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Vigilancia laboratorial da infecao por virus Zika
Laboratory surveillance of Zika virus infections

Desde a declaragao de emergéncia na Micronésia e na Poliné-
sia, a partir de 2007, o arbovirus Zika foi identificado em prati-
camente todos os paises das Américas e das Caraibas, tendo
sido detetado pela primeira vez no Brasil no inicio de 2015.

As infegdes por virus Zika, na maior parte dos casos, sdo as-
sintomaticas e a patologia ¢ ligeira e auto-limitada. No entan-
to, em outubro de 2015, os clinicos, no Brasil, notaram um
aumento significativo no numero de casos de criangas nas-
cidas com microcefalia em zonas com circulagdo de Zika. A
evidéncia das casuisticas de microcefalias no Brasil levou a
Organizagao Mundial da Saude a declarar, a 1 de fevereiro de
2016, os casos de microcefalia associada a Zika, como uma
emergéncia internacional de saude publica. Ao Zika também
foram associados numerosos casos de sindrome Guillan-

Barré e, raro entre arbovirus, a transmissao por via sexual e
as infecdes congénitas.

Arelacao causal entre os casos de microcefalia e a infegdo por
virus Zika nao é universalmente aceite, acreditando muitos in-
vestigadores, sem duvida que o virus Zika esta envolvido, mas
que podem existir cofatores em determinadas regides.

A perspetiva atual é que a vacina esta a ser desenvolvida em
varios paises, mas sé devera estar disponivel em dois ou trés
anos. O tratamento é sintomatico e o controlo de vetores é pro-
blematico uma vez que as espécies associadas a emergéncia
atual de Zika tém carateristicas invasivas.

nsttuto_Nacional de Saude
Doutor Ricardo Jorge

As espécies do género Aedes que transmitem Zika também
transmitem virus Dengue e Chikungunya. Atualmente estes
virus partilham a distribuicao geografica, sendo a sintomato-
logia também semelhante. Os virus Dengue e Zika sdo ambos
flavivirus, o que obriga a determinagdes laboratoriais especi-
ficas para evitar a dete¢a@o de reagdes cruzadas.

Em Portugal, e no resto da Europa, tém sido identificados
casos de Zika de importagéao, no entanto o risco de emergén-
cia de casos autéctones existe tanto para a ilha da Madeira,
onde Aedes aegypti esta presente, como para a costa medi-
terranica pois em varios pafses como Italia, Franga e Espanha
0 Ae. albopictus esta presente e mantem as suas carateristi-
cas invasivas.

Sem sabermos bem o que o futuro nos reserva e as implica-
cOes em salde publica é importante conhecer a epidemiologia,
a transmiss&o, as carateristicas clinicas e realizar um diagnosti-
co laboratorial com elevada sensibilidade e especificidade dos
casos de infecdo por Zika.

Este numero do Observacdes, para além de um artigo sobre
Zika, apresenta outros de observagdo em saude em que sé@o
abordados diferentes tematicas - alimentagao e nutrigao,
salde ambiental, doencas neuroldgicas e doencas infeciosas
- que sao exemplo e fazem parte de desafios mais amplos
que o Instituto Nacional de Saude Doutor Ricardo Jorge inclui
no desempenho da sua missao.
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_Diagnéstico laboratorial de casos de importacao de infecdes por virus Zika

Laboratory diagnosis of Zika infection imported cases

Maria Jodo Alves, Libia Zé-Zé

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

Centro de Estudos de Vetores e Doengas Infeciosas, Instituto Nacional de Satide Doutor Ricardo Jorge, Aguas de Moura, Portugal.

_Resumo

O virus Zika (Flavivirus) € um arbovirus transmitido sobretudo por mosqui-
tos, mas também, por transmissao materno-fetal e sexual. Existem evidén-
cias que as infecdes por virus Zika podem estar associadas a sindrome
de Guillian-Barré e a casos congénitos de microcefalia e outras malforma-
¢oes do sistema nervoso central. As infecdes por virus Zika, Dengue e Chi-
kungunya partilham, atualmente, os mosquitos vetores, a sintomatologia
e a distribuicao geografica. O Centro de Estudos de Vetores e Doengas
Infeciosas do Instituto Nacional de Saude Doutor Ricardo Jorge no seu
Laboratério Nacional de Referéncia de Virus Transmitidos por Vetores tem
desenvolvido o diagndéstico e estudos epidemioldgicos de virus transmiti-
dos por artropodes desde o principio dos anos 90. O diagnéstico de Zika
foi desenvolvido e padronizado em 2007. O laboratério desenvolveu testes
de diagnostico molecular e serolégico tendo identificado varios casos de
importagao para o territério portugués e feito o diagndstico diferencial com
Dengue e Chikungunya e o despiste de infegao em gravidas e em casos de
transmisséo sexual.

_Abstract

Zika virus (Flavivirus) is a mosquito borne arbovirus, but maternofetal
and sexual transmission were also described. There is evidence that
Zika virus infections may be associated with Guillain-Barré syndrome
and congenital cases of microcephaly and other malformations of the
central nervous system. Zika, Dengue and Chikungunya virus infections
share currently the same mosquito vectors, the signs and symptoms of
the illness and the same and geographical distribution. The Center for
Vectors and Infectious Diseases Research from the National Institute of
Health Doutor Ricardo Jorge in their National Reference Laboratory for
Vector Borne Virus has developed diagnostic methods and epidemio-
logical studies of arboviruses since the beginning of the 90s. The Zika
diagnosis was developed and standardized in 2007. The Laboratory de-
veloped molecular and serological diagnostic tests and have identified
several imported cases of Zika infections into Portuguese territory and
performed the differential diagnosis with Dengue and Chikungunya and
screening for infection in pregnant women and in suspected cases of
sexual transmission.

_Introdugéo

O virus Zika é um arbovirus (arthropod borne virus) do género
flavivirus transmitido por mosquitos e isolado pela primeira vez
em 1947 na floresta de Zika no Uganda (1),

De 1947 a 2006 foram identificadas varias espécies de mosqui-
tos do género Aedes como vetores e estudos epidemiolégicos
demonstravam prevaléncias até 50% em populacdes africanas e
do sudeste asiatico. Nesse periodo foram descritos unicamente
14 casos clinicos e duas infecdes no laboratério (2:3). A doenca
provocada por Zika era descrita como ligeira, auto-limitada,
com febre, cefaleias, mal-estar e exantema maculopapular (4:5).

Em 2007 a distribuicdo e expansdo geografica do virus Zika
emergiu, primeiro na ilha de Yap, Micronésia, depois noutras re-
gides como na Polinésia Francesa, Nova Caleddnia, llhas Cook
em 2013/2014 e em outras regides do Oceno Pacifico, incluin-
do Ilha de Pascoa (Chile) (6). Em 2015 as infeges por virus Zika
foram identificadas pela primeira vez no Brasil. Atualmente é co-
nhecida a sua presenca em 65 paises, 62 dos quais reportaram
pela primeira vez a evidéncia de transmissao vetorial apds 2015,
nomeadamente nas Américas e Cabo Verde (7).

A maioria (80%) das infecdes por virus Zika é assintomatica.
Quando ha desenvolvimento de quadro clinico este carateriza-
se usualmente por, apés um periodo de incubacéo de trés a 12
dias, ocorréncia de febre ligeira, exantema (predominantemente
maculopapular), cefaleias, artralgias, mialgias, astenia e sufusao
conjuntival.

As infecOes por virus Zika foram associadas a complica-
¢Oes neurolégicas como a sindrome de Guillian-Barré na
Polinésia Francesa em 2014, assim como a casos de micro-
cefalia e outras malformacdes do sistema nervoso central
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em infe¢cdes congénitas no Brasil em 2015 o que levou a Orga-
nizagdo Mundial da Saude a considerar, em fevereiro de 2016,
0s casos de microcefalia e de outros distlrbios neurologicos,
provavelmente associados a Zika, como uma emergéncia inter-
nacional de satde publica (8).

A transmiss@o de virus Zika ocorre, sobretudo, através da
picada de mosquitos do género Aedes. Em 2011 e em 2014
foi descrito, pela primeira vez, o facto, inédito entre arbovi-
rus, da possibilidade de transmissao de Zika por via sexual e
transmiss&o perinatal e congénita (%:10.11), Provaveis trans-
missOes de origem sexual foram posteriormente reportadas
em 11 paises e a transmissao perinatal e congénita foi repor-
tada em 13 paises ou territérios (7).

QOutros virus emergiram no passado com a mesma expressao
que o virus Zika, nomeadamente o virus Dengue (também um
flavivirus), com origem asiatica e distribuido atualmente por
todo o hemisfério sul, e o virus Chikungunya (alfavirus) com
origem africana, j4 conhecido na Asia e introduzido na Amé-
rica Central e do Sul, a partir das Caraibas em dezembro de
2012, sendo actualmente identificados milhares de casos por
ano nessas regices (12,13),

As infecdes por virus Zika, Dengue e Chikungunya partilham o
vetor (mosquitos do género Aedes) e 0s sinais e sintomas de
doenca, partilham agora também uma extensa distribuicdo
geografica, o que torna muito dificil diferenciar clinicamente
os diferentes agentes etioldgicos sem a disponibilizacao do
diagnéstico laboratorial.

O facto de o virus Zika estar associado a ocorréncia de mal-
formagdes congénitas, como a microcefalia, e a sintomas
neuroldgicos, como Guillain-Barré, reforca a necessidade de
diagnosticar laboratorialmente as infegdes por este virus.

O Centro de Estudos de Vetores e Doencas Infeciosas do Insti-
tuto Nacional de Saude Doutor Ricardo Jorge (CEVDI/INSA) no
seu Laboratério Nacional de Referéncia de Virus Transmitidos
por Vetores tem desenvolvido o diagnéstico e estudos epide-
mioldgicos de virus transmitidos por artropodes desde o prin-
cipio dos anos 90. O diagnostico de Zika foi desenvolvido e
padronizado em 2007. O laboratério desenvolveu testes de diag-
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nostico molecular e serolégico tendo identificado varios casos
de importagéo para o territdrio portugués e feito o diagndéstico
diferencial em gravidas e em casos de transmissdo sexual (14).

_Objetivos

Os objetivos deste artigo sao alertar para importancia do diag-
nostico e métodos utilizados no diagnostico laboratorial de in-
fecOes por virus Zika e apresentar a casuistica de infegao por
Zika identificados no CEVDI/INSA de junho de 2015 a junho
de 2016.

_Material e métodos

O virus Zika foi considerado, desde a sua descoberta até 2007,
um virus em que a maioria das infegdes eram assintomaticas
ou com capacidade para desenvolver doenca ligeira e auto-
limitada, nao tendo sido, por isso, desenvolvidos métodos de
diagndéstico comerciais. No entanto alguns laboratérios, como
0 CEVDI/INSA logo em 2007, desenvolveram métodos de diag-
nostico in house.

Diagndstico molecular

A detecao do RNA de virus Zika pode ser realizada, até cinco
dias ap6s o inicio dos sintomas, por métodos de biologia mo-
lecular no sangue, plasma e soro e, do segundo até ao décimo
dia ap6s inicio dos sintomas, na urina.

No CEVDI/INSA o RNA do virus Zika é detetado, apds extracdo
dos acidos nucleicos da amostra clinica, por RT-PCR em tempo
real (15). Nas amostras positivas é posteriormente aplicado um
procedimento de RT-PCR convencional para que os produtos
de amplificacéo sejam purificados e sequenciados (16). A ana-
lise das sequéncias obtidas permite confirmar de forma inequi-
voca o diagnostico e identificar a linhagem da estirpe.

As amostras colhidas para andlise por biologia molecular devem
ser guardadas e transportadas em frio, por periodos de até dois
dias, ou congeladas, por periodos de mais de dois dias, uma
vez que o RNA viral se degrada faciimente.

Um resultado positivo por biologia molecular confirma a sus-
peita clinica.

Um resultado negativo, com suspeita clinica, deve ser avaliado,
sobretudo para as condigdes de transporte da amostra e para
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0 numero de dias apés o inicio dos sintomas em que a colhei-
ta foi feita. Em ambos 0s casos o diagndéstico serolégico, numa
amostra colhida posteriormente (mais de trés dias apos inicio
dos sintomas), pode contribuir para o esclarecimento do caso.

Diagndstico seroldgico

Os anticorpos anti-Zika séo detetaveis normalmente a partir
do terceiro (IgM) e quarto (IgG) dia apds inicio dos sintomas
no soro. Os anticorpos IgM persistem pelo menos durante trés
meses e 0s |gG provavelmente para sempre. As reacoes se-
rolégicas cruzadas entre Zika e outros flavivirus, como, por
exemplo, Dengue e Febre-amarela, sdo conhecidas.

No CEVDI/INSA as amostras de soro sao testadas por IFA in-

house (IgM e 1gG).

Figura 1:

Diagnéstico molecular

Amostra (refrigerada):

5 ml sangue EDTA (até 5 dias apds inicio sintomas)
5 ml urina (até 10 dias apos inicio dos sintomas)
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* RT-PCR convencional (sequenciagao)
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Um resultado negativo por serologia exclui o contacto com Zika
ou outro flavivirus.

Um resultado positivo tem que ser avaliado para outros flavivirus,
com titulacéo da amostra, e/ou analisada uma segunda amostra,
colhida pelo menos com dez dias de intervalo da primeira, para
identificacdo de seroconversdo. E também essencial que seja
conhecido o histérico de vacinas do doente, sobretudo de vaci-
nas de flavivirus, como Febre-amarela, Encefalite Japonesa e
Encefalite Transmitida por Carragas (TBE), que podem interferir
com a interpretagao do resultado seroldgico.

As amostras com pedido de diagnéstico molecular e serol6gico
devem chegar ao laboratério acompanhadas de inquérito que
permite ao laboratoério fazer a avaliagdo dos casos e interpreta-
¢ao do algoritmo do CEVDI/INSA (figura 1).

Algoritmo utilizado no diagnéstico de Zika no Laboratério Nacional de Referéncia de Virus Transmitidos por Vetores (CEVDI/INSA).

Serologia IgM 1gG
Amostra:

5 ml sangue tubo seco ou 2 ml soro

*IFA (INSA)

Positiva Negativa

> 3 dias apos
inicio sintomas?

< 3 dias apoés
inicio sintomas?

Positiva Flavivirus Negativa Pedido nova amostra
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_Resultados

O diagnostico laboratorial de Zika pode ser solicitado ao
CEVDI/INSA como Zika -diagndstico molecular- e como -diag-
nostico serologico- Zika, ou incluido em painel Flavivirus (em
que sdo também testados os anticorpos anti-Dengue, Febre-

amarela, West Nile e TBE), ou incluido em painel Arbovirus (em
que, para além dos Flavivirus, sdo analisados anticorpos anti-

Chikungunya, Toscana, Dhori e Thogoto).

De junho de 2015 a junho 2016 foram enviadas ao laborato-
rio 388 amostras com pedido especifico de diagndstico de
Zika. A maior parte dos pedidos de diagndstico coincidem
temporalmente com a confirmac&o da ocorréncia de infecoes
congénitas assim como da transmissdo por via sexual reali-
zada pela Organizacdo Mundial da Saude (fevereiro) néo se
tratando provavelmente de casos de suspeita de doenga mas
de diagnostico diferencial ou exclusdo de infecao nas gravi-
das (grafico 1).

De junho de 2015 a junho 2016 foram confirmados 17 casos po-
sitivos de infegéo por Zika.

Oito casos positivos (47%) foram confirmados por biologia mo-
lecular, sobretudo na urina. Em trés casos (18%) foi identificada
virdria e anticorpos IgM especificos e, também em trés casos

Grafico 1:
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Quadro 1: 2 Descrigao do niimero de casos confirmados por
método e amostra.
Método o Ar.nost.rg. N.* casos

Sangue (virémia), Urina (viruria), Soro (Ac IgM)  confirmados

Biologia molecular Virémia 0
Virémia e Virdria 2
Virdria 6

Biologia molecular e Serologia | Virémia e Ac IgM 0
Virdria e Ac IgM 3
Virémia e Ac IgM/IgG Flavivirus 0
Virtria e Ac IgM/IgG Flavivirus 3

Serologia Ac IgM com seroconversao 3
Total 17

(18%), foi confirmada virdria e anticorpos anti-flavivirus evi-
denciando infecao anterior, ou coinfecao, por outro flavivirus
(quadro 1).

Em todas as amostras em que o resultado de biologia molecu-
lar foi positivo foi confirmada a linhagem asiatica do virus Zika
como a causa de infegdo.

Evolugéo do numero de pedidos de diagnéstico especifico de Zika em 2016.

== N.° amostras para diagnostico Zika

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Semana

14 16 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25
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Na folha de inquérito, que deve acompanhar a amostra, foi refe-
rido pelos clinicos, nos sinais e sintomas, a febre em 12 casos
(71%) e 0 exantema em 14 (82%). As mialgias e artralgias foram
referidas em nove casos (53%) e a conjuntivite em dois casos
(12%).

A origem geografica dos casos de importagao foi, sobretudo,
Brasil com 13 casos (76%) identificados. Foram também diag-
nosticados trés casos com origem na Coldémbia, Martinica e
Venezuela e um caso autéctone com provavel infecdo por via
sexual.

_Conclusoes

Depois de um periodo de 60 anos em que o virus Zika nao foi
considerado importante clinicamente, ndo tendo sido desen-
volvidas nem aplicadas técnicas de diagndéstico laboratorial
pela maior parte dos laboratérios, tornou-se evidente a neces-
sidade de diagnosticar com certezas a infecdo por virus Zika,
seja pela gravidade da sintomatologia (casos neurolégicos),
pela infecéo perinatal e congénita (casos de microcefalia), pelo
diagnostido diferencial com Dengue e Chikungunya ou para
despiste de transmissado sexual e infecdo na gravida.

No diagnéstico laboratorial tornou-se evidente que um diag-
noéstico molecular positivo confirma um caso. No entanto um
resultado negativo deve ser avaliado ou sujeito a confirmagao
por serologia posteriormente.

Na natureza da amostra a enviar ao laboratério, a urina con-
firma-se como uma amostra importante, uma vez que a virlria
prolonga o periodo de detegdo do virus até pelo menos ao
décimo dia apds inicio dos sintomas, devendo ser sempre en-
viado ao laboratério amostra de sangue em EDTA e urina.

O diagndstico seroldgico é importante na confirmacao de au-
séncia de anticorpos anti-flavivirus (resultado negativo). No
entanto um resultado positivo tem que ser avaliado com nova
amostra e titulagao para outros flavivirus o que, no fim, até
pode nado levar ao um resultado conclusivo.

A colaboracéo entre clinicos e o laboratério de referéncia é
essencial para a identificacdo de novos casos e para o escla-
recimento de diagndstico diferencial e em despiste de infegoes
congénitas por Zika.
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_Em Casa Observamos Saude (ECOS) por telefone e via eletrdnica: resultados

da implementacao da 12 vaga de 2016

‘Em Casa Observamos Satde (ECOS)’ by telephone and web: results from the 2016 first wave implementation

Ausenda Machado, Rita Roquette, Mafalda Sousa-Uva, Ana Paula Rodrigues

ausenda.machado@insa.min-saude.pt

Departamento de Epidemiologia, Instituto Nacional de Saude Doutor Ricardo Jorge, Lisboa, Portugal.

_Resumo

Em 2016 o inquérito ECOS foi implementado, através de entrevista tele-
fonica assistida por computador, a semelhanga de vagas anteriores, e
ainda por via eletrénica. O questionario foi respondido por um elemento
com 18 ou mais anos residente na unidade de alojamento, que prestou
informacao sobre a sua salde e dos restantes elementos do agregado
(por proxy). No total obtiveram-se 803 entrevistas concluidas e uma taxa
de participagdo global de 79,9%. Considerando os contactos realizados
via telefonica, a taxa de participacéo foi de 77,4% e de 26,5% por via
web. Em ambas as vias, a maioria dos respondentes era do sexo femini-
no, encontrando-se a maior frequéncia de respondentes por telefone no
grupo etério 60-69 e via web no grupo 40-49. As taxas de resposta obti-
das em 2016 foram semelhantes as obtidas em outras vagas do ECOS
por via telefénica (aproximadamente 80% vs 79 a 86%), e na via web foi
superior as obtidas em estudos similares. O perfil dos respondentes em
cada uma das vias foi consistente com o observado em estudos que
utilizaram estas metodologias, nomeadamente, uma maior frequéncia
de respondentes do sexo feminino e uma maior adesao a via web dos
grupos etarios mais novos.

_Abstract

In 2016 the ECOS panel was implemented through both telephone
and electronic contact. The information was obtained using computer
assisted telephone and web. The questionnaire was answered by a
household aged 18 or more years living in the house unit, giving infor-
mation on himself and proxy to other household cohabitants. A total
of 803 completed interviews were obtained which corresponds to a
total participation rate of 79.9%. Considering the phone contacts the
participation rate by contact type was 77.4% by phone and 26.5% by
web. For both methods the highest percentages of respondents were
female; the highest frequency of telephone respondents was obtained
in the 60-69 age groups and by web in the 40-49 years individuals.
Response rates obtained by telephone in 2016 are comparable to
those obtained in other ECOS waves (80% vs 79-86%) and the rates
via web were higher than those obtained in similar studies. The profile
of respondents was consistent with that observed in studies using
these methods, including increased frequency of female respondents
and greater adherence to the web via the younger age groups.

