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Resumo

No Biobanco-IMM as amostras sdo colhidas e armazenadas por longos
periodos de tempo sendo de extrema importancia que estas sejam de elevada
qualidade. Para cumprir este requisito, os procedimentos do biobanco efetuam-se de
acordo com diretrizes internacionais para a avaliacdo da qualidade das amostras que
armazena.

No Biobanco-IMM, as amostras de DNA séo extraidas e avaliadas em rela¢éo a sua
concentracdo, pureza (razdo A260/A280) e integridade. Por vezes, uma pequena
percentagem das amostras pode ndo cumprir estes parametros de qualidade e uma
vez que estas amostras sdo muitas vezes irrecuperaveis, surge a necessidade de testar
a funcionalidade do DNA. O PCR € uma técnica largamente utilizada, pelo que
outros biobancos internacionais, com 0s quais o0 Biobanco-IMM mantém estreita
relacdo, aplicam esta técnica para complementar o procedimento de controlo de
qualidade. Assim, este trabalho teve por objetivo implementar um método que
comprove a funcionalidade das amostras de DNA armazenadas no Biobanco-IMM.

Foram selecionadas amostras de cinco colecOes representativas do Biobanco-IMM e
amostras que ndo cumpriam os parametros de qualidade atualmente implementados.
Segundo os resultados, as amostras pertencentes as cinco colecdes apresentam boa
amplificacdo do gene ACVR2B por PCR. Foi também observado que mesmo as
amostras que se situavam fora do controlo de qualidade (87,8%) apresentaram
amplificacdo, 0 que sugere que, mesmo que algumas amostras ndo cumpram oS
parametros de controlo de qualidade j& aplicado no biobanco, poderdo ser utilizadas,
desde que se revelem funcionais. Segundo estes resultados, sugere-se que a
adaptacdo do procedimento de CQ das amostras de DNA passe por acrescentar a
técnica de PCR quando as amostras traduzam uma razdo A260/280 < 1,7 ou > 2,0

e/ou ndo apresentem uma banda integra em gel de agarose.

Palavras-Chave: Biobanco-IMM; amostras de DNA; Controlo de Qualidade;
ACVR2B.



Abstract

Biobanco-IMM collects and stores human biological samples for long periods
of time and it is of extreme importance that these samples are of high quality. To
fulfill this requirement, Biobanco-IMM procedures comply with the international

guidelines for assessing the quality of the samples stored.

DNA samples are extracted and evaluated for their concentration, purity ratio
(A260/A280) and integrity. Sometimes, a small percentage of these samples do not
satisfy the quality parameters implemented at Biobanco-IMM, therefore it is
necessary to test the functionality of the DNA in these samples. PCR is a widely used
technique by other international biobanks, with which the Biobanco-IMM has a close
colaboration, to complement the procedure of quality control. Thus, the purpose of
this study was to implement a method that demonstrates the functionality of the DNA

samples stored at Biobanco-IMM.

Samples from five representative collections of Biobanco-IMM and samples
that do not comply with the quality parameters currently implemented were selected.
According to the results, the samples belonging to the five collections show good
ACVR2B gene amplification by PCR. It was also observed that even the samples
that were outside the quality control parameters (87,8%) showed amplification,
suggesting that even the samples do not fit in the parameters of quality control
parameters used at this moment may be used in downstream applications, as long as
it is proved that they are functional. According to these results, it is suggested an
adjustment of the QC procedure of DNA samples to include the PCR when samples

show a A260/280 ratio < 1.7 or > 2.0 and / or does not show a band in agarose gel.

Key-Words: Biobanco-IMM; DNA samples; Quality Control; ACVR2B.
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1. Introducéo

1.1. Biobanco-IMM

E fundamental o desenvolvimento da investigacdo para o conhecimento dos
mecanismos etiopatogénicos de varias doencas bem como o desenvolvimento de
novas terapéuticas, para que seja possivel um diagnostico precoce e um tratamento
adequado, de forma a minimizar os gastos diretos e indiretos de saude e melhorar a
qualidade de vida dos individuos. Para que este objetivo seja alcancgavel, torna-se
imperativo o acesso facilitado a amostras biologicas humanas. Insere-se neste
contexto o conceito de biobanco, que ndo é mais do que um conjunto de amostras
bioldgicas associadas em colecdes de acordo com caracteristicas clinicas ou
bioldgicas especificas dos dadores tornando-se importantes recursos para o estudo de
causas e mecanismos de doencas que se encontram disseminadas na populagéo, de
forma a revelar a interacdo entre os factores genéticos e ndo-genéticos que conduzem
a patologia. (Auray-Blais C. et al, 2006; Walts G., 2007) Nesta estrutura, as amostras
sdo colhidas, processadas e armazenadas bem como registados os respetivos dados
clinicos. A utilidade deste tipo de estruturas reside na diversidade de material
biol6gico armazenado e depende da qualidade das amostras. (Biobanco-IMM, 2013).

O Biobanco-IMM ¢ uma estrutura criada pelo Instituto de Medicina Molecular
(IMM) com a missdo de promover a investigacdo biomédica. No Biobanco-IMM, as
amostras estdo disponiveis para serem utilizadas por toda a comunidade cientifica,
tornando-se um recurso valioso em investigacao translacional. Apesar das amostras
serem colhidas no contexto de projetos de investigacdo especificos, o material
bioldgico e a respetiva informacdo sdo inseridos numa base de dados, com vista a
serem utilizados futuramente noutros projetos (Lim, M. D., 2012).

Os objetivos do Biobanco-IMM passam por concentrar uma grande variedade
de amostras biologicas humanas associada a informacdo clinica relevante e de alta
qualidade, promover a utilizagédo de um sistema de gestdo de amostras baseado em
critérios éticos e cientificos e ainda garantir a qualidade das amostras armazenadas
com recurso a testes desenvolvidos de acordo com recomendagdes internacionais. As

amostras podem ser colhidas da populagdo em geral ou de doentes com historial
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relevante para determinado projeto, e sdo organizadas em colec¢des (Figura 1), que

séo da responsabilidade de investigadores principais. O tipo de amostras existentes

no Biobanco-IMM inclui sangue, soro, urina, liquido cefalorraquidiano, liquido

sinovial, &cido desoxirribonucleico (DNA), acido ribonucleico (RNA) e tecido.

O Biobanco-IMM &, portanto, um recurso Gtil que disponibiliza amostras suficientes

e representativas, utilizadas em diversos projetos, e que colabora com varias

organizacdes de saude e departamentos de investigacdo biomédica. O Biobanco-

IMM integra ainda a rede europeia de biobancos, o Biobanking and Biomolecular
Resources Research Infrastructure (BBMRI) (Biobanco-IMM, 2012).

Doenca auto-inflamatoéria=
Biomarcadores reumaticos=
Doenca bipolar=
Membrana sinovial=
Hematologia

Metastases do cérebro=-
Endocrinologia=

Fibrose Cistica=
Cardiologia=
Espondilartrits=
Inflamassoma=-
Neurotumores=

Liquido sinovial=
Tumores=

Doengas do movimento
Osso-

AVCH

Controlos=

Artrite Reumatoéide=
Epireuma.pt=

Q

Numero de dadores por colegédo

Figura 1 Gréfico representativo das colecdes que existem atualmente no Biobanco-IMM.
(Fonte: Biobanco IMM, Centro Académido de Medicina de Lisboa, 2013)
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A colheita de amostras pelo Biobanco-IMM inicia-se com um acordo entre

um investigador proponente de um estudo e o biobanco. Neste momento é criada
uma colecdo e inicia-se a colheita de amostras bioldgicas e respetiva informacéo
clinica, quer nas instalacbes do biobanco, quer noutros locais previamente acordados.
No momento da colheita, os dadores s&o dirigidos para uma consulta médica onde
sdo informados pelo médico dos procedimentos e objetivos do estudo, e onde é
recolhida toda a informacdo relevante. Neste momento o dador assina um
consentimento informado (Anexo 1), autorizando a colheita e armazenamento de uma
amostra bioldgica e respetiva informacéo clinica para fins de investigacdo biomédica.
Este documento comprova ainda que os individuos conhecem e concordam com 0s
principios e propositos do Biobanco-IMM. A doacdo da amostra é voluntaria e
revogavel, sendo que o dador tem o direito de retirar a amostra e/ou interromper a
colaboracdo, sendo que nestas situacbes a amostra e informacdo associada é
imediatamente destruida. (Biobanco-IMM, 2013)
O Biobanco-IMM desenvolveu um grande esforco no sentido de proteger a
privacidade dos dadores. Desta forma, ap6s a colheita é atribuido um codigo ao
dador e a identificagdo do individuo é guardada numa base de dados de acesso
restrito. A informacdo clinica colhida € entéo introduzida numa base de dados.

a

Sample collection Coding

Clinical data and
informed consent

Sample processing

/

BIOBANCO—IMM

Figura 2 Esquema representativo do fluxo de amostras no Biobanco-IMM, desde o questionario
clinico ao armazenamento da amostra nas instalagdes do biobanco. (Fonte: Biobanco IMM, Centro
Académido de Medicina de Lisboa, 2013)
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Ap0s a colheita, as amostras sdo processadas de acordo com o tipo de amostra

colhido e a sua finalidade (Figura 2). De forma a padronizar este processo, foram
escritos procedimentos operacionais (SOPs) que sdo rigorosamente seguidos por
todos os elementos da equipa. Nas SOPs estdo descritos os procedimentos que devem
ser seguidos para a realizagcdo da colheita, processamento e armazenamento das
amostras. Quando a amostra chega ao laboratério é-lhe atribuido um cddigo e esta é
introduzida no sistema informéatico do Biobanco-IMM, o Laboratory Information
Management System (LIMS), que permite ligacdo entre o codigo do dador e o codigo
da amostra. As amostras sdo preservadas a temperaturas de -80°C e/ou -196°C, de
acordo com as especificagcbes descritas nas SOPs, e o local especifico de
armazenamento € gravado no LIMS (Biobanco-IMM, 2012).
A partir da colheita de cada dador é possivel obter amostras de diferentes tipos
(Figura 3), de acordo com a necessidade de cada colecdo. Atualmente, no Biobanco-
IMM as amostras sdo predominantemente de soro (57%), seguido de sangue total
(22%) e, por fim, DNA (10%).

Tipo de amostras armazenadas no Biobanco-IMM

29%1%1%

3%

B Soro
W Sangue
[E DNA
7% M Osso
B RNA
53% I P6 de osso
[ Tecido

M Liquido sinovial

[l Proteinas

Figura 3 Diferentes tipos de amostras armazenadas atualmente no Biobanco-IMM (Fonte: Biobanco-
IMM, Centro Académido de Medicina de Lisboa, 2013)
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1.1.1. Aspetos Eticos e Legais

E essencial que toda a investigagdo que envolva seres humanos seja
conduzida com integridade e de acordo com os mais elevados padrdes éticos
(Chalmers, D.,2011), respeitando a dignidade humana, os direitos humanos e a
liberdade fundamental, como descrito na Declaracdo Universal de Bioética e Direitos
Humanos (UNESCO, 2005).

