goji, com a identificacdo de 93 dos 180 spots
separados por eletroforese bidimensional em gel de polia-
crilamida, correspondendo a 29 fungdes proteicas. Para
além disso, foram identificados, na familia das Solanaceae,
pela primeira vez, 11 novos potenciais alergénios, quatro
dos quais nunca reportados na base de dados Allergome.
Provamos também, com este estudo, existir reatividade
cruzada entre os alergénios das bagas goji e anticorpos
existentes no plasma de individuos com alergia ao tomate
e/ou batata.

Os resultados pormenorizados deste trabalho estdo compi-
lados num artigo publicado em 2019 (19),
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_Efeito da sazonalidade no teor de selénio e outros micronutrientes na cavala

da costa portuguesa

Effect of seasonality on the content of selenium and other micronutrients in mackerel from the Portuguese Coast
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_Resumo

A cavala ¢ uma das espécies de peixe mais abundantes em Portugal,
sendo muito rica em diversas vitaminas e micronutrientes. Entre os micro-
nutrientes existentes neste alimento destaca-se o selénio (Se), essencial
para o ser humano, mas que se pode tornar toxico quando ingerido acima
da dose diaria recomendada. Sendo parte integrante de um conjunto de
proteinas com agao antioxidante (as selenoproteinas) um aporte adequado
de Se conduz a um melhor desempenho do sistema imunitario, com reper-
cussOes positivas no tratamento e/ou prevencdo do cancro ou no retar-
dar do desenvolvimento de doengas degenerativas, como o Alzheimer. O
organismo humano néo sintetiza o selénio sendo a alimentacdo a fonte
que mais contribui para o aporte diario deste elemento. Neste estudo, pre-
tendeu-se estudar o teor de selénio, e de outros micronutrientes, em cava-
las da costa portuguesa. Esta analise foi realizada mensalmente, entre
mar¢o de 2019 e fevereiro de 2020, sendo o Se determinado por espec-
trometria de massa acoplada a plasma indutivo (ICP-MS), e os restantes
micronutrientes (Zn, Fe, Mg, Cu, K, P) por espectrometria de emissao 6tica
por plasma acoplado indutivamente (ICP-OES). Concluiu-se que a ordem
de concentragéo dos elementos estudados foi estabelecida como K> P>
Na> Mg> Fe> Zn. Relativamente a concentragao de Se, e por utilizagcdo do
teste LSD, foram identificadas algumas diferencgas significativas ao longo
do ano, variando esta entre 451 e 606 pg/ml, excluindo o més de maio que
foi considerado um outlier. Contudo, este resultado podera dever-se aos
habitos alimentares da cavala e época de desova, pelo que serdo neces-
sarios mais anos de estudo, de modo, a se verificarem estas conclusoes
preliminares.

_Abstract

Mackerel is one of Portugal's most abundant fish species, being very rich
in several vitamins and micronutrients. Among the micronutrients in this
food, selenium (Se) stands out, essential for humans, but can become
toxic when ingested above the recommended daily dose. As an integral
part of a set of proteins with antioxidants action (selenoproteins), an
adequate intake of Se leads to a better performance of the immune
system, with positive repercussions in the treatment and/or prevention
of cancer or in delaying the development of degenerative diseases, such
as Alzheimer's. The human organism does not synthesize selenium,
so the source that most contributes to this element's daily supply is
food. This study intended to evaluate the content of selenium and other
micronutrients in mackerel from the Portuguese coast. This analysis was
carried out monthly, between March 2019 and February 2020, with the
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Se being determined by mass spectrometry coupled to inductive plasma
(ICP-MS), and the remaining micronutrients (Zn, Fe, Mg, Cu, K, P) by
inductively coupled plasma optical emission spectrometry (ICP-OES). It
was concluded that the order of concentration of the studied elements
was established as K> P> Na> Mg> Fe> Zn. Regarding Se content, by
the LSD test, some significant differences were identified throughout the
year, varying between 451 and 606 ug / ml, excluding May, which was
considered an outlier. However, this result may be due to the mackerel's
eating habits and spawning season. More years have to be evaluated to
verify these preliminary conclusions.

