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RESUMO

Introdugdo: Os biobancos sdo essenciais em investigacdao, por possuirem colecdes de amostras e
dados armazenados de forma organizada. O biobanco Acores (AZORBIO) do Servigo Especializado de
Epidemiologia e Biologia Molecular (SEEBMO) possui uma colecdao de material bioldgico e dados
associados de doentes acorianos com diversas patologias. A Litiase Urinaria (LU) é uma entidade
clinica de etiologia multifatorial, cujo desenvolvimento resulta de um processo complexo que

envolve vdrios mecanismos fisiopatoldgicos.

Objetivo: Melhoria das condicbes de colheita, acondicionamento, transporte, rececao,
processamento e controlo de qualidade das amostras e dados destinados ao AZORBIO, através da

aplicacdo de novos procedimentos padronizados.

Metodologia: Foi realizada uma revisado da literatura sobre normas e leis aplicaveis aos biobancos e
foram verificadas as condigdes do AZORBIO. Foi elaborado um termo de consentimento informado e
um questionario e foram estabelecidos procedimentos operacionais padrdo para que todo o circuito
de colheita, rececdo, processamento e armazenamento das amostras de LU seja uniformizado. Todos
os procedimentos foram posteriormente aferidos com as primeiras amostras de LU recebidas no
AZORBIO. As amostras de DNA e RNA foram submetidas a controlo de qualidade para verificar a

concentragdo e pureza, integridade e funcionalidade.

Resultados e Conclusdao: O AZORBIO apresenta as instalages e os equipamentos necessdarios para o
seu funcionamento. A documentagdo produzida (consentimento informado, folha informativa,
questionario e procedimentos operacionais padronizados) permitiu uniformizar todo o circuito para
as amostras de LU. As amostras de DNA e RNA obtidas, através dos procedimentos realizados,
apresentaram boa qualidade. Com este trabalho o AZORBIO, num futuro préoximo, podera garantir
amostras e dados de qualidade de LU e consequentemente contribuir para o melhoramento dos
cuidados de saude e reducdo da morbilidade desta doenca. Para além disso, os procedimentos aqui

propostos poderdo servir de base para outras patologias de interesse para o AZORBIO.
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ABSTRACT

Introduction: The biobanks are essential in research, by having collections of samples and data
stored in an organized manner. The biobank Azores (AZORBIO) of the Specialized Service of
Epidemiology and Molecular Biology (SEEBMO) has a collection of biological material and associated
data of Azorean patients with different pathologies. The pathology of interest, chosen for this thesis
was the Urinary lithiasis (LU), a multifactorial clinical entity that results from several pathophysiologic
mechanisms.

Objective: The application of new standardized procedures for collection, packaging, transportation,
reception, processing, storage and quality control of the samples and data for the AZORBIO.
Methodology: Literature review of rules and laws applicable to biobanks. An informed consent form
and a specific LU questionnaire were performed and standard operating procedures for the entire
circuit were established. All procedures were subsequently assessed with the first ten samples
received on AZORBIO. Nucleic acid samples were subjected to quality control to verify the
concentration and purity, integrity and functionality.

Results and Conclusion: AZORBIO has the facilities and equipment necessary for its operation. The
documentation produced (informed consent, informative document, questionnaire and standard
operating procedures) contributed for the standardization of the entire circuit for samples of LU.
Although the overall circuit assessment showed good quality results, minor changes were suggested
to improve the final outcome. With this work the AZORBIO in the near future, will ensure good LU
quality samples and data contributing to the improvement of health care and reduce morbidity of
this disease. In addition, the procedures proposed here can be adapted to other pathologies of

interest to AZORBIO.
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ISBER: International Society for Biological and Environmental Repositories (Sociedade Internacional

para Repositérios Bioldgicos e Ambientais)
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1. INTRODUCAO

1. 1.Pertinéncia e objetivos da tese

A colaboracgdo entre o SEEBMO e o servico de Urologia do Hospital de Santo Espirito da llha Terceira
(HSEIT), com o objetivo de estudar de forma aprofundada a patologia LU, foi a base para a realizagao
desta tese. Pretendeu-se, através da aplicagcdo das normas padronizadas, contribuir para a qualidade
do funcionamento do AZORBIO. A compilacdo de material de investigacdo de qualidade desta
patologia podera vir a ser uma ferramenta de elevado valor para estudos de investigacdo. Assim, este
trabalho permite que o AZORBIO contribua, num futuro préximo, para a melhoria dos cuidados de
saude e para a reducdo de morbilidade da LU. Desta forma os objetivos especificos deste trabalho

consistiram em:

1. Elaborar, propor e implementar um modelo de consentimento informado para a LU;

2. Elaborar, propor e implementar um questionario que contenha informacdo pertinente para
estudos da LU;

3. Aferir as condi¢des de instalacdo e funcionamento do AZORBIO, através da verificacdo do
cumprimento das normas;

4. Contribuir para a organiza¢do do material bioldgico no AZORBIO e introdugdo dos dados num
programa (LIMS-Laboratory Information Management Systems);

5. Afericdo de todos os procedimentos implementados.
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1.2. Revisdo da literatura

1.2.1. Biobanco e Biobanking de amostras biolégicas humanas

Um banco de produtos bioldgicos ou biobanco consiste em “qualquer repositério de amostras
bioldgicas ou seus derivados, com ou sem tempo delimitado de armazenamento, quer utilize colheita
prospetiva ou material previamente colhido, quer tenha sido obtido como componente da prestacao
de cuidados de saude de rotina, quer em programas de rastreio, quer para investigacdo, e que inclua
amostras que sejam identificadas, identificaveis, anonimizaveis ou andnimas.” (Lei n2 12/2005, art°®
199 n°1) [1]. O processo de congregacdo de amostras bioldgicas humanas (sangue, tecidos e fluidos
corporais e seus derivados) em biobancos é designado por Biobanking. Atualmente, a pratica é muito
comum e contribui extraordinariamente para a compreensao e tratamento de numerosas doengas.
De acordo com Shankar e Uday (2011), [2] a pratica compreende quatro etapas principais. A primeira
etapa compreende a colheita das amostras; estas podem ser obtidas durante procedimentos
terapéuticos ou de diagndstico ou serem colhidas para projetos de investigacdo especificos. A
segunda etapa corresponde a preservacdo das amostras; as amostras sdo processadas e preservadas
por fixagdo, congelamento ou podem referir-se a células vivas. A terceira etapa refere-se a
etiquetagem, também conhecida por anotagdes; esta etapa permite a ligagdo aos dados associados
ao doente, como tratamentos, progndstico e informagdes sobre as amostras. Por ultimo, a quarta
etapa inclui a avaliagdo das amostras para investigacdo; as amostras sdo disponibilizadas aos

investigadores num processo sistematico.

1.2.2. Classificagdo e tipos de biobancos

Os biobancos podem variar significativamente em dimensdo, podem estar inseridos em instituicdes
médicas e comportar simplesmente uma modesta quantidade de amostras, pertencer a laboratdrios

de investigacdo; em alguns paises sdo de larga escala, sendo designados por biobancos nacionais [3].
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Os biobancos podem também diferir em relacdo ao objetivo para o qual foi obtido o material
bioldgico. Podem ter propdsitos clinicos (transplantes, transfusdes de sangue, diagndsticos
genéticos), de investigacdo (estudos de farmacogenética, investigacdo de doencas

neurodegenerativas) ou judiciais [4].

Existem vdrios tipos de biobancos cujas classificacdes variam consoante os autores. Por exemplo, de
acordo com Riegman et al (2008), [5] os biobancos podem ser de trés tipos: 1) biobancos
populacionais; 2) biobanco de doencas especificas para estudos epidemioldgicos e 3) biobancos de
doengas especificas (banco de tumores). Por sua vez, Harris e seus colaboradores (2012) [6]
classificam os biobancos de acordo com a sua finalidade. Segundo a tipologia dos autores, os
biobancos podem incluir: 1) amostras residuais colhidas durante interveng¢bes de cuidados de salde,
com finalidades terapéuticas e ou de diagndstico, incluindo neste grupo as colheitas de amostras de
tumores; 2) amostras colhidas durante ensaios clinicos; 3) amostras colhidas para projetos de
investigacdo especificos; e 4) amostras colhidas para biobancos populacionais. Por outro lado,
Zielhuis (2012) [7], simplificando a tipologia, refere a existéncia de apenas dois tipos: os

populacionais e os clinicos.

Os biobancos populacionais comportam um elevado nimero de amostras de DNA (Deoxyribonucleic
acid) de dadores saudaveis, os quais sdo representativos de um determinado pais, regido ou coorte
étnica [5]. Geralmente, ndo possuem base hospitalar e possuem como principal objetivo a detecdo
de biomarcadores de suscetibilidade para a populagdo em causa. Permitem verificar a evolugdo das
alteracOes genéticas nas geracOes subsequentes, facilitando assim um melhoramento na
compreensdo dos mecanismos patogénicos, que levam ao desenvolvimento de doencgas causadas por
fatores hereditdrios ou pela interagcdo de fatores genéticos e ambientais [8]. Na Europa, os biobancos

populacionais tém sofrido um desenvolvimento rdpido desde a sequenciagdao do genoma humano.
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Gradualmente fazem parte do sistema de salde, ndo sé criando novas oportunidades de
investigacdo, como também a oportunidade de implementagdo de medidas efetivas de preservar a
saude na populacdo europeia [9]. Calcula-se que no fim do ano de 2007, havia 125 biobancos
populacionais em todo o mundo, maioritariamente na Europa e no Norte da América, mas também
na Asia [4]. O biobanco UK, o banco Nacional de ADN e o GenBank sdo exemplos de biobancos

populacionais [4].

O Biobanco UK (www.ukbiobank.ac.uk), estabelecido no final dos anos 90, tém como objetivo

conduzir a investigacdo de novos métodos de prevengdo, diagndstico e tratamento tanto das
doencgas genéticas, como das associadas aos estilos de vida. Estd associado a seis centros de
investigacdo e a 22 Universidades Britanicas [4, 10]. O Banco Nacional de ADN

(http://www.bancoadn.org/en/home.htm), estabelecido em 2004 pela Funda¢do Genoma Espanha

em colaboragdo com a Universidade de Salamanca, tem como finalidade apoiar a investigagdo na
diversidade genética da populagcdo espanhola, e no desenvolvimento de novos tratamentos para
doengas relacionadas com estilos de vida, incluindo a investigacao farmacogenética. Foi constituida
em 2006, uma rede de centros especializados e redes de investigagdo em doengas cardiovasculares
(Barcelona), metabdlicas (Barcelona), neurofisiatricas (Reus) e oncoldgicas (Salamanca). Estes centros
colaboram com outros centros nacionais que conduzem investigacdo no mesmo ramo [4]. Por ultimo,

o biobanco GenBank (http://www.geenivaramu.ee/en/), foi criado através do projeto Genoma

Estdnia, com o objetivo de reunir amostras de aproximadamente um milhdo de habitantes da Estdnia

e da Letdnia [4].