Segundo a declaracdo Internacional de dados de genética humana, elaborada em
2003 pela UNESCO, os dados genéticos podem conter informacdo de relevancia
desconhecida no momento da colheita e a referida informagéo pode ser importante
para os individuos ou para a comunidade. Este documento estabelece, também, os
procedimentos éticos e legais a adoptar no caso da colheita de amostras, tais como
um consentimento escrito, informado, prévio e livre do dador. (UNESCO, 2004;
Directive 2001/20/EC of the European Parliament and of the Council of 4 April
2001). Contudo, e como se pretende que o biobanco seja um centro de amostras que
tém como finalidade servir varios e diferentes projetos, o consentimento devera ser
suficientemente abrangente de forma a garantir a permissdo do dador em estudos
futuros, mas sem colocar em risco os seus direitos, especialmente o direito a
abandonar o estudo (Walts G, 2007; Elger e Caplan, 2006). Desta forma, para que
este consentimento geral seja aceite, pressupde-se que duas condi¢des sdo cumpridas:
0 projeto devera ter a aprovacdo de uma Comissdo de Etica e o dador mantém o
direito de remover as suas amostras do estudo no momento em que o deseje fazé-lo
(UNESCO, 2004; Recommendation Rec(2006)4 of the Committee of Ministers on
Member States on Research on Biological Materials of Human Origin.Council of
Europe. 2006; Elger e Caplan, 2006).

Tendo em conta que de um individuo podem ser extraidos varios tipos de dados e
que importa relacionar os dados entre si, mas mantendo sempre a protecdo do
individuo, € sugerida a codificacdo das amostras de forma a impedir a identificagcdo
do dador durante o tratamento das amostras e dados (Auray-Blais e Patenaude,
2006). Contudo, a relacdo entre os dados do dador e a amostra serd sempre mantida
através do codigo atribuido a amostra e portanto protegido por anonimato durante
todos os passos da investigacdo. Para que os poderes do dador sobre os seus dados se

mantenham, este retém o direito de abandonar a investigacdo com garantia de que o
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seu material biologico sera destruido de forma apropriada (Decreto-Lei n°12/2005 de
26 de Janeiro de 2005 (Anexo Il); Uranga AM. et al, 2005).

Do ponto de vista legal, a natureza do material bioldgico é diferente dos dados que
transporta, uma vez que a amostra é parte do corpo humano. O direito a integridade
pessoal inclui o respeito pelas pecas anatomicas, mesmo quando estas sao removidas
do corpo e enquanto é possivel a identificacdo da sua origem; assim, o consentimento
informado € o instrumento através do qual a utilizacdo destas amostras € permitida de
forma a garantir o respeito e protecdo pelo material. Este documento é uma peca
fundamental no biobanco, tanto do ponto de vista ético como legislativo, uma vez
que abrange os direitos do dador para proteger os seus dados pessoais e serve oS
interesses da comunidade cientifica (Uranga AM. et al, 2005). No caso da existéncia
de amostras biol6gicas anonimas cuja relacdo com o dador é impossivel de
restabelecer, estas podem ser utilizadas sem um consentimento prévio (Decreto-Lei
n°12/2005 de 26 de Janeiro de 2005; Kegley JA., 2004).

No Biobanco-IMM, a colheita e armazenamento de amostras com vista a
investigacdo cientifica, esta autorizada por parte da Comissdo de Etica do Centro
Hospitalar Lisboa Norte — Hospital de Santa Maria (aprovagéo de 17 de Setembro de
2008), bem como o tratamento de dados clinicos associados as amostras pela
Comissdo Nacional de Protecdo de Dados (autorizacdo nimero 7435/2011, de Julho
de 2011) (Biobanco-IMM, 2012).

A utilizacdo das amostras residentes no Biobanco-IMM pelos investigadores esta
também sujeita a avaliacdo por parte da Comissao Cientifica do Biobanco-IMM e do
parecer de uma comissdo de ética, garantindo o cumprimento das normas éticas
aceites nacional e internacionalmente para o uso de material biolégico para fins de
investigacdo (Biobanco-IMM, 2012).
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1.2. Amostras de DNA

A extracdo de DNA a partir de sangue total é considerada o gold standard
para aplicacdo de técnicas de Biologia Molecular, pois permite a obtencdo de DNA
gendmico, essencial para fins experimentais em estudos humanos, e a sua obtencéo é
rotineira, rapida e minimamente invasiva (Paltiel, L., 2012; Chacon-Cortes, D., 2012;
Lim, M. D., 2012).

O DNA é uma macromolécula presente no nucleo das células que constitui o
material genético dos organismos. A sua estrutura tridimensional consiste em duas
cadeias em forma de hélice enroladas em torno de um eixo comum, formando uma
dupla hélice. Cada cadeia de DNA é composta por mondémeros chamados
nucleotidos, formados por um aculcar (2'-desoxirribose), um ou mais grupos fosfato
ligados ao carbono 5' do agucar e uma base organica. Os nucledtidos presentes no
DNA podem ser Adenina (A), Guanina (G), Timina (T) e Citosina (C), que se ligam
para formar uma cadeia de DNA, onde as partes basicas se projetam para o interior
da hélice. O esqueleto de cada hélice € formado pelas liga¢cbes longitudinais entre o
acucar de um nucleétido e o fosfato do nucle6tido seguinte. Por sua vez, as bases de
uma hélice emparelhnam de modo complementar com as bases de outra hélice, de
modo a que em frente de uma A fica sempre uma T e em frente de uma C fica sempre
uma G. As bases ligam-se através de pontes de hidrogénio, sendo duas entre Ae T e
trés entre C e G.

A informacdo genética que o DNA carrega reside na sua sequéncia de nucleotidos.
Segmentos especificos de DNA, os genes, definem a estrutura bioldgica e mantém
integra a funcao celular uma vez que muitos deles contém “instrucdes” para formar
todas as proteinas de um organismo e, portanto, as células e tecidos do mesmo.

Desta forma, qualquer alteracdo na informacdo genética pode traduzir-se no
funcionamento anormal de um érgdo ou tecido, originando doenca ou suscetibilidade

para determinados acontecimentos (Lodish H. et al, 2008; Pierce B. et al, 2008).
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1.3. Controlo de Qualidade das amostras de DNA

O material bioldgico que reside no Biobanco-IMM €é uma ferramenta
importante na investigacdo e é de extrema importancia minimizar variacdes para
fornecer aos investigadores amostras que permitam obter resultados fiaveis e
reprodutiveis. Apesar dos procedimentos padronizados, as condi¢fes de colheita
podem alterar significativamente as amostras e influenciar os resultados
experimentais e a reprodutibilidade cientifica. (Moore, H. M., 2011). Os estudos que
utilizam amostras residentes em biobancos dependem da qualidade tanto das
amostras como dos dados associados. Assim, é essencial que todo 0 manuseamento
seja efetuado com recurso a protocolos de controlo de qualidade (CQ) desenvolvidos
de acordo com recomendacBes internacionais, garantindo que se encontram nas
condicdes ideais. (Carter, A., 2011; Paltiel, L., 2012). Outro aspeto especialmente
importante esta relacionado com a interagdo com outras organizagdes, nacionais e
internacionais, no que diz respeito a partilha de amostras, surgindo a necessidade de
assegurar que as amostras utilizadas em projetos de colaboracdo passam por etapas
pré-analiticas semelhantes. (Kiehntopf, M., 2011).

Os métodos atuais de avaliacdo de qualidade de &cidos nucleicos no
Biobanco-IMM incluem a espectrofotometria ultravioleta (UV), usando o
Nanodrop-1000 (Thermo Scientific, EUA), de forma a determinar a concentracdo de
DNA (ug/ul) e a razdo A260/280, indicando o grau de pureza do DNA isolado. Apds
este passo, as amostras que obedecam aos critérios de qualidade sdo sujeitas a
eletroforese em gel de agarose, permitindo avaliar a sua integridade. As amostras
com qualidade sdo aquelas com concentragdes acima de 10ng/ul, razdo A260/280
entre 1,7 e 2,0 e bandas definidas no gel. De acordo com estes critérios, os dados dos
primeiros dois anos de Biobanco-IMM indicam que apenas 4,6% das amostras de
DNA néo respeitaram o controle de qualidade. Apesar desta avaliacdo analitica das
amostras, surge a necessidade de uma avaliacdo da funcionalidade do DNA para
validar e completar o procedimento de controlo de qualidade, garantindo que as
amostras que residem no Biobanco-IMM sdo vidveis e estdo nas condigdes 0timas
para serem utilizadas em técnicas de Biologia Molecular (Paltiel, L. 2012; Wahlberg,
K. 2012).

17



A interagcdo do Biobanco-IMM com outras estruturas semelhantes permite a
melhoria de procedimentos de forma a elevar a qualidade das amostras armazenadas.
Para completar as diretrizes de controlo de qualidade, o Biobanco-IMM focou o seu
interesse sobre o protocolo de avaliacdo de qualidade das amostras de DNA do
Banco Nacional de ADN Espanhol, um dos maiores biobancos de DNA da Europa e
do Mundo, com o qual foi estabelecida uma estreita colaboragdo. Neste biobanco, o
controlo de qualidade passa pela mesma avaliacdo do grau de pureza e integridade
das amostras de DNA, mas é também efetuada a analise da funcionalidade das
amostras, validando o procedimento de controlo de qualidade, através da
amplificacdo de 4 genes. No sentido de adaptar este protocolo a realidade do
Biobanco-IMM, foram pesquisados os genes amplificados pelo biobanco espanhol e
a selecdo do gene a testar no presente estudo incidiu sobre o gene do recetor 1IB da
activina (ACVR2B), uma vez que é um gene presente em toda a populacao devido as
fungdes que desempenha e, dos 4 genes presentes no protocolo espanhol, é o que esta

menos associado a patologias e permite desenhar um protocolo reprodutivel.

1.3.1. Gene ACVR2B

As activinas sdo proteinas que pertencem a superfamilia de sinalizacdo do
Transforming Growth Factor-p (TGF-B) e que participam em varios processos
bioldgicos como a sintese e secrecdo da hormona foliculo-estimulante (FSH),
eritropoiese, funcéo dos ilhéus pancreaticos e inflamacéo, além da sua funcdo direta
no ovario e testiculo (Xia, Y., 2009; Tuchida, K. et al, 2008).

As vias de sinalizacdo do TGF-PB sdo centrais para os processos que controlam o
crescimento, a diferenciacdo e o destino das células. A funcdo de sinalizagdo das
activinas € mediada pela formacgédo de um complexo com recetores transmembranares
(ACVR), que podem ser do tipo I ou do tipo Il. Os recetores do tipo | sdo essenciais
para a transducdo de sinal, e os recetores do tipo 11 sdo necessarios para a ligacao dos
ligandos e para a expressdo de recetores tipo |. A sinalizacdo através de recetores
TGF-p envolve a ligagdo de um ligando extracelular a um recetor de tipo II. (Figura

4). O complexo recetor-ligando fosforila um recetor do tipo I, que por sua vez inicia

18



a cascata de sinalizacdo intracelular por fosforilagdo das proteinas Smad2 e Smad3.
Apos a fosforilagdo, estas proteinas formam um complexo com a Smad4, que por sua
vez se transloca para o nucleo, onde se liga ao DNA e, finalmente, modula
transcricdo de varios genes alvo. (Han, S. 2007; Funkenstein, B. 2012; Abe, Y.
2004).

Follistatin

(.) i [
BB
Betaglycan
BB
Activin . pa
Plasma
membrane
p I
Activin
Typel Smad2 or Smad3
Receptors Activin
Activin Activin Type |
Type I Type Il Receptor
Receptors Receptor
| Smad7
Smad4

P Smad2 or Smad3
P Smad2 or Smad3
Smad4

Nuclear
membrane
Sequence specific
transcription factor

TBP/TAFs

Figura 4 Mecanismo intracelular de sinalizacdo da activina. (Adaptado de Abe, Y. et al.2004).

O recetor de tipo Il tem dois homdlogos, ACVR-Il e ACVR-IIB, sendo que
este Ultimo tem uma afinidade para o ligando 3 a 4 vezes superior do gque 0s recetores
tipo Il (Figura 5).