_Introducéo

A cavala é uma das espécies de peixe mais abundante em
Portugal, estando disponivel todo o ano. Alguns estudos
realizados deixam antever a importancia da cavala a nivel
nutricional (1:2). Este peixe é rico em diversas vitaminas e
micronutrientes, entre 0s quais o selénio (Se) e outros mine-
rais. Contudo, apesar do seu alto valor nutricional e da sua
abundancia no oceano ainda é uma espécie pouco consu-
mida pela populacédo portuguesa.

Os minerais sdo uma das categorias de micronutrientes inor-
ganicos necessarias para a manutengao do organismo hu-
mano. Intervém em diversas fungdes, incluindo na formacao
de dentes e 0ss0s e no funcionamento do sistema nervoso,
e sdo constituintes essenciais de fluidos bioldgicos e teci-
dos, bem como de componentes do sistema enzimatico. As
necessidades diarias variam consoante os elementos sendo
alguns necesséarios em maiores quantidades, como por
exemplo, 0 magnésio (Mg), o potassio (K), o fésforo (P) e 0
sodio (Na). Por outro lado, os oligoelementos, ou elementos
traco, tém doses diarias recomendadas mais baixas, como
¢ o0 caso do ferro (Fe), zinco (Zn), cobre (Cu), e selénio (Se).
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Embora estes Ultimos sejam necessarios em menor quanti-
dade, ndo sdo, por isso, menos importantes (3.

Os métodos mais adequados a determinagao simultanea de
minerais e oligoelementos sao (4:5):

— ICP-MS - espectrometria de massa por plasma acoplado
indutivamente, esta é a técnica instrumental ideal para
estimar e quantificar elementos tragco em matrizes alimen-
tares;

— ICP-OES - espectrometria de emissao otica por plasma
acoplado indutivamente, esta técnica é usada para quan-
tificar elementos que estdo presentes em maior quanti-
dade em matrizes alimentares;

Estes métodos destacam-se de outros por serem técnicas
multielementares (detecdo rapida e simultanea de varios
elementos) e com elevada sensibilidade, refletida por bai-
xo0s limites de detecao e quantificacao.

Antes da andlise instrumental é necesséario um tratamento da
amostra que assegure a sua solubilizacéo e destruicdo com-
pleta da matéria orgénica presente, evitando interferéncias e
blogueios no sistema de introducao das amostras. Os méto-
dos mais utilizados para esta etapa séo a digestdo humida e
a digestao assistida por micro-ondas (4.

O Se é um micronutriente essencial, tendo um papel essen-
cial na acao antioxidante, protegendo o corpo contra o dano
oxidativo. Este nutriente pode estar presente em diversas
formas quimicas, o que determina os seus efeitos biologi-
cos. Pode ser encontrado nas suas espécies organicas, a
selenocisteina e selenometionina, e espécies inorganicas, o
selenato e o selenito. No organismo humano o Se encontra-
-se maioritariamente incorporado em proteinas, principal-
mente através do aminoacido selenocisteina.

A dose de Se pode afetar diferentes funcdes bioldgicas
associadas a imunidade, metabolismo energético, entre
outras, que por sua vez podem conduzir ao aparecimento
de algumas doencas por excesso de Se, como a Selenose,
ou por deficiéncia de Se (Doenga Kashin-Beck, doengas na
tiroide) (6.7),
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Um aporte adequado de Se pode conduzir a um melhor
desempenho do sistema imunitario e a uma mais eficiente
manutencao do equilibrio redox, com implicacdes positivas
por exemplo no tratamento e/ou prevengdo do cancro ou
no retardar do desenvolvimento de doencas do foro men-
tal, como o Alzheimer, entre outras. O Se é também neces-

sario para o sistema reprodutor (8:9).