Os biobancos de doencas especificas para estudos epidemioldgicos tém a sua atividade focada nos
biomarcadores de exposi¢ao. Utilizam um elevado nimero de amostras e normalmente seguem um

coorte de casos e de expostos sauddveis para estudos com DNA da linha germinal, biomarcadores do
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soro e dados especificos da doenca [5]. Por outro lado, os biobancos de doencas especificas,
normalmente com base hospitalar, possuem como alvo os biomarcadores da doenca através da
utilizacdo de colheitas prospetivas e retrospetivas de amostras e seus derivados (DNA; RNA-
Ribonucleic acid e proteinas), normalmente associadas a dados clinicos. As amostras e os dados,
habitualmente, ndo sdo obtidos para um projeto de investigacdao concreto, mas sim resultam de
procedimentos e de registos clinicos de cuidados médicos [5]. Da mesma forma, os biobancos
clinicos, também focados em patologias especificas, permitem estudos de caso-controlo eficientes
(investigacdo da interagdo genes-ambiente), assim como estudos de progndstico (investigacdo das
interacGes genes-tratamento) [7]. Um exemplo é o biobanco clinico da Holanda que relne oito
hospitais Universitarios para a criacdo de uma infra-estrutura de investigacdo nacional para
epidemiologia clinica. Esta iniciativa (“String of Pearls”) foi inicialmente centrada nos seguintes
grupos de doencas: doencas neurodegenerativas; leucemia, artrite reumatoide, cancro intestinal
hereditdrio, diabetes mellitus, insuficiéncia renal, acidente vascular cerebral e doenca inflamatdria
do intestino [7]. Em Portugal, o biobanco do Instituto de Medicina Molecular da Faculdade de
Medicina da Universidade de Lisboa aprovado em 2008 pela Comissdo de Etica do Centro Hospitalar
Lisboa Norte- Hospital de Santa Maria, serve de suporte para estudos de investigagdo molecular,
clinica e epidemiolégica em doengas que afetam as populagdes, como as doengas
neurodegenerativas, oncoldgicas e reumaticas. E constituido por uma ampla colecio de amostras
bioldgicas humanas criopreservadas (sangue, soro, urina, liquido cefalo-raquidiano, liquido sinovial,
DNA, RNA e tecidos) ou fixadas (tecidos) e respetiva informacao clinica. Nos Agores, nomeadamente
na ilha Terceira, o SEEBMO do HSEIT recebe material biolégico de diferentes grupos de doentes,
desde 1998. O biobanco clinico deste servico, designado de AZORBIO, possui uma colecdo de
material biolégico e dados associados de diversos grupos de doentes. O objetivo principal do
biobanco é armazenar material bioldgico para investigacdo no caso de obtengao de consentimento

favoravel por parte dos doentes.
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1.2.3. Biobanking - redes internacionais

Com o objetivo de melhorar a investigacdo médica e biolégica e para superar a fragmentacao dos
biobancos na Europa foi criada, em 2008, uma Infra-estrutura de Investigacdo de Recursos

Biomoleculares e de Bancos de Recursos Bioldgicos (BBMRI) (http://www.bbmri.eu), que possui

como principal objetivo a conexao dos biobancos existentes nos diferentes paises da Unido Europeia
numa so rede de investigacdo. A rede podera ser a base de uma investigacao integrada, levando
assim a um melhor conhecimento dos fatores que afetam as diferencas na saude nos paises
europeus, e também uma medida mais razodvel visando melhorar a saide da populacdo europeia
[4]. Os biobancos, associados a infra-estrutura, devem monitorizar os ultimos desenvolvimentos a
favor da harmonizagdo, aderir a procedimentos padronizados internacionais e controlo de qualidade,
fazendo os possiveis para que as redes entrem em contacto [5]. As colecGes de dados estdo
disponiveis online e descrevem a maioria dos biobancos da Europa. A infra-estrutura integra uma
elevada variedade de doengas, cujas classificagdes sao baseadas na classificacdo de doengas e
problemas de saude relacionados (ICD10-International Statistical Classification of Diseases and

Related Health Problems) (http://apps.who.int/lassifications/ apps/icd/icd10online/) [5]. De acordo

com Wichmann (2011) [11], o catadlogo possui dados de cerca de 261 biobancos localizados em 23
paises diferentes, com um total de 16 milhdes de amostras. O biobanco do SEEBMO, AZORBIO, esta
associado a BBMRI desde 2009, tendo sido o primeiro biobanco Portugués a estar ligado a esta infra-
estrutura. Atualmente, ja existem trés organizacbes em Portugal associadas ao BBMRI: o SEEBMO,
com DNA de sangue periférico, o laboratdrio de glicobiologia do Instituto de Tecnologia Quimica e
Bioldgica, com plasma e fluido cérebro-espinal, e o banco de tumores do Hospital de Sdo Jodo do

Porto.

Para além do BBMRI existem outras iniciativas internacionais na Fundag¢do de Genética e Gendmica

de Saude Publica (PHG), que promovem a tradugdo da ciéncia baseada no genoma em melhorias na
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salude populacional: Rede de Epidemiologia do Genoma Humano  (HUGE-Net)

(www.cdc.gov/genomics/); Rede Internacional para Estudos de Gendémica Populacional (P°G)

(http://www.p3g.org/); Investigacdo baseada no Genoma e Rede Internacional de Saude Publica

(GraPH-Int) e Centro de Recursos Gendmicos (GRC) (http://www.who.int/genomics/en/)

desenvolvida pela Organizagdo Mundial de Satude (OMS). O P3G possui uma série de material de
referéncia online (o “Observatory”) com informacdes cientificas e diretivas de Biobanking destinadas
a facilitar o desenvolvimento, realizacdo e harmonizacdo de projetos de investigacdo. Inclui uma
série de catdlogos de biobancos populacionais em todo o mundo e permite uma rdpida visualizacdo

sobre as semelhancas e diferencas entre eles [12].

1.2.4. Boas praticas e diretivas de organiza¢do dos biobancos

Os biobancos devem adotar e implementar boas praticas, incluindo politicas e procedimentos
operacionais padronizados [13]. Os aspetos mais importantes a considerar quando se pretende
estabelecer um biobanco estdo descritos em diretivas e manuais de boas praticas elaboradas pelas
mais variadas organizagGes (tabela 1). A Organizacdo para a Economia, Cooperagdo e
Desenvolvimento (OECD), com 34 paises membros (incluindo Portugal) foi introduzida em 2001 e
descreve diretivas aplicdveis a todos os tipos de biobanco [5]. A Sociedade Internacional para
Repositoérios Biolégicos e Ambientais (ISBER) para além de descrever diretivas de todos os aspetos
gue permitam instala¢des apropriadas e favorecam a harmonizacdo possui também varios métodos
gue podem ser escolhidos de acordo com os objetivos do biobanco [14]. As Boas Praticas de Gestdo
de Recursos Bioldgicos do Instituto Nacional de Cancro (NCl) e a Agéncia Internacional de

Investigacdo de Cancro (IARC) por sua vez estdo mais focadas para o cancro [15].
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Tabela 1. Diretivas, procedimentos e recomendacGes aplicaveis aos biobancos (BBMRI, Julho 2012).

Diretivas, procedimentos e recomendacgoes aplicaveis aos biobancos

Nome: Tissue banking for Biomedical Research (Biobanco de tecidos para investigacdo biomédica)
Organizagao: National Cancer Center (Centro de investigacdo do Cancro)
Site:_http://www.bioethics-singapore.org/uploadfile/52533%20PMHT%20AppendixB-Dr%20Kon.pdf
Nome: Biorepository Protocols (Protocolos dos Biorepositorios)

Organizagdo: Australian Biospecimen Network (ABN) (Rede Australiana de produtos bioldgicos)
Site: http://www.abrn.net/pdf/ABN SOPs Review Mar0Q7 final.pdf
Nome: Biological resource centres: underpinning the future of life sciences and biotechnology (Centros de

recursos biolégicos que sustentam o futuro das ciéncias da vida e da biotecnologia)

Organizagdo: Organisation for Economic Cooperation and Development (OECD) (Organizagdo para a Economia,
Cooperagdo e Desenvolvimento)

Site: http://www.oecd.org/dataocecd/55/48/2487422.pdf

Nome: OECD best practice guidelines for biological resource centres (Diretivas de boas praticas OECD para

centros de recursos bioldgicos)

Organizagdo: Organisation for Economic Cooperation and Development (OECD) (Organizagdo para a Economia,
Cooperagdo e Desenvolvimento)

Site: http://www.oecd.org/datacecd/7/13/38777417.pdf

Nome: European Human Frozen Tumor Tissue Bank TUBAFROST (Biobanco Europeu TUBAFROST de tecidos
tumorais humanos congelados)

Organizagdo: The European Human Tumour Frozen Tissue Bank (TUBAFROST) (Biobanco Europeu de tecidos
tumorais humanos congelados)
Site: http://www.tubafrost.org/

Nome: Common Minimal Standards for Biological Resource Centers (Normas minimas comuns para os Centros
de Recursos Bioldgicos)

Organizagdo: International Agency for Research on Cancer (IARC), World Health Organisation

Site: http://www.iarc.fr/en/publications/pdfs-online/wrk/wrk2/standardsBRC-1.pdf

Nome: Human tissue and biological samples for use in research (Amostras bioldgicas e tecidos humanos para

uso em investigacao)
Organizagao: Medical Research Council (MRC) (Conselho de Investigagdo Médica)

Site:http://www.pre.ethics.gc.ca/francais/pdf/links/HumanTissueandBiologicalSamplesforuseinResearch.pdf

Nome: Best Practices for Repositories: Collection, Storage, and Retrieval of Human Biological Materials for
Research (Boas praticas para repositérios: Colheita, armazenamento, e recuperagdo de materiais bioldgicos
humanos para investiga¢ado)

Organizagdo: International Society for Biological and Environmental Repositories (ISBER) (Sociedade
Internacional de repositdrios bioldgicos e ambientais)

Site: http://www.redbiobancos.es/Pages%5CDocs%5CISBER BEST PRACTICES 2012.pdf

Nome: NCI Best Practices for Biospecimen Resources (Boas praticas de gestdo dos produtos bioldgicos)

Organizagdo: National Cancer Institute (NCI) (Instituto Nacional do Cancro)
Site: http://biospecimens.cancer.gov/bestpractices/2011-NClBestPractices.pdf

Nome: A Cold Greeting: an Introduction to Cryobiology (Introdugdo a Criobiologia)

Organizagao: Biotech

Nome: Specimen Collection, Preparation, and Handling (Colheita, preparagdo e manuseamento das amostras)
Organizagao: Labcorp

Site: https://www.labcorp.com/wps/portal/provider/testmenu/
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1.2.4.1. Aspetos ético-legais

Os biobancos, por conterem amostras e dados de humanos, levantam uma série de questdes éticas
na sociedade atual. Nos ultimos anos, os biobancos tém aumentado em nimero e complexidade,
levando ao aparecimento de novas questdes. Os temas éticos associados aos biobancos, devido a

evolucdo constante da ciéncia e tecnologia, exigem uma avaliacdo constante [16].