O recetor do tipo 1IB da Activina (ACVR2B) é membro de uma familia de

recetores de sinalizacdo que se ligam e sdo ativados por varias citocinas da familia do
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TGF-B. O gene que codifica para 0 ACVR2B possui 0 mesmo nome e é composto
por 11 exdes, abrangendo cerca de 30 Kb de DNA gendmico. A sua localizacéo
encontra-se no braco curto do cromossoma 3 e d& origem a uma proteina com 512
aminoacidos. (http://www.uniprot.org/uniprot/Q13705; Ishikawa, S. et al. 1998).
Estdo relatadas semelhangas entre os genes ACVR2B de varias espécies, sugerindo
uma relacdo evolucionéria e que este é um gene conservado entre espécies (Figura
6).

Type 11 receptor for activin (ACVR2, ACVR2B) Adenineg tract in ACVR2

ECD . Ser/Thr kinase domain

™ SSL/1

Type 1 recepior for activin (ACVRIB, ACVRIC)

ECD .: Ser/Thr kinase domain

™ |
: '__1__.{5.\} domain_

YL 3 | SGSGSGLPLTVQRT |ARTIVLQE

Twpe I receptor for BMP (ACVRI)

ECD Ser/Thr kinase domain

~ l_f'_.-']__ G5 domain—_____

DI IS("I'SEESUEE'rLI’l'L'»"RJR'J"v'.-*.lfQJ'J LLE

HFory  ECD : extracellular domain
TM : transmembrane domain

Figura 5 Esquema da estrutura dos recetores da activina (Adaptado de Tsuchida, et al, 2008).

Genes Proteins

Genes identified as putative homologs of one anether during Proteins used in sequence comparisens and their conserved

the construction of HomoloGene. domain architectures.

31| ACVR2B, H.sapiens o NP_001097.2 =~ — —
activin A receptor, type |IB 512 aa

| ACVRZB. P.troglodytes H| XP_516369.2 = — —
activin A receptor. type |IB 512 aa

| ACVRZ2B. Mmulatta | XP_001084713.1 = — —
activin A receptor, type |IB 521 aa

4| ACVR2B, Clupus
activin A recep

S| XP_5427091 ~ — o
507 aa

| ACVRZB. B.ta M| MP_7769201 = —_— —
activin A recep 512 aa

3| Acwizb, M musculus 3| NP_0314231 - —_— —_
activin receptor 1B 536 aa

d| Acwizb, R.norvegicus o MNP_1137421 = _— —_
activin A receptor. type |IB 512 aa

| ACVRZB. G.gallus o MP_989648.1 - _— —_
activin A receptor. type |IB 512 aa

3| acw2b, D.rerio B MNP_571285.1 il -
activin receptor llb 509 aa

Figura 6 Resultado da homologia do gene ACVR2B na base de dados National
Center for Biotechnology Information (NCBI)
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2. Objetivo

Apesar de existir uma avaliacao de qualidade das amostras de DNA residentes no
Biobanco-IMM, impde-se a necessidade de implementar de um método que valide e
complemente este procedimento de controlo de qualidade.

A Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) é uma técnica molecular de base na
investigacdo cientifica, que é bem conhecida e validada. Neste sentido, 0 objetivo
deste trabalho é implementar um método que comprove a funcionalidade das
amostras de DNA armazenadas, utilizando a técnica PCR para amplificacdo do gene
ACVR2B e, posteriormente, estabelecer o protocolo de controlo de qualidade interno

no Biobanco-IMM.
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3. Materiais e Métodos

3.1 Material Bioldgico

Para a realizacdo deste estudo foram selecionadas amostras de DNA extraido a
partir de sangue periférico e armazenadas a -80°C no Biobanco-IMM.
Para a amplificacdo por PCR do gene ACVR2B, foram testadas 241 amostras, das
quais 200 pertenciam a cinco cole¢des diferentes (controlos, neurotumores, artrite
reumatoide, fibrose cistica e cardiologia) e 41 encontravam-se fora de, pelo menos,

um dos parametros de controlo de qualidade.

3.2 Métodos

3.2.1. Extracéo de DNA

A extracdo de DNA é o passo inicial dos procedimentos laboratoriais em
estruturas como o Biobanco-IMM, e tem por objetivo obter DNA gendmico de
elevada qualidade e de concentracdo apropriada a partir de uma amostra biolégica
(Chacon-Cortes, D. 2012; Boesenberg-Smith, K. 2012) Este procedimento inicia-se
com a libertacdo do material genético de sua fonte (fluido, tecido ou microrganismo),
seguida da estabilizacdo dos acidos nucleicos, remocéo de inibidores de amplificacéo
e por altimo concentracdo do DNA num volume Util de solucdo aquosa compativel
com as aplicacOes seguintes. A selecdo de um método de extracdo deve basear-se em
diversos aspetos como a pureza da amostra de 4acidos nucleicos obtida,
manuseamento, a relacdo custo-eficicia do procedimento ou a sua duracdo, podendo
este passo ser realizado manualmente, com recurso a kits comerciais ou
automaticamente. No Biobanco-IMM, a extracdo de DNA é automatica, utilizando o

QIACube (Qiagen, Alemanha) associado a kits de extracdo em coluna (Figura 7).
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Estes kits fornecem métodos répidos e faceis para purificacdo de DNA a partir de
diversos produtos como sangue total, plasma, soro, buffy coat, medula 6ssea e outros
fluidos corporais, linfocitos, células de cultura, tecidos e amostras forenses. Os
procedimentos envolvidos podem ser totalmente automatizados no QIAcube,
aumentando a padronizacdo e facilidade de uso, e séo ideais para o processamento de
varias amostras em simultaneo, produzindo DNA puro, pronto para amplificacdo
direta. O procedimento QlAamp é adequado para utilizacdo de sangue total fresco ou
congelado, de sangue que tenha sido colhido em tubos com citrato, heparina ou
EDTA.

O DNA é eluido em tampdo ou agua, permitindo a utilizacdo direta em PCR ou
outras metodologias. No Biobanco-IMM as amostras sdo congeladas de forma
faseada, inicialmente a -20°C e depois sdo armazenadas a -80°C onde o DNA se

mantem estavel por mais tempo.

Brago
* mecanico

Pontas

Solugdes

Vortex
Centrifuga

Figura 7 Instrumento QIACube da Qiagen. Vista dos compartimentos onde se processa a extracao
automatica do DNA .
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O DNA foi extraido com recurso ao kit QlAamp DNA Blood Mini (Qiagen,
Alemanha). Brevemente, adiciona-se proteinase K a 200 ul de sangue total e tampéo
de lise. Neste passo ocorre a lise celular e degradacdo de proteinas e restos
membranares. Este tampdo contém elevadas concentracGes de sais (tiocianato de
guanidina e isotiocianato de guanidina), que promovem a adsorcdo do DNA a
membrana de silica. Os passos seguintes incluem lavagem da membrana. As
condicdes de pH e condicGes salinas asseguram que proteinas e outros contaminantes
ndo sao retidos na membrana de forma a eluir DNA em elevada concentragdo e bom
grau de pureza (Figura 8) (Handbook Qiagen, 2012; Boesenberg-Smith, K. 2012).
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Pure genomic DNA

Figura 8 Esquema geral do procedimento de extracdo de DNA (Adaptado de
Handbook Oiaaen. 2012)
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Por norma, uma amostra de 200ul de sangue total da origem a 3-12 ug de DNA
com uma razdo de A260/A280 no intervalo 1,7-1,9 (Handbook Qiagen, 2012).

3.2.2. Quantificagdo e grau de pureza do DNA

Apds extracdo de DNA, é importante a determinacdo da concentracdo e da pureza
das amostra.

Para a quantificacio de acidos nucleicos, o método standard €é a
espectrofotometria. Nesta metodologia, a amostra de DNA ¢ exposta a luz UV num
comprimento de onda de 260nm e um foto-detetor mede a luz que atravessa a
amostra. Quanto mais luz for absorvida, maior é a concentracdo de acidos nucleicos
na amostra. A lei de Lambert-Beer permite-nos relacionar a quantidade de luz
absorvida com a concentracdo da molécula que a absorve. A um comprimento de
onda de 260nm o coeficiente de extingdo do DNA de cadeia dupla é 0.020 (ug/ml)™*
cm™. Assim, uma densidade 6tica de 1 corresponde & concentracdo de 50ng/ml de
DNA em cadeia dupla.

O Nanodrop 1000 (Thermo Scientific, EUA) quantifica 0 DNA de cadeia dupla

de acordo com a lei de Lambert-Beer:

_Absxe
b

Onde c ¢ a concentracdo de DNA em ng/ul, Abs a absorvancia, € o coeficiente de

extincdo do DNA e b a altura da coluna criada no espectofotrometro (1cm).

E ainda importante medir a absorvancia a 230nm e a 280nm uma vez que é
comum as amostras de acidos nucleicos estarem contaminadas com outras moléculas.
Assim, acidos nucleicos apresentam uma absorvancia maxima a um comprimento de
onda de 260nm, enquanto que as proteinas absorvem luz a 280nm e outros
contaminantes organicos a 230nm. Com base nestas leituras, é calculada a razédo

A260/A280 € para indicar a pureza das amostras de DNA. O DNA puro devera

25



apresentar uma razdo A260/A280 que se situa entre 1,7 e 2,0 (Thermo Scientific,
2010).
Apbs a extracdo de DNA foi determinada a concentracdo e razdo A260/A280 das
amostras utilizando o Nanodrop 1000. A tecnologia deste aparelho segue um
principio semelhante & espectrofotometria convencional mas confere outras
capacidades adicionais. O uso de uma pequena quantidade de amostra é a grande
vantagem do instrumento, que requer apenas 1 a 2 pl de amostra. A amostra é retida
entre duas fibras oticas que medem a absorvancia de UV da amostra Para além de
calcular a concentracdo da amostra e a sua razdo A260/A280, este equipamento é
acompanhado de um software que permite observar o espectro de absorvancia da
amostra em forma de grafico permitindo que contaminacfes sejam detetadas mais
facilmente com base no seu espectro de absorvancia. (Boesenberg-Smith, K. 2012).
Uma vantagem adicional do NanoDrop 1000 é o ciclo curto de medigdo do
instrumento e facilidade geral de utilizagdo aumenta grandemente a velocidade a qual
as amostras podem ser processadas, o que torna possivel a implementacédo de vérias
verificacbes de controlo de qualidade de amostras de &cidos nucleicos de forma

rapida e facil ao longo de um procedimento (Thermo Scientific, 2010).

3.2.3. Eletroforese em gel de agarose para avaliacdo da integridade
do DNA

A eletroforese € um método usado em biologia molecular para separar
macromoléculas tais como proteinas ou acidos nucleicos, baseado em propriedades
fisicas como o tamanho, forma e carga elétrica.

Na separacdo de DNA, é utilizada a eletroforese em gel de agarose que é
sujeita a passagem de corrente elétrica. Devido aos grupos fosfatos dos nucledtidos,
0 DNA é carregado negativamente, migrando entre a malha de agarose para o polo
positivo. O gel de agarose atua como um filtro seletivo para DNA de diferentes
tamanhos moleculares, separando-os em bandas especificas a medida que o material
genético se move de um elétrodo para outro. Assim, moléculas pequenas de DNA
migram mais rapidamente que as maiores e a distancia percorrida depende do seu

tamanho. O DNA migrado € visualizado adicionando um agente intercalante
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(tipicamente brometo de etidio ou semelhante) que é detetado quando irradiado com
luz UV. O tamanho do fragmento gerado pode ser estimado por comparagdo com a
mobilidade eletroforética (distancia percorrida através do gel por unidade de tempo)
de uma amostra de DNA com tamanhos conhecidos (Vinod, K.K., 2004; Lee. P, et al,
2012).
No caso do controlo de qualidade apos extracdo, DNA de alto peso molecular integro
surgira como uma banda bem definida correspondente a um tamanho acima de 12kb,
enguanto que o aparecimento de arrastamento indicard degradacdo do material
genético. (Vinod, K K., 2004).