Devido a proteina glutationa peroxidase (GPx) e a muitas
outras selenoproteinas, o Se é capaz de interagir com outros
nutrientes que afetam o equilibrio redox das células. Para
além disso, o Se tem a capacidade de proteger determina-
dos organismos contra a toxicidade provocada pelo mercu-
rio (19), cadmio, prata, chumbo e arsénio (1),

_Objetivo

Este trabalho teve como principal objetivo avaliar o efeito da
sazonalidade no teor de diversos micronutrientes na cavala.
Sendo a cavala uma espécie predadora, 0 seu aporte nutri-
cional podera alterar, ndo sé pelo seu desenvolvimento e bio-
logia, como também pela dieta que tem disponivel ao longo
do tempo, sendo importante avaliar as diferencas que pos-
sam ocorrer.

_Materiais e métodos

As cavalas foram adquiridas em diversos estabelecimentos,
de marco de 2019 a fevereiro de 2020, e preparadas em 12
pools de 10 individuos, cada uma correspondendo a um més
de pesca.

O Se foi determinado por ICP-MS, e os restantes micronu-
trientes (Zn, Fe, Mg, Cu, K, P) por ICP-OES, ap6s digestao
acida em bloco de grafite (Digiprep) (12).

Foi utilizada agua ultrapura em todos 0s ensaios, produzi-
da a partir de um sistema de purificagao Milli-Q. Foram uti-
lizados padrdes e reagentes com grau analitico adequa-
do para a determinagao de elementos traco. Para garantir
a qualidade dos resultados, por cada digestao foi analisa-
da uma amostra e um branco tendo todas as amostras sido
digeridas em triplicado. As curvas de calibracao foram pre-
paradas com cinco padroes de diferentes concentragoes,
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sendo aceites apenas curvas com um coeficiente de cor-
relacdo superior a 0,9995. Para assegurar a exatidédo dos
resultados foram usadas amostras fortificadas e um mate-
rial de referéncia certificado de musculo de peixe (ERM —
BB422). Todas as analises realizadas cumprem 0s requisi-
tos da norma IS0 17025:2017 (19),

De modo a completar o estudo e a se ter uma visdao mais
ampla na analise dos resultados, foi calculada a variabili-
dade que ocorreu em cada més e a variabilidade do grupo
de dados no elemento da seguinte forma, respetivamente:

Més B-Més A

Variagdo entre meses (%)= x 100

Més A
e

Variagdo geral (%)= Coeficiente de variagdo do grupo de dados

- £ .
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A anélise estatistica foi realizada utilizando a andlise de va-
riancia com um fator a varios niveis (One-way ANOVA) e o
teste da menor diferenca significativa (LSD) para um nivel de
significancia igual a 5% (a=0,05). Foram também realizadas
analises de correlagdo entre os diferentes elementos, uti-
lizando o coeficiente de correlacdo de Pearson. Os dados
foram considerados significativos para p<0,05 e p<0,01.
Para a identificacdo de possiveis outliers foram aplicados
0s métodos de Interquartil (gréfico de Box-Plot), Grubbs e
do z-score conforme descrito na norma ISO 5725-2:2019.
Todos os testes foram realizados com recurso ao software
IBM SPSS Statistics, versdo 25.

_Resultados

Na tabela 1 apresentam-se os resultados obtidos para os ele-
mentos em estudo ao longo de 12 meses. O resultado da cor-
relac@o de Pearson encontram-se na tabela 2.

Resultados dos micronutrientes nas cavalas portuguesas ao longo de um ano.

Tabela 1:
Se n Na
(Hg/Kg) (mg/100g) (mg/100g)
Mar/19 538,6%°+ 18  0,6430%°9 + 0,0064 57,002 + 0,34
Abr/19 53420 1 18 0,770%¢ £ 0,028 61,76° + 0,29
Mai/19 715° + 26 1,0600' + 0,0023 751%+ 1,4
Jun/19 5542 1 27 0,749%° 1+ 0,015 89,39+ 1,3
Jul/19 606° + 11 0,664%"9 + 0,020 77,3% + 0,92
Ago/19 606° + 10 0,680%1 + 0,038 725" +2.4
Set/19 53630 + 21 0,728%" + 0,024 80,349 + 0,12
Out/19 527,6%°+ 9,0 0,6440%° £ 0,0072 147,02" £ 0,98
Nov/19 511° £ 19 0,8129 £ 0,065 69,9' + 1,2
Dez/19 4519 + 14 0,598° £ 0,022 99,113} + 0,057
Jan/20 4759 1 23 0,708% "M 1+ 0,032 85,3+ 1,2
Fev/20 460,729 + 0,93 0,550/ + 0,021 51,06™ + 0,67

a,b.C Medias na mesma coluna com letras diferentes séo significativamente diferentes de acordo com o teste LSD, p<0,05.