_Introdugéo

O painel ECOS (Em Casa Observamos Saude) é um instrumen-
to de observagao criado com o objetivo de obter dados e indi-
cadores sobre saude, com eficacia e rapidez, através de uma
amostra de Unidades de Alojamentos (UA) de Portugal conti-
nental, com telefone da rede fixa (desde 1998) e da rede mo-
vel (desde 2010) (). A aplicagéo de questionarios a este painel
permitiu obter estimativas, para a populagao portuguesa resi-
dente no Continente, de indicadores de saude como cobertu-
ra da vacina antigripal (), prevaléncia de doenca cronica (3 4),
cuidados preventivos (5, entre outros.

Tradicionalmente, o recrutamento e recolha de dados era efe-
tuada por via telefone, assistida por computador (CATI). No
contexto de inquéritos de saude, existem outras opcoes, no-
meadamente, entrevista pessoal, inquérito por via postal e in-
quérito por via web. Na primeira vaga de inquiricao do painel
ECOS em 2016 pretendeu-se avaliar a exequibilidade de for-
mas alternativas de inquiricao. Assim, selecionou-se além da
via classica por telefone (que permite obter as melhores taxas
de resposta) também a via web que permite otimizar o tempo
de execucéo e o custo (6).

_Objetivos

O presente artigo tem como objetivos: i) avaliar a exequibilida-
de da aplicagao de um questionario por via web e telefone ao
painel ECOS, através do calculo de indicadores de execucao,
nomeadamente, taxas de resposta e taxas de recusa; ii) des-
crever e analisar o perfil demografico dos respondentes por
tipo de via de implementacéao do questionario.
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_Material e métodos

Para dar resposta aos objetivos, utilizou-se o painel constitui-
do em setembro de 2013, composto atualmente por 1005 UA e
2724 individuos. Seguindo o procedimento habitual de contac-
to com o painel ECOS (1), foi elaborada e enviada uma carta
convite aos participantes, referindo que se iria realizar um novo
questionario. Este contacto foi ainda efetuado por via web para
0s participantes com endereco de e-mail disponivel.

A informacao relevante foi recolhida por via telefone, por en-
trevista direta ou por proxy, com apoio de um computador
(Computer Assisted Telephone Interview) e ainda por via web.
O questionario foi respondido por um elemento com 18 ou
mais anos residente na UA, que foi convidado a responder
ao questionario, prestando informagao sobre si e sobre 0s
restantes elementos do agregado. Em ambas as vias, a intro-
ducao de dados foi realizada utilizando o software REDCap
(Research Electronic Data Capture).

O questionério era composto por 25 perguntas (acrescentando
mais uma pergunta no questionario via web para aferir o res-
pondente). Foi disponibilizada ao entrevistador/respondente
parte da informagao recolhida no recrutamento inicial /ou nas
vagas ECOS anteriores, nomeadamente informacdo demogra-
fica e doencgas cronicas.

Pela via telefonica, o questionario foi aplicado por entrevista-
dores (colaboradores do Departamento de Epidemiologia do
Instituto Ricardo Jorge voluntarios). Os entrevistadores tive-
ram formacéao especifica no questionario a aplicar com indi-
cacao de definicOes e esclarecimentos para cada questao.

Pela via web, o questionario foi enviado para o e-mail de cada
individuo, tendo-se realizado um reforco de contacto 2 sema-
nas apos o primeiro envio.

A validagéo da base de dados foi feita para cada variavel atra-
vés da identificacdo de valores ndo possiveis bem como por
identificacdo de incongruéncias. Estas incongruéncias foram
validadas com o entrevistador e/ou com 0s entrevistados, atra-
vés de novo contacto telefénico.

A taxa de resposta foi calculada dividindo-se o nimero de UA
que responderam a pelo menos uma pergunta do questiona-
rio pelo total de UA inicial (n=1005). De igual forma, a taxa de
recusa foi obtida considerando no numerador o total de recu-
sas pelo total de UA no painel.

A comparacao entre 0s respondentes por via telefonica e via
web foi realizada através do teste de Qui-Quadrado com um
nivel de significancia de 5%.

_Resultados

O trabalho de campo decorreu entre 15 de margo e 9 de maio
de 2016. As UA que nao responderam por via web, foram ain-
da contactadas por telefone, apds 0 ndo sucesso de um 2°
reenvio/lembrete por e-mail.

No total obtiveram-se 690 entrevistas concluidas por telefone
e 118 por e-mail, 0 que corresponde a uma taxa de participa-
¢éo total de 79,9% - 77,4% por telefone e 26,5% por via web
(tabela 1). A taxa de recusa foi de 3,9%, sendo o principal mo-
tivo apontado para a ndo participagao “ndo ter interesse”.

Tabela 1: [ Distribui¢do das Unidades de Alojamento contactadas por resultado do contacto.
Contactos efetuados n® UA %
Contactos telefénicos ndo conseguidos 116 1,5
Contactos telefénicos conseguidos 776 77,2
Entrevistas concluidas 690
Entrevistas ndo concluidas (inclui recusa, agendamento néao 86
concretizado e mudanga do agregado)
Contactos via web com sucesso (questionarios concluidos) 113 1,2
Total de entrevistas concluidas (telefone e web) 803 79,9
Total de Unidades de Alojamento do painel ECOS 1005 100,0
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Comparando os respondentes por via te-
lefone com via web, verifica-se que sao
maioritariamente do sexo feminino em am-
bos os tipos de questionario (tabela 2). O
grupo etario predominante nos responden-
tes por telefone ¢ o dos 60 aos 69 anos,
enguanto nos respondentes da web é o
dos 40-49 anos. Destaque-se que no gru-
po dos 80-90 anos ndo existiam enderegos
de e-mail disponiveis.

A distribui¢ao das respostas verifica-se ho-
mogénea pelas regides, mantendo o padrao
da amostra inicial, estratificada pelas cinco
regides e com distribuicdo homogénea. Sa-
lienta-se uma maior adeséo a resposta via
web na NUT de Lisboa, comparativamente
as restantes NUT Il (figura 1).

Tabela 2: [] caraterizagdo demogréfica dos respondentes por tipo de inquérito.

Total Telefone Web
s/inf n % n % n % prralie
Sexo 0,6% 798 689 109 0,26
Masculino 35,6 34,8 40,4
Femnio | 644 | 52 | 596 |
Grupoetario  06% | 798 | | I 09 || 0,001
20-29 2,4 2,0 4,6
I R s 06 || 29 |
a0 80 | 68 | 7
Csos0 2 26 | | 2o |
60-69 24,2 251 18,3
00w 9o | 55
Cs00 N T 00
Regio - e g3 || e I || 044
Norte 19,3 19,4 18,6
Ccento 202 | 208 95
Lisboa 20,8 19,7 27,4
Alentejo 20,8 21,2 18,6
Algarve 18,9 19,4 15,9

Figura 1: [ Distribuicdo das Unidades de Alojamento que responderam ao questiondrio por telefone e via web, por tipo de questionério

e NUTS 11 (2002).

0/ Questionario

por telefone

Respondentes (%)
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[ 16,0-19,7
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via web
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_Conclusoes

A taxa de resposta global foi cerca de 80%, valor comparavel
com o obtido em vagas anteriores do painel ECOS (7:8).

No que respeita, especificamente, a adeséo a resposta ao
questionario via web, a taxa de resposta foi inferior a obtida
por via telefone. Contudo, comparando com estudos similares
esta taxa (26%) foi superior.

No perfil demogréfico dos respondentes, verificou-se que
foram maioritariamente individuos do sexo feminino em ambas
as vias de aplicacdo do questionario (telefone e web) que parti-
ciparam, tendo-se registado diferengas nos grupos etarios. Em
concreto, verificou-se maior adesdo ao questionario via web
pelos grupos mais jovens, enquanto 0S grupos mais idosos
responderam preferencialmente pela via telefonica.

Considerando os custos de implementacao de um questionario
via telefone, e a maior adesdo dos grupos populacionais mais
jovens as novas tecnologias de contacto, a adogao de modelos
mistos de vias de aplicagdo de questionarios (telefone e via
web) é algo a ponderar num painel como o ECOS. Contudo,
saliente-se que devera ser realizada investigacéo futura que
permita avaliar os potenciais viés de selecao e informagao en-
volvidos neste tipo de metodologia mista.
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_A gripe em Portugal: analise preliminar da atividade gripal na época 2015/2016
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Patricia Conde’, Pedro Pechirra’, Paula Cristévéo’,
Raquel Guiomar’

raquel.guiomar@insa.min-saude.pt

Inés Costa’, Ausenda Machado?, Ana Paula Rodrigues?, Baltazar Nunes?,

(1) Laboratdrio Nacional de Referéncia para o Virus da Gripe e outros Virus Respiratorios. Departamento de Doencas Infeciosas, (2) Departamento de Epidemiologia,

Instituto Nacional de Portugal Doutor Ricardo Jorge, Lisboa, Portugal.

_Resumo

Este estudo pretende divulgar a analise preliminar dos dados da atividade
gripal em Portugal na época de 2015/2016 (setembro de 2015 a junho de
2016). Segundo o Programa Nacional de Vigilancia da Gripe (PNVG) a ativi-
dade gripal foi considerada de baixa intensidade, tendo ocorrido o periodo
epidémico entre as semanas 1/2016 e 9/2016. O valor maximo de incidén-
cia foi observado na semana 3/2016 (59,4 casos por 100 000 habitantes).
O virus da gripe foi detetado em 40,7% (449/1.104) dos casos de sindro-
ma gripal (SG) estudados. O virus da gripe do subtipo A(H1)pdmO9 foi de-
tetado em 90,4% (406/449) dos casos de gripe. O virus A(H1)pdmQ9 foi o
mais frequente em todos os grupos etarios, sendo a percentagem mais
elevada no grupo etario 65 ou mais anos (97,4%). O virus da gripe do tipo
B (linhagem Victoria) foi detetado com maior frequéncia nas criangas entre
0s 5 e 0s 14 anos de idade (14,3%). Todos os virus da gripe A(H1)pdm09
isolados e caraterizados antigenicamente foram semelhantes a estirpe va-
cinal A/California/7/2009, contemplada na vacina antigripal do Hemisfério
Norte 2015/2016. Os virus da gripe do tipo B (linhagem Victoria) carateri-
zados foram antigénicamente diferentes da estirpe contemplada na vacina
antigripal do Hemisfério Norte 2015-2016. Foi detetado em circulagéo o
virus do subtipo A(H3), semelhante a estirpe selecionada para a composi-
¢éo da vacina antigripal da época de 2016/2017 (A/Hong Kong/4801/2014).
Os virus da gripe A(H1)pdm09 que predominaram em circulagdo em Portu-
gal durante a época de 2015/2016 foram antigenicamente semelhantes a
estirpe que integrou a vacina antigripal para 0 mesmo inverno.

_Abstract

This study aims to disseminate the preliminary data analysis of influen-
za activity in Portugal, in 2015/2016 season (September 2015 to June
2016). According to data obtained by the National Influenza Surveillance
Programme (PNVG), influenza activity was low. The epidemic period oc-
curred between week 1/2016 and 9/2016. The maximum Influenza-like ill-
ness (ILI) incidence rate was observed in week 3/2015 (59.4 cases per 100
000 inhabitants). Influenza virus was detected in 40.7% of ILI cases. Influ-
enza A(H1)pdmO9 virus was predominant during all season, was found in
90.4% of influenza cases. Influenza A(H1)pdm09 was detected in all age
groups, reaching the highest proportion in patients above 65 years of age
(97.4%). Influenza B viruses (Victoria lineage) was more frequent in the age
group 5-14 years (14.3%). All isolated and characterized A(H1)pdmO09 vi-
ruses were antigenically similar to the strain A/California/7/2009, included
in the influenza vaccine in 2015/2016 (Northern hemisphere). The majori-
ty influenza B viruses are dissimilar from the strain included in flu vaccine
for the northern hemisphere in 2015/2016. Few A(H3) viruses were detect-
ed in circulation, some were similar to the next winter influenza vaccine
strain (A/Hong Kong/4801/2014). Predominant A(H1)pdm09 viruses circu-
lating during 2015/2016 season were antigenically similar to the selected
vaccine strain for the same winter.

_Introdugéo

O Programa Nacional de Vigilancia da Gripe (PNVG) assegura a
vigilancia epidemiolégica da gripe em Portugal, integrando as
componentes de vigilancia clinica e laboratorial. A componente
clinica integra a Rede de Médicos-Sentinela e possibilita a
determinacdo semanal das taxas de incidéncia de sindroma
gripal (SG), permitindo descrever a intensidade e evolugao da
epidemia na populacao portuguesa. A componente laboratorial
tem por base a identificagc@o e caraterizagdo das estirpes do
virus da gripe em circulacdo em cada inverno.

Na componente laboratorial colaboram a Rede de Médicos-

Sentinela, a Rede de Servigos de Urgéncia e 0os médicos do
projeto EuroEVA, através do envio de amostras respiratorias
para a pesquisa do virus influenza, constituindo desta forma
um indicador do inicio da circulagao do virus da gripe em cada
época. A Rede Portuguesa de Laboratoérios para o Diagnésti-
co da Infecéo pelo Virus da Gripe (RPLDG) realiza a pesquisa
laboratorial e contribui decisivamente para a caraterizagao
antigénica e genética do virus da gripe, em particular nas situ-
acoes de infecao respiratoria detetadas a nivel hospitalar.

O PNVG tem igualmente intervencdo no diagnostico de casos
suspeitos de infecao por virus da gripe de origem animal e com
potencial pandémico.

_Objetivo

Divulgacao da analise preliminar dos dados da atividade gripal
em Portugal na época de 2015/2016 (setembro de 2015 a junho
de 2016).
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_Material e métodos

Na época 2015/2016 foram notificados 1329 casos de SG, de
acordo com a definigdo do European Centre for Disease Pre-
vention and Control (ECDC) (1). As notificagdes, efetuadas pela
Rede dos Médicos-Sentinela, permitiram o calculo das taxas de
incidéncia semanais de SG. O Laboratério Nacional de Referén-
cia para o Virus da Gripe e outros Virus Respiratérios (LNRVG)
recebeu 1104 exsudados nasofaringeos para a pesquisa do vi-
rus da gripe: 387 provenientes da Rede Médicos-Sentinela e do
projeto EuroEVA e 717 dos Servicos de Urgéncia e Obstetricia.
O diagnostico laboratorial do virus da gripe pela metodologia
RT-PCR em tempo real (2:3) permitiu a identificagdo dos virus
do tipo A (subtipos H1pdm09 e H3) e do tipo B (linhagens Ya-
magata e Victoria) em circulacdo. Virus da gripe detetados em
casos de SG provenientes do PNVG e da RPLDG foram isola-
dos em linha celular MDCK/ MDCK:-siat1. Foi efetuada a carate-
rizacao antigénica por reagao da inibicao da hemaglutinagao e
a caraterizagao genética por sequenciacéo da regido codifican-
te da subunidade HA1 do gene da hemaglutinina.

_Resultados
Vigilancia clinica e laboratorial da gripe

Na época 2015/2016, a atividade gripal foi considerada de
baixa intensidade, tendo-se observado um maior nimero de
notificagées entre os meses de janeiro e margo. A semelhan-
ca da época anterior (4), o periodo epidémico ocorreu entre
as semanas 1/2016 e 9/2016. O valor maximo de incidéncia
verificou-se na semana 3/2016, 59,4 casos de SG por 100.000
habitantes (grafico 1).

No periodo em estudo, o virus da gripe foi detetado em 40,7%
(n=449/1.104) dos casos de SG analisados (grafico 2). Em
90,4% (n=406) dos casos de gripe foi detetado o virus da gripe
do subtipo A(H1)pdm09, em 7,8% (n=35) o virus do tipo B
(linhagem Victoria), em 1,3% (n=6) o subtipo A(H3) e em 0,4%
(n=2) o virus do tipo B (linhagem Yamagata) (grafico 2).

Gréfico 1: [ Distribuicdo semanal dos virus da gripe detetados por RT-PCR em tempo-real, na época 2015/2016.
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Grafico 2: [ Diagnéstico laboratorial da gripe nos casos de SG na época de 2015/2016.
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A frequéncia de casos de gripe mais elevada foi observada em
criangas até aos 4 anos (50, 0%;14/28), seguida dos adolescen-
tes e jovens adultos dos 15 aos 44 anos (43,6%;226/518).

Em todos os grupos etarios o virus de gripe A(H1)pdm09 foi o
mais frequente. Contudo, a percentagem mais elevada foi no

grupo etario 65 ou mais anos (97,4%) (grafico 3). Os casos de
infecdo pelo virus da gripe do tipo B (linhagem Victoria) foram
observados principalmente no grupo etéario entre 0s 5 e 0s 14
anos (14,3%). Verificou-se a detegao esporadica do virus de
gripe A(H3) em individuos com idades compreendidas entre
0s 5 e 0s 64 anos (grafico 3).

Grafico 3: [ Casos de gripe por grupo etario na época de 2015/2016.
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Foram excluidos da analise 20 casos, por falta de informagao sobre a idade.
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Caraterizagdo das estirpes do virus da gripe

Na época 2015/2016 (até a semana 22/2016) foram analisa-
dos antigenicamente 210 estirpes do virus da gripe [186
A(H1)pdm09, 20 B/Victoria, 3 A(H3) e 1 B/Yamagata]. Foi efe-
tuada a analise genética a 139 estirpes [108 A(H1)pdm09, 17
B/Victoria, 10 A(H3) e 4 B/Yamagata].

Todas as 186 estirpes do virus da gripe A(H1)pdmO09 isoladas
e caraterizadas antigenicamente foram semelhantes a estirpe
vacinal A/California/7/2009, contemplada na vacina antigripal
do Hemisfério Norte 2015/2016 (5). As 108 estirpes virais cara-
terizadas geneticamente pertenciam ao grupo genético 6B re-
presentado pela estirpe A/South Africa/3626/2013, das quais
88 apresentaram as carateristicas do novo subgrupo 6B.1.

A maioria dos virus da gripe do tipo B pertenciam a linhagem
Victoria e sdo diferentes da estirpe contemplada na vacina anti-
gripal do Hemisfério Norte 2015-2016 (linhagem Yamagata) (5).
Contudo, os 17 virus caraterizados geneticamente, pertenciam
ao grupo genético 1A, representado pela estirpe de referéncia
B/Brisbane/60/2008, que serd contemplada na vacina antigri-
pal da proxima época 2016/2017 (6). Os virus B da linhagem Ya-
magata pertenciam ao grupo genético 3, sendo semelhantes a
estirpe B/Phuket/3073/2013, contemplada na atual vacina anti-
gripal do Hemisfério Norte 2015/2016 (9),

Uma das trés estirpes do virus da gripe A(H3) isoladas e cara-
terizadas antigenicamente revelou-se semelhante a estirpe sele-
cionada para a composi¢ao da vacina antigripal de 2016/2017
(A/Hong Kong/4801/2014). Dos 10 virus da gripe A(H3) sequen-
ciados, 8 pertenciam ao grupo genético 3C.2a representado pela
estirpe A/Hong Kong/4801/2014 e 2 ao grupo genético 3C.3a
representado pela estirpe A/Switzerland/9715293/2013, contem-
plada na vacina antigripal do Hemisfério Norte 2015/2016 (5).

_Discusséo e conclusdes

Durante o inverno 2015/2016, a atividade gripal foi de baixa in-
tensidade, tendo o periodo epidémico uma duragao semelhante
a época anterior. O virus da gripe A(H1)pdm09 foi predominante,
contudo verificou-se a cocirculacdo do tipo B/Victoria especial-
mente no final da época. Foram também detetados casos espo-

radicos do virus da gripe A(H3) e do virus B/Yamagata. O virus
A(H1)pdm09 foi detetado em todos os grupos etarios, sendo
mais frequente nas criangas até aos 4 anos de idade. Por sua
vez, foi nas criancas dos 5 aos14 anos, que o virus de gripe tipo
B/Victoria foi maioritariamente detetado.