Na avaliacdo da integridade do DNA, foi preparado um gel de agarose a 1%
(p/v) em Tris/Borato/EDTA (TBE) (Anexo Ill) a 1x e adicionados 5ul de GelRed
(Biotium, EUA), para atingir uma concentracdo de 0,25x no gel. Foram aplicados 8yl
de Orange Loading Dye (Thermo Scientific, EUA) 1x, com 2ul de DNA em cada
poco e usado o 1kb Plus DNA Ladder (Invitrogen, EUA) como marcador de peso
molecular (Anexo IV). Foi entdo aplicada uma corrente de 120 volts durante 20
minutos e apds este tempo, o gel foi exposto a luz UV para detetar as bandas de
DNA.

3.24. PCR

O PCR permite que fragmentos de DNA sejam amplificados de forma
especifica e exponencial em poucas horas. A base desta técnica consiste na replicacdo
do DNA, catalizada pela DNA polimerase (Figura 9). Para que a DNA polimerase
inicie o processo de replicacdo sdo utilizados dois pequenos fragmentos de DNA (18-
28 nucledtidos), designados por primers, complementares a sequencia-alvo. Outros
componentes necessarios a reacdo sao os nucleotidos (substrato da polimerase) e sais
para permitir a acdo da enzima. (Pelt-Verkuil, E. et al, 2008; Lodish, H. et al, 2008;

Pierce, B. et al, 2008). Uma reacdo tipica inclui 3 passos:

Desnaturacéo: fase em que ocorre a separagdo da dupla cadeia de DNA.
Annealing: os primers ligam-se a sequencia de DNA-alvo complementar. A

temperatura utilizada neste passo é determinada pela temperatura de melting (Tm,
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definida como a temperatura de dissociagéo entre o primer e o molde) dos dois
primers.

Elongacdo: a DNA polimerase produz uma copia das cadeias alvo de DNA.
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Figura 9 Reaccdo em cadeia da Polimerase (PCR): a PCR permite a amplificagdo de fragmentos de
DNA, tendo como base a replicacdo do DNA, catalizada pela enzima DNA polimerase, e que se
divide em 3 passos: 1- ocorre a separacdo da dupla cadeia de DNA pelo aumento da temperatura
(cerca de 90°C); 2- os primers se ligam & sequéncia complementar alvo quando a reagdo atinge a
temperatura de annealing; 3- ocorre a sintese das novas cadeias de DNA, originando novas moléculas
de DNA de dupla cadeia. Na PCR, a cada repeticdo deste ciclo, a quantidade de DNA duplica.
(Adaptado de Pierce, B. et. Al, 2008)

Para a realizacdo do PCR para amplificacdo do gene ACVR2B, foram desenhados
primers especificos para o gene-alvo usando o software Primer-BLAST (Ye J. e al,
2012) do National Center for Biotechnology Information (NCBI). Para esta etapa

foram tidas em atencéo as seguintes caracteristicas dos primers:

e Tamanho entre 18-28 nucledtidos, o que confere uma boa especificidade a
uma Unica sequéncia alvo, mesmo com um molde complexo como o0 DNA
genémico humano;

e Conteldo ideal em GC é de 40-60%, o que confere uma Tm mais elevada,

aumentando a especificidade para o DNA molde;
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e Ambos os primers devem ter Tm que diferem entre si apenas 2 a 5 ° C,
assegurando que € atingida a temperatura de emparelhamento apropriada para
0s dois primers no passo de annealing.

e Devem ser evitadas sequéncias que sejam complementares no préprio primer,
para evitar a formacgdo de estruturas secundérias, nem com o outro primer,
para evitar a formacdo de dimeros que podem competir com a amplificacédo
do produto de PCR pretendido (McPherson, M. et al, 2006; (Grunenwald, H.,
2003).

Apos avaliacdo dos resultados obtidos, a sequéncia selecionada para o “primer
foward” foi 5’- GCAGCCAACAACCTAACCATC — 3°, e para o “primer reverse”
foi 5’- GCTGTGCTAATGGAAAAATCCC -3, que apbés amplificacdo resultam

num fragmento com o tamanho de 253pb.

Existem protocolos padrdo para a amplificacdo por PCR. No entanto, um
Unico protocolo ndo serd apropriado para todas as situacdes, devendo cada nova
reacdo de PCR ser sujeita a optimizacdo, isto €, devem ser ajustados 0s parametros
que influenciam a especificidade e eficiéncia da reacdo, evitando a amplificacdo de
produtos inespecificos ou a formacao de dimeros de primers.
O parémetro chave que determina o sucesso da reacdo de PCR é a temperatura a qual
os primers se ligam a sequéncia-alvo - temperatura de annealing. Esta temperatura
situa-se geralmente 5°C abaixo da temperatura de melting dos primers. Assim, uma
das formas de optimizacdo do PCR ¢é realizar um gradiente que compreenda um
intervalo que inclua estas temperaturas, a fim de determinar a mais especifica ( Roux,
K. H. 2009).

Neste trabalho, foi efetuada uma optimizacdo da temperatura de annealing
dos primers com um gradiente de temperaturas no intervalo de 53°C a 58°C. Para
20pl de volume de reagdo, foi utilizado tampao de PCR a 1x, 2mM de dNTP’S,
MgCl; numa concentracdo de 1uM, 0,38uM de cada primer e 0,3 unidades de Taq
DNA Polymerase (Invitrogen, EUA). Em conjunto com as amostras foi também

testado um controlo negativo com agua.
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O programa de PCR para a realizagdo do gradiente de temperaturas encontra-se
descrito na Tabela 1.

Tabela 1 Programa de PCR para realizacdo do gradiente de temperatura no termociclador Veriti

(Applied Biosystems, Holanda)

Temperatura Tempo
Desnaturacéo 94°C 3 min
inicial
Desnaturacao 94°C 60 seg
Annealing 53°/54°/55°C/56°C/57°C/58°C 40 seg 40 ciclos
Extensdo 72°C 60 seg
Extensao Final 72°C 10 min

Para visualizar o produto do PCR, foi utilizado Orange Loading Dye (Thermo

Scientific, EUA) a 3x. O loading dye contém glicerol de forma a conferir densidade a
amostra permitindo que esta assente no fundo do poco quando é aplicada no gel. Para
além disso, como contém Xxileno de cianol e Orange G permite a visualizacdo da
distancia que os fragmentos de DNA migraram.
Foram aplicados 10ul da mistura de produto de PCR com loading dye em cada pogo
do gel de agarose a 1% em TBE 1x, com GelRed a 0,25X, e a eletroforese decorreu
durante 60 minutos a uma voltagem constante de 80 volts, utilizando o marcador de
peso molecular GeneRuler 100bp Plus DNA Ladder (Thermo Scientific, EUA)
(Anexo V). O resultado foi visualizado e analisado no sistema ChemiDoc XRS+
(BioRad, EUA).
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3.2.4.1. Amplificacdo do gene ACVR2B

Ap0s determinacdo da temperatura 6tima de annealing, a amplificacdo do
gene ACVR2B foi realizada nas condigdes descritas na Tabela 2. As amostras foram
testadas em conjunto com um controlo negativo, utilizando dgua, em cada reacdo. O
programa de PCR foi 0 mesmo ja descrito na Tabela 1, mas utilizando 56°C como

temperatura de annealing.

Tabela 2 Preparacdo da mix de PCR para amplificacdo do gene ACVR2B

Reagente Concentracao na reacdao | Volume
Tampéo de PCR (10X) 1x 2 ul
DNTP’S (10uM) 0,2mM 2uL
MgCl; (50uM) 1mM 0,4 ul
Primer VAN-F (10uM) 0,38uM 0,75ul
Primer VAN-R (10uM) 0,38uM 0,75ul
Tag DNA Polymerase (5U/ul) 1,5U 0,3 ul
H20 12,8 ul
Volume final de reacéo: 20pl

Tal como anteriormente, para visualizar o produto do PCR foi efectuada uma
eletroforese em gel de agarose a 1% (p/v) em TBE 1x, e usando GelRed diluido a
0,25x. A corrida decorreu a uma voltagem constante de 90 volts durante 60
minutos e como marcador de peso molecular foi usado o GeneRuler 100bp Plus
DNA Ladder.

Sempre que ndo se tenha verificado a presenca de banda no controlo da eficiéncia
do produto de PCR, o protocolo foi repetido mais uma vez, de forma a evitar

resultados falsamente negativos.
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4. Resultados

4.1 Caracterizacao das amostras

Para a realizacdo do estudo da funcionalidade de amostras de DNA foram
utilizadas amostras armazenadas no Biobanco-IMM que pertencem a diferentes
colecdes e que foram avaliadas segundo o procedimento de CQ acima referido, que
engloba a determinacdo da concentracdo de DNA e grau de pureza bem como a

avaliacdo da integridade do material genético.

Tabela 3 Descricdo das colegdes residentes no Biobanco-IMM utilizadas neste estudo (Fonte:
Biobanco IMM, 2013)

N° de amostras

Colecdo Descrigdo 1

¢ ¢ utilizadas
Colecdo de amostras de controlos, baseada

Controlos num questiondrio e entrevista por um 100

médico.

Colecdo de amostras de doentes com
Neurotumores ) 25
tumores cerebrais.

Artrite Colecdo de amostras de doentes com -
Reumatéide  Artrite Reumatoide.

) ) Colecdo de amostras de doentes com
Fibrose Cistica o 25
Fibrose Cistica.

Colecdo de amostras de doente com

Cardiologia . = . ) 25
insuficiéncia cardiaca.
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Relativamente aos parametros de concentracdo e grau de pureza, as amostras
correspondentes as colecfes acima referidas encontravam-se dentro do intervalo

aceitavel (Tabela 4).

Tabela 4 Resultados da concentracdo média e grau de pureza avaliados pelo equipamento Nanodrop

1000 (Thermo Scientific) das amostras de DNA das diferentes cole¢des utilizadas neste estudo.

46,59+25,63

1,81+0,13

64424 05,26+26,13 1,91+0,17
5020 87,62+55,46 1,86+0,10
39+15 48,79+19,99 1,92+0,12
32+16 49,99+16,96 1,92+0,10

*F-Feminino; M-Masculino;

Os resultados obtidos sdo observados através do software do equipamento
Nanodrop 1000, que apresenta o espectro de absor¢do em forma de gréafico (Figura
10).
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Figura 10 Representacdo de espectros de absorcdo de acidos nucleicos. O gréafico é desenhado

pelo software associado ao equipamento Nanodrop 1000 e traduz a absorvancia das amostras a

comprimentos de onda especificos. A- Espectro de absorcéo tipico de uma amostra de DNA que se
inclui no intervalo desejado de valores da razdo A260/280 (1,7 - 2,0); B,C- Exemplos de perfis de

absorcdo anormais resultantes de contaminagdes.

Apds a determinacdo deste parametros, as amostras foram avaliadas quanto a

integridade por eletroforese em gel de agarose a 1% (p/v), em que sdo comparadas

com o marcador de peso molecular 1kb Plus DNA Ladder que apresenta um padréo

de bandas de referéncia de 250 pb a 10 000 pb. Desta forma é possivel detetar a

presenca de uma banda de elevado peso molecular, resultado esperado uma vez que

se tratam de amostras de DNA gendmico (Figura 11).
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9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19

Figura 11 Exemplo de avaliagéo da integridade do DNA por eletroforese em gel de agarose a 1%
(p/v) Legenda: MM- Marcador Molecular 1kb Plus DNA Ladder (Thermo Scientific); 1-12- DNA
gendmico integro; 13 — DNA gendmico degradado; 14-16- DNA gendmico integro; 17-19- DNA

gendémico degradado.