Cada Pais define as regras éticas que entende serem necessdrias para proteger os seus cidad3os.
Atualmente, sdo varios os paises Europeus (Noruega, Portugal, Irlanda, Grécia e Hungria) que ndo
possuem regulamentos especificos que abordem todas as questdes e procedimentos de investigacdo
genética em biobancos de DNA [3]. Em Portugal, a lei que regula a reten¢do de produtos bioldgicos e
os principios éticos a respeitar foi publicada em Janeiro de 2005 (Lei n212/2005) [1]. Ndo havendo,
em alguns casos, um quadro juridico adequado e especifico para os biobancos, estas questGes sdo

por vezes simplesmente abordadas e debatidas mas ndo regulamentadas [16].

1.2.4.1.1. Consentimento informado

O consentimento informado corresponde ao tema mais debatido na ética dos biobancos. O mesmo é
necessario para participar em estudos, para incorporar amostras e dados no biobanco e para
posterior utilizacdo em investigacdo [17]. Segundo as boas praticas da ISBER (L2.200) [14], um
consentimento informado para a colheita, retencdo e uso de material biolégico e dados associados é
um processo que fornece aos dadores informagdo suficiente para permitir que estes fagam uma
escolha devidamente informada sobre a doacdo de material bioldgico e dados ao biobanco e, se
aplicavel, do uso desse material em investiga¢cdes futuras. De acordo com este pressuposto,
nenhuma pessoa deve participar, nem ser exposta a qualquer risco relacionado com investigagao,
sem 0 seu consentimento prévio e sem informacdo completa sobre o propédsito da doagdo e os
possiveis riscos e beneficios a ela associados [16]. No sistema juridico Portugués a obrigacdo do
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consentimento assenta no direito a integridade fisica e moral de cada individuo. Este direito esta
reconhecido no art® 25° da Constituicdo da Republica (Direito a Integridade Pessoal), e no art® 70° do
Cadigo Civil (Tutela Geral da Personalidade), no que diz respeito a ofensas a personalidade fisica e

moral [18].

Atualmente ndo existe consenso sobre o tipo de consentimento ideal para ser utilizado em
Biobanking. Alguns autores defendem a existéncia de uma forma de consentimento universal Unico
[19, 20], de forma a ser mais pratico e comparavel em possiveis colaboracdes entre biobancos.
Outros discordam e justificam que as diferencas geograficas, sociais e religiosas devem ser

respeitadas, ndo sendo possivel com este tipo de consentimento [21, 22].

De acordo com a documentacdo internacional ético-legal, existem varios tipos de consentimentos

qgue podem ser utilizados na pratica dos biobancos [19] (tabela 2).

Tabela 2. Modelos de consentimento informado, para investigacdo de amostras de biobancos, e respetiva

defini¢do. (Adaptado de Salvaterra, 2008).

Consentimento Definigao
Amplo Permite o uso das amostras e dados, em qualquer tipo de investigacdo atual e futura.
Restrito Permite o uso das amostras e dados, para um tipo especifico de investiga¢ado atual e futura.

Permite o uso das amostras biolégicas e dados na investiga¢do para o qual o consentimento
Especifico foi solicitado, proibindo estudos futuros ndo previstos no momento do consentimento

original.

No caso do consentimento amplo, ao contrario do especifico, ha a vantagem de ndo ser necessdrio
entrar novamente em contacto com os participantes, levando a que ndo cause perda de tempo,
dinheiro e possivel ansiedade as pessoas [23, 24]. Muitos autores concordam que o consentimento

amplo é o mais adequado quando ndo se sabem os detalhes sobre a investigacdo para a qual as
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amostras serdo utilizadas. Porém, os mesmos autores indicam que quando se utiliza um
consentimento amplo, as seguintes condi¢cGes devem ser respeitadas: a investigacdo deve ser de
grande interesse; deve ser garantido o maximo de protecdo da privacidade dos dadores; os
participantes devem ter a liberdade de revogar o consentimento a qualquer altura; e toda a
investigacdo futura deve ser, previamente, aprovada por uma Comissdo de Etica [25-32]. Vérios
paises como na Alemanha, Islandia, Reino Unido, Suica, Estdnia, Japdo e Letdénia defendem a
utilizacdo de um modelo de consentimento amplo [33]. No entanto, na Itdlia, Franca e Suica exigem
explicitamente um consentimento informado especifico. Em outros paises, para a obtencdo do
consentimento, existe alguma flexibilidade legislativa, ditada pela auséncia de normas formais
impostas por lei. Paises, como a Dinamarca, Holanda, Espanha e Noruega exigem um consentimento
que seja informado e expresso, ndo clarificando ao certo o modelo de consentimento que deve ser
utilizado para os biobancos. [34]. O mesmo acontece em Portugal, onde é necessadrio um
consentimento informado escrito para obter e utilizar material biolégico para um biobanco sem, no
entanto, clarificar o modelo que deve ser empregue nesta pratica. O termo de consentimento, de
acordo com a lei Portuguesa, deve incluir informagdo sobre as finalidades do biobanco, o seu
responsavel, os tipos de investigacdo a desenvolver, os seus riscos e beneficios potenciais, as
condi¢cbes e a duragdo do armazenamento, as medidas que serdao tomadas para garantir a
privacidade e confidencialidade dos participantes e a previsdo quanto a possibilidade de
comunica¢do ou nado dos resultados obtidos com esse material. O participante, familiares ou
representante legal, em caso de morte ou incapacidade deste, tém o direito a retirar o
consentimento, quanto ao armazenamento de material biolégico, devendo, neste caso, as amostras

e derivados serem definitivamente destruidos [1].
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1.2.4.1.2. Privacidade e confidencialidade

O maior risco associado aos biobancos é a perda de privacidade dos dadores, sendo por isso a
protecdo da identidade um dos assuntos éticos mais fundamentais [25]. Na realidade os biobancos
normalmente armazenam informacdo genética com ligacdo a um fendtipo particular. A ligacao entre
estes dois tipos de informacdo (informagdo genética e fenotipica), representa a maior ameaga a

privacidade dos participantes [35, 36].

Uma das maiores preocupacles dos participantes é que companhias de seguros e empregadores
possam ter acesso a informacdes sobre a sua predisposi¢cdo genética para determinadas doencas. Por
essa e outras razdes, os biobancos devem garantir protecdo adequada dos dados [16]. Dados
pessoais, de acordo com a Lei da Prote¢do de Dados Pessoais de 26 de Outubro (Lei n2 67/98) [37],
correspondem a “qualquer informacdo, de qualquer natureza relativa a uma pessoa singular
identificada ou identificavel (titular dos dados), sendo considerada identificavel a pessoa que possa
ser identificada direta ou indiretamente, designadamente por referéncia a um ndmero de
identificagdo ou a um ou mais elementos especificos da sua identidade fisica, fisioldgica, psiquica,
econdmica, cultural ou social”. J4 o termo “base de dados genética”, de acordo com a Lei n212/2005
[1], corresponde a “qualquer registo, informatizado ou ndo, que contenha informac¢do genética sobre
um conjunto de pessoas ou familias”. De acordo com a mesma lei, “as regras de criagao,
manutencdo, gestdo e seguranca das bases de dados genéticas para prestacdo de cuidados de satude
e relativas a investigacdo em saude sdo regulamentadas nos termos da legislacdo que regula a
protecdo de dados pessoais”. De acordo com a Lei n? 67/98 [37], a Comissdo Nacional de Protecdo
de Dados (CNPD), entidade administrativa independente que funciona junto da Assembleia da
Republica, é a “autoridade nacional que tem como atribuicdo controlar e fiscalizar o cumprimento
das disposicdes legais e regulamentares em matéria de protecdo de dados pessoais, em rigoroso

respeito pelos direitos do homem e pelas liberdades e garantias consagradas na Constituicdao”. A
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CNPD funciona desde 7 de Janeiro de 1994, sendo uma das mais antigas autoridades de protecdo de

dados da Unido Europeia.

A maior questdo ética associada a harmonizacdao dos biobancos é a protecdo da privacidade dos
participantes [25]. Em Portugal, a lei n212/2005, de 26 de Janeiro [1], define que a transferéncia de
material bioldgico para outras entidades nacionais ou estrangeiras deve sempre respeitar o
propdsito da criacao do biobanco para o qual foi obtido o consentimento informado e ser aprovada

pela Comissdo de Etica responsavel.

A forma de identificacdo das amostras com destino a investigacdo é um tema que permanece muito
ambiguo. De acordo com a Conferéncia Internacional de Harmoniza¢do de Requisitos Técnicos (ICH),
qgue reune as autoridades reguladoras da Europa, Japao e USA [38], a identificacdo das amostras

pode ser de quatro categorias:

1) “Identified” ou identificadas: as amostras e os dados estdo identificados com informagdo pessoal
do participante, como por exemplo o nome ou numeros de identificacdo (bilhete de identidade;
seguranga social; nimero de utente), sendo assim possivel, através das amostras e dos dados,
identificar o participante. O uso desta categoria permite ao participante monitorizacdo e
acompanhamento clinico, a possibilidade de retirar as suas amostras do biobanco e, se aplicavel, a

oportunidade de receber os resultados da investigacdo [13, 38].

2) “Coded” ou codificadas: sdo amostras e dados que ndo estdo marcadas com nenhum tipo de

informacgado pessoal do participante, mas sim com um ou mais cédigos [13, 38].

a) “Single-coded” ou cédigo Unico: As amostras e os dados estdo marcados com um cddigo Unico.

Neste caso, s6 é possivel identificar o participante através do cédigo e com o acesso a informagdo
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pessoal do participante. Normalmente o investigador clinico é o responsavel pela ligagdo do cddigo
aos dados pessoais. Como o participante pode ser identificado, permite-lhe a monitorizagdo e
acompanhamento clinico, a possibilidade de retirar as suas amostras e dados do biobanco e, se

aplicavel, a oportunidade de receber os resultados da investigacao [13, 38].

b) “Double-coded” ou cddigo duplo: As amostras e os dados, inicialmente estdo marcados com um
primeiro cédigo, e posteriormente sdao remarcados com um segundo cédigo. Neste caso so é possivel
identificar o participante através dos dois cédigos e com o acesso a informacgdo pessoal deste. Neste
caso, o investigador clinico é responsavel pela ligacdo do primeiro cddigo aos dados pessoais ndo
tendo, normalmente, acesso a ligacdo com o segundo cédigo. Sendo, contudo possivel identificar os
participantes é-lhes permitido a monitorizacdo e acompanhamento clinico, a possibilidade de retirar
as suas amostras do biobanco e, se aplicavel, a oportunidade de vir a receber os resultados da

investigacdo [13, 38].