Os virus A(H1)pdmQ9 foram semelhantes a estirpe vacinal da
época 2015/2016 (7). Os virus do tipo B e do subtipo A(H3) cir-
culantes mostraram diferencas relativamente as estirpes vaci-
nais da época 2015/2016. A maioria dos virus detetados em
2015/2016 foram semelhantes as estirpes recomendadas para
a vacina da préxima época gripal 2016/2017 (6). Apesar deste
facto, a constante mutacdo do virus da gripe, obriga que em
cada inverno, se proceda a monitorizagdo das carateristicas
antigénicas e genéticas das estirpes virais em circulagéo.
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_Resumo

O projeto EuroEVA pretende obter estimativas da efetividade da vacina
antigripal (EV), para a populagao geral e para o grupo-alvo para o qual é re-
comendada. Os resultados apresentados correspondem a sua implemen-
tacdo na época 2015/2016. Utilizou-se um delineamento caso-controlo
teste negativo, onde o0s casos, individuos com sindrome gripal (SG) e com
diagnéstico laboratorial positivo para o virus da gripe, foram comparados
com 0s controlos, individuos com SG e diagnéstico laboratorial negativo
para o virus da gripe. Os participantes foram selecionados entre os doen-
tes com SG observados em consulta de cuidados de saude primarios. Foi
recolhida informacéo clinica e epidemioldgica e um exsudado da nasofarin-
ge para diagndstico laboratorial. A EV foi estimada através de 1- odd ratio
de estar vacinado nos casos vs. controlos, ajustado para a idade, presenca
de doenca crénica, nimero de consultas com médico de familia (MF) nos
Ultimos 12 meses, nimero de coabitantes, nivel de escolaridade, sexo e
més de inicio de sintomas. Entre as semanas 48/2015 e 17/2016, foram re-
crutados 310 individuos com SG sendo que, ap6s exclusao de 26 individu-
0S por ndo cumprirem os critérios de inclusao, foram incluidos 124 casos
e 186 controlos. De entre os casos, 89,5% eram positivos para o virus da
gripe do subtipo A(H1) pdm09 e 8,9% para o tipo B/Victoria. Relativamente
a vacina antigripal, a cobertura era de 10,5% nos casos e 23,7% nos con-
trolos. Apos ajustamento, a EV em 2015/2016 foi de 56,1% (IC95%: 3,5%;
80,0%) e 65,8% (IC95%:12,5%; 86,7 %), respetivamente na populagao geral
e no grupo-alvo para a vacinagao antigripal. Estes resultados sugerem
que a vacina antigripal nesta época conferiu uma protecao moderada. As
estimativas da EV estdo em linha com resultados publicados por outros
paises europeus.

_Abstract

The EuroEVA study aimed to estimate the 2015-16 end of season influenza
vaccine effectiveness for all population and for the influenza vaccination
target group. The presented results resulted from implementation of the
study during 2015/2016 season. A case-control test negative design was
used where cases (laboratory confirmed influenza-positive patients) were
compared to controls (laboratory influenza-negative ILI patients). Partici-
pants were recruited among ILI patients observed on a GP consultation.
Clinical, epidemiological and data and nasopharyngeal swab was col-
lected VE was estimated as one minus the odds ratio of being vaccinated
in cases versus controls. VE was adjusted for age, chronic disease, GP
consultations last 12 months, cohabitants, educational group, sex and

onset month. Between weeks 48/2015 and 17/2016, 310 ILI patients were
recruited. After excluding 26 individuals, 124 were cases and 186 controls.
Among all cases, 89.56% were positive for A(H1) pdm09 subtype and 8.9%
for B/Victoria type. Vaccine coverage was of 10,5% for cases and 23.7% for
controls. After adjusting for confounders, 2015/2016 VE was 56.1% (95%ClI.
3.5%, 80,0%) e 65.8% (95%CI:12.5%; 86.7.5%), for general population and
target group, respectively. These results suggest that 2015-16 seasonal
influenza vaccine conferred moderated protection. VE estimated are in ac-
cordance with published results from other European countries.

_Introdugéo e objetivo

O projeto EuroEVA (Efetividade da Vacina da Gripe na Europal),
componente portuguesa do estudo europeu multicéntrico
[-MOVE (Monitoring vaccine effectiveness during influenza se-
asons and pandemics in Europe)(!), tem por objetivo obter
estimativas da efetividade da vacina antigripal sazonal e pan-
démica durante e apds a época de gripe. Desde a época de
2008/2009, Portugal, juntamente com outros paises europeus,
tem vindo a implementar um protocolo comum, utilizando um
desenho de estudo caso-controlo teste negativo. Os resultados
apresentados referem-se a época 2015/2016 e destinam-se a
reportar a estimativa da efetividade da vacina antigripal sazonal
na populacéo em geral e no grupo-alvo (individuos com 65 ou
mais anos de idade, gravidas, doentes cronicos, profissionais
de salde e cuidadores) para o qual a vacina é recomendada.

_Material e métodos

Foi utilizado um delineamento caso-controlo teste negativo,
onde doentes com sindrome gripal (SG), com resultado labo-
ratorial positivo para o virus da gripe sdo comparados com
controlos, i.e., doentes com SG com resultado laboratorial
negativo para o virus da gripe.
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Os individuos com SG, de acordo com a definicdo do European
Centre for Disease Prevention and Control (ECDC) (2), foram
selecionados de entre doentes com sinais e sintomas de SG
numa consulta com um médico de familia (MF) do Servico Na-
cional de Saude. Foram incluidos no estudo todos os doentes
com SG e com 60 ou mais anos, e apenas 2 casos por semana
de utentes com menos do que 60 anos (cada MF tem um dia
da semana para iniciar o recrutamento de casos, selecionando
a partir do dia estabelecido 0s 2 primeiros casos que acorram
a sua consulta). Foram considerados como vacinados 0s
doentes com SG que receberam uma dose da vacina antigripal
trivalente 2015/2016, pelo menos 14 dias antes do inicio dos
sintomas (3.

Ainformagao relevante (sociodemografica, carateristicas clinicas
do SG, estado vacinal e potenciais fatores de confundimento)
foi obtida através de um questionario. O diagndstico laboratorial
foi efetuado nos exsudados da nasofaringe pela metodologia de
PCR multiplex em tempo real, permitindo a detecao e identifica-
¢éo dos tipos e subtipos/linhagens do virus da gripe.

A efetividade da vacina (EV) antigripal foi estimada através de
EV=1-OR, sendo OR 0 odds-ratio de estar vacinado nos casos

vs controlos ajustado para fatores de confundimento. Foram
incluidos como fatores de confundimento aqueles que alteraram
0 odds-ratio bruto em pelo menos 10% apds ajustamento pelo
método de Mantel Haenszel. O ajustamento final foi obtido por
regressao logistica ndo condicional.

_Resultados

Na época de 2015/2016, aceitaram participar no projeto
EuroEVA, 84 MF, dos quais 51 reportaram doentes com SG, cor-
respondendo a uma taxa de participag@o de 60,7% (figura 1).
Durante o periodo de estudo, da semana 48/2015 a semana
17/2016, foram selecionados 336 doentes com SG (grafico 1).
Apds exclusdo de 26 casos, por nao cumprirem com 0s crité-
rios de incluséo, foram incluidos na andlise 310 doentes com SG
(186 casos e 124 controlos). De entre os casos, 89,5% eram do
subtipo A(H1)pdm2009, 8,9% eram positivos para o virus do tipo
B/Victoria e os restantes para o tipo A(H3). A cobertura da vacina
(GV) nos controlos foi de 23,7% e estatisticamente diferente da
CV nos casos (10,5%). Resultados semelhantes foram obtidos no
grupo-alvo da vacinacéo, sendo a GV nos controlos (42,6%) mais
elevada que a correspondente cobertura nos casos (CV casos=
20,0%).

Figura 1: [ Distribui¢do de médicos de familia recrutados no EuroEVA na época 2015/2016.
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Gréafico 1: [ Distribuigdo semanal de casos e controlos e incidéncia de sindroma gripal na época 2015/2016.
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Comparando casos e controlos observaram-se diferencas esta-
tisticamente significativas no que diz respeito, ao tempo entre
inicio de sintomas e colheita, ao sexo, a toma da vacina antigripal
na época anterior, a presenca de doenca cronica relevante para
vacinagao antigripal e ao numero de consultas com o MF nos Ul-
timos 12 meses. A estimativa ajustada, para efeito de confundi-
mento, da EV foi de 56,1% (IC 95%: 3,5% a 80,0%) considerando
toda a amostra. No grupo-alvo da vacinagao, a EV ajustada au-
menta para 65,8% (IC 95%: 12,5% a 86,7%), sendo que ambas
as estimativas apresentaram significado estatistico (tabela 1).

Tabela 1: [] Efetividade da vacina antigripal sazonal 2015/2016 contra
casos de gripe (estimativa bruta e ajustada), total e no
grupo-alvo da vacinag&o.

Bruta Ajustada*
Populacéo
EV 1C95% EV 1C95%
Total 62,2 24,1; 82,2 56,1 3,5; 80,0
Grupo-alvo 63,3 13,6; 86,5 65,8 12,5; 86,7

* Grupo etério, presenga de doenca crénica, nimero de consultas com MF nos Gltimos
12m, numero de coabitantes, nivel de escolaridade, sexo e més de inicio de sintomas.

Incidéncia de SG (Rede Médicos-Sentinela)

_Conclusodes

Em Portugal o periodo epidémico ocorreu entre as semanas
1/2016 e 9/2016 tendo-se verificado uma atividade gripal de
intensidade baixa. O virus da gripe do subtipo A(H1)pdm09 foi
o predominante na época de 2015/2016. Com menor frequén-
cia foi também detetado o virus da gripe B/Victoria, especial-
mente no final da época.

A EV antigripal ajustada para confundimento no grupo-alvo
(65,8%) foi ligeiramente superior em relacdo a estimada na
populagdo em geral (56,1%), resultados, estes, que indicam
que a vacina antigripal nesta época conferiu uma protecéo
moderada.

As estimativas EuroEVA estdo em linha com os resultados
intermédios publicados pelo Reino Unido (49,1% contra
A(H1)pdm09)(4) e pelo grupo I-MOVE relativamente & anali-
se de 10 paises europeus (46,3% contra o virus de gripe em
geral) (5).
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_Resumo

O Histoplasma capsulatum é o agente etiolégico da histoplasmose, apre-
senta duas variedades com carateristicas epidemioldgicas diferentes var.
capsulatum e var. duboisii endémicas no continente americano e no conti-
nente africano, respetivamente. Nas Ultimas décadas tém sido descritos
casos de histoplasmose na Europa e em paises asiaticos como a China,
onde esta infegdo ndo é considerada endémica. A facilidade de movimenta-
cao das populacdes tem contribuido para alterar o padréo epidemiolégico
desta infegao. Este trabalho tem como objetivo analisar o nimero de casos
registados em Portugal e chamar a atengdo para a importancia de melhor
se conhecer a epidemiologia desta infe¢do no nosso pais. A histoplasmose
néo é uma doenca de declaragao obrigatdria, os casos de histoplasmose
existentes resultam de diagndsticos clinicos observados no ambito dos in-
ternamentos hospitalares. O nimero médio de episodios de internamento
hospitalar referenciados nos Base de dados de Grupos de Diagnostico Ho-
mogéneo durante o periodo de 2009 a 2014 foi de 23 episddios/ano. No
mesmo periodo foram descritos na literatura dez casos de Histoplasmose
em Portugal, tratando-se sobretudo de apresentagdes clinicas de interesse
cientifico em que algumas se referem a casos com periodo de laténcia de
40 anos apds exposi¢ao. Apesar de ser considerada uma doenca rara na
Europa, clinicos e microbiologistas devem estar em alerta e aumentar o seu
conhecimento sobre a patogenicidade, os métodos de diagndstico diferen-
cial, o tratamento e a evolugdo do padréo epidemiolégico desta e de outras
infegoes fungicas.

_Abstract

Histoplasma capsulatum is the etiologic agent of histoplasmosis; it has two
varieties with different epidemiological features: var. capsulatum and var.
duboisii, endemic in America and Africa, respectively. In the last decades,
several cases of histoplasmosis have been reported in European and Asian
countries like China, where this infection is not considered endemic. The
continuous flow of populations around the world has contributed to the
change the epidemiological pattern of this infection. This work aims to an-
alyze the number of cases registered in Portugal and raise attention to the
importance of a better understanding of the epidemiology of this infection
in our country. Histoplasmosis is not a notifiable disease and therefore, the
existing cases of histoplasmosis in our country result of clinical diagnosis
in the context of hospital admissions. The average number of hospitaliza-
tion episodes referenced in the Homogeneous Diagnostic Group Database
during the period 2009-2014 was of 23 episodes/year. In the same period,
ten cases of histoplasmosis were published. These publications are most-
ly clinical presentations of scientific interest, some of which describe histo-
plasmosis cases with a latent period of 40 years after exposure. Although
considered as a rare disease in Europe, physicians and clinical microbiol-

ogists should be aware of this infection. An increased knowledge on the
pathogenicity, methods of differential diagnosis, and treatment is, there-
fore, mandatory to understand the evolution of the epidemiological pattern
of this and other fungal infections.

_Introdugéo

O Histoplasma capsulatum é o agente etioldgico da histoplas-
mose, um fungo que exibe dimorfismo térmico, ou seja, no
meio ambiente (temperatura de 15-20°C) apresenta a forma fi-
lamentosa e a temperatura do corpo humano (37°C) apresenta
a forma de levedura.

Esta espécie tem duas variedades com carateristicas epidemio-
l6gicas diferentes, Histoplasma capsulatum var. capsulatum e
Histoplasma capsulatum var. duboisii.

Histoplasma capsulatum esta amplamente distribuido no conti-
nente americano, sendo mais prevalente em paises como a Ve-
nezuela, Equador, Brasil, Paraguai, Uruguai e Argentina (). Nos
paises onde é endémico, a variedade capsulatum tem como re-
servatério natural o solo e dejetos de morcegos e aves (2).

A infegdo ocorre sobretudo por inalagdo de esporos em locais
contaminados por Histoplasma (2), dando origem a um quadro
assintomatico ou a manifestacdes clinicas moderadas ou
graves, semelhantes a pneumonia ou outras infecdes respiratd-
rias (3). Na maioria das situacdes, a cura é espontanea, sendo
as formas mais graves da infegdo consideradas raras nos indi-
viduos imunocompetentes. De facto, nos individuos imunocom-
prometidos, nomeadamente doentes com infecao pelo virus
da imunodeficiéncia humana (VIH), a manifestacao sintomatica,
aguda e disseminada, da doenga é mais frequente, constituindo
um grupo de risco acrescido para esta infecéo fungica ().
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Histoplasma capsulatum variedade duboisii tem como reserva-
tério natural o solo. E uma espécie endémica no continente afri-
cano, sendo a prevaléncia mais elevada na Africa subsariana,
no Mali, Chade, Nigéria, Republica Democratica do Congo e
Gana ). 0 modo de transmissdo ainda é pouco conhecido,
mas a maioria dos casos tem sido associado a transmissao
direta apds traumatismo. As infecdes sdo habitualmente loca-
lizadas, afetando sobretudo a pele, tecidos subcutaneos ou
0sseos. A disseminagao é rara, mas pode ocorrer principalmen-
te em individuos infetados pelo VIH (5). A infecéo por esta espé-
cie apresenta um grande periodo de laténcia, estando descritos
casos de infecao muitos anos apds exposicao (6,

O método laboratorial considerado “gold standard” para a con-
firmacao da infec@o por Histoplama é a cultura de amostras
biologicas (7). A sensibilidade do método cultural como teste
de diagnostico é fortemente influenciada pelo tempo de incuba-
cao e pelos meios de cultura utilizados. Esta recomendado um
periodo de incubagdo nunca inferior a trés semanas (©) e a uti-
lizagdo conjunta do meio de Sabouraud dextrose com outros
meios mais ricos, tais como BHI (Brain Heart Infusion), gelose
de sangue ou de chocolate.

©INSA, 2016

As culturas positivas devem ser manuseadas em camara de
seguranga biolégica, de acordo com o estabelecido para orga-
nismos BSL3. A identificagdo deve ser realizada com base na
observacdo das carateristicas fenotipicas: fase leveduriforme
(37°C) apresenta leveduras de pequenas dimensdes (2-4 pm)
com gemulagao Unica de base estreita (var. capsulatum= e leve-
duras de grandes dimensdes (8-15 um) com gemulacéo Unica de
base estreita (var. duboisii) (figura 1). A fase filamentosa (27°C)
¢ idéntica em ambas as variedades e apresenta filamentos finos
septados, hialinos e esporos de grandes dimensdes (6-15 um)
com parede irregular ornamentada com projecdes (morfologia
tipica do Histoplasma) (figura 2). E importante ressalvar que a

Figura 1: [ Leveduras de Histoplasma capsulatum var. duboisii -
Exame direto a fresco de bidpsia da amigdala (400X).

©INSA, 2016
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confirmacao da identificacdo requer a comprovagao do dimor-
fismo térmico, ou seja a converséo da fase leveduriformes para
a fase filamentosa. Este processo é muitas vezes moroso ou
ineficaz, pelo que a identificacao por métodos moleculares por
sequenciacdo de genes conservados do genoma € a técnica
preferencialmente utilizada.

Para além dos métodos culturais que comprovam infecao (),
o diagndstico pode ser realizado por exame histolégico com
recurso a coloragdes especificas para fungos, tais como Gro-
cott-Gomori methenamine-silver stain, Periodic Acid-Schiff
(PAS), para observacao de leveduras de pequenas dimensdes,
que podem ser intracelulares, no caso das infecoes pelo H.
capsulatum var. capsulatum, e para observagao de leveduras
de grandes dimensdes, com gémula Unica de base estreita,
no caso de Histoplasma capsulatum var. duboisii.

Os biomarcadores, nomeadamente a pesquisa de anticorpos
por técnicas de aglutinacdo/imunodifusao, apesar de néo com-
provarem infecéo (7), podem ser utilizados para o diagnéstico
da histoplasmose variedade capsulatum, para a qual apresen-
tam uma sensibilidade de 99% (1),

A pesquisa de antigénio na urina demonstrou ser Util para o
diagnéstico da histoplasmose, no entanto estdo descritos
resultados falsos positivos em doentes com outras infegdes
(paracoccidiose, blastomicose), quando estas sdo também
endémicas na mesma regido geogréfica (3). Os métodos mo-
leculares para a detegéo de Histoplasma nédo estédo comercia-
lizados em Portugal. No entanto, tém demonstrado ser uma
metodologia de eleicdo para o diagndstico desta e outras
micoses (9).

Nas Ultimas década tém sido descritos casos de histoplasmose
na Europa (10.11) ¢ em paises asiaticos como a China, onde esta
infegdo ndo é considerada endémica (12). A facilidade de movi-
mentagdo das populacdes tem contribuido em muito para alte-
rar 0 padréo epidemiolégico desta e outras infecdes. De facto,
micoses endémicas como a histoplasmose, cocidiomicose e
penicilliose marnefeii, ttm vindo a emergir como uma ameaga
grave para a salde da populagdo viajante e migrante (13,14),
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Portugal é um dos paises da Europa com uma taxa elevada
de imigrantes provenientes da América do Sul, sobretudo do
Brasil, e do continente africano. A guerra colonial e a indepen-
déncia das colonias portuguesas em Africa expuseram muitos
portugueses a estes fungos endémicos, estando descritos
alguns casos de infecdo que se manifestaram 40 anos apos
exposicao (615). De acordo com o sistema de vigilancia epide-
miologica da infec@o VIH/SIDA foram registados oito casos de
histoplasmose em doentes VIH entre 1983 e 2015 (16). Nao
sendo a histoplasmose uma doenca de declaracéo obrigatoria
em Portugal, os casos existentes resultam de diagnosticos cli-
nicos observados no dmbito dos internamentos hospitalares.

_Objetivos

Este trabalho tem como objetivo analisar o nimero de casos
de Histoplasmose registados em Portugal e chamar a atencao
para a importancia de melhor se conhecer a epidemiologia
desta infecdo no nosso pals.

_Material e métodos

Para a pesquisa de casos de histoplasmose em Portugal foi
feito um levantamento bibliografico exaustivo, com recurso a
base de dados PubMed (U.S. National Library of Medicine,
NLM) e ao portal portugués B-on (Biblioteca do Conhecimento
Online). Foram utilizados os seguintes termos de pesqui-
sa: histoplasmose;

histoplasma-Portugal; epidemiologia-

histoplasmose-Portugal; portuguese-histoplasmosis.

Foi igualmente consultada a base de dados do sistema de vi-
gilancia epidemiologica da infegao VIH/SIDA relativamente as
infecOes por Histoplasma capsulatum, bem como os dados
provenientes da rede laboratorial do Instituto Nacional de
Saude Doutor Ricardo Jorge (INSA) no dmbito da vigilancia la-
boratorial de infegdes invasivas e subcutaneas (IFls).

Foi ainda consultada a Base de dados de Grupos de Diagndsti-
co Homogeéneo (GDH), disponibilizada pela Administracao Cen-
tral do Sistema de Saude, sobre 0s episodios de internamento
hospitalar do Sistema Nacional de Saude (SNS), durante o peri-
odo de 2009 a 2014.
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_Resultados

Apds pesquisa bibliografica, reuniram-se todos os dados publi-
cados na literatura cientifica relativos a histoplasmose em Portu-
gal, cujos resultados se encontram sistematizados no quadro 1.