As amostras com parametros fora do controlo de qualidade ndo possuiam
informacdes sobre o género e idade dos dadores. A concentracdo média de DNA
destas amostras era de 667,7 ng/ul ¢ a razdo A260/A280 média situava-se no valor

1,80 (Tabela 5).
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Tabela 5 Resultados da quantificacdo, grau de pureza e integridade das amostras que se situavam
fora do intervalo da razdo A260/280

Amostra Concentracdo (ng/ul) Razao A260/280 Integridade
1 25,0 0,83 OK
2 1,8 2,06 SEM BANDAS
3 11,0 2,84 OK
4* 202,0 1,34 OK
5 8,3 2,24 OK
6 29,7 1,17 OK
7 22,3 1,63 OK
8 14,6 1,46 OK
9 42,5 1,68 OK
10 15,2 2,04 OK
11* 150,2 0,57 OK
12 11,6 2,94 OK
13 24,3 1,68 OK
14%* 192,0 1,1 SEM BANDAS
15* 82,0 3,02 OK
16 21,6 1,17 OK
17 1544.6 1,87 DNA DEGRADADO
18 3122 1,86 DNA DEGRADADO
19 1342,1 1,86 DNA DEGRADADO
20 794.,8 1,89 DNA DEGRADADO
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Amostra Concentracéo (ng/ul) Razéo A260/280

21 350,2
27 577,3
’3 1842,3
o 415,4
’5 314,7
26 501,3
. 1455,6
25 800,8
’g 1014,9
» 24213
o 1225,6
32 908,6
33 743,0
34 756,4
35 1042,2
36 1026,3
37 2656,3
38 1437,4
39 793,8
40 723,1
4l 1431,3

*: amostras contaminadas apds extragdo
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1,86

1,79

1,86

1,85

1,84

1,80

1,86

1,87

1,86

1,84

1,88

1,89

1,85

1,83

1,84

1,84

1,81

1,84

1,87

1,86

1,85

Integridade

DNA DEGRADADO
DNA DEGRADADO
DNA DEGRADADO
DNA DEGRADADO
DNA DEGRADADO
DNA DEGRADADO
DNA DEGRADADO
DNA DEGRADADO
DNA DEGRADADO
DNA DEGRADADO
DNA DEGRADADO
DNA DEGRADADO
DNA DEGRADADO
DNA DEGRADADO
DNA DEGRADADO
DNA DEGRADADO
DNA DEGRADADO
DNA DEGRADADO
DNA DEGRADADO
DNA DEGRADADO

DNA DEGRADADO



Ap0s avaliagdo das 241 amostras segundo o procedimento de CQ aplicado no
Biobanco-IMM ¢é possivel determinar que, relativamente a pureza do DNA, 93,4%
das amostras encontravam-se dentro do intervalo 1,7-2,0, e 6,6% ndo foram aceites
neste parametro. Relativamente a integridade do DNA em gel de agarose, 11,2% das
amostras ndo apresentaram bandas definidas ou nenhuma banda apds extracéo,
enquanto que 88,8% das amostras revelaram bandas de alto peso molecular no gel de

CQ. Menos de 1% das amostras encontravam-se fora de ambos os parametros.

4.2 Optimizacao das condicdes de PCR

Para determinar a melhor temperatura de annealing dos primers foi feito um
gradiente de seis temperaturas entre os 53°C e os 58°C. A amplificacdo mais

especifica ocorreu a uma temperatura de annealing de 56°C.

53 54°C 55 56°C 53¢ 53

Figura 12 Gradiente de temperaturas em gel de agarose a 1%(p/v); A- amplificacdo das amostras num
intervalo de temperaturas entre 53°C e 55°C; B- amplificagdo das amostras num intervalo de
temperaturas entre 56°C e 58°C. Para cada temperatura, estdo representadas duas amostras e um controlo
negativo. MM- Marcador Molecular O’GeneRuler 100pb DNA Ladder (ThermoScientific).
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4.3. Visualizagdo do produto amplificado em gel de agarose a 1%
(p/v)

Todas as amostras das cinco colec¢Oes selecionadas amplificaram para o gene
ACVR2B, podendo observar-se no gel de agarose um fragmento com cerca de 253pb

(Figura 13), correspondente ao fragmento amplificado pelos primers desenhados.

MM 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12 13 14 15 6 17 18

300pb
200pb
100pb

Figura 13 Visualizacdo do gene ACVR2B amplificado por PCR em gel de agarose a 1%.
Legenda: MM- Marcador molecular O ’GeneRuler 100pb DNA Ladder (ThermoScientific); 1-9
— Amostras pertencentes a colecdo Artrite Reumatdide; 10-17 — Amostras pertencentes a

colecdo Cardiologia; 18 — Controlo negativo.

Das amostras fora dos parametros do controlo de qualidade, podemos
distinguir 3 grupos: amostras que apresentavam DNA degradado ou ausente na
eletroforese em gel de agarose mas com razdo A260/A280 aceitavel (25 amostras);
amostras cujo grau de pureza estava fora dos valores aceitaveis, mas apresentavam
uma banda integra no gel de agarose (14 amostras); e ainda 2 amostras que nao
respeitavam nenhum dos parametros da qualidade. Ha ainda a ter em conta que 5
destas amostras ndo se encontravam nas condi¢des esperadas ap0s extracdo, tendo
sido observado a presenca fisica de contaminantes resultantes do procedimento de
extragcdo no produto de DNA final, mas que foram sujeitas ao procedimento de

controlo de qualidade e também foram avaliadas quanto a sua funcionalidade.
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Desta forma, as 25 amostras do primeiro grupo todas apresentaram
amplificacdo do gene ACVR2B. Das amostras do segundo grupo, observou-se
amplificacdo do gene em 10 amostras de DNA. Das amostras que nao respeitavam
nenhum dos parametros da qualidade, apenas uma apresentou amplificacdo do gene.
Foi determinado assim que 87,8% das amostras que se encontravam fora dos
pardmetros aceitaveis do procedimento de CQ amplificaram para o gene ACVR2B
(Figura 14).

I 2 % 4 5 6 F 8 9 10 1t 12 13 4 15

300ph L
200ph
100ph

Py SRRy geRy PRRy SRR SR R TR TR e RN WSS wm— -

Figura 14 Visualizacdo do gene ACVR2B amplificado por PCR em gel de agarose a 1% de amostras
classificadas como fora dos pardmetros de integridade do DNA no controlo de qualidade. Legenda:
MM - Marcador molecular O ’GeneRuler 100pb DNA Ladder (ThermoScientific)

40



5. Discussao

No Biobanco-IMM as amostras sdo colhidas e armazenadas por longos periodos
de tempo sendo de extrema importancia que sejam de elevada qualidade. Para
cumprir este requisito, os procedimentos do biobanco efetuam-se de acordo com
diretrizes internacionais para a avaliacdo da qualidade das amostras que armazena.

No Biobanco-IMM, a maioria do DNA é obtido a partir de amostras de sangue. A
extracdo de DNA ¢é efetuada de forma automatica e procede-se a quantificagdo do
DNA e determinacdo do grau de pureza (A260/A280) usando o Nanodrop 1000. A
integridade do DNA ¢ avaliada pela observacao de bandas definidas em eletroforese
em gel de agarose. No entanto, é igualmente importante demonstrar a funcionalidade
do DNA uma vez que no momento em que as amostras sdo armazenadas ndo séo
conhecidas as metodologias em que poderdo ser utilizadas. (lvarsson, M. 2011,
Wahlberg, K., 2012) Assim, este trabalho teve por objetivo implementar um método
que comprove a funcionalidade das amostras de DNA armazenadas pela
amplificacdo do gene ACVR2B por PCR.

As amostras utilizadas neste estudo foram selecionadas de forma a
representarem as diferentes colecdes existentes no Biobanco-IMM. Por outro lado, e
como algumas amostras sdo Unicas e preciosas, pretendemos avaliar as amostras que
falharam o controlo de qualidade de forma a determinar se estas poderdo ou ndo ser
utilizadas para determinados procedimentos. Assim, foram testadas 241 amostras,
das quais 100 pertenciam a colecdo controlos, 25 da colecdo de Artrite Reumatdide,
25 da colecdo de Cardiologia, 25 da colecdo de Fibrose Cistica, 25 da colecdo de
Neurotumores e 41 amostras sinalizadas como fora do CQ.

O gene ACVR2B, localizado no brago curto do cromossoma 3, da origem a uma
proteina transmembranar com 512 aminoé&cidos, o receptor IIB da activina, que
intervém nas vias de sinalizacdo da familia do TGF-B, sendo estes processos
essenciais no crescimento e diferenciacdo celular. Atraves da amplificacdo deste
gene, usando um protocolo de PCR cléssico, foi possivel determinar que as amostras
pertencentes as cinco colecdes utilizadas neste estudo apresentam boa
funcionalidade, isto é, observou-se amplificacdo do fragmento esperado no controlo
da eficiéncia do produto de PCR. Nao foi ainda observada qualquer diferenca entre
amostras da colecdo controlos e as amostras pertencentes a colecfes de patologias,
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ou entre dadores do sexo feminino e masculino ou de diferentes idades.
Relativamente as amostras fora do controlo de qualidade, das 41 testadas foi
observada amplificacio em 36 amostras (87,8%). Nas 25 amostras que néo
apresentavam uma banda definida no CQ por eletroforese em gel de agarose foi
observada amplificacdo do gene. Por outro lado, das amostras que ndo se
enquadravam no intervalo 1,7-2,0, embora fossem aceites no parametro da
integridade, apenas em 10 (71,4%) foi detetada amplificacdo. No entanto, este
resultado ndo foi surpreendente uma vez que as restantes 4 amostras, bem como uma
das amostras que ndo respeitava nenhum dos parametros de qualidade, néo
amplificaram mas correspondem as amostras que nao se encontravam nas melhores
condigdes apds a extracdo, o que comprova que o DNA ndo se encontrava no grau de
pureza mais indicado (tal como indica a razdo A260/280). Por fim, € de notar que
uma das amostras que se encontravam fora de ambos os parametros de controlo de

qualidade apresentou amplificagéo para o gene ACVR2B.
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6. Conclusao

Tendo em conta os resultados obtidos, sugere-se que a adaptacdo do
procedimento de CQ das amostras de DNA passe por acrescentar a técnica de PCR
quando as amostras traduzam uma razdo A260/280 < 1,7 ou > 2,0 e/ou nédo
apresentem uma banda integra em gel de agarose. Caso nao se observe amplificagéo,

estas amostras deverao ser rejeitadas (Figura 15).

QIACUBE:EXTRAGAO |E¢S<E)|SA ARMAZ_E?O'Z?ENTO
DE DNA
= ELETROFORESE EM
Concentracgdo> 10ngil | . | cEl DE AGAROSE:
A260/280:17-20 INTEGRIDADE ; BANDA
DEGRADADA
NANODROP:
QUANTIFICAGAO E
GRAU DE PUREZA
A260/280
PCR: FUNCIONALIDADE
<170u>20
AMPLIFICAGAO DO GENE SEM AMPLIFICAGAO DO
ACVR2B GENE ACVR2B

N

ARMAZENAMENTO
—802C

AMOSTRA REJEITADA

Figura 15 Sugestdo do procedimento de CQ de amostras de DNA a implementar no Biobanco-IMM.
Apos extracdo, o DNA ¢ quantificado e avaliado o seu grau de pureza pela razdo A260/280, bem
como observada a sua integridade por eletroforese em gel de agarose. As amostras que se encontrem
fora do intervalo 1,7-2,0 e/ou que ndo apresentem uma banda integra no gel devem ser avaliadas
guanto a sua funcionalidade por PCR. Se as amostras amplificarem o gene ACVR2B serdo

conservadas, caso contrario, as amostras devem ser rejeitadas.