3) “Anonymized” ou anonimizadas: as amostras e os dados estdo inicialmente codificados por um ou
mais cddigos. Posteriormente as ligagGes existentes, que levam a identificagdo do participante, sao
totalmente eliminadas. Neste caso, jd ndo é possivel identificar o participante, e por isso torna-se
impossivel que estes retirem as suas amostras e dados do biobanco, que venham a ter conhecimento

dos resultados de investigagdo e que tenham acompanhamento e monitorizacgdo clinica [13, 38].

4) “Anonymous” ou andnimas: sdo amostras e dados que nunca tiveram qualquer tipo de
identificacdo pessoal do participante. Como as amostras e dados anénimos ndo permitem de forma
alguma identificar os participantes, torna-se impossivel que estes retirem as suas amostras e dados
do biobanco, que venham a ter conhecimento dos resultados de investigacdo e que tenham

acompanhamento e monitorizagao clinica [13, 38].
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Como verificado anteriormente, o uso de amostras andnimas ou anonimizadas parece ser a melhor
forma de protecdo de privacidade dos participantes. No entanto, causa sérias limitacdes na
investigacdo, especialmente em estudos epidemioldgicos longitudinais [16]. Muitos autores recusam
a anonimizacdo completa e utilizam a codificacdo como forma de assegurar a privacidade dos
participantes. Atualmente é acordado pela maioria dos autores de que a codificacdao simples, dupla,
ou mesmo tripla, seja a escolhida por ser considerada segura o suficiente para assegurar aos

participantes um nivel satisfatério de privacidade [16, 23, 26, 39].

Em Portugal, a lei n212/2005 de 26 de Janeiro [1] define que havendo absoluta necessidade de se
usarem amostras identificadas ou identificdveis, estas devem ser codificadas, ficando os cédigos
armazenados separadamente, e sempre em instituicdes publicas. A mesma lei define que ndo é
permitido o armazenamento de material biolégico humano ndo anonimizado por parte de entidades

com fins comerciais.

1.2.4.1.3. Proprietarios das amostras

Em relagdo aos proprietarios do material doado, alguns autores defendem que as amostras e dados,
com excecao das totalmente anonimizadas, devem pertencer ao dador [40, 41]. A maioria dos
biobancos consente em ndo ser proprietario, mas sim em ter a custddia do material doado [42-44].
De acordo com O’Brien (2009) [45], o material dos biobancos deve ter propriedade partilhada entre
os dadores, investigadores e instituicdes. No entanto, este assunto permanece incerto e
insuficientemente discutido [3, 16]. Na situacdo atual, na maioria dos paises, esta acordado que as
amostras pertencem ao dador o qual, num espirito de solidariedade e através de um consentimento
informado, as disponibiliza para a investigacdo. O investigador é reconhecido como quem tem a
custédia das amostras, sendo responsavel pela sua manutengdo apropriada enquanto responsavel

pela investigacdo [3]. Em Portugal, a lei n212/2005 de 26 de Janeiro [1] decreta que o material

Pagina 25 de 59



bioldgico armazenado é considerado propriedade da pessoa dadora ou, depois da sua morte ou
incapacidade, dos seus familiares. Compete aos investigadores responsdveis, pela colecdo e
manutencdo do biobanco, zelar pela conservacao e integridade das amostras e informar os dadores
de quem foi obtido o consentimento de qualquer perda, alteracdao ou destruicao, assim como da sua

decisdao de abandonar um tipo de investigacdo ou de fechar o biobanco.

1.2.4.1.4. Divulgacao dos resultados de investigagcao

A divulgacdo dos resultados, obtidos das investigacGes realizadas com o material doado, corresponde
a outro dos assuntos debatidos. Eticamente, os dadores de amostras tém o “direito de saber ou ndo
saber” os resultados das investiga¢cdes para os quais as suas amostras foram utilizadas. Ou seja,
devem ter a oportunidade de decidir se querem ou ndo ter conhecimento dos resultados [16].
Embora muitos participantes tenham interesse em saber os resultados da investigacdo, a maioria dos
biobancos ndo os fornece [46]. Muitas vezes porque os resultados podem vir a ser mal interpretados,
causando ansiedade nos participantes [23, 25, 26, 28, 47], e também porque a ndo divulgac¢do
fornece uma certa protegdo contra possiveis resultados incorretos [16]. A maioria dos autores
concorda que os resultados sé devem ser comunicados aos participantes caso sejam de elevada
importancia clinica. Nestes casos, os resultados deverao ser comunicados apropriadamente por uma

pessoa competente [16].

Em Portugal, a lei [1] ndo menciona a obrigatoriedade de comunicacdo ou ndo dos resultados da

investigacdo. No entanto, se estiver prevista a comunicacao de resultados, deve ser envolvido nesse

processo um médico especialista em genética.
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1.2.4.1.5. Envolvimento de menores e doentes incapacitados em investigagao

O envolvimento de menores em investigacdo levanta determinados dilemas éticos e por isso muitos
biobancos ndo englobam amostras deste grupo. No entanto, como pode prejudicar a investigacao,
alguns autores ponderam a ideia do envolvimento se o risco associado for o menor possivel [48-51].
De acordo com Hens (2011) [52], antes de envolver um menor no biobanco é necessario atender a
trés requisitos principais: permissao por parte de um representante legal; permissdao do menor; e
avaliacdo precisa dos riscos/beneficios e da importancia da investigacdo. De acordo com Davidson
(2009) [54], os pais do menor tém o direito de decidir envolver ou ndo os seus filhos, dando

consentimento no lugar destes, embora, sempre que possivel, este deve ser pedido ao préprio [54].

No caso dos resultados da investigacdo, normalmente os pais tém interesse em saber tudo o que
diga respeito aos seus filhos [55]. No entanto, alguns autores defendem que o menor quando atingir
a maioridade, é que deve decidir se quer ou ndo a divulgagdo dos resultados [16]. Da mesma forma,
os principios éticos aplicados aos menores sao também aplicados aos participantes incapacitados,

como por exemplo os que sofrem de doengas psiquidtricas [28, 56].

1.2.4.1.6. Comercializagao

Um exemplo tipico de comercializacdo ocorre na investigacdo farmacogendmica suportada pelas
companhias farmacéuticas [28, 57]. Estas suportam a investigacdo que pode vir a melhorar o
tratamento de muitas doencas [47, 58]. No entanto, de acordo com alguns autores, a

comercializagdo nos biobancos pode, em alguns casos, diminuir a confianca publica [28, 59].
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1.2.4.2. Infra-estruturas e instalagoes

Diretivas e boas praticas de repositérios bioldgicos contém todos os aspetos das infra-estruturas de
um biobanco, e fornecem a base para a gestdao de um biobanco de produtos bioldgicos de origem
humana. Um biobanco deve possuir varios elementos que garantam a seguranga dos equipamentos
e do material armazenado, para além de que deve fornecer um ambiente eficiente e de seguranga
para o pessoal do biobanco [61]. As infra-estruturas dos biobancos dependem dos tipos de materiais
a serem armazenados, das condicdes necessarias de armazenamento, do periodo de retencdo e do
uso pretendido destes materiais [62]. No geral, nas instalacGes de armazenamento de um biobanco
devem existir: (1) ar condicionado que mantenha a temperatura ambiente da sala nos <22°C, de
forma a prevenir o excesso de desgaste dos congeladores e a falha precoce destes [61, 62]; (2) um
sistema que limite o acesso a pessoal autorizado protegendo contra a intromissdo de intrusos; (3)
uma fonte constante de energia elétrica que suporte falhas da energia entre 48 e 72 horas; (4)
congeladores de reserva, para substituicdo, no caso de avaria de algum dos equipamentos de frio
[61]; (5) sistemas de seguranga nos congeladores, com sistema de monitorizagdo acoplado e sistemas
de alarme (24 horas por dia e 7 dias por semana) de forma a assegurar que o pessoal responsavel
possa tomar as ages necessarias num periodo de tempo que previna ou minimize a perda ou o dano
dos materiais guardados [62]; e (5) sensor dos niveis de oxigénio, para os biobancos providos de
contentores de azoto, sabendo que o nivel normal de oxigénio do ar deve ser de aproximadamente

21% [61].

1.2.4.3. Sistemas de informacao

Para a realizacdo de estudos de investigacdo, é necessario para além de material biolégico
(amostras), uma enorme quantidade de dados relacionados com os doentes (registos clinicos,
andlises de laboratdrio, informagdes sobre estilos de vida, informacdo genética, e outros). Os
biobancos, como armazenam uma grande quantidade de dados, necessitam de um sistema de

Pagina 28 de 59



informacao eficiente e eficaz [63]. De acordo com a OECD [60], os biobancos devem estar equipados
com um sistema de informacdo que faca toda a gestdo das amostras. Isso implica um sistema que
registe dados de todas as fases de manuseamento das amostras desde a sua entrada até saida do
biobanco. Um bom sistema de informacdo deve permitir a rastreabilidade das amostras e das
analises efetuadas, bem como de controlos de qualidade realizados. Deve permitir a codificacdo das
amostras, de modo a proteger a privacidade dos participantes. Este processo de codificacdo é
essencial para possibilitar a distribuicao e utilizacdo das amostras em estudos de investigacao.

Os softwares que ajudam a informatizar todas as operagdes realizadas num biobanco incluem o LIMS
(Sistema de Gestdo da Informacdo Laboratorial) e o BIMS (Sistema de Gestdo de Informacdo
Bioldgica). Um LIMS permite o armazenamento dos dados (clinicos, demograficos e outros), a
identificacdo de informagdes necessarias para determinado estudos, o rastreamento das amostras
qguanto a sua localizagcdo de armazenamento, a seguranc¢a dos dados e a protecao da privacidade dos

participantes [64, 65].

1.2.4.4. Procedimentos operacionais padrido (POPs)

Os biobancos devem conter procedimentos padronizados onde todos os circuitos de trabalho a
efetuar estdo documentados. Estes devem fornecer instrugdes sistematicas, detalhadas e ldgicas, e
possuir pormenores suficientes para permitir que qualquer pessoa compreenda e execute os
procedimentos com consisténcia. Idealmente possuem indicacBes, faceis de seguir, onde os
componentes ou materiais necessdrios estdo mencionados. Ndo sdo manuais de laboratdrio com
discussOes extensivas e com muita teoria, mas sim instrugGes operacionais [66]. A sua importancia
prende-se com o facto de que pequenas diferencas nos POPs podem produzir resultados nao
interpretdveis, devido a variagdes nos diversos passos no processo de colheita e manuseamento das
amostras. As amostras de casos e de controlos devem ser sempre manuseadas de forma idéntica no

que diz respeito aos procedimentos de colheita, processamento, armazenamento e transporte. Isso é
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imprescindivel para que os investigadores possam ter a certeza que as diferencas encontradas entre
os dois grupos de amostras sejam devido a diferencas reais, entre o estado de doenca e ndo doenca,
e ndo de viés na manipulacdo das amostras [66]. Quando isso ndo é possivel, é indispensavel que
toda a informacado referente a processos diferentes esteja documentada, para que os investigadores
utilizem estes dados para eliminar quaisquer fatores potenciais de confusdo e possam explicar

determinados resultados [66].