O nuimero médio de episddios de internamento hospitalar refe-
renciados nos GDH durante o periodo de 2009 a 2015 foi de 23
episodios/ano com nimero maximo de episodios registados
em 2012 (n=33) e niUmero minimo em 2014 (n=16) (tabela 1).

_Discusséo

De acordo com os recursos de informagao utilizados foram
descritos na literatura 10 casos de Histoplasmose entre 2009
e 2015, sendo a maioria diagnosticados na regiao de Lisboa e
Vale do Tejo. Cinco casos correspondem a variedade africana
(H. capsulatum duboisii) e os restantes a variedade america-
na (H. capsulatum capsulatum). As publicacdes encontradas
sao sobretudo apresentacdes clinicas de interesse cientifico
em que algumas se referem a casos com periodo de laténcia

Quadro 1: [ Casos de histoplasmose em Portugal descritos na literatura entre 2009 e 2015.
Ano gl Espécie variedade Tipo infegao Patologia base Naturalgade Fonte/referéncia
2009 Lisboa H. capsulatum duboisii Localizada nenhum Guiné-Bissau Vieira R (20)
Can |t Hoopsustom capsulatum | Dissemnaga | V| S
2012 Setubal H. capsulatum capsulatum Disseminada Transplantado renal Portugal Outerelo C (19)
2012 Lisboa H. capsulatum capsulatum Disseminada HIV Brasil Carvalho D (23)
2013 Lisboa H. capsulatum duboisii Localizada HIV Portugal Toscano C (6
2013 | Combra | M capsulatumcapsulatum | Localizada | Doonie dehemodialse | Portugal | werquesn @)
2014 Setubal H. capsulatum capsulatum Disseminada Transplantado renal Portugal Cardoso P (17)
2014 Paris, Franca H. capsulatum duboisii Localizada nenhum Portugal Richaud C (15)
2015 Lisboa H. capsulatum duboisii Localizada Doenga hepética Portugal Lopes MJ @1
2015 Coimbra H. capsulatum duboisii Localizada néo referido Guiné-Bissau INSA IFI 15
Tabela 1: £2 Episddios de internamento hospitalar com diagndstico de histoplasmose registados no GDH entre 2009 e 2014.
Ano Norte Centro LVT Alentejo Algarve Acores Indeterminada  Total de episodios
2009 8 2 18 2 2 1 0 33
2010 7 3 5 1 1 0 1 18
oo o s s o o | o o 2
2012 4 3 14 1 1 0 0 23
2013 5 5 12 0 0 0 1 23
2014 6 3 7 0 0 0 0 16

23



Observacoes_ Boletim Epidemiolégico

‘ , o_Nacional de Satde
Doutor Ricardo Jorge

de 40 anos apés exposicao em Africa. Ndo sendo a histoplas-
mose uma doenca de declaragdo obrigatéria em Portugal, os
episddios de internamento registados nos GDH dao informa-
cao apenas sobre as situacdes graves da doenca, resultante
de infecOes primarias ou de comorbilidade. Apesar dos GDH
registarem episddios de internamento e ndo doentes e de exis-
tir alguma heterogeneidade na codificacdo dos mesmos entre
hospitais, podemos assumir que o nimero de episédios de in-
ternamento em Portugal se tem mantido constante entre 2009
e 2015, observando um ligeiro decréscimo ao longo dos anos.

Tratando-se de uma doenca que apresenta na maioria das
vezes um quadro clinico semelhante a outras infecoes respira-
torias, a interpretacao do ndmero de casos de histoplasmose
notificados deve ter em atencao a possibilidade de subdiag-
nostico desta infegao fungica. Por outro lado, sendo a cultura
0 método de diagnostico mais frequentemente utilizado nas di-
ferentes unidades hospitalares, pode dar origem a resultados
falsos negativos, possivelmente devido ao ndo cumprimento
do tempo de incubagao recomendado. Outros métodos de
diagnostico, tais como a pesquisa de anticorpos ou de antigé-
nio, bem como a detegao por métodos moleculares, nao séo
ainda utilizados na maioria das unidades hospitalares, sendo
necessario o envio, para laboratérios de referéncia. Acresce
que, a pouca formacao em Micologia dada aos profissionais de
salde nas diferentes especialidades tem sido também aponta-
da como um dos motivos para o0 subdiagndstico desta e de
outras infecdes fungicas. De acordo com os Ultimos dados pu-
blicados pelo European Confederation on Medical Mycology
Working Group, foram apenas declarados 118 casos de histo-
plasmose na Europa entre 1995 e 1999 (1), sugerindo uma
possivel subnotificacdo ou subdiagndstico.

_Conclusao

Com o aumento da mobilidade intercontinental das populacdes
aumenta também o nimero de individuos em risco para a infe-
cao por fungos endémicos em alguns paises do globo. Assim,
e apesar de ser considerada uma doenca rara na Europa, a
suspeita clinica e consequente diagndstico da histoplasmose
comeca a ser mais frequente pelo que devem ser desenvolvidos
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sistemas de monitorizagdo e vigilancia desta infegéo. Clinicos
e microbiologistas devem estar em alerta e aumentar o seu co-
nhecimento sobre a patogenicidade, os métodos de diagndstico
diferencial, o tratamento e a evolucéo do padrao epidemioldgico
desta e de outras infecdes fungicas.

Agradecimentos:

Os autores agradecem a Doutora Cristina Furtado pelas sugestoes
e revis@o cientifica do artigo e ao Doutor Carlos Dias e a Dra. Rita
Roquette, do Departamento de Epidemiologia do INSA, pelo apura-
mento dos dados relativos aos internamentos hospitalares dos GDH.

Referéncias bibliograficas:

(1) Guimarades AJ, Nosanchuk JD, Zancopé-Oliveira RM. Diagnosis of histoplasmosis.
Braz J Microbiol. 2006;37(1):1-13. www.ncbi.nIm.nih.gov/pmc/articles/PMC2863343/

(2) Bonifaz A, Vazquez-Gonzélez D, Perusquia-Ortiz AM. Endemic systemic mycoses:
coccidioidomycosis, histoplasmosis, paracoccidioidomycosis and blastomycosis.

J Dtsch Dermatol Ges. 2011;9(9):705-14.

(3) Kauffman CA. Histoplasmosis: a clinical and laboratory update. Clin Microbiol Rev.
2007;20(1):115-32. Review. www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC1797635/

(4) Loulergue P, Bastides F, Baudouin V, et al. Literature review and case histories of
Histoplasma capsulatum var. duboisii infections in HIV-infected patients. Emerg Infect
Dis. 2007 Nov;13(11):1647-52. www.ncbi.nIm.nih.gov/pmc/articles/PMC3375808/

(5) Antinori S. Histoplasma capsulatum: more widespread than previously thought. Am J
Trop Med Hyg. 2014;90(6):982-3. www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4047757/

(6) Toscano V, Batista J, Carvalho R, et al. Imported african histoplasmosis by Histoplasma
capsulatum var. duboisii in na HIV-2 infected patient. 6th Trends in Medical Mycology,
Copenhaga, 2013. Poster. http:/repositorio.insa.pt//handle/10400.18/1813

(7) De Pauw B, Walsh TJ, Donnelly JP, et al.; European Organization for Research and

Treatment of Cancer/Invasive Fungal Infections Cooperative Group; National Institute

of Allergy and Infectious Diseases Mycoses Study Group (EORTC/MSG) Consensus

Group. Revised definitions of invasive fungal disease from the European Organization

for Research and Treatment of Cancer/ Invasive Fungal Infections. Cooperative

Group and the National Institute of Allergy and Infectious Diseases Mycoses Study

Group (EORTC/MSG) Consensus Group. Clin Infect Dis. 2008;46(12):1813-21.

www.ncbi.nim.nih.gov/pmc/articles/PMC2671227/

Clinical and Laboratory Standards Institute. M54-A - Principles and procedures for

detection of Fungi in clinical specimens: direct examination and culture (Approved

Guideline, Oct. 2012).

Buitrago MJ, Bernal-Martinez L, Castelli MV, et al. Performance of panfungal--and

specific-PCR-based procedures for etiological diagnosis of invasive fungal diseases

on tissue biopsy specimens with proven infection: a 7-year retrospective analysis from

a reference laboratory. J Clin Microbiol. 2014;52(5):1737-40.

www.ncbi.nim.nih.gov/pmc/articles/PMC3993636/

(10) Warnock DW, Dupont B, Kauffman CA, et al. Imported mycoses in Europe. Med
Mycol.1998;36(Suppl 1):87-94.

(11) Ashbee HR, Evans EG, Viviani MA, et al.; ECMM Working Group on Histoplasmosis.
Histoplasmosis in Europe: report on an epidemiological survey from the European
Confederation of Medical Mycology Working Group. Med Mycol. 2008;46(1):57-65.

(12) Wang Y, Pan B, Wu J, et al. Detection and Phylogenetic Characterization of a
Case of Histoplasma capsulatum Infection in Mainland China. Am J Trop Med Hyg.
2014;90(6):1180-3. www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4047751/

(13) Panackal AA, Hajieh RA, Cetron MS, et al. Fungal infections among returning travelers.
Clin Infect Dis. 2002;35(9):1088-95. http://cid.oxfordjournals.org/content/35/9/1088.long

)

©




( , nsttuto_Nacional de Saude Observagbes_ Boletim Epidemiolégico

Doutor Ricardo Jorge

artigos breves_ n. 5

Instituto Nacional de Satde Doutor Ricardo Jorge, IP

(14) Fujio J, Nishimura K, Miyaji M. Epidemiological survey of the imported mycoses in Japan.
Nihon Ishinkin Gakkai Zasshi. 1999;40(2):103-9.
www.jstage.jst.go.jp/article/jmm1990/40/2/40_2_103/_pdf

(15) Richaud C, Chandesris M-O, Lanternier F, et al. Imported African Histoplasmosis in an
Immunocompetent Patient 40 Years after Staying in a Disease-Endemic Area. Am J Trop
Med Hyg. 2014;91(5):1011-4. www.ncbi.nIm.nih.gov/pmc/articles/PMC4228866/

(16) Instituto Nacional de Satde Doutor Ricardo Jorge. Infecao por VIH/SIDA em Portugal:
situacdo a 31 de dezembro de 2014. Lisboa: INSA, 2015. (Documento SIDA; 146).
http://repositorio.insa.pt//handle/10400.18/2448

(17) Figueiredo, PC, Pinto-Marques P, Freitas J. Histoplasmose disseminada: apresentacao
endoscopica. J Port Gastrenterol. 2014; 21(4): 167-8.
http://dx.doi.org/10.1016/}.jpg.2013.11.005

(18) Borges-Costa J, Marques T, Sacramento-Marques M, et al. Progressive disseminated
histoplasmosis as a presentation of AIDS in a patient from the Congo: the role of skin
biopsy, 2011. Trop Doct. 2011;41(4):251-2.

(19) Outerelo C, Nortadas R, Gouveia R, et al. Gastrointestinal presentation of disseminated
histoplasmosis a transplant recipient. Port J Nephrol Hypert. 2012;26(3): 213-6.
www.scielo.mec.pt/pdf/nep/v26n3/v26n3a05.pdf

(20) Vieira R, Botelho MM, Lima C, et al. Intra-abdominal abscess: a clinical manifestation of
african histoplasmosis. J Mycol Med. 2009;19(2):134-7.

(21) Lopes MJ, Batista J, Trigo D, et al. Histoplasmose africana: apresentagao atipica 40
anos apos exposicao. 14° Encontro Nacional de Atualizagdo em infeciologia, Porto,
2015. Poster

(22) Marques N, Lebre A, Marques F, et al. Isolated oral histoplasmosis presenting as Fever of
unknown origin in a Portuguese hemodialysis patient. Mycopathologia.2013;176(1-2):89-93.

(28) Carvalho D. Histoplasmosis not only a Tropical Disease. Circulo de Conferencias de
Microbiologia, HSM, Lisboa, 2012. Apresentagéo oral.

25



Observag6es_ Boletim Epidemiolégico

* Seg 2 400 4

gt OF 2 K | !; g

> EPTY 2

‘ ’ nstiuto_Nacional de Satide
Doutor Ricardo Jorge

| __ _Alimentagéo e Nutricéo

_Caraterizacao in vitro dos efeitos toxicos da patulina na integridade do epitélio intestinal
e potenciais efeitos protetores da cisteina
In vitro characterization of patulin toxic effects on intestinal epithelial integrity and potential cysteine protective effects
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_Resumo

A mucosa intestinal é a primeira barreira bioldgica encontrada pelas mico-
toxinas presentes nos alimentos, sendo a patulina, uma micotoxina produ-
zida por fungos do género Penicillium spp., uma preocupagao particular
atendendo a que a exposigao humana a esta micotoxina pode conduzir a
efeitos imunologicos, neuroldgicos e gastrointestinais. Considerando estes
efeitos para a saude, o presente estudo tem como objetivos a avaliagdo do
efeito toxico da exposicéo intestinal a patulina, bem como a determinagéo
do potencial efeito protetor da coadministragdo de patulina e cisteina na
membrana intestinal, utilizando para o efeito células Caco-2. A integridade
da membrana intestinal foi determinada pela medigao da resisténcia elétri-
ca transepitelial (TEER). Os resultados evidenciaram um decréscimo acen-
tuado nos valores de TEER apds 24 horas de exposi¢ao celular a 95 uM de
patulina. Para as concentragoes mais reduzidas verificou-se uma redugao
maxima inferior a 25% apo6s 24 horas de exposi¢do. A coadministracéo de
patulina (95 puM) e cisteina (40 pM) revelou um decréscimo nos valores de
TEER. O tratamento com cisteina em concentragdes superiores (400 uM)
revelou efeito protetor da membrana intestinal, tendo em conta os valores
de TEER. Estes resultados contribuem para uma avaliagao do risco mais
precisa associada a exposicao a contaminantes alimentares.

_Abstract

The intestinal mucosa is the first biological barrier encountered by my-
cotoxins potentially present in foods. Patulin, a mycotoxin produced by
fungi of genera Penicillium, constitutes an especial concern consider-
ing the immunological, neurological and gastrointestinal effects resulting
from human exposure. The present work aims to evaluate the intestinal
membrane toxic effects occurring after exposure to patulin and the po-
tential protective effects of co-administration of cysteine, using Caco-2
cells. The membrane integrity was determined by evaluation of transep-
ithelial electrical resistance (TEER). Results showed a marked decrease
of TEER values after 24 hours of exposure to 95 uM of patulin. For lower
concentrations, a TEER reduction below 25% after 24 hours of exposure
was verified. Co-administration of patulin (95 uM) and cysteine (40 uM)
revealed a TEER decrease. For higher cysteine concentrations (2400 uM),
a protective effect of the intestinal membrane was verified. These results
contribute to a more accurate food contaminants risk assessment.

_Introdugéo

O trato gastrointestinal constitui uma importante barreira que
separa o interior do corpo humano do ambiente externo, es-
tando diretamente envolvido no metabolismo e transporte de
substancias endégenas e exdgenas (). A mucosa intestinal é a
primeira barreira bioldgica encontrada pelas toxinas presentes
na dieta, podendo assim ser exposta a teores elevados destes
contaminantes presentes nos alimentos, nomeadamente, as
micotoxinas (2:3). As micotoxinas sdo metabolitos secunda-
rios toxicos de baixo peso molecular produzidos por fungos
e representam uma preocupacgao crescente no dominio da
saude publica. Esta preocupacao deve-se essencialmente a
toxicidade crénica associada a estes compostos (4). O trato
gastrointestinal € a via mais frequente para a exposi¢ao a con-
taminantes alimentares, sendo que os efeitos das micotoxinas
na integridade da barreira intestinal dever@o ser bem conhe-
cidos e caraterizados. Apesar das centenas de compostos ja
identificados, as micotoxinas que se consideram de maior im-
portancia para a salde publica sdo as aflatoxinas, ocratoxina
A, patulina, fumonisinas, zearalenona e o grupo dos tricotece-
nos (5),

A patulina, uma micotoxina produzida por fungos do género
Penicillium spp. durante o processo de deterioracdo da fruta,
representa uma preocupacgao particular uma vez que a expo-
sicdo humana a esta micotoxina pode resultar em toxicidade
aguda ou cronica, descrevendo-se como potenciais efeitos de
exposicao os efeitos imunoldgicos, neurologicos e gastrointes-
tinais (). Considerando estes efeitos para a satde, afigura-
se de maior importancia um completo entendimento do efeito
desta micotoxina na estrutura e fungcéo da mucosa intestinal.
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A utilizac@o de metodologias in vitro que permitam uma melhor
compreensao do comportamento dos contaminantes alimenta-
res no trato gastrointestinal tem despertado um interesse cres-
cente nos ultimos anos. Neste sentido, a utilizagéo de culturas
de células, nomeadamente células Caco-2, permite uma aproxi-
macgao ao ambiente do epitélio intestinal humano, constituindo
uma ferramenta importante para o estudo dos efeitos da expo-
sicao intestinal a micotoxinas, nomeadamente a patulina (6),

A prevengao e/ou redugao dos efeitos adversos causados
pelas micotoxinas quer nos animais quer para o Homem re-
presenta também um assunto de importancia crucial, dado
0 potencial impacte que podera representar para a protecao
da salde humana.

_Objetivos

O presente estudo tem como objetivos a avaliagao do efeito
toxico da exposicao intestinal a patulina, bem como a determi-
nacdo do potencial efeito protetor da coadministracdo de
patulina e cisteina na membrana intestinal.

_Material e métodos

Os efeitos da exposicdo a patulina e os potenciais efeitos prote-
tores da coadministracdo de patulina e cisteina foram aferidos
pela caraterizagdo dos seus efeitos in vitro na integridade da
membrana intestinal, utilizando para o efeito células Caco-2,
uma linha celular que constitui um dos modelos celulares in vitro
mais utilizados para o estudo dos efeitos intestinais de contami-
nantes quimicos. Estas células foram adquiridas a American
Tissue Culture Collection (ATCC) e mantidas em crescimento
em atmosfera de 5% diéxido de carbono a 37°C. As condi¢des
para diferenciagdo das células, desenvolvimento da monoca-
mada de células intestinais Caco-2 e ensaio da integridade
da membrana foram realizados de acordo com as condigcdes
descritas por Brand e colaboradores, 2010 (7). Por forma a
obter uma monocamada de células intestinais diferenciadas
(apresentando polos apical e basolateral) as células foram culti-
vadas em placas de 12 pocos de policarbonato com inserts
(Costar, Corning®) com 0,4 um de poro. Os ensaios para deter-
minacgado da integridade da membrana intestinal foram efetuados
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apo6s 18 a 21 dias de cultura, por forma a garantir a correta dife-
renciacdo das células e a obtengdo de monocamada.

A integridade da membrana apds exposicéo a patulina foi de-
terminada pela medigao da resisténcia elétrica transepitelial
(TEER) utilizando para o efeito o equipamento Millicell® ERS
Voltohmmeter e testando trés concentragdes crescentes de
patulina diferentes: 25 nM (concentragé@o proxima da exposicao
real humana através da ingestao de alimentos consumidos na
Europa, segundo Majerus e Kapp, 2002) (8), 40 uM e 95 uM. A
TEER foi avaliada as 0, 1, 2, 3, 6 e 24 horas exposi¢cdo. Nos en-
saios de coadministracao, adicionaram-se trés concentragdes
de cisteina (VWR, Portugal) (40, 400 e 4000 puM) para a mais
elevada concentragao de patulina testada (95 pM).

_Resultados e discussédo

Os resultados evidenciaram um decréscimo acentuado (80%)
nos valores de TEER ap6s 24 horas de exposi¢cao celular a
95 uM de patulina, sendo que este decréscimo se iniciou apds
1 hora de exposicdo. Para as concentrac6es mais reduzidas
(25 nM e 40 uM) verificou-se uma reducdo méaxima inferior
a 25% apos 24 horas de exposicdo, conforme expressa a
grafico 1. Estes resultados revelam-se concordantes com
0s estudos realizados por alguns autores, sugerindo que a
patulina altera a fungao da barreira do epitélio intestinal, no-
meadamente através da alteragao das tigh junctions, apesar
deste fenémeno néo estar ainda totalmente esclarecido (9-11).

A coadministracdo de patulina (95 pM) e cisteina (40 pM)
revelou um decréscimo nos valores de TEER, contrastando
de forma estatisticamente significativa, com os resultados ob-
tidos aguando do tratamento com cisteina em concentragéo
igual ou superior a 400 uM, nos quais ndo se observaram alte-
racdes nos valores de TEER (grafico 2). Melo e colaboradores,
2012 (12) gstudaram in vivo os potenciais efeitos protetores da
N-acetilcisteina na degradacdo do ADN dos 6rgaos de rato
apés exposicao intraperitoneal a patulina, tendo verificado um
efeito protetor dos danos oxidativos motivados por esta toxina,
e concordantes com o que foi obtido no presente estudo.
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Gréfico 1: [ Efeito da exposigdo da monocamada de células Caco-2 a diferentes concentragdes de patulina ao longo de

24 horas: 25 nM (n =2), 40 uyM (n = 3) e 95 pM (n = 4).
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Os resultados representam a variagdo na resisténcia elétrica transepitelial (TEER) relativamente ao controlo (patulina, 0 uM) apés 24 horas de exposi¢do

e correspondem a média das percentagens de TEER + DP (desvio padréo).