Os resultados estdo expressos em Médias + Desvio padrao, n=3.

Fe Mg K P
(mg/100g) (mg/100g) (mg/100g) (mg/100g)
1,009%° + 0,013 32,58%% + 0,16 464,528 £ 0,16 282,02 + 1,8
1,1048° £ 0,0064 32,77 £ 0,16 460,492 £ 0,16 290,6% + 2,1

1,359 £ 0,12 354"+ 3,6 462,5% + 3,6 286° + 11
1,038 + 0,011 28,83° + 0,30 385,69 + 0,30 266,7° £ 1,5
1,0366° + 0,0098 29,50%9 £ 0,32 376,06 £ 0,32 2542%9:77
1,047%C + 0,027 31,64%0¢ 4 0,82 416,49° £ 0,82 269,0° + 2,2
0,9674%¢ + 0,0058 28,56° + 0,20 361,85'+ 0,20 24509° 159
0,869° + 0,016 29,35%" + 0,15 272,559 £ 0,15 222,37+ 9,1
0,924%¢ £ 0,021 29,41%% + 0,56 397,04%9 1 0,56 238,8%+ 1,9
0,6245" + 0,0079 30,02%"9 1 0,46 385,789 + 0,46 2272+ 9,7
0,807" £ 0,011 30,85%4f 4 0,72 330,55" 0,72 225,3" 5 1,1
0,650" + 0,022 31,67%9 £ 0,51 498,95' + 0,561  259,3°° £ 6,0
outlier Minimo Mdximo
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Tabela 2:
Se n Na

Se 1

Zn 0,296 1

Na -0,076 0,136 1
Fe 0,816 0,615 -0,117
Mg -0,069 -0,192 -0,388*
K -0,063 -0,160  -0,770**
B 0,439 0,142 .0,556**

** Correlagao significativa a=0,01.
* Correlagdo significativa a=0,05.

Correlacao fraca (|0,3]> p < 0,5])

Correlacao forte (]0,7|> p < 0,9])

_Discusséo

Pela andlise da tabela 1 e com auxilio do teste LSD exis-
tem alguns resultados que se destacam dos restantes. Foi
feita uma identificagédo e verificacdo de valores suspeitos,
aberrantes ou andmalos pelos trés testes acima mencio-
nados. Os gréaficos de Box-plot (ndo incluidos) identifica-
ram trés outliers, que se encontram assinalados a verme-
lho na tabela 1. Para confirmar e apoiar estes resultados
foram executados outros testes nomeadamente o método
do z-score e o teste de Grubbs. A semelhanga dos resul-
tados obtidos com os gréaficos Box-plot, o teste de Grubbs
identifica como resultados aberrantes os obtidos no més
de outubro para o elemento Na, e no més de maio para o
elemento Zn. Por outro lado, identifica os valores de Se e
Fe do més de maio como suspeitos. J& 0 método do z-score
identifica como outliers apenas os valores do més de maio
para 0 Zn e do més de outubro para o Na (z-scores >|2,5]).

Os resultados apresentados na tabela 1 mostram variagoes
estatisticamente significativas do contetdo de Se entre o0s
diferentes meses, variando este de 451 pg/Kg a 606 pg/Kg,

&' L =0

3 /‘I rif%”’ ‘ o Q:
L= « 'Y ﬁ
R}

Resultado da Correlagdo de Pearson.