Algumas das variacOes que podem causar resultados com impacto analitico sdo: (1) o tipo de aditivo
utilizado nos tubos de colheita do sangue; (2) o tempo e temperatura de processamento das
amostras; (3) a presenca de hemdlise; (4) os parametros de armazenamento das amostras; e (5) o
nimero de ciclos de congelamentos/descongelamentos [67, 68]. Este tipo de diferengas entre as
amostras pode ter um impacto significativo na estabilidade das proteinas e de outras moléculas de
interesse contidas na amostra. Sabe-se que a temperatura em que se encontra o produto biolégico
colhido, e o tempo decorrido desde a colheita até ao processamento e armazenamento no biobanco,
podem influenciar a qualidade da amostra bioldgica e dos produtos finais obtidos [69]. As células
permanecem estdveis a temperatura ambiente até 48 horas apds a colheita, sendo que apds esse
tempo, para continuarem vidveis, é necessario que sejam cultivadas ou crio preservadas em azoto
liguido. Se a integridade das células estiver comprometida as proteinas sdo sensiveis a degradacao
pelas proteases [69]. Portanto, a exposicdo excessiva a temperatura ambiente provoca a degradacao
das proteinas e de outros biomarcadores celulares. De acordo com esse pressuposto, para estudos
biomoleculares as amostras devem ser processadas rapidamente [70]. No caso de hemodlise, a
libertacdo de material celular no plasma ou no soro pode introduzir fatores de confusdo [66],
sobretudo em estudos de protedmica. Por essa razao é recomenddvel que esta informacdo esteja

devidamente documentada [66].
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1.2.4.4.1. Colheita

As amostras bioldgicas quando removidas do organismo sofrem uma quantidade de alteragbes que
normalmente ndao ocorrem no corpo humano [71]. Apds a colheita, na tentativa de garantir a
integridade das amostras, devem ser seguidos determinados procedimentos de modo a minimizar ao
maximo os efeitos causados pela manipulagdo das amostras [64]. Existe uma variedade de protocolos
para a colheita de diferentes tipos de produtos bioldgicos. As diretivas da ISBER apresentam
informacgao pratica e eficaz sobre colheita, armazenamento e distribuicdo de materiais bioldgicos
para investigacdo. O tipo de protocolo utilizado deve ser adaptado as necessidades especificas de
cada estudo e de cada biobanco. As amostras podem ser colhidas de formas diferentes, podendo
variar de acordo com a quantidade necessdria, distancia do centro de recolha, local de
processamento e do tipo de biobanco [14]. De acordo com Riegman (2008) [5], é recomendavel que
os produtos biolégicos com destino a um biobanco tenham um ambito de aplicacdo o mais alargado
possivel, de modo que sejam utilizados nos mais variados estudos. O sangue é um bom produto
bioldgico a obter na pratica dos biobancos por ser de facil acesso, a colheita ser de baixo custo,
poder obter-se plasma, soro, células nucleadas e eritrécitos, e varias biomoléculas, como DNA, RNA,
proteinas e produtos do metabolismo, que podem ser utilizadas em diversos estudos de genoma,
proteoma e metaboloma. Da mesma forma a urina é um fluido bioldgico, adequado para diversos
ensaios, contendo uma série de biomoléculas, como eletrélitos e produtos do metabolismo. E
importante como fonte de biomarcadores de doencas renais e, tal como o sangue, é de facil

obtencdo e de baixo custo a sua colheita [69].

1.2.4.4.2. Transporte

Os materiais bioldgicos, apds a colheita, devem ser enviados para o biobanco pelo meio de
transporte mais adequado. Na preparagdo do material bioldgico para o transporte é importante
considerar-se o tempo de transporte, distancia, clima, estacdo do ano, método de transporte e
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regulamentos, assim como o tipo e a quantidade de produto a enviar [62]. O transporte e
transferéncia eficiente de materiais infeciosos requerem uma boa coordenagdo entre o remetente,
transportador e o destinatario, de forma a garantir que o material seja transportado de forma segura
e que chegue ao seu destino em boas condicdes. Esta coordenacdo depende de uma comunicagao

permanente e de uma boa relacdo de trabalho entre as trés partes [72].

As amostras de origem humana podem ser consideradas “Mercadorias Perigosas”, e por isso o seu
envio estd estritamente regulado por diversos regulamentos nacionais e internacionais (tabela 3) [62,
72]. A regulamentacdo internacional relativa ao transporte de substancias infeciosas por qualquer
meio de transporte baseia-se nas recomendag¢des das Nagdes Unidas para o transporte de
mercadorias perigosas (UNCETDG) [62, 72]. Alguns paises adotam a regulamentacdo modelo das
Nacgbes Unidas na sua totalidade como norma nacional para mercadorias perigosas, e outros aplicam
a norma mas com algumas ligeiras variacGes. As autoridades nacionais de cada pais devem informar
sobre os requisitos estabelecidos na normativa nacional [72]. O Instituto da Mobilidade e dos
Transportes Terrestres (IMTT) é que regula o transporte rodoviario e ferroviario de mercadorias

perigosas em Portugal.

De acordo com as Boas Praticas da OECD, [60] todos os centros de investigacdo bioldgica para
garantirem a segurang¢a no acondicionamento e transporte do material bioldgico devem seguir os
regulamentos relativos ao transporte de substancias infeciosas (WHO/HSE/IHR/2010.8), publicados
pela OMS (tabela 3). Estes facultam as orientacGes praticas para o cumprimento da regulamentacdo
internacional relativa ao transporte de substdncias infeciosas, para todos os meios de transporte

[72].
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Tabela 3. Regulamentos nacionais e internacionais relativos ao transporte de substancias perigosas.

Regulamentagao relativa ao transporte de substancias perigosas

Comissdo Econdmica das NagGes Unidas para a Europa (UNECE)
Recomendacdo das Nagdes Unidas para o transporte de mercadorias perigosas - Regulamento Modelo.

http://www.unece.org/fileadmin/DAM/trans/danger/publi/unrec/rev17/English/00ERev17 Recommendations

-pdf
Organizacgdo Internacional de Aviagao Civil (ICAQ)
Agéncia Especializada das Nagdes Unidas.

http://legacy.icao.int/icao/en/m publications.html

Associagdo Internacional de Transporte Aéreo (IATA)
Organizagdo comercial em Montreal para as companhias aéreas. Publica regulamentos de mercadorias
perigosas que incorporam as disposi¢cdes da ICAO.

http://www.iata.org/ps/publications/Pages/index.aspx

Instituto Nacional de Aviagao Civil (INAC)
Orgdo do estado detentor das atribuicdes da “autoridade aerondutica”. Coordena, fiscaliza, controla,
supervisiona e inspeciona todas as atividades relacionadas com a aviagdo civil em todo o espago nacional.

http://www.inac.st/

Guia de regulamentos relativos ao transporte de substancias infeciosas 2011-2012 (WHO/HSE/IHR/2010.8)
Diretivas publicadas pela OMS, baseadas em varios regulamentos nacionais e internacionais. S3o relativas ao
transporte de substancias infeciosas e amostras de doentes por todos os meios de transporte.

http://www.who.int/ihr/publications/who_hse ihr 20100801 en.pdf

Instituto da Mobilidade e dos Transporte Terrestre (IMTT)
Entidade Nacional Portuguesa competente para efeitos de execuc¢do do Decreto-Lei n241-A/2010 que regula o
transporte rodoviario e ferrovidrio de mercadorias perigosas.

http://www.imtt.pt/sites/IMTT/Portugues/Paginas/IMTTHome.aspx

Regulamentagdo do transporte de mercadorias perigosas por estrada: Acordo Europeu relativo ao Transporte
Internacional de Mercadorias Perigosas por Estrada (ADR)

http://www.imtt.pt/sites/IMTT/Portugues/TransportesRodoviarios/TransporteMercadoriasPerigosas/Regulam

entacaoTecnica/Documents/ADR%202011/ADR2011 Partel.pdf

As substancias infeciosas, de acordo com a guia da OMS, sdo substancias para as quais se sabe ou se
suspeita de conter agentes patogénicos. As substancias infeciosas dividem-se em categorias A e B. As
substancias infeciosas de categoria A correspondem as substdncias que causam incapacidade
permanente ou colocam a vida de seres humanos ou animais em risco. A designacao apropriada para

estas substancias é: UN 2814 “Substdncia Infeciosa que afeta os seres humanos” [62, 72]. A
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substancia infeciosa da categoria B corresponde a todas as outras substancias infeciosas que nado
cumprem os critérios para a sua inclusdo na categoria A. A designacdo apropriada para o transporte
destas substancias € UN 3373 “Substancia bioldgica, categoria B” [72]. Muitos dos produtos
biolégicos humanos, como o sangue, tecidos, saliva ou urina ndo contaminados por virus de elevada

patogenicidade pertencem a esta categoria [62].

E da responsabilidade do remetente garantir a correta classificacdo, embalagem, etiquetagem e
documentacdo de todas as substancias infeciosas destinadas a transporte. A embalagem, que
transporta os produtos biolégicos, deve ser desenhada de forma a impedir danos durante o
transporte e a garantir a integridade dos materiais. Os requisitos da embalagem s3do determinados
pela UNCETDG, e para as substancias infeciosas da categoria B constam as instrucées de embalagem
P650. Os remetentes destas substancias devem-se assegurar que as embalagens sejam preparadas
de tal modo que cheguem ao seu destino final em bom estado e que, durante o transporte, ndo
apresentem perigo para os seres humanos e animais [72]. O sistema de embalagem tripla deverd se
utilizado para todas as substdncias infeciosas sendo constituido por: 1) embalagem ou recipiente
primario, impermedvel que contém a amostra, envolvido com material absorvente para no caso de
rutura, a amostra ser totalmente absorvida; 2) embalagem secundaria, impermeavel e duradoura
gue encerra e protege os recipientes primarios; e 3) embalagem tercidria ou exterior de material
amortizado adequado, onde é colocada a embalagem secundaria. Esta embalagem protege contra

danos exteriores que possam ocorrer durante o transporte [62, 72].

1.2.4.4.3. Recegao, processamento e armazenamento

Todas as amostras recebidas do exterior devem ser confirmadas no biobanco e deve ser mantido um
registo de entrada. A documentacdo, referente as amostras recebidas, deve incluir data e hora de

entrada no biobanco, verificacdo das condi¢cBes da embalagem e da temperatura do transporte,
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verificacdo da quantidade e qualidade dos produtos bioldgicos recebidos e as possiveis nao
conformidades [14]. Os produtos bioldgicos devem ser processados, de acordo com protocolos
padronizados, de modo a impedir que sejam introduzidas varidveis que possam pOr em causa 0s

estudos de investigacdo [64].