Gréfico 2: [ Efeito da coadministragé@o de patulina (95 pM) e cisteina na resisténcia elétrica transepitelial (TEER) da
monocamada de células Caco-2 a diferentes concentragdes de cisteina ao longo de 24 horas: 40 pM (n = 2),

400 pM (n = 2) e 4000 uM (n = 2).
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Os valores representam a variagdo na TEER relativamente ao controlo (patulina, 0 uM) apds 24 horas de exposigao.
Os resultados apresentam a média dos valores de percentagem (do controlo) de TEER + DP (desvio padréo).

95 UM PAT + 40 M CYST
95 UM PAT + 400 M CYST
95 uM PAT + 4000 pM CYST

95 UM PAT

A significancia estatistica foi avaliada pelo teste Wilcoxon signed rank test, comparando os resultados das diferentes concentragdes de cisteina

e evidenciando p <0,05 para as concentragdes de 400 uM e 4000 uM.
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_Conclusoes

O presente estudo sugere que a exposi¢ao das células Caco-2
a patulina reduz a integridade da barreira da monocamada
epitelial do intestino, o que podera ser minimizado com a
co-administracdo de 400 ou 4000 pM de cisteina.

A utilizacdo de células Caco-2 revela-se assim muito util na
avaliagao dos possiveis efeitos da exposicéo a patulina, nomea-
damente no estudo dos mecanismos de agdo decorrentes da
exposi¢ao do intestino a contaminantes alimentares. Estes re-
sultados disponibilizam uma abordagem preliminar ao processo
de absorc¢ao e transporte que ocorre apds o processo de diges-
tado de alimentos contaminados com micotoxinas, contribuindo
para uma avaliagdo do risco mais precisa associada a exposi-
¢ao a contaminantes alimentares.
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_Quantificacao de iodo em alimentos consumidos em Portugal: resultados preliminares
lodine quantification in food consumed in Portugal: preliminary results
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_Resumo

O iodo é um oligoelemento indispensavel para a sintese das hormonas da
tiroide. A alimentacéo é a maior fonte natural de iodo. Assim, o principal
objetivo deste trabalho foi a determinagao de iodo em alimentos como con-
sumidos e representativos da dieta portuguesa. A metodologia escolhida
para a quantificagao deste nutriente foi a espectrometria de massa acopla-
da ao plasma indutivo (ICP-MS). Analisaram-se seis grupos de alimentos:
peixes, mariscos e bivalves, leite e derivados, vegetais, fruta e refeicoes
compostas. Os grupos do pescado (peixe, marisco e bivalves) foram os
que apresentaram concentracdes de iodo mais elevados, com um valor
médio de 114 pg/100g. Os laticinios s@o também uma fonte importante
para suprir o0 aporte diario de iodo (150 pg/dia) apresentado valores médios
de 22 pg/100g. Os resultados permitem concluir que em Portugal uma ali-
mentagao rica em pescado e lacticinios supre a dose diaria recomendada
de iodo para um adulto saudavel.

_Abstract

lodine is an essential trace element for the synthesis of thyroid hor-
mones. Food is the largest natural source of iodine. Therefore, the main
objective of this work was the determination of iodine in foods as con-
sumed and representative of the Portuguese diet. The methodology
selected for the quantification of this nutrient was inductively coupled
plasma mass spectrometry (ICP-MS). Six groups of food were analyzed:
fish, seafood and shellfish, dairy products, vegetables, fruit and meals.
Seafood groups (fish, shellfish and bivalves) showed the highest con-
centrations of iodine, with an average of 114 ug/100g. Dairy products
are also a major source to supply the daily intake of iodine (150 ug/day)
presented average values of 22 ug/100g. The results show that in Por-
tugal a diet rich in fish and dairy products supplies the recommended
daily intake of iodine for a healthy adult.

_Introdugéo

O iodo é um elemento vestigial essencial na dieta humana e
animal, com uma importancia nutricional bem estabelecida. E
indispensavel para a sintese das hormonas da tiroide, tiroxina
e trilodotironina, cujo principal papel esta relacionado com o
crescimento e desenvolvimento dos 6rgaos, em particular do

cérebro. A fonte natural de iodo séo os alimentos. A deficiéncia
cronica de iodo pode levar a distUrbios que incluem alteragdes
cognitivas com diminui¢ao das capacidades de aprendizagem,
bécio, mortalidade infantil e hipotiroidismo (1),

Na Europa, de acordo com as recentes publicacdes da OMS e
do projeto EURRECA, mais de metade da populacao sofre de
insuficiéncia moderada de iodo e em um tergo da populacédo
mundial, gestantes, criancas e adultos saudéveis nao gestan-
tes é observada caréncia iodada (2:3). Em Portugal, estudos
recentes mostraram deficiéncias de iodo significativas em mu-
lheres gravidas e um aporte inadequado em mais de 50% das
criancas portuguesas, com especial incidéncia nos Acores e
Madeira (4). Deste modo, desde 2013 que a Diregéo-Geral da
Saude recomenda a suplementacdo de gravidas com iodeto
de potassio e a Diregao-Geral da Educagao introduziu sal io-
dado nas cantinas escolares (5.6),

_Objetivos

Este trabalho teve como objetivo principal a caraterizacdo do
teor de iodo em alimentos representativos da dieta portugue-
sa. Compreendeu ainda o estabelecimento de procedimentos
analiticos robustos por ICP-MS, em condigdes de reproduti-
bilidade para realizagcdo de medicdes rastreaveis as unidades
do Sistema Internacional.

_Materiais e métodos

A recolha dos alimentos para andlise seguiu um plano de amos-
tragem, representativo da dieta portuguesa, delineado no pro-
jeto Total Diet Study Exposure. O plano incluiu seis grupos de
alimentos: peixes, mariscos e bivalves, leite e derivados, vege-
tais, fruta e refeicdes compostas. Os 480 alimentos recolhidos
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foram analisados, como consumidos, em 40 pools, cada uma
constituida por 12 alimentos idénticos.

O teor de iodo foi determinado por espectrometria de massa
com plasma indutivo acoplado (ICP-MS) tendo como referéncia
a Norma EN 15111:2007 (7). Os resultados foram obtidos em
triplicado em condicdes de garantia da qualidade suportados
pelos requisitos descritos na Norma NP EN ISO/IEC 17025:2005
(8). O teor de iodo foi expresso em pg de iodo por 100g de ali-
mento, seguindo as recomendacdes do EuroFIR (European Food
Information Resource), sobre modos de expressao dos nutrien-
tes nas bases de dados de composicao de alimentos.

_Resultados e discussao

No grafico 1 sdo apresentados exemplos dos teores de iodo
obtidos em diferentes grupos de alimentos. Os resultados de
iodo obtidos para os grupos sao, de um modo geral diferentes.
Os dados foram sequenciados por ordem decrescente da sua
concentragao em Marisco/Bivalves > Peixe > Laticinios > Re-
feicdes > Vegetais > Frutas.
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O pescado, compreendendo todos 0s alimentos provenientes
do mar, € o grupo mais rico em iodo, variando entre um
maximo de 114 ug/100g (mariscos e bivalves) e um minimo de
32 pg/100g (peixe). Entre os alimentos estudados, no grupo
dos laticinios, constatou-se semelhanca entre o teor de iodo
no leite (16+1 pg/100g) e no iogurte (18+0,2 pug/100g). As re-
feicOes a base de pescado apresentaram teores médios de
iodo de 10 pg/100g, um valor muito inferior ao observado no
primeiro grupo, devido provavelmente ao baixo teor de iodo
no arroz e batata, ingredientes que compdem para além do
peixe, estas refeicoes. A concentragdo de iodo nos produtos
agroalimentares (vegetais e frutas) é proxima do limite de
quantificacdo do método, refletindo provavelmente a escas-
sez de iodo nos solos e as praticas de cultivo.

Considerando que, para um adulto a dose diaria recomen-
dada (DDR) de iodo é de 150 pg por dia e tendo em conta as
porcdes de 100 g ou 100 ml de alimento calculou-se a con-
tribuicdo de cada grupo para a Dose Diaria Recomendada, 0s
resultados s&o apresentados no grafico 2.

Grafico 1: [ Teor de iodo em alimentos portugueses expressos pela média e Grafico 2: [ Contribuigao de cada grupo de alimentos
desvio padréo (n=3). portugueses para o aporte diério de iodo,
em adultos.
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Como se pode observar pela anélise do grafico, o pescado é
a maior fonte de iodo, seguida pelos laticinios. Os grupos da
fruta e dos vegetais ndo foram considerados relevantes para
o calculo do aporte de iodo, por 0 seu valor ser proximo do
limite de quantificag@o do método.

_Conclusdes

O método analitico reportado neste trabalho, evidencia a impor-
tancia de determinar quantidades de iodo na ordem dos ppb.
O desempenho do ICP-MS é por isso adequado para avaliar o
teor de iodo num leque bastante largo de alimentos.

Quantificar iodo em alimentos como consumidos, permite esti-
mar 0 seu aporte diario, com dados reais revelando-se muito
atil por ndo existirem, na literatura cientifica tabelas com dados
de retencéo de iodo em alimentos quando cozinhados.

O pescado analisado é uma boa fonte de iodo enquanto os latici-
nios e as refeicdes compostas a base de peixe contribuem para
assegurar uma percentagem relevante da dose diaria de iodo.
Assim, os dados ainda que preliminares, permitem concluir que
uma alimentacao rica em peixe e laticinios supre a dose diaria
adequada (150 pg/dia) para adultos saudaveis, ndo gestantes.
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_Resumo

Os esterois desempenham um papel fundamental nos processos fisio-
l6gicos de praticamente todos os organismos vivos. O esterol mais
abundante nos seres humanos é o colesterol, o qual desempenha uma
multiplicidade de fungdes desde a estrutural & sinalizagdo. A extracéo e
analise de esterdis no plasma é complexa devido a sua insolubilidade,
sequestragao dentro das lipoprotefnas e a grande diferenga entre cada
tipo de esterol. Os autores apresentam a casuistica referentes a anélise
de 13 esterdis e fitosterdis em plasma e liquido amnidtico.

_Abstract

Sterols play essential roles in the physiological processes of virtually all
living organisms. In Man, the most abundant sterol is cholesterol, which
has a myriad of functions in biology, ranging from structural to signal-
ing. The extraction and analysis of sterols in human plasma present a
unique challenge due to their virtual insolubility, sequestration within li-
poproteins, and dramatic differences in the levels of individual sterols.
We present our positive results of the analysis of 13 sterols and phyto-
sterols from human plasma and amniotic fluid in a single GC-MS run.

_Introdugéo

O colesterol é o principal lipido encontrado nas células de ma-
miferos (). Para além de desempenhar um papel estrutural
nas membranas celulares e na bainha de mielina é também um
precursor de varios compostos tais como acidos biliares, oxies-
terdis, neuroesterois, glucocorticoides, mineralocorticoides e
hormonas sexuais (testosterona e estrogénio). O colesterol en-
contra-se igualmente envolvido no ciclo celular, na sinalizagao
durante o desenvolvimento embrionario e, devido a variedade
de funcdes biologicas atribuidas ao colesterol, a sua deplegao
durante a gravidez provoca consequéncias graves no desenvol-
vimento fetal (2:3),

Na literatura, diferentes estudos tém demonstrado que vérias
sindromes malformativas humanas sdo devidas a mutagcdes
genéticas que envolvem enzimas da biossintese do coleste-
rol e sdo caraterizadas pela acumulacdo de niveis anormais
de esterdis nos fluidos bioldgicos e tecidos, nomeadamente:
sindrome de Smith-Lemli-Opitz; desmosterolose; sindrome de
Conradi-Hiinermann-Happle (Condrodisplasia puntacta tipo 2
dominante ligada ao X) e latosterolose. Outras Doencas Here-
ditarias do Metabolismo envolvidas nos defeitos de absorcéo e
catabolismo do colesterol estdo igualmente descritas, nomea-
damente a sitosterolinemia e a xantomatose cerebrotendinosa
(quadro 1) (4-9),

Sindrome de Smith-Lemli-Opitz (SLOS, MIM #270400): E a
doenga metabolica da biossintese do colesterol mais frequen-
te e melhor caraterizada, descrita pela primeira vez em 1964 e
com uma incidéncia estimada de 1/10.000 a 1/60.000 recém-
nascidos vivos (8).

Desmosterolose (MIM #602398): Desta patologia encontram-se
descritos na literatura apenas trés casos, todos com diferente
apresentacéo clinica (°-19). O quadro clinico & sobreponivel com
a SLOS e até a data ndo existe tratamento eficaz para a des-
mosterolose (9.

Sindrome de Conradi-Hlinermann-Happle (CDPX2, MIM
#302960): A CDPX2 tem uma hereditariedade ligada ao cro-
mossoma X e é frequentemente letal nos individuos do sexo
masculino. O fendtipo nos doentes afetados do sexo feminino
é extremamente variado, podendo os casos mais graves ser
incompativeis com a vida devido a alteracoes esqueléticas

33



O

, Nacional de Saude

Doutor Ricardo Jorge

Observacdes_ Boletim Epidemiolégico

v
Lok
9
[ e
®
by
%‘ i
|
Py
~ i —
L | =
A
[ L

Ay B SRR

Quadro 1:

Patologia

CDPX2

Desmosterolose

Latosterolose

SLO

CTX

B-sitosterolemia

Erros inatos da sintese, absorgéo e catabolismo do colesterol diagnosticados pela cromatografia de esteréis (5-10),

Enzima/proteina
deficitaria

3B-hidroxesterol
A8-A7 isomerase

3B-hidroxesterol
A24 redutase

3B-hidroxisterol
A5 insaturase

3B-hidroxisterol
A7 redutase

esterol 27-
hidroxilase

transportador
heterodimérico
ABCG5/G8

Gene, Cromossoma
e Modo transmissao

EBP
Xp11.22-23
AD, ligada ao X

DHCR24
1p3.1-33
AR

SCsD
11923.3
AR

DHCR7
11g12-13
AR

CTX
2935
AR

ABCG5/ ABCGS8
2p21
AR

Cromatografia
de esterois

18(9)-colestenol
18-DHC
N-{Colesterol

TDesmosterol
N-{Colesterol

TLatosterol
N-Colesterol

17-DHC
18-DHC
N-J{Colesterol

TColestanol
N-Colesterol

TB-sitosterol(nol),
TCampesterol(nol),
TEstigmasterol
N-TColesterol

Clinica

Alteragcdes cutaneas (eritrodermia ictiforme no recém-nascido, lesdes lineares,
atréficas e pigmentares em crianga e hiperqueratose estriada e alopecia em adultos),
cataratas e alteracdes esqueléticas (baixa estatura, encurtamento assimétrico dos
0ss0s longos, baixa estatura, escoliose, calcificacdes da traqueia, laringe e epifises
dos 0ssos longos e alteragdes cranio-faciais).

Malformacgdes congénitas multiplas esqueléticas e do SNC (macrocefalia, ponte
nasal hipoplastica, nédulos gengivais, fenda palatina, ambiguidade sexual, encor-
tamento dos membros e osteoclerose generalizada, dismoria facial, microcefalia,
e atraso de desenvolvimento profundo).

Microcefalia grave, testa ampla, narinas antevertidas, micrognatia, labio superior
proeminente, palato arqueado, hexadactilia pés-axial do pé direito e sindactilia
entre 0 2° e 4° dedo e entre 0 5° e um extra. Desde a infancia com doenga hepatica
colestatica e atraso de desenvolvimento psicomotor grave.

Microcefalia, narinas antevertidas, queixo pequeno, micrognatia, fenda palatina
ou uvula bifida, esteatose do piloro, cataratas, ptose, estrabismo, nistagmo,
fotossensibilidade, rizomelia e polidactilia pdés-axial das méos ou dos pés,
sindactilia dos 2° e 3° dedos dos pés e polegares de implantagcéo proximal e
curtos. Anomalias genitais, cardiovasculares, gastrointestinais, pulmonares
e renais. Atraso de desenvolvimento profundo pré e pdés-natal, atraso mental,
ascite neonatal, ictericia colestatica, fotosensibilidade, multiplos tragos autistas,
hiperatividade, comportamento auto-agressivo e pertubagdes do sono.

Ictericia colestatica, cataratas, atraso mental na infancia. Alteragdes motoras e
xantomas tendinosos na 22 ou 3% década de vida. Arteriosclerose prematura que
pode levar & morte de alguns doentes devido a enfarte do miocardio. Noutros
casos a doenga neurolégica progressiva torna-se letal.

Xantomas tuberosos e tendinosos, doenga cardiovascular, arterosclerose precoce.
Alteragdes hemoliticas (anemia, hemolise esporadica, reticulatose, estomatose e
macrotrombocitopenia). Artrite, esplenomegalia e dor abdominal

AD- transmissé@o autossomica dominante; AR- transmissao autossémica recessiva, CDPX- sindrome de Conradi-Hlnermann-Happle ligada ao X dominante;
CTX- xantomatose cerebrotendinosa; N- Normal; SLO- sindrome de Smith-Lemli-Opitz; T- aumento; |- diminuigao

e internas graves. Com uma incidéncia estimada inferior a

1/400.000 nados-vivos a qual poderé estar subestimada devido

a dificuldade de diagnostico dos casos mais ligeiros bem como

aos possiveis diagnosticos incorretos (19,

Latosterolose (MIM #607330): O primeiro caso a ser diagnosti-
cado foi em 2002 por Burnetti-Pierri e colaboradores, e apenas
se encontram descritos na literatura quatro casos (8). A apre-
sentacao clinica assemelha-se a SLOS podendo, por vezes,
levar a erros de diagndstico.
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Sitosterolinemia (fitosterolinemia, MIM #210250): E uma doenca
rara da captacéo e armazenamento de esterdis originando um
aumento da absorgao dietética de colesterol e esterdis vege-
tais, associado a incapacidade hepatica em excretar esses
esterdis pela bilis (5:6). Estudos recentes demonstraram que
as alteracdes hematoldgicas carateristicas da sitosteroline-
mia podem estar subvalorizadas, podendo até esta doenca
ser confundida com outros tipos de trombocitopenia créni-
ca, corroborando o conceito de que a fitosterolinemia pode
nao ser tdo rara quanto se estima (5). A terapéutica disponi-
vel passa por uma restricao alimentar em fitosterois e marisco,
compostos sequestrantes de acidos biliares (colesteramina)
e inibidores da absorcao de esterdis (ezemitibe), esta Ultima
tem-se revelado bastante promissora (5:6).

Xantomatose cerebrotendinosa (CTX, MIM #213700): A CTX,
doenca rara do metabolismo dos sais biliares, ¢ caraterizada
pela acumulagao de colesterol e colestanol nos fluidos biold-
gicos e tecidos (7).

Estudos apontam que a idade média de doentes diagnostica-
dos com CTX é de 35 anos e o diagndéstico definitivo demora
cerca de 16 anos. O diagndéstico precoce e o tratamento a
longo prazo com acido quenodeoxicolico (750 mg/d) podem
trazer melhorias a nivel dos sintomas neurolégicos e contri-
buir para um prognéstico favoravel (7).

A cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa
(GC-MS) tem sido a técnica de eleicao na anélise de esterois
plasmaticos. A sua aplicabilidade ao liquido amniético (LA) e
as vilosidades coriénicas permite o diagnostico pré-natal de
SLOS (@),

_Objetivo

No presente trabalho é evidenciada a importancia da croma-
tografia de esterdis no diagndstico pré e pos-natal de Doen-
cas Hereditarias do Metabolismo que afetam a biossintese,
absorcao e catabolismo do colesterol, sendo apresentada a
casuistica referentes a andlise de 13 esterois e fitosterdis em
plasma e liquido amnidtico.
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_Material e métodos

A anadlise é efetuada sobre amostras de sangue (plasma ou
soro) e de LA proveniente de diferentes hospitais distribui-
dos em Portugal. O sangue é colhido para tubos contendo
EDTA/heparina de litio e posteriormente é centrifugado 10
min a 3500 rpm. O LA é centrifugado 10 min a 2000 rpm
para remover todo o material celular e o respetivo sobrena-
dante é conservado a -20°C para posterior analise.

O método de extracdo e andlise utilizado foi previamente
descrito (211, O equipamento usado é um GC-MS-Fast
QP2010Plus (Shimadzu Co., Duisburg, Alemanha) para a
analise simultanea de sete produtos da biossintese do coles-
terol (8-dehidrocolesterol (8-DHC), 7-DHC, 8(9)-colestenal,
desmosterol, lanosterol, latosterol e colesterol), um produto
do catabolismo do colesterol (colestanol) e varios fitosterois
e fitostanois (b-sitosterol, campesterol, estigmasterol, sitos-
tanol e campestanol) (figura 1).