Assim, é possivel concluir que as amostras armazenadas no Biobanco-IMM,
incluindo as que ndo cumprem nenhum dos parametros do controlo de qualidade
aplicado no biobanco, podem ser utilizadas em técnicas de Biologia Molecular como
0 PCR, sendo esta ultima um método eficaz para determinar a funcionalidade das

amostras.
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INFORMAGAD AQ DADOR DE AMOSTRAS BIOLOGICAS

Titulo do projecto de investigag bo
Biobanco do Insttuto de Medicing Molecular (IMM) da Faculdade de Medicina da Universidade de Leboa - Banco
de amostras biokigicas Humanas para fins de investgacio biomédica

Objectivo do Estudo

A criagho de um banco de amostras bioldgicas humanas pemitird o desemvolvimento de femamentas de
diagndstico e investigacho em midltiplas areas da medicina, com especial impacto em doengas crinicas, como as
doencas oncolbgicas, cardiovasculares, newnokdgicas, dsgeas e imunokbgicas. Contudo, este objectvo gb gara
cumpnda com a colaboracio dos doentes e de individuos saudéveis, através da doacho de amostras bickigicas
que serdo guardadas e preservadas em condicdes apropriadas de forma a serem wilizadas para fuluros estudaos.
Caso o doente ou individuo sauddvel efou 0 seu representante legal decida partcipar, era de fazer apenas os
proced imantos habiuas de uma consulla.

Procedimentos

No caso de concordar em participar nesie projectn, ser-lhe-& colhida uma amosta biokigica. A amostra
habitualmente solicitada serd aproveitada a parfr da colheita de sangue &fou wrina gue iréd efetuar. Para os
individuos que estefam a realizar exames diagndstions ou que estejam a ser sueitos a tratamenios cirdngons
poderd ser pedida aulorizacho para colheila de uma pequena amostra do materal removido durante o
procedimento (como por examplo saliva, liquido cefalo-raguidiand, teckdos removidas para biSpsias ou removidas
no decurso de cirurgias). Estas colheitas sardo efetuadas sem alterar os procadimantos médicos habituais @ sam
inerfarir com a rentabilidade diagndstca do procedimento ou com o sucesso da cirurgia. . Esta amosira serd
preservada em condigbes apropriadas e as informagbes clinicas com ela relacionada serfo introduzidas numa
base de dados, passando a sua identificacho pessoal a estar codificeda & nio acessivel aos utiizadores das
amosiras.

A doacio da amostra & voluntéana e revogdvel, sendo gue o dador, ou 0 38U represantanie legal, tem o direito de
retfirar & amostra efou intemomper a colaborasio assim que achar convenlente, sem necessidade de justhicacio
& nio podendo ser descrminado por iss0. O dador ou O seu representante begal deverd manifestar por escito a
sua vontade em refirar a amosira ou inferromper a colaboracho & nestas siluagbes a amosta serd
imadiatameania destruida.

O Biobanco do IMM propde-se amazenar &5 amostras bicldgicas e seus possiveis derivados tais como, sora,
plesma, DNA, RMNA e células. No caso da colheita de sangue ou em qualquer gutra circunstincia de colheita para
a qual seja necessano um acdo medico invasivo serd adoptada uma técnica de imortalizacho de células,
evitando-se assim nova colhaita de amostra.

O bicbancd do MM ndo divwigard resultados envolvendo o matenal biokigico. No entanto, o dador poders
escolher 86 guer ser informado dos resultados com polencial relevancia para a sua salde. O pedido de
rasultados deverd sar failo por escrito para o Biobanco do MM palo dador ou reprasantanta lagal @ deve sar
expresso no consenimento informado.

Serfo cumpndas todas as nomas &icas aceites internacionalmente para © uso de matérias biokbgicos para fins
de investigacho. Todos mgmrmma que fzerem uso das amostras depositadas no Blobanco do IMM serBo
submetidas & Comizsho de competente para a sua avaliacho,

Identificag &0 das amostras ¢ Confidencialidade

A existéncia da um bobanco pressupde a exsténcia de uma base de dados confando informagio clinica
referente a0 doente ou individuo saudawel Apds a colheita, as amostras serdo identficadas por um obdigo de
fora a presanvar a privacidads .

Durante o deganvolvimento de um projecto de investigachio, a equipa de investigasso poderd fer necessidade de
recoiher informacio oo processo clinico para a execucho do estudo, O anonimato serd, contudo mantido, ou s&a
o5 dados constantes do seu processo clinico serdo omecidos a0 investigador, mas sem qualkquer identificacho,
ou gualguer informacio que pemita saber & quem penencem.

A descodificacdo apenas poderd ser efectuada pelo médico (que serd o responsdvel pela base da dadaos, da
amordo com a informagio fomecida 4 Comissio Nacional da Protecgao da Dadas - CNPD), am caso da absaluta
necessidade, por motivos de salde do dador e a padido deste, & sampre de acordo com as disposches legais
21 Vigor,

Os dados serfo tratados confidendalmente, de acordo com a Lei, com 08 regulamentos e de acordo com as
nomas éicas aprovadas pela Comissho de Etica do CHLM/FMUL & pela CNPD.

Os dados resuliantes dos estudos realizados serdo alvo de publicacho de uma forma andnima @ agregada, em
termos de percentagens ou de dados numérions, nunca indvidualmente,

Tempo de conservacio

A5 amostras serfo conservadas por um periodo de 20 anos no Biocbanoo do Instituio de Medicina Molecular
{IMM) da Faculdade de Medicina da Universidade de Lisboa, sob a responsabiidade da Eguipa ligada ao
projecio, enguants este estver devidamente credenciado pelas entidades compelentes. As colegbes de
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amaostras serdo avaliadas periodicamente, nomaadamente para afenr da sua qualidade, podando ser destrukdas
ou, findo o periodo da conservacBo, poder-se-8 solicitar & promogacio da conservaglo. Nestas condiches
SMOEOONAE O Biobanco do IMM poders recontadar 08 dadones.

Comunicacho e divulgacio de dados

Qs dados genéticos e a3 amostras bioldgicas colhidas para fing de investigagao cientifica podem ser transfendos
para ouiras onganizaghes ou centros de investigagio, para fins de pesquisa e somente em projetos
desenvolvidos conjuntamente com o IMM, mediante consentimento do paricipante expresso na declaragdo de
cansentmento informado.

Possiveis Beneficios para os Participantes

Esta & uma doacho altruista, nSo havendo por isso qualquer compansacio para o dador. NS0 se garanta que
este astudo anvolva quaisquer beneficios directos para o participante. Sa algum dos estudos puder ser relevanis
para a sadde do dador, este serd informado, se essa for & sua vontade expressa na declaragho de
congenfmento informado. Contuda, a sua participacio proporcionard a aquisicho de conhecimentas que podero
wir 3 beneficia-lo a 51 ou & Engeiros no futung,

Rizgcos fiskcos previsivels

Ma makoria dos casos, of Msoos @ O desconfonto assodados serd0 minimos ou inexstentes. Nas colheltas
associadas a procedimanios com fins diagndsticos ou Brapbutcos, os niscos a o desconforto sarda os inarenias
an procadimanta am si. Em qualquar dos casos, o dador sard sempre anlacipadamenta informado dos riscos a
grau de desconforto associados a0s procadimentos,

Participacio Voluntiria e Direitos de Abandono

O presumivel dador terd loda a liberdade para se recusar a participar no estudo ou retirar o seu consentimenta,
suspendends a participacio em qualquer momenio e, consequentemente, as amasiras serdo destruldas. A
paticipagho & voluntdria @ & sua refusa em panicipar ndo emolierd qualquer penalizacho ou perda da
banaficios. A recusa ou abandono ndo colocardo am rism o dieio a ecaber fratamento ou assistncia médica,
presantemants ou no futura.

O dador podera retirar o seu consantimento nas modalidades sem contacto futuro (as amastras poderfo ser
usadas nomalmenie até se esgotarem, mas ndo 3erdo estabelecidos futuros contadios para a obtengio de mais
amastras) ou sem uso futum (ndo serdo estabelecidos futuros contactos e as amostras serdo imediataments
destnidas @ 03 registos eliminados).

Se tiver qualguer divida, em qualkjuer momerto, mesmo apds a colhelta, sobre este estudo poderd
contactar o Director do Biobanco do INM:

Prof, Doutor Jofo Eunco Fonseca, dingindo-se &

Dr* Angela Mana Afonso

Biobanco

Instituta de Medicina Molecular

Faculdada da Meadicina da Univarsidade da Lisbhaa

Telefone: +351 217808437

Esd: 47 047 /02803

Emagil; imimibicbancodfm. ul. ot
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DECLARAGAD DE COMSENTIMENT O INFORMADO
Banco de amostras bioldgicas para fins de investigacho biomédica
Investigador: Hospital:

Moma do dosante:
Mimano da astuds do doanis:

Eu, podador do
bilhete de denidade/canso docidadao n® | ] declaro ler Dmada conheciment & acedar
participar neste projecto, de forma & contnbuir para a oacRo de um banco de amostras biokigicas com
informacso clinica associada, para fins da investigacso biomadica,

Acaito que a minha amostra biokdgica saja wilizada am projactos da investigacdo da mecanismos das doangas,
diggndstico precoce, fatores de progndstico e novos alvos ferapduticos em mditiplas éreas da medicina,
nomeadamente nas doengas oncoldgicas, cardiovasculares, neurokigicas, dsseas e imunokigicas. Poderei
revogar 8 autonzacho para uliizacio da minha amosta biokigica e informacio clinica em gualquer aftura,

O objectivo do banco de amostras biokgicas folme claramente explicado e fol-me dada a oporunidade de
colotar questdes sobre o seu funcionamento, bem como of procedimentas relativos & colheita e utilizacho da
minha amastra biolkbgica e dados a ela associados,

Declaro qua aceits participar, voluntnamanta, nests estudo. Espacficamanta concordo com OS saguiniss
pantos:

. Consinto a colheita de materdal biokdgico (sangue / ... ! ) ) & aubrizo a
conservasio de amostras no Bicbanco, de modo a8 que possam w usadm Dara Dmuaa& futuras,
incluindo estudos genéticos e cultura de linhas cedulares por investigadores porfugueses & estrangeinosg,
gsem fing. lucrativog,

sm [ e [

- Esta opgado & para ser respondida apenas por participantes que j& cederam amostras bioldgicas
colhidas no ambite de outros projetos. Nestas crcunstincias, aulonzo a transferénaa para o
Biobanco as minhas amostras biokgicas, préviamente colhidas no Ambil de outros prajecios, de moda
qua elas possam ser uliizadas em pesquisas futuras, incluindo estudos gendticos & cultura de linhas
calulares por investgadores portuguases & estrangainos, mas sam fins lucrativos;

sm L el

- Estou consciente de gque minha paricipagho € voluntirna e que posso em  quakquer
altlura solicitar a destruicho das minhas amostas bioldgicas, invalidando assim o consentimenio
informado prévio, sem justificar, tendo recebido a garaniia de que o meu pedido ndo desenvohierd
discriminagio;

sim ] Mao L]

- Declaro que queno conhaecar resuliados que possam sar relavantes para a minha sadde.

sm 1 nael]
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«  Aubrizo ser contactado novamente peko Biobanco do IMM para pedido de atualizagio sobre a minha
situacao clinica;

sim 1 naa [

. Aubrizo o contactado do Biobanco do IMM & famillares meus para pedido autonzacio de colheila de
amastas bioldgicas efou informadso clinica;

Sim I:l Nhl:l

Data Assinatura do Doente/Representante Legal

Em caso de representanis legal, este actua na qualidade de:

o Tiular do poder patemal, quando o dadar & manor
o Tutor, quando o dador foi declarado inerdito
o Herdeino, quando o dador falecau

Discadi esta estudo da investigacio com o parlicipante a/ou o sau reprasantanta legal, wilizando uma linguageam
com praansivel @ apropriada. Informeal adequadameanta o paricipante sobre a natureza deste estudo & sobre os
seus possiveis beneficios e rigcos, congiderando que o participante compreendew a minha explicacio,

Data Nome do Médico Azsinatura do Médico

Foi entregua um duplicado deste documento ao doante/representants legal.
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DEARIO D4 REPUBLICA — § SERTE-A

WA I8 — 26 delaweiro de 2005

Lein.® 8/2005

de 26 de Janealro
Elewagio de Sabugal & categoria de cidade

A Amemblein da Repiblica decreta, nos ermos da
alinea o) doartigo 1617 da Constituigio, a lei seguinte:

Artigo anmico

Acvila de Salhlﬁml, no municipio de Sabugal, ¢ elevada
A cateporia de cidade.