Relativamente ao armazenamento, é recomendado que as amostras sejam guardadas em aliquotas
para evitar descongelamentos repetidos. Alguns investigadores [68, 73] ja demonstraram que o
nimero de ciclos de congelamento/descongelamento das amostras tem um efeito negativo na
qualidade das amostras. Para além disso é indicado como medida de seguranca que sejam guardadas
duas aliquotas da mesma amostra em arcas diferentes [62]. As boas prdticas da ISBER, como
mencionado anteriormente, apresentam informacdo pratica sobre colheita, armazenamento e

distribuicdo de materiais bioldgicos para investigacao [14].

1.2.4.4.4. Controlo de qualidade

Em Biobanking é necessario haver metodologias que permitam distinguir uma boa amostra de uma
ma amostra. Esta possibilidade ndao sé é importante para escolher as amostras para inclusdo ou
exclusdo em determinado estudo, como também para ter a certeza que os protocolos estdo sendo
seguidos [71]. Segundo as boas praticas da ISBER (D7.400) [14], os acidos nucleicos (DNA e RNA),
devem ser avaliados quanto a integridade e fragmentacdo (peso molecular, nimero de integridade
do RNA (RIN), quantidade/concentracdo e pureza. De acordo com as diretivas OECD, [60] as
metodologias de controlo de qualidade devem ser aplicadas de acordo com o material bioldgico a
avaliar, e em cada caso, os controlos de qualidade devem ser bem estabelecidos e seguidos
rigorosamente. O controlo de qualidade de amostras de fluidos tais como a urina, soro e plasma, é
habitualmente efetuado através da quantificacdo de componentes especificos, de forma a avaliar a

degradacdo destes ao longo do tempo (integridade) [14].
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Existem atualmente diversos programas de gestdo da qualidade disponiveis [64], que podem ser

empregues nos biobancos tais como: ISBER (http://www.isber.org/); Boas Préticas de Laboratério

(http://www.oecd.org/document/63/0,3746,en 2649 34377 2346175 1 1 1 1,00.html); Melhoria

e Correcdo dos Laboratorios Clinicos (CLIA) (http://wwwn.cdc.gov/clia/); Organizacdo Internacional

para Estandardizacdo (ISO 9000) (http://www.iso.org); Administracdo de alimentos e medicamentos

(FDA) Regulagdo do Sistema de Qualidade, Cddigo de Regulamentos Federais 21, parte 820

(http://www.accessdata.fda.gov/scripts/cdrh/cfdocs/cfcfr/cfrsearch.cfm?cfrpart=820).

1.3. Biobanking em Urologia

O “Renal Biobank Catalogue”, desenvolvido através do projeto GENECURE (GENomic stratEgies for
treatment and prevention of Cardiovascular death in Uraemia and end-stage REnal disease) em
colaboracdo com o P°G, contém informacdes padronizadas que descrevem estudos relacionados com
as doengas renais [12]. Da mesma forma, o projeto ReGeNet (REnal GEnome NETwork)

(http://www.regenet.eu/), estabelecido em 2003, tem como objetivo promover e facilitar estudos

clinicos, epidemioldgicos e genéticos no dominio da urologia. Este projecto envolve varios institutos

de investigacdo e empresas de toda a Europa.

O MRPB (Manchester Renal Patient BioBank) (http://www.kidneysforlife.org/research/manchester-

renal-patient-biobank-mrpb/) é um dos biobancos especifico as doengas renais. Este foi estabelecido

com o intuito de armazenar amostras e dados de doentes com doencas renais para rastreio genético,

estudos de protedmica, metabolémica e detecdo de biomarcadores.
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1.3.1. Litiase Urinaria

A LU é uma entidade clinica muito comum caracterizada pela presenga de calculos no trato urinario
[74]. A sua prevaléncia é elevada estimando-se que atinga entre 1 a 20% da populacao em geral,
variando com a localiza¢do geografica. Na Europa pensa-se que a prevaléncia seja de 2 a 8%, embora
num estudo realizado na Grécia foi encontrada uma prevaléncia de 15% [75]. Em Portugal a
prevaléncia é desconhecida, embora um estudo realizado com 43,000 individuos revelou que cerca
de 7% destes teve pelo menos uma célica renal em toda a sua vida [76]. Nos Acores, até a data, ndo
foram publicados estudos epidemioldgicos da LU. Atinge maioritariamente individuos jovens do sexo
masculino com idades entre 20 e 40 anos, sendo mais frequente em caucasianos, seguidos dos
hispanicos, negroides e asiaticos [74, 77]. A recorréncia é elevada, estimando-se que cerca de 40%
dos doentes ndo tratados apresentam recorréncia em 3 anos [78]. Atualmente é responsavel por
uma elevada taxa de morbilidade, sobretudo nos casos recorrentes, acarretando elevados encargos

financeiros ao sistema de saude [79].

Os calculos renais, de acordo com a sua composi¢ao, podem ser de origem cdlcica ou ndo calcica. Os
calculos de calcio constituem a grande maioria dos calculos urindrios, onde os de oxalato de calcio
sdo os mais frequentes, seguidos dos mistos de oxalato e fosfato de calcio. Os restantes tipos sdo de

estruvite, acido Urico, cistina e outros com incidéncia residual (tabela 4).

Tabela 4. Classificagdo dos calculos renais quanto a composi¢ao, causa e frequéncia (adaptado de [80]).

Composic¢ao do calculo Causa Frequéncia
Oxalato de calcio, fosfato ou ambos Anomalia metabdlica 60-80%
Idiopdtica 25%
Estruvite (triplo-fosfato) Infecao 10-15%
Acido urico Hiperuricémia e hiperuricosuria 5-10%
Idiopatica 50%
Cistina Disfungdo nos tubulos renais 1%
Outros 1%
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A formacdo dos calculos é um processo complexo que resulta da precipitacdo de sais minerais na
urina, podendo estar relacionada com causas metabdlicas, infeciosas, anatdmicas e idiopaticas [74,

81].

Existe claramente a existéncia de fatores genéticos, no entanto, fatores ambientais e habitos
pessoais parecem desempenhar importancia fundamental [78]. Um aumento do risco é observado
em pessoas que trabalham em ambientes quentes [82], ou que tém determinadas profissdes, como o
caso dos taxistas que tendem a diminuir a ingestdo de fluidos para evitarem demasiadas paragens. A
etnicidade também parece estar relacionada, pois de acordo com Lépez (2010) ([83],
independentemente da drea geografica em causa, a doenga é mais comum em caucasianos brancos
do que em negros, embora haja um aumento significativo da doenca em afro-americanos que
seguem os habitos alimentares dos caucasianos. De facto, ndo existem duvidas de que a dieta
desempenha um papel fundamental no desenvolvimento da LU [79, 83, 84]. Vdrios fatores dietéticos
parecem modificar o risco de desenvolver calculos. Os nutrientes que tém sido implicados na doenga
incluem o calcio, proteina animal, [85] oxalato, [86] sddio, [87] sacarose, [88] frutose, [89] deficiéncia
em magnésio, [90] e potdassio [91]. O risco de LU é superior em pessoas com histéria familiar da
doenca [92], embora a ocorréncia verificada entre familiares (agregacdo familiar) possa nao implicar
necessariamente transmissdo hereditaria, mas sim ser efeito dos fatores ambientais partilhados
pelos membros da mesma familia, principalmente os relacionados com hdbitos alimentares. Algumas
condi¢cbes monogénicas, como cistinuria, hiperoxaluria primaria e doenca de Dent tém sido indicadas

como responsaveis pelo desenvolvimento de certos tipos de calculos (tabela 5) [93].
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Tabela 5. Fenétipos associados a Urolitiase, genes envolvidos, localizagdes cromossomicas e referéncia OMIM.

Fenétipo Gene Localizagdo cromossomica # OMIM
Deficiéncia de adenina fosforibosiltransferase APRT LERPE cLies
Nefrolitiase, acido Urico, suscetibilidade ZNF365 10g21.2 605990
Doencga de Dent 1 Ce Xp11.23-p11.22 300009
SLC6A20 3p21.31
Hiperglicinuria SLC6A19 5p15.33 138500
SLC36A2 5¢g33.1
Aleaptoniiria HED 3q13.33 203500
Hipouricemia renal SLC22A12 11q13.1 220150
. e GRHPR 9p13.2 260000
Hiperoxaluria primaria, tipo 2
. e AGXT 2qg37.3 259900
Hiperoxaluria primaria, tipo 1
Nefrolitiase/osteoporose, hipofosfatémica 1 Szl SR it
Xantinuria, tipo 1 XDH 2p23.1 278300
Superactividade de Fosforibosilpirofosfatase; Gota PRPS1 Xg22.3 311850
N SLC3A1 2p21
Cistinuria SLC7A9 19q13.11 220100

Outras patologias como o hiperparatiroidismo, [94] aumento do indice de massa corporal, [95] gota
[96] e diabetes mellitus [97] também tém sido associadas a formagdo dos calculos. Mais
recentemente tem sido sugerido o envolvimento do “microbioma” no desenvolvimento dos calculos
de oxalato de cdlcio [98]. Um estudo realizado, em 2008, por Kaufman [99] sugere que a colonizagdo
pela bactéria intestinal Oxalobacter formigenes, responsavel pela degrada¢do de oxalato, reduz
significativamente o risco de desenvolvimento de cdlculos de oxalato de cdlcio. Estudos em doentes
com Urolitiase e fibrose cistica mostraram que o uso frequente e prolongado de antibidticos pode

eliminar irreversivelmente a colonizagdo desta bactéria do intestino [100].

Embora nos ultimos anos tenham sido alcangados varios progressos na compreensao da etiologia,
fisiopatologia, tratamento e prevencao da doencga, vdrios aspetos continuam controversos e por
desvendar [83]. A morbilidade e o elevado custo associado a LU leva a que os investigadores tenham

interesse na patologia na tentativa de diminuirem a sua elevada incidéncia e recorréncia [74].
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2. METODOS

Este trabalho teve como base uma revisao bibliografica sobre os biobancos que armazenam dados e
amostras de origem humana. Foram consultadas diretivas europeias e internacionais, bem como a
legislacdo portuguesa envolvida na pratica de Biobanking. Foi elaborado um consentimento
informado, um questiondrio e procedimentos operacionais padronizados, que foram posteriormente

aferidos pela andlise das 10 primeiras amostras de LU recebidas no SEEBMO.

2.1. Verificagao das condi¢des do AZORBIO

Foi realizado um levantamento das infra-estruturas e dos equipamentos de base e manutencao do
AZORBIO, de modo a verificar se estdo de acordo com a norma ISBER. Foram verificados os seguintes
conteudos da norma: B2.000) Ventilagdo, aquecimento e ar condicionado; B3.000) lluminagao;
B4.000) Pavimentos; B5.000) Energia de reserva; B6.000) Acesso; B7.000) Sistemas de seguranca;

B8.000) Prevencdo de incéndios; e B9.000) Plano de emergéncia.