_Resultados e discussédo

Desde a implementacdo da cromatografia de esterdis para
diagnostico de doencas da biossintese do colesterol, em
2002, foram identificados 25 doentes: 17 doentes com SLOS
(15 diagnosticos pos-natal e dois de pré-natal), dois casos
de CDPX2, sendo um deles do sexo masculino, cinco doen-
tes com CTX e um caso de sitosterolinemia.

Para além das patologias descritas anteriormente, outro
défice da sintese do colesterol foi também diagnosticado
mas recorrendo a estudos moleculares como é o caso da
sindrome de CHILD (Hemidisplasia Congénita com Eritroder-
mia Ictiosiforme) (4). Nas restantes doengas do metabolismo
do colesterol que nao dispdem de um marcador bioguimico
patognomonico recorre-se a estudos genéticos de forma a
confirmar/excluir a suspeita clinica como é o caso do sindro-
me de Antley-Bixley, sindrome CK, displasia de Greenberg,
défice da oxidase dos C4-metilesterois, para além do sindro-
me de CHILD.
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Figura 1: [ Cromatografia de esteréis plasmaticos por CG-MS-Fast.
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Epicoprostanol- padréo interno; 7-DHC- 7-dehidrocolesterol; 8-DHC- dehidrocolesterol.

A- Cromatograma de uma solugdo padrdo de esterois (10 pmol/L); B- Cromatograma de doente com sitosterolinemia; C- Comparacao de perfis cromatograficos: tragado
preto - perfil normal, tragado vermelho - perfil de doente com CDPX2.
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_Conclusdes

A Unidade de Rastreio Neonatal, Metabolismo e Genética do
Instituto Nacional de Saude Doutor Ricardo Jorge disponibili-
za, a nivel nacional, o diagnostico bioguimico e molecular dos
erros inatos da sintese, absorgao (fitosterois) e catabolismo
(via metabdlica dos sais biliares) do colesterol.

A alta sensibilidade, que permite 0 uso de pequenos volumes
de amostra, bem como um reduzido tempo de analise, corrobo-
ram o facto de a cromatografia de esterois ser a abordagem pre-
ferencial na anélise destes metabolitos em amostras bioldgicas.

Nestas doencas, a heterogeniedade fenotipica dificulta o seu
reconhecimento pelo clinico, o que contribui para o subdiag-
nostico deste grupo de patologias raras.
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_A importancia do uso de métodos complementares para a avaliacao da toxicidade
de hidrocarbonetos aromaticos policiclicos
Toxicity assessment of polycyclic aromatic hydrocarbons: the importance of the use of complementary methods

Patricia I. Morgado, Luisa Jord&o

maria.jordao@insa.min-saude.pt

Unidade de Investigacdo e Desenvolvimento. Departamento de Saude Ambiental, Instituto Nacional de Saude Doutor Ricardo Jorge, Lisboa, Portugal

_Resumo

Hidrocarbonetos Aromaticos Policiclicos (HAPs) e seus derivados Halo-
genados (HHAPs) s&o conhecidos como um conjunto de contaminantes
ambientais, classificados como potencialmente toxicos, mutagénicos e
carcinogénicos, sendo um assunto de extrema importancia e preocupa-
¢do para a saude publica. Diversos estudos tém reportado o potencial
efeito toxico destes compostos apds longos periodos de exposi¢éo, pelo
uso de métodos colorimétricos como o ensaio de brometo de 3-[4,5-
dimetil-tiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazdlio (MTT) e vermelho neutro. Contu-
do, apesar de estes métodos cléssicos de avaliagdo da citotoxicidade
in vitro permitirem, de forma répida, identificar as propriedades nocivas
dos compostos, ndo permitem compreender 0s mecanismos molecula-
res subjacentes responsaveis pela sua toxicidade. Deste modo, no pre-
sente estudo, para avaliar os efeitos a exposigdo aos compostos Pireno
(Pir) e seu derivado resultante da desinfegdo de aguas por bromagao,
1-BromoPireno (1-BrPir), foram utilizados outros métodos complemen-
tares como avaliagdo do stress oxidativo e varios fenémenos associa-
dos a morte celular programada. Os resultados obtidos comprovam nao
s a existéncia de efeitos citotéxicos dos poluentes quando acumula-
dos, como também possiveis efeitos genotdxicos. Assim, pelos métodos
complementares, foi possivel a identificacéo de alvos moleculares passi-
veis de agdo farmacolégica, o que pode constituir o primeiro passo para
o desenho de estratégias terapéuticas que visem prevenir ou tratar os
danos provocados por estes poluentes no Homem.

_Abstract

Polycyclic Aromatic Hydrocarbons (PAHs) and their halogenated deriva-
tives (HPAHS) are known as a set of environmental contaminants classi-
fied as potentially toxic, mutagenic and carcinogenic, being a matter of
utmost importance and concern to public health. Several studies have re-
ported the potential toxic effects of these compounds after long periods
of exposure by the use of colorimetric methods such as 3-(4,5-dimethyl-
thiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) and neutral red.
Nonetheless, despite these classic in vitro cytotoxicity assays allow,
in a faster way, the identification of the harmful properties of the com-
pounds, they fail in elucidating the underlying molecular mechanisms
responsible for their toxicity. Taking into account these mentioned as-
pects, in the present work, other complementary methods were used
in order to evaluate the effects of the exposure to Pyrene (Pyr) and
to a brominated-pyrene derivative (resulted from water disinfection),
1-BromoPyrene (1-BrPyr). Effectively, by the evaluation of the oxidative
stress and programmed cell death induced by PAHS it was not only pos-

sible to verify the cytotoxic effects of PAHs when accumulated but also
their potential genotoxic effects. In conclusion, through the use of other
tests than the classic cytotoxicity assays, it was possible to identify po-
tential druggable molecular targets which can be the first step towards
the development of new therapeutic strategies either to prevent or treat
the damage caused by these compounds in Humans.

_Introdugéo

Os Hidrocarbonetos Aromaticos Policiclicos (HAPs) sdo conhe-
cidos como um conjunto de contaminantes ambientais, forma-
dos por dois ou mais anéis aromaticos condensados, sendo as
suas principais fontes de emissao a queima espontanea de flo-
restas, incéndios, emissdes vulcanicas, combustdo incompleta
de matéria organica e, de uma forma mais préxima, através das
emissdes automdveis e fumo de tabaco (1),

HAPs estdo amplamente distribuidos na atmosfera e foram
dos primeiros poluentes classificados como potencialmente
toxicos, mutagénicos e carcinogénicos, sendo um assunto de
extrema importancia e preocupacéo para a satde publica (2).
O facto de serem compostos altamente hidrofébicos e lipofi-
licos facilita a sua absor¢do pelos pulmdes, tubo digestivo e
pele e posterior acumulacao no tecido adiposo dos seres hu-
manos. Uma vez na atmosfera podem ser transportados para
longas distancias antes de serem depositados, por precipita-
40, nos solos, vegetacdes e aguas (1),

Apesar de ainda pouca explorada a contaminagao de aguas
por HAPs, é de igual ou maior importancia estudar a presen-
ca e efeitos nefastos dos HAPs neste tdo indispensével recur-
so para todos os seres vivos na Natureza (3). Efetivamente, a
presenca destes compostos em cursos de agua constitui um
grave problema, uma vez que 0S processos convencionais de
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tratamento de aguas (como a coagulacéo ou filtracdo) néo ga-
rantem a sua completa remocao. Acresce ainda o facto, repor-
tado em alguns estudos cientificos, da formacao de derivados
clorados ou bromados destes compostos, com o uso de hi-
poclorito de sddio ou brometo de potassio como agentes de
desinfecé@o, respetivamente. Estes derivados halogenados,
de um modo geral sdo mais toxicos que 0s seus compostos
parentais (4),

Tendo em consideragdo todos estes aspetos mencionados e a
ja demonstrada capacidade destes poluentes ambientais cau-
sarem graves problemas de salde apoés longos periodos de
exposicao, no presente trabalho procuramos estudar e com-
preender 0s mecanismos moleculares envolvidos na citotoxi-
cidade dos HAPs pelo uso de métodos complementares aos
classicos ensaios de avaliacdo de citotoxicidade in vitro. Pireno
(Pir) e 0 seu derivado halogenado resultante da desinfe¢ao de
aguas por bromacao, 1-BromoPireno (1-BrPir), foram utilizados
como HAPs modelo, podendo estes métodos complementares
serem adotados para o estudo de muitos outros HAPs presen-
tes no ambiente.

_Objetivo

Contribuir para a elucidagao dos mecanismos moleculares
envolvidos na toxicidade de HAPs e seus derivados através
daidentificacdo de possiveis alvos moleculares usando como
modelo as células HePG2 de origem hepatica (érgdo de des-
toxificagao por exceléncia).

_Materiais e métodos

Poluentes organicos e linha celular: o poluente parental Pir e
seu derivado halogenado 1-BrPir foram obtidos comercialmen-
te. A linha celular de hepatocarcinoma humano HepG2 (ATCC
HB-8065) foi cultivada em DMEM-F12 contendo L-Glutamax,
tampao Hepes (26mM), suplementado com 10% de soro fetal
bovino (SFB), 100 Ul de penicilina e estreptomicina, a 37°C em
atmosfera humida com 5% de CO». Este meio de cultura, des-
crito anteriormente, foi designado como meio de crescimento.
Um meio de composicao idéntica a descrita, mas apenas su-
plementado com 2% de SFB foi designado como meio de trata-
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mento e usado em todos 0s ensaios de avaliagdo da citotoxici-
dade dos compostos em estudo. A propagacao celular foi reali-
zada quando havia uma confluéncia de aproximadamente 80%,
usando tripsina-EDTA (0.5%) para destacar as células.

Avaliacdo dos efeitos citotoxicos dos compostos organicos
pelo ensaio de MTT e vermelho neutro (VN): inicialmente a
citotoxicidade induzida pelos compostos foi avaliada através
da determinagdo da viabilidade celular pelo ensaio de MTT
(viabilidade mitocondrial) e através do VN (viabilidade lisosso-
mal) (4:5), apos diferentes tempos de exposigdo das células
a uma dose Unica ou a multiplas doses dos compostos por re-
posicao diaria até um maximo de 6 pM. Este estudo foi assim
efetuado de maneira a mimetizar a bioacumulagao dos com-
postos apds longos periodos de exposicao, tal como aconte-
€ée no organismo humano.

Acumulacdo intracelular dos compostos: a bioacumulagéo
dos compostos nas células foi visualizada por microscopia
confocal (Leica, SP2) apos a exposicao das células a diferen-
tes concentracdes dos poluentes até um maximo de 20 uM.
As doses de composto foram repartidas por 3 vezes ao dia de
modo a evitar a precipitacao do poluente ambiental e permitir
a sua internalizacé@o na célula. A marcacao do citoesqueleto
de actina foi efetuada com uma solucao de faloidina marcada
com Alexa 568 (6). As células ndo expostas aos HAPs foram
usadas como controlo negativo.

Avaliacdo do stress oxidativo induzido pelos HAPs: a avalia-
cao da producgéo de radicais de oxigénio das células tratadas
com 2 uM de Pir e 1-BrPir foi indiretamente avaliada por um
método espetrofotométrico que determina a atividade da ca-
talase a 240nm (7).

Avaliacéo do potencial de membrana mitocondrial e area nu-
clear das células: a avaliagdo do potencial da membrana mi-
tocondrial foi efectuada através de um ensaio com Mitotraker
red, enquanto a avaliagao da area nuclear das células foi efec-
tuada usando Hoescht como corante (8). As células foram ex-
postas a 2 uM de Pir e 1-BrPir por 24, 48 e 72h. Os efeitos da
despolarizacdo mitocondrial e da alteracdo do tamanho do
nucleo das células foram avaliados por compara¢do com o
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controlo negativo (células nao tratadas) e controlo positivo com
a exposicao celular a 50 pM de carbonilcianeto m-clorofenil-
hidrazona (CCCP) durante 24h. As células foram observadas ao
microscépio confocal (Leica, SP2). A area nuclear foi determi-
nada usando um software de andlise de imagem, ImageJ (Scion
Corp., Frederick, MD).

Avaliacdo da morte celular por apoptose: a inducédo de apop-
tose foi estudada através de ensaios para a deteccdo de mar-
cadores apoptoéticos, nomeadamente Anexina-V (marcador de
apoptose precoce) e de duas caspases efectoras (caspases
3 e 7), envolvidas na inducdo da morte celular por apoptose
tardia (9). Em ambos os ensaios as células foram expostas
a2 UM dos compostos. As amostras foram observadas ao mi-
croscopio confocal. Aincubacdo com 4 pug/mL de camptoteci-
na durante 24h e 1 pg/mL de LPS de K. pneumoniae durante
24h e 3 mM de ATP durante 30 minutos foi utilizada como con-
trolo positivo para 0s ensaios de marcagdo com Anexina-V
e caspase 3/7, respetivamente. Para ambos 0s ensaios, as cé-
lulas ndo expostas aos poluentes organicos foram utilizadas
como controlo negativo.

Fragmentac@o do ADN: a morte por apoptose nas células tra-
tadas com os compostos foi ainda avaliada através do perfil
de mobilidade electroforética do ADN (10). Apés a exposicao
das células a 2 pM de Pir e 1-BrPir por 24h, o ADN gendmico
foi extraido com QiAmp DNA Kit e uma electroforese em gel de
agarose (1,5%) com syber safe foi efectuada. A revelagéo foi
efetuada por exposicéo a luz ultravioleta num transiluminador
tendo as imagens sido adquiridas através do software Geldoc.

_Resultados e discussédo

A importancia do uso de métodos complementares para ava-
liar a toxicidade de HAPs

Inicialmente, e como métodos simples e répidos de avaliagédo
da citotoxicidade dos poluentes ambientais, a viabilidade mi-
tocondrial e lisossomal das células expostas aos compostos
foi avaliada pelos ensaios classicos de MTT e VN, respetiva-
mente. Foi observada uma diminuicdo da viabilidade celular
com a bioacumulacao dos poluentes. Efetivamente, as células
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tratadas com 6 uM de 1-BrPir (doses de 2 uM repostas diaria-
mente), apresentaram uma viabilidade mitocondrial inferior a
60%. Adicionalmente, o 1-BrPir demonstrou ser mais toxico
que o respetivo composto parental (Pir), indo ao encontro do
que tem vindo a ser descrito (figura 1A). Contudo, o teste do
VN demonstrou que apods 48h de exposicdo a 2 uyM de Pir e
do seu derivado bromado a toxicidade do composto parental
é superior (dados nao apresentados).

Contudo, e como ja dito anteriormente, estes ensaios permi-
tem identificar o efeito citotoxico mas néo 0 mecanismo pelo
qual o mesmo é induzido. Podem, assim, induzir em erro o
investigador que, perante os resultados aparentemente con-
traditérios, pode minimizar a toxicidade de um composto
ou outro qualquer material em estudo. Tendo estes aspetos
em consideracéo, no presente trabalho, foi decidido realizar
outros métodos complementares que ajudassem a perceber
como é que estes compostos afetam a célula e, consequen-
temente, 0 organismo humano.

Visualizagdo da acumulagéo intracelular dos compostos
Uma das carateristicas particulares destes compostos é a sua
fluorescéncia intrinseca. Esta carateristica permitiu monitorizar
a acumulagao/localizacéo intracelular dos compostos validan-
do os resultados dos testes de viabilidade celular.

Por microscopia confocal verificou-se, um aumento da fluo-
rescéncia proporcional a concentracdo de composto. Como
exemplo, na figura 1B é possivel visualizar o HAP 1-BrPir
numa concentragao de 20 uM internalizado na célula (pontos
azuis). Estes resultados vieram uma vez mais confirmar a bio-
acumulacéo dos compostos nas células e a sua facil difusao
através da membrana celular devido ao seu caracter lipofilico.
A quantificacdo da concentragao intracelular dos compostos
¢ a sequéncia logica deste estudo.

Avaliagdo da producéo de radicais de oxigénio

Esta descrito que, durante o processo metabdlico, os HAPs
produzem Espécies Reativas de Oxigénio (ROS) via citocromo
P450. Posteriormente, estes ROS e metabolitos podem causar
danos oxidativos no ADN e formar fragmentos, iniciando a
cadeia mutagénica responsavel pelo inicio de um tumor (19),
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Avaliagdo da viabilidade celular através do ensaio de MTT apds a exposicdo das células

HepG2 a diferentes concentracdes de Pir e 1-BrPir (p<0,0001****).

A avaliagao de producao de ROS foi, neste estudo, indireta-
mente avaliada pela atividade da catalase, uma enzima intra-
celular que decompde o perdxido de hidrogénio (HoO») em
oxigénio e agua. Assim, a degradacao de HyO» foi usada para
quantificar a atividade da catalase das células expostas aos
compostos (tabela 1). Apds 24h de exposi¢do a concentragao
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Citotoxicidade dos HAPs e sua bioacumulagao.

1-BrPir

Bioacumulagédo de 1-BrPir nas células HepG2.

mais baixa de compostos (2 uM) foi observado um aumento
da atividade da catalase em comparagao com as células nao
tratadas (C.N.). Este resultado demonstra a capacidade dos
HAPs em estudo interagirem com o citocromo P450 levando a
uma maior producdo de ROS e possivelmente apresentando
algum efeito mutagénico e genotdxico.

Tabela 1: [ Avaliagéo da produgéo de radicais de oxigénio, despolarizagdo mitocondrial, células positivas para as
caspases 3/7, &rea e fragmentagéo nuclear das células HePG2.
Citoplasma Nucleo
Catalase Despolarizagdo Mitocondrial Caspases 3/7 Area Fragmentagao
24h 24h 48h 72h 24h 48h 72h 24h 48h 72h 24h
Pir + + + + i+ ++ +++ ++ ++ + +
g
3 1-BrPir ++ - (+/-) (+/-) + +++ +H+t ++ + — ++
Q.
g C.N. - + + + _ _ _ +Ht+ e+t +++ _
(@]
C.P. n.a. n.a. n.a. n.a. +++ +++ +++ — — — ++
Todos os resultados estéo apresentados de uma forma qualitativa.
C.N. controlo negativo, C.P. controlo positivo, n.a. ndo aplicavel, — linha de base.

Para a atividade da catalase (valor correspondente a 100%), células positivas para as caspases 3/7 (sem células positivas) e fragmentagdo do ADN (sem
fragmentagao), o C.N. foi considerado como linha de base. Na determinagao da area nuclear, o C.P. foi considerado como linha de base (menor &rea nuclear).
Despolarizagao mitocondrial: + mitocondria polarizada, - mitocondria despolarizada, (+/-) células com as mitocondrias polarizadas e despolarizadas. Nos restantes

estudos, quanto maior o nimero de simbolos +, mais intenso é o fendmeno pesquisado.
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Avaliacdo de mecanismos de morte celular programada en-
volvidos na toxicidade dos HAPs

A morte celular programada também denominada por apoptose
consiste numa cascata de eventos bem definidos a nivel celular.
Entre estes encontram-se alteragcdes morfolégicas e biologicas
a nivel celular, tais como a alteracdo da composigao lipidica da
membrana, alteragdo do potencial da membrana mitocondrial,
ativacé@o de caspases e fragmentacao do ADN com a formacao
de corpos apoptoticos. Neste trabalho foram conduzidos estu-
dos preliminares que visaram detetar algumas destas alteracdes
despoletadas pela exposicao aos HAPs.

Anexina-V

De modo a verificar se 0s poluentes organicos inibem a proli-
feragao celular por morte celular programada (apoptose), foi
inicialmente quantificada a presenca do mediador precoce de
apoptose, Anexina-V, pela incubacao das células expostas aos
HAPs ao mesmo marcador. A Anexina-V tem vindo a ser usada
como um marcador ndo quantitativo que se liga a fosfatedilse-
rina para identificar células apoptéticas. Em células saudaveis,
a fosfatedilserina encontra-se no lado citosélico da membrana
plasmatica da célula. Apds o inicio da apoptose, ela perde a
sua distribuicao assimétrica e desloca-se para a membrana ex-
tracelular, ligando-se, deste modo, a Anexina-V.

Contudo, apods 12 e 24h de exposicao das células aos compos-
tos néo se verificou a presenca de Anexina-V, pelo que podemos
concluir que as células poderao sofrer uma apoptose mais tardia
ou mediada por vias de sinalizacédo independentes da Anexina-V.