Aprovada em 9 de Dezembro de 2004,

O Presidente da Assembleia da Repiblica, Jodo Boseo
Mota Amaral

Promulgada em T de Janeiro de 2005,

Publique-se.

3 Presidente da Repiblica, JoRGE SAMPAIG,

Referendada em 13 de Janeino de 2005,

O Primeiro-Ministro, Pafro Migeel de Saniana Lopes,

Lein.® 92005
de 26 de Janelro
Bevacio de Valbom & categoria de o dade
A Assembleia da Repablica decreta, nos ermos da
alinea o) doartigo 1617 da Constituigio, a lei seguinte:
Artigo nico

Aovila de Valbom, no municipio de Gondomar, &
elevada a categoria de cdade.

Aprovada em 9 de Dezembro de 2004,

O Presidente da Assembleia da Repiblica, fodgo Bosce
Mota Amaral

Promulgada em T de Janeiro de 2005,
Publigue-se.

O Presidente da Repiblica, TorGe Saspan,

Refer endada em 13 de Janeiro de 2005,

0 Primeiro-©Ministro, Pedro Miguel de Saniona Lopes.

Lein.® 10/2005
e 26 de Janel o

Elevagdo de Costa da Caparica 4 categoria de cidade

A Acssembleia da Repablica decreta, nos termos da
alinea o) do artigo 161" da Constituigio, a lei seguinte:

Artigo anico
Acvilade Costada Caparica, no municipio de Almada,
& elevada a cateporia de cidade.
Acprovada em 9 de Dezembro de 2004,

O Presidenteda Assembleia da Repablica, fode Sosce
Mota Amaral.

Promulgada em 7 de Janeiro de 2005,
FPubligue e,
O Presidente da Repiblica, JorGe Sampran,

Referendada em 13 de Jane ino de 2005,

O Primeiro-Ministro, Pedra Migeel de Saniana Lapes.

Lein.” 11,2005
de 26 de Janelro
Elevagio de Tarouca & categoria de cidade

A Assembleia da Repablica deaeta, nos termos da
alinea ¢) do artigo 1617 da Constituigao, a lei seguinte:

Artigo anico

Avilade Tarouca, no municipiode Taroue, €elevada
a ctegoria de cdade.

Acprovada em 9 de Dezembro de 2004,

O Presidente da Asse mbleia da Repiablica, fodo Boseo
Mota Amaral,

Promulgada em 7 de Janeiro de 2006,
Publigue-se.

1 Presidente da Repablica, JorGE SasMran,

Referendada em 13 de Janeiro de 2005,
O Primeiro-Ministro, Pedro Migeel de Saniana Lopes.

Lein.” 12/2005
de 26 de Janelro
Informagio genética pessod e iformagio de sade

A Aszembleia da Repiblicn decreta, nos termes da
alinea o) do artigo 1617 da Constituigio, alei seguinte:

Artigo 1.7
Ohjesctn
A presente lei define o conceito de informagio de
saide e de informagio gend tica, a crculagio de infor-
MAgAn e a intervengan sobre o genoma humano no sis-
tema de sande, bem como as regras para a mlheita

e conservacao de produtos bioldgicos par efeios de
lesles gendlicos ou de invesligagio,

Arlign2”
Informagin de syice

Para os efeitos desta lei, a informacio de sande
abrange todo o tpo de informagao directa ou indirec-
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tamente ligada & sande, presente ou Tutura, de umea pes-
soa, quer se encontre avm vida ou enha Falecdo, e
a sua histdria elinica e Evmiliar,

Artign 3
Froopriedide da informagio de sande

1 — A informacgao de saade, ncluindo os dados cli-
nioos registados, resultados de analises e outros exames
subsididrios, intervenghes e dingndsticos, & Erl.:lpril'_'d':h'jr_'
da pessoa, sendo as unidades do sistema de saade os
depositarios dainformagao, a j{u;d nao pode ser utilizada
para outros fing que nao os da prestacio de cuidados
e a investigagao em sande e outros estabelecidos pela
lei.

2 — 0 titlar da informacao de sande tem o direito
de, querendo, wmar mnhecimento de todo o processo
dinico que lhe diga respeito, salvo dramstdndas excep-
cionais devidamente justificadas e em que seja inequi-
viommente demonstrado que isso The possa ser preju-
dicial, ou de o fazer comunicar a Quem ssja por si
indicado,

3— 0 acesso A informagao de sadde por parte do
seu titular, ou de Eerceircs com o seu consentimento,
éfeito atraviés de médioo, com habilitagho pripria, esco-
[hidio pelo titular dainfor magao,

Artigod.”
T matsam ento da informagio de soicke

1— s responsdveis pelo ratamento da informagio
de saide devem wmar as providé neias ade quadas 4 pro-
teogao da sua confidencialidade, garantindo a seguranca
das instalagdes ¢ equipamentos, o controlo no ace sso
ainformagio, bem omo o reforge do dever de siglo
e da educagio deontoldgica de dos os profissionais,

2 — Az unidades do sistema de saide devem impedir
o acessn indevido de erceiros ans processos clinicos
@ aos sistemas informed ticos que contenham informagio
de saide, incluindo as respectivas cdpias de seguranga,
asse gurando os niveis de sepurang apropriados e cum-
prindo as exigéncias estabelecidas pela legslagio que
regula a protecgio de dades pessoais, nomeadamente
para evitar a sua destruigao, addental ou ilicita, a alte-
racan, difusio ou acesso ndo autorizado ou qualguer
outra forma de tratamento ilicito da informacio.

3 — A informagio de sadde s6 pode ser utilzada pelo
sistema de sande nas condigdes expressas em aulori-
mean escrita do seu titular oo de quem o represente.

4— O acess o ainformagio de sadde pode, dl;id-: que
anomimizada, ser Bculiado para fing de investigagio,

S5— A pestio dos sistemas que organimm a inlor-
magan de saode deve garantir a separagio entre a infor-
magaon de sainde e pendlio e a restante informagio pes-
soal, designadamente através da definigio de diversos
nivers de acesao,

B — A gestao dos siste mas de informacao deve garan-
tir o processamento regular e frequente de chpias de
sepuranga da informagao de sadde, salvaguardadas as
sarantias de oonfidencialidade estabelecidas por lei

Artign5.”
Informag o mislicn

1 —Para os efeitos desia lei, a informacio médica
& a informacao de saade destinada a ser utilizada em
prestagies de cuidados oo tratame nios de saode.
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2— Emtendese por saprocesso clinicos qualquer
registo, informatizado oundo, que contenha informagio
de saide sobre doentes ou seus Familiares.

3 — Cada processo clinico deve conter toda a infor-
magao médica disponivel que diga respeito a pessoa,
ressalvada a restrigho imposta pelo artigo seguinte,

4— Aimformacao médica & insaita no processo cli-
nico pelo médico que tenha assistido a pessoa ou, sob
a supervsan daguele, informatizada por outro profis-
sicmal igualmente sujeito ao dever de sigilo, no ambito
das compet éncias especificas de cada prafissao ¢ dentro
dov respeitn pelas respactivas normas deonioldgims,

5—0 processo dinioo sé pode ser consultado por
médico meumbido da realimcao de prestaghes de saude
a favor da pessoa a que respeita ow sob a supervisio
dagquele, por outro pi N‘.il::-mfdc:' sande obrigado a sigilo
e m omedida do estritimente necessino A realizacho das
mesmas, sem prejuzo da investigagao epidemnldgica, cli-
nica ou pendtica que possa ser feita sobre o8 mesmos,
ressala ndosse o que fica definido noartigo 16,7

Artignh,”
Informagio genética

I — A informagho ge nélica € a informagio de saide
que verse as caracteristicas hereditdrias de uma oo de
varias pessoas, aparentadas entre si ou com cracle-
risticas comuns daquele tipo, exduindo-se desta defi-
nigao a informagao dervada de testes de parentesco
ou estudos de zigotia em gémeos, dos estudos de iden-
tificagao gendética para fns oriminais, bem como do
estudo das mutaghes gendélicas somaticas no cancro,

2 — Aomformagao genética podeser resultado da rea-
lizagio de testes genéticos por meios de biologa mole-
cular, mas também de testes citogenéticos, bioquimicos,
lisioldgcos ou imagioldgens, on da simples recaltha de
informagio familiar, registada =ob a EZJFI'IT:L de uma
arvore fmiliar ou outra, cda um dos quais pode, por
a1 w4, enunciar o es@mlo gendtico de uma pessm e
seus fTamiliares,

3 — A informagio gendtica reveste natureza médim
apenas quando s destina a ser utilizada nas prestagies
de cuidados ou ratamentos de sadde, no contexto da
confirmagao ou exlusio de um diagndstico cinico, no
comtexto de diagndstico préanatal on diamastico pre-
-implantatdrio ou no da farmacogend tica, excluindo-se,
pois, a informacao de testes preditivos para predispo-
sighes a doengas comuns ¢ pré-sintomd ticos para doen-
GALS T OR ST Cas

4 — A informacgao gendtica que ndo enha implica-
goes imediatas para o estado de sande adual, tal como
a resultante de testes de miemidade, de estudos de
gigotia em gemeos, e a de testes preditivos — com a
excepgan de lestes gendlicos par resposta a medica-
mentos —, de heterozigotia, présintomaticos, pré-na-
tais ou pré-implantidrios nao pode ser incluida no pro-
cesso chinico, salvo no caso de consultas ou servigos de
penética médim oom anguives prdprics e sepmrados,

5 — s proessos clinicos de consultas on se rvigos
de gendtica médica nao podem ser acedidos, heultados
ou mnsulados por médioms, outros profissionais de
sande ou funcdonarios de outros semvicos da mesma ins-
tituigho ou outras instituigdes do sistema de saonde no
caso de conterem informagao gendética sobre pessoas
saudaveis,

B — Ainformagio genética deve ser oljedo de medi-
das legislativas e administrativas de protecgio relorgada
em termos de acesso, seguranga ¢ confidencialidade.
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T— A wilimgio de informagio genética & um ado
entre o seu titular e o médico, que € sujeio as regras
deontoldgicas de sigilo profissional dos médios e dos
restantes profissionais de sande.

H—A exisiEncia de vinculo bboral ou outro entre
o médion ou outro profissional de sande e qualquer
actividade, incluindo companhias de SEEUT 05, entidades
pru.:l]v.mn:u*. ou formece dores de quaisquer bens oo ser-
viges, nao justifica qualgquer diminuigio ace deveres de
segredo que sobre aL-.|u-:|-:~i impendem.

O — Os cidaddos tém o direito de saber s2 um pro-
cessn clinico, ficheiro ou registo médico ou de inves-
tigagio contém informacio genélica sobre eles proprios
e asua familia e de conhecer as finalidades e usos dessa
informagan, a forma como ¢ armazenada e o6 prazos
da sua conser vagao.