Realizou-se também o levantamento de todas as amostras criopreservadas no AZORBIO no que diz

respeito a sua codificacdo e localizagao.

2.2. Consentimento informado

O modelo de consentimento informado foi elaborado tendo em conta a legislagdo nacional (Lei ne.

12/2005 de 26 de Janeiro).
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2.3. Folha informativa e questionario

Foi elaborado um documento informativo e um questionario especifico da LU de modo a obter dados

relevantes relacionados com a doenca.

2.4. Procedimentos Operacionais Padrao

Foram elaborados todos os procedimentos a efetuar no que diz respeito a:

a) colheita, acondicionamento e transporte;
b) rececdo no SEEBMO- AZORBIO;
) processamento e armazenamento;

d) controlo de qualidade das amostras.

Os procedimentos foram elaborados com base nas normas ISBER, IARC, NCI, OECD, e outras
aconselhadas pelo BBMRI. Para os procedimentos relacionados com o transporte foram ainda

verificadas as condi¢des necessarias indicadas pela OMS (WHO/HSE/IHR/2010.8).

2.5. Aferigao dos procedimentos

Foram aferidos todos os procedimentos e toda a documentagdao nas primeiras amostras de LU
recebidas no SEEBMO. As amostras de DNA e RNA foram submetidas a controlo de qualidade no que
diz respeito a concentracdo e pureza, integridade e funcionalidade para verificar que os
procedimentos sdo os adequados. Os dados associados as amostras foram analisados de forma a

detetar possiveis lacunas nos questionarios.
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3. RESULTADOS

3.1. Verificagao das condi¢6es do AZORBIO

As instalacdes do AZORBIO estdo climatizadas com uma temperatura de <222C (B2.100) e contém
ventila¢do suficiente (B2.200), para o bom funcionamento dos equipamentos e para o bem-estar dos
técnicos. Possui iluminagdo suficiente (B3.100) e pavimentos facilmente lavaveis (B4.000). Estdo
dotadas de UPS (Uninterruptible Power Supplies) (B5.100) e gerador (B5.200), com capacidade para
manutencao e estabilizacdo da energia. Contudo carece de um sistema que limite o acesso a pessoas
ndo autorizadas (B6.000) e um sistema para detecdo de intrusos (B7.100). O AZORBIO contém
refrigeradores a +4°C, arcas congeladoras a -80°C e -150°C e contentores de azoto liquido a -190°C,
com um sistema de monitorizacdo acoplado que dispara um alarme local e remoto (email e
telefénico 24 horas por dia e 7 dias por semana) quando a temperatura atinge um valor critico
(previamente definido para cada uma das arcas) (B.7.000). O sistema permite que sejam tomadas as
precaucgdes necessdrias em tempo real, de modo a proteger os materiais armazenados.

Como o biobanco contém contentores de azoto, é importante referir a auséncia de sensor para os

niveis de oxigénio (C2.400) nas instalacées do AZORBIO.

Relativamente a prevencgdo de incéndios (B8.000) e ao plano de emergéncia (B9.000), verificou-se
que o biobanco contém os extintores de pd quimico seco, no entanto carece de um sistema de

detecdo de fogos (B8.000) e um plano de emergéncia para estes casos.

A colecdo de amostras biolégicas humanas criopreservadas no biobanco foi reorganizada nos
equipamentos de frio, e foram elaborados planos das arcas para auxiliar na configuragdo de um LIMS
comercial versdo 6.0 da LabWare que se encontra no SEEBMO em fase de desenvolvimento e

experimentacdo. Este permite o armazenamento de toda a informacdo associada as amostras, bem
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como toda a sua gestdo. O acesso a base de dados esta limitado através de niveis de acesso definidos

de acordo com as fun¢des desempenhadas no SEEBMO.

3.2. Consentimento informado

O termo de consentimento informado (IMP.EBM.001.01) é restrito para os estudos relacionados com
a LU, permitindo a utilizacdo das amostras e dos dados em investigacGes atuais e futuras. Inclui
informacdo sobre as finalidades do biobanco, o seu responsavel, os tipos de investigacdo a
desenvolver, a duracdo do armazenamento, as medidas tomadas para garantir a privacidade e a
confidencialidade dos participantes e a previsdo quanto a possibilidade de comunicacdo ou ndo de
resultados obtidos. O consentimento informado foi submetido a Comissdo de Etica do HSEIT, com

obtencdo de parecer favoravel, a partir de 3 de Fevereiro de 2012.

3.3. Folha informativa e questionario

A folha informativa (IMP.EBM.008.01), cedida aos doentes que aceitem participar no estudo, contém
informagdes basicas sobre o projeto, tais como: o nome do projeto, o seu responsdvel e

participantes, os objetivos, a metodologia e um breve resumo da doenga.

O questionario (IMP.EBM.002.01) comporta questGes que possam eventualmente ter associagdo
com a doenga, como: caracteristicas sécio-demograficas, medidas antropométricas, caracteristicas
socio-econdmicas, comportamentos e habitos pessoais, habitos alimentares e informacéo de saude.

A folha informativa e o questionario foram submetidos & Comissdo de Etica do HSEIT, com obtencdo

de parecer favoravel, a partir de 3 de Fevereiro de 2012.
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3.4. Procedimentos Operacionais Padrao

Estes comportam toda a informacdo necessaria de forma a assegurar a integridade das amostras a

longo prazo. Cada procedimento, antes de sua implementacao, foi revisto pelo pessoal envolvido e

aprovado pelo diretor do AZORBIO. Para a implementacao do circuito de recolha de amostras, foi

ainda realizada uma reunido com os profissionais de saude do HSEIT envolvidos no projeto, de forma

a dar a conhecer os procedimentos que devem ser seguidos.

3.4.1. Colheita, acondicionamento e transporte de amostras

Este procedimento (anexo 1 do volume Il) tem como objetivo orientar a colheita, acondicionamento

e transporte de material bioldgico obtido de doentes com LU para o biobanco. Os documentos

associados a este procedimento incluem diversos impressos e instru¢Ges operacionais (Tabela 6) que

sdo apresentados no volume Il nos anexos 2 ao 11.

Tabela 6. Documentos associados ao procedimento “Colheita, acondicionamento e transporte de amostras para

investigacao em LU”.

Tipo de Documento

N2 documento

Tema

Procedimento
Impresso
Impresso
Impresso
Impresso

Instrugdo Operacional
Instrugdao Operacional
Instrugdo Operacional
Instrugdo Operacional
Instrugdo Operacional

Instrugdo Operacional

PRD.EMB.002.01
IMP.EBM.001.01
IMP.EBM.002.01
IMP.EBM.008.01
IMP.EBM.003.01
I0P.EBM.001.01
IOP.EBM.002.01
I0P.EBM.003.01
I0P.EBM.004.01
I0P.EBM.005.01
IOP.EBM.006.01

Termo de consentimento informado

Questionario

Folha informativa

Documento de transporte
Recomendagdes da colheita

Identificagdo do material bioldgico

Recolha de sangue

Recolha de urina

Acondicionamento

CondigGes de transporte

Colheita, acondicionamento e transporte (geral)
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3.4.2. Receg¢ao das amostras no SEEBMO- AZORBIO

Este procedimento (anexo 12 do volume IlI) tem como objetivo orientar a rececdo de amostras

bioldgicas e dados de doentes de LU no biobanco. Os documentos associados a este procedimento

incluem diversos impressos e instrucdes operacionais (Tabela 7) que sdo apresentados no volume |l

nos anexos 2,4,5e do 13 a0 17.

Tabela 7. Documentos associados ao procedimento “Recec¢do das amostras no SEEBMO-AZORBIO”.

Tipo de Documento

N2 documento

Tema

Procedimento
Impresso
Impresso
Impresso
Impresso
Impresso
Impresso

Instrugdo Operacional

Instrugdo Operacional

PRD.EMB.003.01
IMP.EBM.001.01
IMP.EBM.002.01
IMP.EBM.003.01
IMP.EBM.004.01
IMP.EBM.005.01
IMP.EBM.006.01
I0P.EBM.007.01
I0P.EBM.008.01

Receg¢do das amostras (geral)
Termo de consentimento informado
Questionario
Documento de transporte
Folha didria das amostras
Documento de verificagdo
Documento de registo de incidéncias
Verificagdo a Seguir no Secretariado

Verificagdo a Seguir no laboratério

3.4.3. Processamento e armazenamento das amostras no SEEBMO-AZORBIO

Este procedimento (anexo 18 do volume Il) tem como objetivo orientar o processamento das

amostras bioldgicas de doentes de LU no biobanco. Os documentos associados a este procedimento

incluem diversos impressos, instrugcdes operacionais e protocolos (Tabela 8) que sdo apresentados no

volume Il nos anexos 19 ao 29.
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Tabela 8. Documentos associados ao procedimento “Processamento e armazenamento das amostras no

SEEBMO-AZORBIO”.

Tipo de Documento N2 documento

Tema

Procedimento PRD.EBM.004.01

Impresso IMP.EBM.007.01
Protocolo PRT.EBM.001.01
Protocolo PRT.EBM.002.01
Protocolo PRT.EBM.003.01
Protocolo PRT.EBM.004.01
Protocolo PRT.EBM.005.01
Protocolo PRT.EBM.006.01
Protocolo PRT.EBM.007.01
Protocolo PRT.EBM.008.01

I0P.EBM.009.01
I0P.EBM.011.01

Instrugdo operacional

Instrugdo operacional

Processamento e armazenamento (geral)

Informagdo do processamento
Extragdo automatica do DNA

Separagdo do Plasma

Extragcdo manual do DNA (Método de “Salting-out”)

Preparacgdo de solugdes para a extragdo manual do DNA

Separagdo do soro
Extragdo de RNA

Preparagao de solugdes para a extragdao de RNA

Separagdo de urina

Aliquotagem, etiquetagem e armazenamento das amostras bioldgicas

Equipamento de criopreservagao

3.4.4. Controlo de qualidade das amostras

Este procedimento (anexo 30 do volume Il) tem como objetivo orientar a verificacdo da qualidade

das amostras de DNA e RNA do AZORBIO. Os documentos associados a este procedimento incluem

protocolos e instru¢des operacionais (Tabela 9) que sdo apresentados no volume Il nos anexos 31 ao

40.

Tabela 9. Documentos associados ao procedimento “Controlo de qualidade das amostras de DNA e RNA ”.