Despolarizagdo da membrana mitocondrial

Ao mesmo tempo, foi avaliado o potencial de membrana mito-
condrial através de um ensaio com Mitotraker red. As células
foram tratadas com os diferentes compostos nas doses mais
baixas, numa escala temporal de 24, 48 e 72h. Foi efectuada
uma avaliacé@o qualitativa ap6s a visualizacao das células por
microscopia confocal. Como é possivel observar na tabela 1,
nao foi verificada uma despolarizagdo mitocondrial significati-
va ao longo do tempo. Contudo, na maior parte dos casos a
verificagdo de uma maior despolarizacdo mitocondrial € coin-
cidente com uma maior citotoxicidade do composto.
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Caspases 3/7

Apds nao se ter verificado uma apoptose precoce das células
utilizando a Anexina-V, resolvemos estudar outros mediadores
de apoptose (mais tardia), nomeadamente as caspases 3 e 7,
ditas como efectoras. As células foram tratadas com 2 uM de
HAPs e foi observado, através de microscopia confocal, um
aumento de células positivas para as caspases 3 e 7, apds 72h
de exposicdo. Tal aumento foi mais significativo para 1-BrPir
(tabela 1, figura 2). Uma vez que a Anexina-V néo foi detecta-
da, a apoptose induzida pelos compostos estudados nas célu-
las HepG2 é mediada pela ativacdo da cascata apoptética das
caspases 3/7.

Figura 2: ] Avaliagdo da morte celular por apoptose via

caspase 3/7.

1-BrPir[2 uM]

Caspases 3/7

A ativacao das caspases 3 e 7 foi pesquisada apds 24, 48 e 72h de exposicdo a 2 uM
de 1-BrPir.

A imagem ¢é representativa do efeito observado apés 72h de exposicé@o, na qual sédo
visiveis células positivas para a presenca da forma ativa das caspases 3/7 (verde).

Alteracdes do nucleo celular

A &rea dos nucleos das células expostas aos HAPs foi determi-
nada ao longo do tempo, por um periodo de 72h. Como resu-
mido na tabela 1, a drea dos nucleos das células diminui ao
longo do tempo. Efetivamente, apds 72h de exposigao das cé-
lulas aos compostos a area dos nucleos das células tratadas
com Pir (sem diferenca estatisticamente significativa) e 1-BrPir
(p<0,05), aproximou-se da area nuclear das células do contro-
lo positivo. Esta descrito que a diminui¢ao da area do nucleo é
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uma evidéncia de morte celular programada, isto &, por apop-
tose, e tal como visto no ensaio das caspases 3/7 0 composto
1-BrPir parece ser aquele com maior ativagao das caspases e,
consequentemente, 0 que promove uma diminuicdo maior no
tamanho dos nucleos das células.

Por fim, a morte por apoptose das células tratadas com
0s compostos apos 24h, foi avaliada pela demonstracéo ele-
troforética da fragmentagdo do ADN. Os HAPs estudados
provocaram a fragmentacdo do ADN gendmico das células,
apresentando bandas com pesos moleculares e intensidades
semelhantes ao controlo positivo (C.P.). No controlo negati-
vo (células nao tratadas) tal fragmentacao nao se verificou
(tabela 1). Este resultado indica que 0s compostos provocam
uma morte celular programada por lesdes no material genéti-
co das células, evidenciando, uma vez mais, o possivel efeito
genotdxico dos compostos em estudo.

_Concluséo

Os resultados obtidos demonstram que os métodos classicos
de avaliagao da citotoxicidade nao permitem identificar altera-
coes a nivel de determinados compartimentos celulares que
podem vir a desencadear efeitos nocivos para o ser humano.
Na concentracao testada mais baixa (2 uM) nenhum dos com-
postos revelou ser citotdxico pelos métodos classicos contudo
0s métodos complementares revelaram a existéncia de altera-
¢oes significativas ao nivel do ADN. Este resultado alerta para
0 possivel efeito genotéxico dos compostos que podem ser
potencialmente mutagénicos ou cancerigenos.

Em suma, os resultados apresentados neste trabalho mos-
tram a necessidade de utilizar outros métodos para além dos
ensaios classicos de avaliacdo de citotoxicidade de modo a
compreender 0os mecanismos moleculares subjacentes res-

ponsaveis pela toxicidade dos HAPs para os seres humanos.
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_Resumo

Os Hidrocarbonetos Aromaticos Policiclicos (HAPs) sdo contaminantes per-
sistentes em meio aquoso. Estes compostos séo conhecidos pelas suas
propriedades carcinogénicas, mutagénicas e genotoxicas. O principal
objetivo deste trabalho consistiu na avaliagao das potencialidades de sub-
produtos da industria corticeira, como adsorventes alternativos para a re-
mogao de cinco HAPs em meio aquoso: benzo(a)pireno, benzo(ghi)perileno,
benzo(b)fluoranteno, benzo(k)fluoranteno e indeno(1,2,3-cd)pireno. A me-
todologia analitica para quantificar os HAPs envolveu a preparagdo das
amostras, através da técnica de extracdo em fase sélida (SPE), e a quantifi-
cacao dos compostos analisados por cromatografia liquida com detetor de
fluorescéncia (LC-FLD). O método foi otimizado e validado, obtendo-se limi-
tes de quantificagdo de 0,004 pg/L para todos os HAPs. Os estudos incidi-
ram na utilizagdo de uma amostra de cortica, pé de aglomerado de cortica
expandida (PACE), obtida por aglutinacéo de cortica em condicdes hidro-
térmicas, a qual nos estudos preliminares revelou desempenho semelhan-
te aos carvdes ativados. Com excecao do benzo(ghi)perileno, os resultados
mostram que o processo de adsorcédo dos HAPs na amostra PACE segue
uma cinética de pseudo-segunda ordem e as isotérmicas ajustam-se ao
modelo de Langmuir.

_Abstract

Polycyclic Aromatic Hydrocarbons (PAHS) are persistent contaminants
present in aqueous media. These compounds are known for their carcino-
genic, mutagenic and genotoxic properties. The main objective of this work
was to evaluate the potential of cork industry by-products as alternative ad-
sorbents for the removal of five PAHs in aqueous media: benzo(a)pyrene,
benzo(ghi)perylene, benzo(b)fluoranthene, benzo(k)fluoranthene e inde-

no(1,2,3-cd)pyrene. The analytical methodology used to quantify PAHs
consisted in the first step of sample preparation using solid phase extrac-
tion (SPE) technique, followed by quantification by liquid chromatography
with a fluorescence detector (LC-FLD). The method was optimized and
validated, yielding limits of quantification of 0.004 ug L™ for all PAHs. The
studies have focused on the use of a sample cork (PACE), obtained by ag-
glutination of cork under hydrothermal conditions, which in preliminary
studies attained removal efficiencies similar to those of activated carbons.
With the exception of benzo(ghi)perylene, the results reveal that adsorption
process of PAHs on sample PACE obey to the pseudo-second order kinetic
equation and to the Langmuir model.

_Introdugéo

A toxicidade de certas substancias, associada a incapacidade
dos ecossistemas e dos sistemas de tratamento de aguas re-
siduais e de aguas para consumo humano promoverem a sua
degradacéo, origina a sua dispersao e consequente bioacumu-
lacdo no meio ambiente. Assim, é cada vez mais necessario o
controlo da exposicdo humana a substéncias com proprieda-
des carcinogénicas, mutagénicas e de desregulacdo endécrina
e, consequentemente, desenvolver processos mais eficientes
de remocéo para este tipo de compostos.

Os Hidrocarbonetos Aromaticos Policiclicos (HAPS) séo po-
luentes organicos, classificados pela Organizagdo Mundial
da Saude (OMS) como carcinogénicos, mutagénicos e des-
reguladores enddcrinos. Estes compostos resultam de pro-
cessos de combustao incompleta de compostos de carbono
e, devido a sua elevada toxicidade, existem medidas de con-
trolo para a sua presengca nomeadamente em aguas de con-
sumo humano (1),

A legislac@o portuguesa (DL n° 306/2007, de 27 de agos-
to) (2) estabelece valores paramétricos para cinco HAPs:
benzo(a)pireno (BaP), benzo(ghi)perileno (BghiP), benzo(b)fluo-
ranteno (BbF), indeno(1,2,3-
cd)pireno (IcdP) (figura 1). A concentragao maxima admitida

benzo(k)fluoranteno  (BkF),

6de 0,01 pg L' paraoBaP e de 0,10 pg L' para a soma dos
outros quatro HAPs (BbF, BkF, BghiP, IcdP).

A presenca destes compostos em cursos de agua constitui um
grave problema ambiental e de saude publica, uma vez que 0s
processos convencionais de tratamento de agua podem n&o os
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Figura 1:
portuguesa (DL n° 306/2007).

.a..

Benzo(a)pireno (BaP)

Benzo(k)fluoranteno (BkF)

Benzo(ghi)perileno (BghiP)

Noeie

Indeno (1,2,3,-cd)pireno (IcdP)

Benzo(ghi)fluoranteno (BbF)

remover de forma eficaz (3:4). O adsorvente mais utilizado no
processo de remocgao de HAPs em aguas é o carvao ativado,
sendo a sua eficiéncia resultante de areas superficiais e volu-
me de microporos muito elevados, assim como da sua quimi-
ca superficial (5). Contudo, o elevado custo e a dificuldade de
regeneracdo impdem uma limitaga@o na aplicacéo deste mate-
rial no tratamento de 4guas em larga escala. Como alternativa
ao uso do carvao ativado encontram-se na literatura estudos
de adsorcao de diversos poluentes com materiais de baixo
custo, nomeadamente biomassa como, por exemplo, residuos
de madeira, cascas de cereais, fibras de coco e cortica (6-12).

_Objetivo

O principal objetivo deste trabalho consistiu na avaliacdo das
potencialidades de subprodutos da industria corticeira como
adsorventes alternativos para a remocéo de cinco HAPs em
meio aquoso.

_Materiais e métodos

Para os estudos de adsorgao dos cinco HAPs foram selecio-
nadas duas amostras de cortica: pé de aglomerado de cortica
expandida (PACE), obtida por aglutinagao de cortica sob con-
digbes hidrotérmicas; e granulado de cortiga natural (GCN).
Foram também usadas duas amostras comerciais de carvao

Estruturas dos cinco HAPs considerados na legislagao
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ativado; uma amostra em p6 (CP900, Quimitejo) e outra granu-
lar (GAC 830,Norit).

A metodologia utilizada para a determinacdo dos HAPs foi a
extragdo em fase sélida associada a técnica de cromatografia
liguida com detetor de fluorescéncia (SPE-LC-FLD). A metodo-
logia foi otimizada e validada, obtendo-se limites de quantifica-
cao de 0,004 pg/L para todos os HAPs.

_Resultados e discussdo

Antes de serem utilizadas como adsorventes, as amostras de
cortica foram submetidas a um processo de lavagem (15h a
100°C), pois em suspensao aquosa a cortica liberta matéria
organica. As condicOes experimentais usadas permitiram al-
cangar o valor paramétrico para a oxidabilidade em aguas de
consumo humano (5 mg L™ de 0,) definido no DL n® 306/2007.
A determinagao da oxidabilidade foi feita segundo o procedi-
mento descrito na norma NP EN 1SSO 8467 (13). Os resultados
obtidos revelam que a utilizacdo das amostras tratadas nédo
compromete a qualidade da agua (tabela 1).

Num ensaio prévio foi testada a eficiéncia dos varios adsorven-
tes (amostras de cortica e carvdes comerciais) na remogao de
HAPs em agua (concentracdo de cada composto em solugao:
0,1 pg L") nas condicdes de 5 g L, para um tempo de contac-
to de 15 min (tabela 2).

Os resultados expressam a percentagem de remocéao calcula-
da em fungéo da concentracao inicial (Cy) e da concentragao
em equilibrio (Ceq) através da seguinte expressao:

% remogéo = [(Cy-Ceq)/Co] x 100.

Tabela 1: £ Valores da oxidabilidade das suspensdes aquosas

das duas amostras de cortiga.

Oxidabilidade da solugdo aquosa (mg L de 05)

GCN 176+12
Antes da lavagem

PACE 73+10

GCN 4,00,1
Depois da lavagem

PACE 2,8+0,1
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Tabela 2: [] Remogéo de HAPs de uma solugdo aquosa em que cada
composto se encontra numa concentragéo de 0,1 ug L™,
usando diferentes adsorventes (5 g L™).

Oxidabilidade da solugao aquosa (mg L™ de 0y)
BaP BghiP BbF BkF lcdP

PACE - 89,8 - - -

GCN - 87,3 94,6 - -

CP900 - 93,0 - - -

GAC 830 - 94,1 - - -

(-) nao foi possivel determinar a % remogao, devido ao valor de Ce ser inferior ao LQ
do método (0,004 ugL‘1 ), pelo que se considera a remogdo completa do HAP.

Os valores mostram que a amostra PACE tem um desempenho
comparavel ao dos carvoes ativados, e superior ao apresenta-
do pelo granulado de cortica. Estes resultados poderdo ser
justificados pelo facto da dimenséo das particulas da amostra
PACE ser maioritariamente 0,25 mm, enquanto que a amostra
GCN é composta, na sua maioria, por granulos com 1 mm,
O melhor desempenho da amostra PACE podera igualmente
estar relacionado com o processo de preparacao (aglutinagéo
sob condicdes hidrotérmicas) que Ihe confere propriedades di-
ferentes da cortiga natural, nomeadamente o enriquecimento

em lenhina (53% versus 24 %) (14), que de acordo com a litera-
tura esta associado a uma maior capacidade de adsorgéo (15),

Considerando os resultados dos testes de remogao a amostra
PACE foi escolhida para a continuacao dos estudos de adsor-
¢cao de HAPs em meio aquoso.

As cinéticas de adsorgao foram realizadas para uma concentra-
cdo individual de HAPs mais elevada, 10 ug L™ para evitar a re-
mocdo completa dos compostos ao longo do tempo de ensaio
(gréfico 1).

Os resultados demonstram que, com exce¢@o do BghiP, o
equilibrio foi atingido ao fim de 180 min. No caso do BghiP ob-
Servou-se a percentagem de remocao mais baixa, nao tendo
sido alcangado o equilibrio do processo de adsorgao apés
180 min de contacto.

A aplicacao de modelos cinéticos de pseudo-primeira e pseu-
do-segunda ordem, demonstrou que, com excecao do BghiP,
0 processo de adsorcdo dos HAPs em meio aquoso a amos-
tra PACE segue uma cinética de pseudo-segunda ordem (16),
verificando-se que os valores dos coeficientes de determina-
cao se situam entre 0,985 e 1 (tabela 3).

Gréfico 1: [ Cinética de adsorgao para a remogéo de HAPs (10 g L") com a amostra PACE (5 g L™).
100,0 e
90,0 — g =
80,0 —
70,0
£ 600 —
S
§ 50,0 —— BaP
§
o 400 7 ~o— BghiP
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Tabela 3: [ Parametros das cinéticas de adsor¢do de pseudo-

segunda ordem dos HAPs (10 ug L") para a amostra de

PACE (5gL™).

HAPs
Parametros
BaP BghiP BbF BkF lcdP

R? 0,999 0,738 1,000 0,997 1,000
K, (g ug™! min) 0,189 n.d. 0,304 0,022 0,129
GsHg g 1,69 n.d. 1,60 1,99 1,14
h(ug g”' min) 0,54 n.d. 0,78 0,09 0,17
ty,p(min) 3,13 n.d. 2,06 23,12 6,77

n.d.- nédo determinado.

ko (constante de velocidade); ge (quantidade de HAPs adsorvidos); h (velocidade de
adsorgéo inicial); R2 (coeficiente de determinacéo da regressao linear); t1/2 (tempo
de meia vida).

Estabelecido o tempo de equilibrio (180 min), realizaram-se 0s
ensaios de equilibrio para o tracado das isotérmicas de adsor-
cao (17) isto ¢, curvas que traduzem a forma como o soluto é
adsorvido pela superficie do solido. Graficamente correspon-
dem a representagao da quantidade de soluto adsorvido por
massa do adsorvente (qads) em fungdo da concentracéo de
soluto na solucé@o em equilibrio (Ceq) (grafico 2).

O ajuste dos dados experimentais aos modelos tedricos de
Langmuir e Freundlich revelou que a equacé@o que melhor se
ajusta as isotérmicas obtidas é o modelo de Langmuir. Com
efeito, este modelo traduz uma isotérmica em que a medida
que aumenta a concentracao da fase liquida a quantidade ad-
sorvida vai diminuindo, até se atingir um patamar que corres-
ponde a saturacao da superficie. Os resultados demonstram
de facto que, com excecao do BghiP, para as concentragdes
de equilibrio mais elevadas as curvas mostram uma tendéncia
para alcangar um patamar.

_Conclusdes

Sobre a aplicacdo de um subproduto da industria da corti-
¢a na remocao de hidrocarbonetos aromaticos policiclicos
(HAPs) em solugéo aquosa, conclui-se que os resultados ob-
tidos neste trabalho demonstraram, inequivocamente, que a
amostra obtida por aglutinagé@o de cortica em condi¢des hi-
drotérmicas (PACE) podera constituir uma alternativa viavel
face aos adsorventes atualmente utilizados para esse efeito,
nomeadamente carvoes ativados.

Gréafico 2: [1 Isotérmicas de adsor¢do de HAPs para a amostra de cortica PACE a temperatura ambiente.
180
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Os simbolos correspondem aos pontos experimentais e a linha representa o ajuste pelo modelo Langmuir.
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_Perspetivas da comunidade do autismo em relagao a investigagao em autismo

Autism community perspectives on autism research

Inés C. Conceigéo, Célia Rasga, Natércia Miranda, Astrid M. Vicente

astrid.vicente@insa.min-saude.pt

Departamento Promogédo da Satde e Prevencdo de Doengas Ndo Transmissiveis, Instituto Nacional de Satude Doutor Ricardo Jorge, Lisboa, Portugal

_Resumo

Dada a sua elevada prevaléncia global (cerca de 1 em 100), gravidade
e complexidade etioldgica, o autismo é hoje uma importante area de in-
vestigacdo. O presente trabalho teve como objetivo compreender quais
as preocupag0es éticas, perspetivas e expetativas de pais e profissio-
nais da saude e educadores ligados ao autismo, no que diz respeito a
investigacédo desta patologia. O trabalho foi desenvolvido no ambito de
uma rede de investigagao europeia sobre sinais precoces de autismo.
Em paralelo em varios paises da Europa, foram identificados os tépicos
de maior interesse para pais e profissionais através de grupos de foco,
na sequéncia dos quais se elaborou um inquérito online que foi distribu-
fdo por esta comunidade ligada ao autismo. Em Portugal, os inquiridos
(n=331) mostraram um interesse global pela investigacdo em autismo,
nomeadamente sobre as bases genéticas e sobre sinais precoces de
autismo. Relativamente aos beneficios resultantes da participacdo em
projetos de investigacéo, os pais privilegiaram o acesso a intervengao
e aformagao pessoal, enquanto que 0s profissionais deram mais impor-
tancia ao acesso a mais conhecimento e a equipas especializadas. Os
trés grupos deram énfase ao acesso a informagao completa obtida du-
rante a investigagao e as conclusdes gerais do estudo. Os resultados
obtidos reforcam a importancia da investigagao do autismo, indicando
também linhas claras de atuagao que tém em observacao as perspeti-
vas da comunidade ligada ao autismo.

_Abstract

Given its high global prevalence, clinical severity and etiological com-
plexity, autism has become an important research area. This work
was developed within a European research network on early signs of
autism, and aimed to understand the specific ethical concerns of par-
ents and practitioners in health and education, with regard to research
in autism, and understand their perspectives and expectations. Using
focus groups, the topics of greatest interest for this community were
identified and an online survey was developed and distributed to the
community. Respondents in Portugal (n = 331) showed a global inter-
est in autism research, with special focus on autism genetics and early
signs of autism. Concerning the participation in research projects and
its direct benefits, parents privileged access to intervention and train-
ing, while professionals wanted access to more knowledge and spe-
cialized teams. The three groups favored access to the full information
obtained from research and the general conclusions of the studies.
Thus, the results reinforce the interest of parents and professionals in
autism research and provide clear lines of conduct taking into account
this community's perspectives and expectations.

_Introdugdo objetivo

As Perturbacdes do Espetro do Autismo (PEA) sdo um conjun-
to de perturbacdes que tém em comum um défice na comuni-
cagao e interacdo social e a presenca de comportamentos
repetitivos, restritivos e estereotipados (1), Dada a sua elevada
prevaléncia global (cerca de 1 em 100), gravidade e complexi-
dade etioldgica, o autismo é hoje uma importante area de in-
vestigagao (2:3),

O Programa de Investigagao do Autismo em Portugal existe ha
15 anos e pretende contribuir para a compreensao das causas
bioldgicas desta perturbacdo. Assim, tem desenvolvido proje-
tos em varias areas, incluindo a epidemiologia, 0s mecanismos
biolégicos e a farmacogenética, e colaborado extensamente
com grupos e consorcios internacionais.

Ainvestigacdo sobre sinais precoces de autismo em criangas
¢ de particular relevancia, uma vez que um diagndéstico preco-
ce permite uma intervencdo mais especifica mais cedo e com
melhor prognostico. Porque os trabalhos desenvolvidos por
esta equipa sao o resultado de uma cooperacao intensa com
pais, profissionais de salde e educadores, € importante per-
ceber qual a percegao destes grupos sobre a investigacdo
do autismo, quais as areas de maior interesse e como é possi-
vel incorporar este conhecimento na pratica de investigacao.
Para isso, foi desenvolvido um questionario online, dirigido a
comunidade de pais e profissionais ligados ao autismo, sobre
a importancia da investigagdo do autismo (4). Este estudo
foi desenvolvido em paralelo em varios paises europeus, no
ambito darede COST Enhancing the Scientific Study of Early
Autism (ESSEA), na qual participamos.