Fe Mg K P
1
0,490** 1
0,216 0,607 ** 1
0,683** 0,615*** 0,764** 1
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Correlacdo moderada (]0,5[> p < (0,7])

com uma média de aproximadamente 527 pg/Kg. Cabral et al.
mostraram que a dieta da cavala consiste principalmente em
zooplancton (rico em Se e vitaminas) na primavera e verao,
peixes e decapodes no outono e larvas de decépodes no
inverno (14). Martins et al. referiram que na costa continental
portuguesa a época de desova da cavala espanhola decor-
re entre fevereiro e maio (15:16). Como tal, as variacdes entre
meses e 0 facto do conteldo em Se respeitante ao més de
maio ter sido considerado outlier poder-se-ao dever a efei-
tos de sazonalidade relacionados com diferengas na alimen-
tacdo dos peixes e com a época da desova. E assim funda-
mental prolongar o estudo permitindo continuar a avaliar o
contetdo do Se em cavalas portuguesas ao longo do tempo.

O Zn apresenta uma tendéncia idéntica e moderadamente
correlacionavel com o Fe ao longo dos meses conforme se
pode verificar pela correlagdo de Pearson na tabela 2. Tal
como para o caso do Se, o valor de Zn obtido para 0 més
de maio foi identificado como um outlier. Verifica-se para
0 Zn uma variabilidade média ao longo do ano (11,2%) face
a variabilidade alta do Fe (20,9%). Estas variabilidades séo

devidas ao decréscimo acentuado do més de novembro para
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dezembro, com uma variacdo de 26,3% no Zn e 32,4% no
caso do Fe. O Fe apresenta uma correlagao fortemente posi-
tiva com o Se (p=0,816, a=0,01), tabela 2.

O Na ¢é o segundo elemento com maior variabilidade (19,1%)
ao longo do ano, nao tendo sido encontradas semelhancas
entre recolhas pelo teste LSD, p<0,05. A correlagédo entre
este elemento e 0 K é evidenciada ndo sé na literatura cienti-
fica (17), mas também pela correlacdo de Pearson fortemen-
te negativa (p=-0770, a=0,01). O K também apresenta uma
variacdo média ao longo do ano (16%), com um valor maximo
em fevereiro e minimo em outubro. Este elemento também €
fortemente correlacionado com o P (p=-0764, a=0,01).

O P apresenta uma variagao de aproximadamente 9,49%
ao longo do ano, destacando-se um aumento de 15,1% de
janeiro para fevereiro. abril foi 0 més com um teor de P mais
abundante e outubro o menor.

No que respeita ao Mg, este elemento apresenta corre-
lacbes significativas segundo a correlacdo de Pearson,
apresentada na tabela 2, com o Na, Fe, P e K. As correla-
cdes com o Na e o Fe sé@o correlacbes fracas e como P e
K sdo correlacdes moderadas. Este é 0 elemento que apre-
senta uma variag@o mensal menor (6,54%), tendo-se verifi-
cado a maior diferenga de maio para junho onde se obteve
um decréscimo de 18,6%. O més de maio nao apresentou
semelhangas, segundo o teste LSD, com nenhum dos res-
tantes meses, p<0,05.

_Conclusdes

A variabilidade entre o teor de Se (e restantes minerais) nos
varios meses podera estar relacionada com os habitos ali-
mentares da cavala e 0 alto valor encontrado no més de maio
podera estar ainda correlacionado com a época de desova.

Relativamente aos restantes minerais, o K foi o elemento
mais abundante com um teor a variar entre 0s 273 mg/100g
e 0s 499 mg/100g. A ordem de concentragcdo dos outros
elementos estudados ficou estabelecida como P> Na> Mg>
Fe> Zn.
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Foram encontradas no total 11 correlagdes entre elementos,
destacando-se 5 correlagdes moderadas e 3 fortes. A corre-
lagdo mais forte encontrada foi entre 0 Se e o Fe (p=0,816).

Os testes estatisticos foram fundamentais para interpretagéo
destes resultados, tendo ajudado a perceber que sdo neces-
sarios mais estudos para confirmar estas conclusdes prelimi-
nares, nomeadamente estudar o conteudo de Se e dos res-
tantes nutrientes mensalmente durante varios anos.
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