Tipo de Documento

N2 documento

Tema

Procedimento
Protocolo
Protocolo
Protocolo
Protocolo
Protocolo
Protocolo
Protocolo
Protocolo
Protocolo

Instrugdo Operacional

PRD.EBM.005.01
PRT.EBM.009.01
PRT.EBM.010.01
PRT.EBM.011.01
PRT.EBM.012.01
PRT.EBM.013.01
PRT.EBM.014.01
PRT.EBM.015.01
PRT.EBM.016.01
PRT.EBM.017.01
IOP.EBM.0.10.01

Controlo de qualidade (geral)
Concentragdo e pureza do DNA
Integridade do DNA
Funcionalidade do DNA
Concentragdo do RNA (Kit RNeasy)
Concentragdo e pureza do RNA
Integridade do RNA
Digestao do RNA com DNase
Purificagdo do RNA
Funcionalidade do RNA
Purificagdo do RNA
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3.5. Aferigdo dos Procedimentos

3.5.1. Colheita, acondicionamento, transporte e recegdo das amostras

Os produtos bioldgicos, dos primeiros 10 doentes com LU, foram transportados nas embalagens
apropriadas (UN 3373) e recebidos no SEEBMO acompanhados do consentimento informado,
documento de transporte e do questiondrio devidamente preenchidos. Os questiondrios e os

consentimentos informados encontram-se sob a protecdo do diretor do SEEBMO.

Na verificacdo das amostras (utilizacdo do impresso IMP.EBM.005.01), confirmou-se que os produtos
bioldgicos foram recebidos no intervalo de tempo estabelecido (até 2 horas apds a colheita), tipo de
tubo e volume pretendido. Foram detetadas e documentadas (utilizacdo do impresso
IMP.EBM.006.01) 2 incidéncias relativas a “erro com o produto bioldgico” e 1 relativa a “erro com a

documentacdo”.

3.5.2. Processamento das amostras

As amostras de sangue e urina foram processadas de acordo com o procedimento processamento e
armazenamento (PRD.EBM.004.01). Foram armazenadas 20 amostras de DNA, 39 aliquotas de
plasma, 34 de soro, 64 de urina e 20 de RNA. Os dados do questionario que acompanham a amostra

serdo posteriormente inseridos no software LIMS (em fase de implementacdo e desenvolvimento).
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3.5.3. Controlo de qualidade

3.5.3.1. Amostras de DNA

O controlo de qualidade efetuado ao DNA (PRT.EBM.009.01) obtido por extracdo automatica revelou
concentracdes entre 25,5-86,5 ng/ul e racios entre 0,883-2,429 (260/280nm). Os obtidos por
extracdo manual apresentam concentracdes entre 110,5-580,5 ng/ul e racios 1,238-2,070. Verificou-
se no DNA (PRT.EBM.010.01) obtido por extracdo automatica uma boa integridade (bandas no gel
bem definidas e sem arrastamento), no entanto as amostras obtidas por extracdo manual

apresentam demasiada degradacdo (figura 1).

1234

Figura 1. Avaliagao da integridade: gel de agarose (0.7%) corado com Brometo de Etideo (EtBr) de 10

amostras de DNA extraidos por método automatico (esquerda) e manual (direita).

As amostras extraidas manualmente, por ndo apresentarem banda definida no gel de agarose (Figura
1, direita), foram amplificadas por PCR (Polymerase Chain Reaction) multiplex e submetidas a
eletroforese (PRT.EBM.011.01) (figura 2). Este controlo de qualidade mediante a amplificagdo de 6

fragmentos de DNA de grande tamanho permitiu avaliar se o DNA fragmentado é funcional.

Através da anadlise do gel (PRT.EBM.011.01), verifica-se que todas as amostras de LU apresentam boa

funcionalidade, podendo ser classificadas como amostras de boa qualidade.
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Figura 2. Avaliagdo da funcionalidade: gel de agarose (50% Hi-Gel Matrix) corado com EtBr de: pogo 1-MM 4-

Hind Ill; pogo 2-amostra 10 da figura 1; Pogos 3 a 12-amostras de LU obtidas por extragao manual.

3.5.3.2. Amostras de RNA

O controlo de qualidade efetuado aos RNAs (PRT.EBM.013.01) revelou concentragbes entre 40,0 e
105,2 ng/ul e racios entre 1,959-2,184 (260/280nm). Relativamente a integridade (PRT.EBM.014.01)
e possiveis contaminacGes com DNA, o gel da figura 3 mostra 2 bandas 23S e 16S definidas que ndo

apresentam contaminagdo com DNA.

Figura 3. Avaliagdo da Integridade - Gel de agarose (1.7%) corado com EtBr das amostras de RNA extraidas de

tubos PAXgene.

Embora as 10 amostras de RNA estejam integras e livres de contaminagdes com DNA, o controlo de
qualidade para verificar a funcionalidade do RNA (PRT.EBM.017.01) é sempre efetuado. A
funcionalidade do RNA foi verificada através do controlo da B-actina, mostrando que todas as 10

amostras de RNA sdo funcionais (figura 4).
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Figura 4. Avaliagdo da funcionalidade - Gel de agarose (1.7%) corado com EtBr de 10 amostras de RNA.

3.5.4. Anadlise aos questiondrios

Em relagdo a andlise das respostas dos doentes face aos questionarios (IMP.EBM.002.01), foram
encontradas 5 questdes mal formuladas. Na questdo D2 (uso de computador) nos “Comportamentos
e Habitos Pessoais” 4 dos doentes responderam “ndo utiliza”, e na questdo E4 (consumo de leite) nos
“Habitos Alimentares” 1 dos doentes respondeu “ndo consome”; essas op¢bes ndo fazem parte do
questionario. Na questdo E3 (consumo de café) nos “Habitos Alimentares” a op¢do “menos de uma
chavena” ndo parece bem aplicada. Na tabela E7 referente aos “Hdabitos Alimentares” e na questao
F12 (consumo de antibidticos) na “Informacdo de Saude “os termos “muito frequente”, “frequente”,

“pouco frequente” e “raramente”, podem induzir em erro.
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4. DISCUSSAO

A andlise da literatura efetuada neste estudo revela que os biobancos devem funcionar de acordo
com principios ético-legais, regras internas de funcionamento, procedimentos normalizados de
colheita de amostras e dados, controlos de qualidade, assim como condi¢cdes apropriadas de
armazenamento. Em Portugal ndo existem normas especificas para Biobanking, mas simplesmente
uma normalizagdo minima legal para o uso e armazenamento de material bioldégico em biobancos
(Lei n2. 12/2005 de 26 de Janeiro), ao contrario de alguns paises onde existem normas legais e
especificas. Verifica-se um grande esforco, por parte da comunidade cientifica, para normalizar ao
maximo a pratica de Biobanking. Diversas organizacdes como a ISBER, IARC, OECD, NCI, ABN e
outras, tém estabelecido diretivas, procedimentos e recomendacbes especificas, mas apesar de
todas essas iniciativas e da clara relevancia dos biobancos, a normalizacdo ainda permanece
relativamente fragmentada. Verifica-se falta de consenso no tipo de consentimento informado,
heterogeneidade dos protocolos utilizados para a colheita, transporte, armazenamento e
processamento das amostras. De acordo com Vaught (2006) [101], esta falta de normaliza¢do, pode
conduzir a variagdes na qualidade das amostras, o que dificulta a execugdo de estudos comparativos,

que sdao fundamentais em investigacao.

Da avaliagdao de todo o circuito de trabalho verificou-se que o AZORBIO possui as infra-estruturas e
0s equipamentos gerais necessarios para o seu bom funcionamento. Contudo, recomenda-se a
implementacao de um sistema que limite o acesso a pessoal autorizado, protegendo o biobanco
contra a intromissdo de intrusos, e a instalacdo de sensores dos niveis de oxigénio que devem ser
instalados quando existem contentores de azoto. Para além disso, como medida de prevencdo
recomenda-se a instalacdo de um sistema de detecdo de fogos e a elaboracdo de um plano de

emergéncia no caso de incéndio.
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A realizacdo do termo de consentimento informado para os doentes de LU foi de encontro ao art?
199 n°5 da Lei n°12/2005 que ndo deixa quaisquer duvidas quanto a necessidade de obtencdo do
consentimento informado escrito, para a colheita e utilizacdo de amostras em biobancos, embora a
mesma Lei ndo clarifique o tipo de consentimento que deva ser empregue. Foi realizado um termo
de consentimento informado, especifico para a LU, que permite a utilizacdo das amostras e dos

dados em investigacdes futuras.

Verificou-se através do controlo de qualidade que no geral as amostras de DNA e RNA apresentam
boa qualidade. Porém, embora classificadas deste modo, é importante realcar o facto das amostras
extraidas por extracdo manual terem apresentado demasiada fragmentagdo, sugerindo-se por isso
gue o protocolo seja avaliado. Em relagdo as amostras de plasma, soro e urina, recomenda-se que no

futuro o controlo de qualidade se estenda também a essas amostras.

Relativamente as lacunas detetadas nos questionarios respondidos, recomenda-se que algumas
questdes sejam reformuladas de forma a clarificar a recolha dos dados. Na questdo D2 (uso de
computador) aconselha-se a colocar a opg¢do “ndo utiliza”, para as pessoas que ndo utilizam
computadores. Na questdo E3 (consumo de café) devera ser substituida a op¢do “menos de uma
chavena” para “1 chdvena por dia”. Na questdo E4 (consumo de leite) aconselha-se a colocar a opg¢do
“nao bebe”, para as pessoas que ndo consomem leite. Na tabela F7 sugere-se que seja quantificado o
numero de vezes para os termos “muito frequente”, “frequente” e “raramente”, pois estes podem
ter diferentes significados para os doentes, obtendo-se informacGes que ndo podem ser
posteriormente comparadas. O mesmo se verifica na questdo F12 (consumo de antibiéticos), onde se
sugere que seja definido o termo “frequente” e “muito frequente” tendo em conta a questdo F4

(frequéncia de infe¢des urinarias).
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Como a pesquisa médica é uma area em constante evolu¢do, ndo podemos prever as técnicas que
estardo disponiveis no futuro e por isso ndo podemos antever quais as amostras do biobanco serdo
solicitadas e que qualidade serd exigida a estas amostras. Como é dbvio, ndo podemos assegurar que
os métodos atuais escolhidos para controlo de qualidade, recolha, processamento e armazenamento
sejam suficientes no futuro. Porém, podemos e devemos utilizar as melhores condi¢bes disponiveis
atuais e evoluir de acordo com as novas tecnologias que se forem desenvolvendo. As avaliacdes de
controlo de qualidade do DNA no AZORBIO evoluiram de medi¢ées da concentracdo e pureza do
DNA, para verificacdo da integridade em gel de agarose e da funcionalidade através de PCR

multiplex.
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5. CONCLUSOES

A elaboragdo deste trabalho contribuiu para o aperfeicoamento do biobanco AZORBIO tanto através
do estabelecimento de procedimentos operacionais padronizados, com todo o circuito realizado no
centro de recolha e no SEEBMO, como pela organizagao das amostras bioldgicas ja armazenadas. Os
resultados obtidos permitem o melhoramento da colecdo de amostras do AZORBIO através do
acréscimo de dados e amostras de doentes com LU. Quer o questiondrio quer as amostras,

contribuirdo no futuro para eventuais estudos genéticos e/ou epidemioldgicos.
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