Neste trabalho sdo apresentados os resultados relativos a po-
pulacdo inquirida em Portugal.
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_Material e métodos

No contexto do estudo europeu Engaging in Autism Research,
conduzido pela rede ESSEA, foram realizados cinco grupos de
foco em trés paises europeus (Italia, Portugal e Reino Unido)
para identificar os principais topicos a abordar neste estudo.
Cada grupo de foco incluiu pais ou cuidadores principais de
criangas com autismo, profissionais de servicos de salde e de
servicos de educacao.

Apos selecdo dos topicos de maior interesse foi criado um
questionario incluindo: informagdes basicas sobre o inquiri-
do; a sua categoria como parte interessada, ou seja, pais ou
cuidadores principais, profissionais de saude (por exemplo,
médico, terapeuta) ou profissionais de educagao (por exemplo,
professor); questoes especificas de cada grupo, por exemplo
questdes sobre a crianga autista aos pais ou qualificacoes e
experiéncia aos profissionais de saude e de educagao, e ques-
tdes globais como opinido sobre apoios médicos e educativos;
questdes sobre as suas atitudes em relacdo a investigacao do
autismo, em cinco dominios baseadas nos grupos de foco:
(1) razbes e objetivos da investigagao, (2) envolvimento em
projetos de investigacao, (3) parametros avaliados e resposta,
(4) intervencao e (5) terminologia.

_Resultados e discussédo

Os resultados apresentados sdo apenas relativos a populagéo
inquirida em Portugal. Um total de 331 entrevistados foram
divididos em trés grupos: pais (18,7%), profissionais de saude
(36,3%) e educadores (45,1%). Os participantes dos diferentes
grupos tinham idades médias idénticas (42 anos) e eram na sua
grande maioria do género feminino (90%). Entre os dois grupos
profissionais, 32% dos educadores e 64% dos profissionais de
salde tinham mais de 5 anos de experiéncia no trabalho com
criangas diagnosticadas com uma perturbacdo do espectro do
autismo.

Relativamente as raz0es da investigagao em autismo, a questao
principal “Acha que a investigacdo dos sinais precoces de autis-
mo deve ser feita?”, 98% dos inquiridos respondeu que “Clara-
mente Sim” ou “Provavelmente Sim”. Os trés grupos inquiridos,
pais, profissionais de salde e educadores também foram una-
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nimes sobre as areas que consideravam mais importantes. Foi
pedido aos inquiridos que colocassem por ordem de prioridade
as diferentes questoes sobre areas de investigacdo do autismo,
sendo 1 a principal prioridade e 7 a ultima (grafico 1). A ordem
de prioridades foi igual para os trés grupos: as duas questdes
que suscitaram mais interesse foram “Qual a base genética do
autismo” e “Quais 0s sinais de autismo nos bebés”, sugerindo
gue esta comunidade quer primariamente saber o porqué do
autismo e como identifica-lo 0 mais precocemente possivel.
Sobre os objetivos da investigagao, os participantes indicaram
como mais prioritarios “ldentificar o autismo mais cedo na vida”
e “Melhorar os conhecimentos e compreensdo dos médicos
sobre os sinais precoces de autismo”. Os participantes consi-
deraram ainda que a informacéo sobre os sinais precoces do
autismo em bebés, assim como quais sé&o as intervencdes pre-
coces mais eficazes, sdo as informagOes praticas resultantes
da investigacdo mais relevantes.

Foi importante perceber a terminologia que o0s participantes
consideravam mais adequada para descrever 0s grupos infan-
tis que participam em investigacdo do autismo precoce. O
termo “em risco” ou “de risco” é frequentemente utilizado entre
0s investigadores para descrever bebés que tém maior proba-
bilidade de vir a ter um diagnéstico de autismo mais tarde, por
exemplo porque tém um irmao(a) mais velho(a) com autismo
ou por serem muito prematuros. Sobre isto os participantes
indicaram que o termo “bebés com maior probabilidade de de-
senvolver autismo” seria 0 mais adequado.

Quanto a percecao dos beneficios de participar num projeto
de investigacdo em autismo, a opinido variou consoante o
grupo analisado (grafico 2). Os pais deram mais énfase ao
acesso a novas intervencdes, enquanto os educadores valori-
zaram a formagao e os profissionais de saude a colaboracao
de especialistas na area. As questdes dos profissionais de
saude e educadores prendem-se eventualmente com o nivel
de conhecimento sobre autismo que referiram ter: menos de
50% dos profissionais de saude e 25% dos educadores refe-
riram ter um “Bom” conhecimento sobre autismo, e 0s restan-
tes tinham apenas um conhecimento “Médio” ou “Algum”.
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Grafico 1: 1 Escala de prioridades quando colocada a questdo “Na sua opinido, quais sdo as questdes mais importantes
que os cientistas deveriam colocar sobre o autismo?”.

Qual a base genética do autismo?

Quais s&o os sinais de autismo nos bebés?

Como é que o autismo se desenvolve no inicio da vida?

O autismo esté presente antes do nascimento?

Que aspetos do ambiente contribuem para o autismo?
(i.e. coisas que podemos alterar)

Quando comega o autismo?

Seré que todas as criangas que sdo diagnosticadas
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As questdes estdo apresentadas por ordem de prioridade, sendo que 1 é a principal prioridade e assim sucessivamente.
A ordem de prioridades foi igual para os varios grupos.

Gréfico 2: [ Escala de prioridades quando colocada a questao “Quais deveriam ser os beneficios diretos para as pessoas
que participam em trabalhos de investigagéo do autismo?”.

Informacao geral sobre autismo

Acesso a novas técnicas de intervengao

Perfil detalhado da sua crianga com autismo
(ex: competénciase dificuldades, nivel de capacidades)

Atencédo de uma equipa clinica e de investigacao especialista em autismo

Conhecimentos e compreensao sobre o processo de investigacao

Informagao sobre si préprio e sobre a sua familia

Perfis detalhados dos seus outros filhos
(ex: competéncias e dificuldades, nivel de capacidades)

0 1 2 3 4 5 6 7

L pais w  educadores w profissionais de saude

Ordem de prioridades - 1 é a principal prioridade e assim sucessivamente.
A ordem de prioridades variou entre os varios grupos.
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Os trés grupos indicaram que a principal motivagdo que 0s
faria participar num projeto de investigacéo seria 0 conheci-
mento cientifico em que se baseia a investigacdo. Os profissio-
nais, tanto de saude como de educacéo, consideraram que a
disponibilidade de tempo é o segundo aspeto mais importan-
te para a decisdo de participagdo num projeto. Para os pais, 0
segundo aspeto mais importante é a componente de interven-
¢ao que o projeto possa ter. Globalmente, cerca de 75% dos
participantes considerou que é essencial uma componente de
intervengao para aceitarem participar num projeto de investi-
gacao. Os trés grupos deram grande énfase a importancia de
ter um diagnostico de autismo mais cedo (entre 55 e 62% con-
cordavam completamente) e a componente de intervencao, e
néo apenas de observacao, nos estudos (cerca de um terco
concordou completamente). Em relacdo ao tipo de interven-
cao, os trés grupos preferiram a formacao dos pais e terapias
em casa, mostrando que 0s pais querem ter um papel ativo no
seguimento dos seus filhos.

Relativamente ao tipo de informagao que os pais permitiriam
que fosse colhida sobre o seu filho(a), as respostas positivas
situaram-se todas acima dos 80% no que diz respeito as amos-
tras bioldgicas (amostras de sangue e DNA), avaliagao de com-
peténcias e diagnostico, avaliac@o por imagiologia, filmagens e
copias de registos médicos.

Finalmente, a pergunta “Depois dos dados serem recolhidos,
que informacéo acha que deve ser dada aos pais?”, a maioria
dos intervenientes (>75%) indicou querer a informacao comple-
ta e as conclusdes gerais do estudo.

_Conclusdes

Em conclusdo, a comunidade de pais e profissionais ligados ao
autismo em Portugal ¢ a favor da investigacdo do autismo, tendo
como prioridades o estudo das bases genéticas do autismo e da
identificacé&o precoce do autismo. Para decidirem participar num
projeto de investigacdo do autismo, 0s pais querem acesso a in-
tervencdes e formacao, enquanto os educadores e profissionais
de salde preferem acesso a mais conhecimento e a equipas es-
pecializadas. A maioria dos inquiridos claramente pretende ter
acesso a informacéo completa obtida durante a investigacao.
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_Diminuicao da expressao dos genes APP e CP em doentes de Alzheimer sugere
alteracao da exportacao de ferro celular nesta deméncia
Decrease in APP and CP mRNA expression in Alzheimer’s disease patients suggests impairment of cellular iron

export in this dementia
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_Resumo

Recentemente tem-se assistido a um acumular de evidéncia sugerindo a
implicagao de uma desregulagdo do metabolismo do ferro (Fe) na fisiopa-
tologia da doenga de Alzheimer (DA). Neste trabalho, pretendemos esclare-
cer melhor os mecanismos moleculares subjacentes a homeostasia deste
metal na DA, particularmente ao nivel do efluxo celular. Assim, mediu-se
em células mononucleares do sangue periférico de 73 doentes com DA e
74 controlos a expressédo de genes diretamente envolvidos na regulacéo e
exportagao celular de Fe, utilizando a técnica de PCR quantitativo. Os re-
sultados mostraram uma diminuicéo significativa na expressao dos genes
aconitase (ACOT7; P=0,007); ceruloplasmina (CP; P<0,001) e proteina pre-
cursora de beta amiloide (APP; P=0,006) em doentes com DA comparati-
vamente com 0s voluntarios sauddaveis. Estas observagdes apontam para
uma diminuicao significativa da expresséo dos genes associados com a
exportagao de Fe celular mediada pela ferroportina na DA. Assim, o pre-
sente estudo reforga resultados anteriores que mostram alteragdes no me-
tabolismo do Fe e podem estar na origem da retencao intracelular deste
metal e aumento de stress oxidativo carateristicos desta patologia.

_Abstract

A dysregulation of iron (Fe) metabolism in Alzheimer’s disease (AD) has
been suggested previously. Herein, we intended to further clarify the
molecular mechanisms underlying Fe homeostasis in AD particularly
at the level of cellular iron efflux. Thus, the expression of specific Fe
metabolism-related genes directly involved in Fe regulation and export
was assessed by quantitative PCR in peripheral blood mononuclear cells
(PBMCs) from 73 AD patients and 74 controls. A significant decrease
in the expression of aconitase 1 (ACO1; P=0.007); ceruloplasmin (CP;
P<0.001) and amyloid peptide precursor (APP; P=0.006) genes was fund
in AD patients compared with healthy volunteers. These observations
point out to a significant downregulation of the expression of genes as-
sociated with ferroportin-mediated cellular Fe export in PBMCs from
AD patients. The present findings support previous studies suggesting
impairment of Fe homeostasis in AD, which may lead to cellular Fe reten-
tion and oxidative stress, a typical feature of this disease.

_Introdugéo e objetivo

A Doenca de Alzheimer (DA) € a doenca neurodegenerativa mais
comum e uma das formas mais predominantes de deméncia em
todo o mundo (1),

Os eventos patoldgicos iniciais no desenvolvimento da DA pare-
cem estar associados a formagao de formas diméricas e oligo-
méricas de peptidos B amildides (Ap), que séo formadas por
clivagem especifica na proteina precursora de beta amildide
(APP) (2) e se acumulam no cérebro. Embora os mecanismos
subjacentes ao processo de deposicdo de AP sejam ainda
pouco compreendidos, varias linhas de evidéncia indicam que
o ferro (Fe) através da mediagao da formagao de radicais oxida-
tivos, pode estar intimamente implicado neste processo (3). Es-
tudos anteriores mostraram que a APP é capaz de facilitar o
efluxo de Fe celular através da interagdo com ferroportina (FPN),
0 Unico exportador de Fe conhecido até ao momento em mami-
feros (4). Além disso, a APP apresenta varias semelhangas com
outras ferroxidases, como a ceruloplasmina (Cp) (°), nomeada-
mente na capacidade de interagdo com a FPN a exportar Fe
mas também a nivel da regulacdo da sua expressao através de
citoquinas pré-inflamatérias (6) sugerindo uma estreita associa-
céo entre DA, metabolismo Fe e resposta imune.

Estudos anteriores sugerem que algumas variantes genéticas
em diversos genes relacionados com o metabolismo de Fe re-
presentam fatores de risco para a DA. Recentemente, o trabalho
desenvolvido pelo presente grupo de investigagdo mostrou a
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existéncia de associacOes significativas entre esta doencga e
SNPs encontrados em varios genes como o TF, receptor da
TF2 (TFR2), aconitase 1 (ACOT7) e a FPN (SLC40A1), apoiando
0 envolvimento de vias especificas do metabolismo do Fe na
fisiopatologia da DA (7).

Neste contexto e a fim de melhor esclarecer a desregulagéo
sistémica da homeostase do Fe na DA, propusemo-nos investi-
gar mais profundamente nestes doentes a expressédo de genes
especificos do metabolismo do Fe, particularmente os relacio-
nados com o efluxo celular deste metal.

_Materiais e métodos

Populagéo do estudo

Um total de 73 doentes com DA e 74 individuos caucasianos
saudaveis foram incluidos neste trabalho. O diagndstico de DA
foi realizado de acordo com as diretrizes do National Institute
of Neurological Disorders and Stroke and Alzheimer's Disea-
se and Related Disorders Association (NINCDS-ADRDA) (8). O
estudo foi aprovado pelas Comissées de Etica das instituigées
envolvidas e todos os participantes ou seus representantes
legais assinaram um termo de consentimento informado, de
acordo com a Declaragao de Helsinki.

Analises bioquimicas e de expressdo génica

Amostras de sangue total de todos os participantes no estudo
foram tratadas para isolamento de soro e células mononucle-
ares de sangue periférico (PBMCs), para posterior anélise.
Para as determinacdes bioquimicas, realizou-se a medicao da
concentragao da Cp utilizando o método imunonefelométrico
(Beckman Coulter, Brea, CA, EUA). A medicao da atividade
oxidasica da Cp (CPO) foi avaliada utilizando um ensaio colo-
rimétrico manual, seguindo um protocolo adaptado (%),

Para o estudo de express@o génica, extraiu-se ARN total
das PBMCs utilizando o kit miRNeasy Mini (Qiagen). A quan-
tificacdo da expressao dos genes alvo foi realizada por PCR
quantitativo num ViiA™ 7 Real-Time PCR System (Applied
Biosystems, Warrington, UK). O desenho dos primers utiliza-
dos para a amplificacdo dos fragmentos especificos dos

» EPWY e

genes HPRT1, FURIN, FTH, FTL, ACO1, TF, HMOX1 NRF2,
APP e CP, realizou-se através do uso do software ABI Primer
Express (Applied Biosystems). A sintese da primeira cadeia
de cDNA foi realizada usando 1 yg de ARN total, oligo (dT)
12-18 e a SuperScript® Il Reverse Transcriptase (Invitrogen,
Pasadena, EUA). Cada amostra de cDNA foi diluida 5 vezes,
5 pl da diluicdo foi adicionado a 5 pmol de primers e SYBR
Green Master Mix (Applied Biosystems) para um volume de
reacao final de 15 pl. Os par@metros para a amplificacédo
foram: 10" a 95°C, 40 ciclos de 15" a 95°C e 30" a 60°C.
Quantificou-se a expressdo génica com o método 2-AACH
utilizando o HPRTT como controle enddgeno e um pool de
ADNc como uma amostra de normalizacao.

O software PASW Statistics 18.0® (SPSS Inc.) foi utilizado
para realizar a andlise de variancia univariada dos dados bioqui-
micos e de expressao génica, ajustados para idade e género
(ANCQVA).

_Resultados

Os resultados obtidos a partir da analise gPCR mostraram
uma diminuicdo significativa na expressdo dos genes ACO1
(P=0,007), CP (P<0,001) e APP (P=0,006) de doentes com DA
em compara¢do com voluntarios saudaveis (figura 1). Nao
foram observadas diferencas significativas entre estes dois
grupos na expressao dos genes FURIN, FTH, FTL, TF, HMOX1
e NRF2, nem na concentracdo de Cp no soro e sua atividade
oxidasica (tabela 1).

_Discussao e concluséo

Neste trabalho, verificou-se uma diminuigdo significativa na
expressdo da CP e da APP em doentes com DA em compara-
¢cao com voluntérios saudaveis. Estudos anteriores indicam
0 envolvimento destas duas proteinas no efluxo celular de Fe
através da interacao com a FPN (5. 10) corroborando a nossa
hipotese de que o comprometimento da exportagao de Fe ce-
lular representa um mecanismo chave na patogénese da DA.

Por outro lado, a Cp é expressa quer como uma proteina solu-
vel segregada para o meio extracelular (CPs), ou como uma
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Figura 1: [1 Niveis de expressdo de varios genes do metabolismo do ferro em doentes com DA em comparagédo com controlos.
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A distribuigao dos niveis de expressao (A) furina, (B) FTHT, (C) FTL, (D) ACOT1, (E) TF, (F) HMOX1, (L) NRF2, (H) APP e (l) CP de doentes com DA e controlos é
representada pelas box-plots. A quantificacao foi efetuada atraves da normalizacéo de cada amostra relativamente a um pool de individuos e usando o HPRT1
como um gene housekeeping. Os pontos representam outliers moderados. O nimero de individuos analisados esté indicado dentro de paréntesis. Utilizou-se
a andlise de variancia univariada, ajustada para idade e género (ANCOVA) para comparar os niveis de expressao entre os dois grupos.

Tabela 1: 1 Quantificagéo da ceruloplasmina (Cp) e da atividade oxidésica da ceruloplasmina
(CPO) em soro de doentes de DA e individuos controlo.

X Casos de DA Controlos ANCOVA
PSS n média = DP n média + DP significéncia (F)
Cp (mg/dL) 67 37,37 £ 875 67 34,34 + 8,76 0,307 (1,05)
PO 70 121,68 + 36,70 73 116,98 + 37,04 0,923 (0,01)
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proteina de membrana ancorada a superficie celular através de
um motivo glicosilfosfatidilinositol (GPI) (1), constituindo esta
ultima (GPI-Cp) a forma predominante de CP expressa no cére-
bro, onde desempenha um papel crucial na homeostase do
Fe e na defesa antioxidante (2). Estudos anteriores mostram
que a atividade ferroxidasica de ambas as isoformas da CP ¢
crucial para a exportagao de Fe mediada pela FPN. Neste tra-
balho, medimos a concentracéo da CPs bem como a sua ativi-
dade oxidéasica no soro, mas néao foram encontradas diferencas
significativas entre doentes com DA e controlos. No entanto,
nao se pode descartar a hipdtese da atividade oxidasica da CP
estar alterada no cérebro dos doentes estudados. Além disso,
estes resultados sugerem que a diminuigao na expressdo do
ARNm total da CP encontrados em PBMCs de doentes com DA
poderia ser atribuida a uma diminuigao nos niveis de ARNm da
GPI-Cp, em vez de uma diminui¢c@o da expressao de CPs.

Adicionalmente, neste estudo observou-se também uma dimi-
nui¢ao da expressao da ACO1 (ou IRPT) em PBMCs de doen-
tes com DA, quando comparados com 0s controlos. Visto a
IRP1 ser uma proteina-chave no principal sistema de regulacéo
celular pés-transcricional do metabolismo do ferro (IRP/IRE),
pode-se especular sobre o impacto que a alteracdo da sua
expressao pode ter nos mecanismos subjacentes a manuten-
¢do da homeostasia do Fe celular. De facto, alguns estudos
demonstraram que os IRP estdo implicados na regulacéo do
Fe no cérebro. Por exemplo, 0s niveis de APP sdo modulados
por IRP1 (13) aumentando a sua expressdo no hipocampo de
ratos IREB2-/- (14). Além disso, também foi demonstrado que
a regulacao negativa da expressao de ACO7 ¢ induzida pela
hipoxia (15). Curiosamente, um nimero substancial de evidén-
cias mostra a hipdéxia como um importante fator ambiental que
pode contribuir para a patogénese da DA (16). Assim, muito
embora se desconheca 0s mecanismos pelos quais a diminui-
cao de expressao /IRP1 em PBMC de doentes com DA tem um
efeito na desregulacdo da homeostase do Fe, ndo se podera
subestimar o seu putativo impacto fisiol6gico neste contexto.
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Em resumo, os dados obtidos neste estudo integram varias
linhas de evidéncia que sugerem o comprometimento do efluxo
de Fe celular na fisiopatologia da DA. Estes resultados obtidos
com base numa estratégica de integracdo de dados genéticos
e fenotipicos pode ser crucial para fornecer novas pistas para o
desenvolvimento de novas formas de tratamento e diagndéstico
desta patologia.
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