Artigo 7.7
Bases de dodos genéticos

| — Entende-se por «base de dados gené ticoss qual-
quer registo, informatizado ou ndo, que contenha infior-
magio genética sobre um conjunio de pessoas ou
Emilias,

2— Asregras de criagio, manulengio, gestioe segu-
ranca das bases de dados L,-:n-:Lln:.m para prestagio de
cuidados de sande e relativas 4 investigacao em saide
=10 regulamentadas nos termoes da legislagioque regula
aproteceio de dados pessoais,

3 —As bases de dados gendlicos que contenham
informacao familiar e o8 regisios penélicos que permi-
tam a identficacao de Familiares devem ser mantidas
e supervisionadas por um médico com especialidade em
penélica ou, na sua falta, por outro médico,

4 — Qualquer pessoa pode pedir ¢ ter acesso & infor-
magan sobre g1 propria contida em Oeheimos com dados
pessca is, nos termos da lei.

Artigns.”
Terapia génica
1 — A intervengio médica que tenha como objecto
modificar intencionalmente o genoma humano 6 pode
ser levada a cabo, verificadas as cundiqd-:ﬂ estabele cidas
I'I'.‘:hl:l led, por razdes preventivas ou lerapulicas.
— E proibida qualquer intervengio média que
I.I:I'I|'|:L por objectivo a manipulagio genética de @rac-
tersticas consideradas normais, bem como a alleragio
dalinha germinativa de uma pessoa,

Artignd.®
Testes genétims

1 — Arealizagio de testes genéticos diagndsticos ou
de farmacogend tica obedece aos principios que regem
a prestagiode qualguer cuidado de saade.

2— Acdeteccao do estado de heterodgotia para doen-
gas recessivas, o diagndstico pré-sintomitico de doengas
momogénicas e os lestes de susceptibilidades pendticas
em pessoas sanddveis s6 podem ser exeatados com
ALLOTiZ A dudpnﬁpriu, a pedido de um médico com
a especialidade de gendtica e na sequéncia da realimcio
de consulta de acnselhamento genético, apds consen-
timenio informado, expresso por escri,

3 — A comunicagiodos resultlades de tesies gendlicos
deve ser Teita exclusivamente ao proprio, ow, 1o Gso
de eses diagndsticos, a quem legalmente o e presenie
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ou sgja indicado pelo proprio, e em consulta médiem
apropriada,

4 —Mo caso de testes de estado de hetermzigotia,
pré-sintomaticos ¢ preditivos, os resultados devem ser
comunicados ao proprio ¢ ndo podem nune ser comu-
nicados a lerceiros sem a sua aulorzagio expressa por
escrito, incluindo a médicos ou outros profissionais de
saade de outros e rvicos ou instituiches ou da mesma
consulta ou servigo mas nao envolvidos no processo de
tesie dessa pessoa ou da sua familia,

5 — Nomande lesles pré-natais e pré-implantatérios,
os resultados devem ser comunicados exclusivame nie
A progenitora, aos Progenitores o a0s respecLivos repre-
sentantes legais,

£ — Mio devem ser realizados lestes pré-sintomed li-
cos, preditivos ou pré- in1|1|alnlall-.‘:-ri-.r-. BT PESROAS COM
incapacidade mental que possam ndo compreender as
implicaghes deste tpo de testes ¢ dar o seu con-
senlimento.

T — Em situagdes de risco para doengas de inicio na
vida adulta e sem cura nem tratamento comprovada-
mente eficaz, a realimedo do teste pré-sintomético ou
preditive tem ainda como aondicdo uma avaliagho psi-
coldgicn e social prévia e o seu seguimento apds a
entrega dos resultados do ese.

8 —A frequéncia das consultas de aconselhamento
genético e a forma do seguimento psicoldgico e social
g0 determimdas considerando a gravidade da doenga,
a idade nag habitual de manifestagio dos primeinos sin-
lomas e a exisénca ou ndo de ratamento oomprovadio,

Acrtigo 107
Testes de heborozigo b, préssinomdlios, preditive e prénaba s

1 —Para efeitos do artign anterior, oonsidera m-se
testes para deteogio do estado de heterozigotia o8 que
LJ-:rmilaun a detecgio de pessoas saudiveis portadoras

elerozigdticas para doengas racessivas,

— Consideram-s¢ 2sles pré-sinlomiaticos os que
permitam a identificagio da pessoa como portadora,
ainda assintomatica, do gendtipo inequivocamente res-
ponsdvel por uma dada doenga monogénica.

3 — Consideram-se testes penétions praditives o6 que
permitam a detecgio de genes de susceptibilidade,
entendida como uma predisposicio genética para uma
dada doenga com heraditariedade complesa e com inicio
ha bitualmente na vida adulta,

4 — Consideram-se testes de farmacogend tica os tes-
tes preditivos que permitem a detecgio de predispo-
sighes para respostas diferendais no tratamento com
um s Lc{n medicamento ou a susceptibilidade para reac-
coes adversas derivadas da toxicidade da droga,

5 — Consideram-se testes pré-natais ludt::.k. aqueles
executados antes o durante uma gravidez, com a fina-
lidade de oblengio de informagio genética sobre o
embriio ou o fewn, cnsiderandose assim como caso
particular destes o diagndstico pré-implantatdrio,

i — Consideram-se testes de rastreio todos os testes
diagmdsticos, de heterozigotia, pré-sintomaticos, predi-
tives ou pré-natais que sioapli;des a wda a Fx:pul:lg:m
ou grupos populacionais de riso aumentado, nomea-
damente por género, idade, origem étnic, em gualquer
altura da vida,

Artign 117
Frincipio da nio discriminagio

1 — Ninguém pode ser prejudicado, sob L|Ll':L|I'.|LI.t'r
forma, em fungdo da presenga de doenga gendtica ou
em fungao do seu patrimdnio genétion,
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2 —Minguém pode ser discriminado, sob qualquer
forma, em funcio dos resultados de um teste penétioos
dingndstion, de helerodpolia, présinlomitico oo pre-
ditivo, incluindo para efeitos de oblengio on manuten-
o de empre go, oblengao de segumos de vida e de sadde,
acesso ao emwino e, para efeitos de adopgio, no que
respeita quer acs adoptantes quer aos adoptandos,

3—Ninguém pode ser discriminado, sob qualquer
forma, nomeadamente no seu dirgilo a = puimento
médico e psicossocial @ a aconselhamento genétion, por
se recusar a electuar um leste gend oo,

4 —E garantido a wodos o acesso equitativo ao acon-
selhamento genélion e aos testes gencticos, salvaguar-
dando-se devidamente as necessidades das populagihes
mak fortemente atingidas por uma dada doenga oo
doengas pendticas,

Artign 12,7

Tesdes gméticos e segur o

1 — As companhias de seguros mo podem pedir nem
atilizar qualgquer tipo de informagio genética para recu-
sar um seguro de vida oo estabelecer prémios mais
elevados,

2 —As companhias de seguros ndo podem pedir a
realizagio de testes gendlions ace seus polencians segu-
rades para efeitos de seguros de vida ou de saide o
para culros efeilos,

3—As companhias de seguros nho podem utilizar
a miormagho gendtica obtida de testes genétioos pre-
vinmente realiados nos seus clientes actuais oo poten-
clais para efeitos de sepunee de vida e de saide oo para
o bros eleitos.

4 — As seguradoras nao podem exigir iem podem
utilizr a informagio genética resultante da -.'ulhpc'ilal e
registo dos antecedentes familiares para recusar um
sepuro ou eslabelecer prémice aumentados oo para
autres efelios.

Artigo 137
Testes genét cos no anprego

I — A contratagio de novos traballudores mio pode
depe nder de selecgio assente no pedido. realimgio o
resultados prévios de testes genétioos,

2—As empresas e outras entidades patronais nbo
& permitido exigir aos seus trabalhadores, mesmo que
om0 sen coreentimento, a realizagio de lesles pendé-
ticos o a divalgagio de resultados previame nte obbdos,

3 —Mos casos em gue o ambie nte de trabalho possa
colocar riscos es pecificos para um trabalhador com oma
dada doenga ou susceptibilidade, oo afectar a sua capa-
cidade de desempenhar com seguranga uma dada arefa,
pode ser usada a informagio genéba relevante para
b e fiicien s trabalbador e nunca em seu preju o, desde
que lenha em vila a protecgio da saade da pessoa,
a sua seguranga e a dos restantes rabalhadores, que
o teste genético sea efectuado apos consentimento
informado e o sepumento do aconselhamento gend tico
apropriada, gue os resultados sejam entregues exlo-
shamente ao praprio @ ainda desde que ndo seja nunca
posta em cansaa sua siteagio laboral,

4 — As silwages particulares gue impliquem riscos
graves para a seguranga oo a sande pablica podem cons-
ttuir uma exoe poho ao anteriormente estpulado, obser-
".-':lrﬂ:::l-ht‘ no entanto 4 restrigio iI'I'I|'.Il:J!'~lEl N AT
sepuinte,

5 —Nas siluagdes prevelas nos ndme s anlerion:s
o lestes penétioos, dirgidos apenas a riscos muilo graves
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e se relevantes para a saode actual do trabalhador,
devem ser seleoriomados, oferecides @ supervisionados
por uma apéncia oo entidade independente e nao pela
empregador,

i — s encargos da realizacho de testes genéticos a
pedido ou por interesse dreco de entidades patronais
=10 por eslas suportados,

Artiga 147

Teses genétios ¢ ndopgno

1 —Mao podem ser pedidos testes genélicos, nem
usada informagio gendtica j4 disponivel, para efeilos
de adapgao,

23— servigos de adopgio ou o pais prospectvos
nao podem pedr testes geneéticos ou usar informagio
e testes anteriores nas criangas adoptandas,

3 — Oz servigos de adopgio ndo podem exigic aos
pais adoptanies a realizagio de westes genétcos, nem
usar informagio @ disponivel sobre os mesms,

Artigo 157
Lahorabiris gme pmaslan oo goe oforoem eshes genétios

| — Competean Governo regulamentar as condighes
da oferta e da realizagio de estes genéticos do estado
de heteroagotia, r.r-:"-.liinlum{lli-.'uxi.fr-:'-lil'm:uﬁ ou pré-
-natais e preamplantatdrios, de modo a evitar, nomea-
damente, a sua realizagio por hboratdnos, meoiomis
oil estramge itos, sem apoio de equipa médica ¢ mal-
tidisciplinar necessaria, assim como a eventual venda
livre LE:'H ITIE SIS,

2 — Mo termos da lel e das recomendacies élicas,
dequalidade edesegurang dos organismos reguladores
nacionais ¢ inle rmconas, o Governo dele rmina medi-
das de acreditagho e de certificagho dos laboratorios
pablices oo privados que realimem testes penétions e
procede a0 seu licencdamento.

Artiga 167

Investigugiio sobre o gmoma homano

1 — A investigagcho sobre o genoma humano segue
as repras perais da investigacio cientifica no campo da
snde, estando obrigada a confidencaldade reforgada
sobre a identidade ¢ as caracteristicas das pessoas ndi-
vidualmente estudadas,

2 — Dreve ser parantido o livre acesso da comunidade
clentifica ace dades emergentes da inmvestigagio sobre
o genoma humanao,

3 —A ivestgagio sobre o genoma humano estd
sujeita i aprovagio Pc‘luﬁ comurdy de étca da mstituicio
hospitalar, universitiria ou de imestigagiao.

4 — A investigagio sobre o genoma humano em pes-
soas nao pode ser realimda sem o consentimento infor-
mado dessas pessoas, expresso por esmito, apos a expli-
cacho dos seus direitos, da natures e Onalidades da
investigagin, dos procedimentos utilizados e des riscos
potenciais e volvidos para si proprios ¢ pam erceiros,

Artigo 17.°
Dheweer che pro eegin
| —E ilicita a criagio de qualquer lista de doengas
ou e racteristicas gendticas que possa fundamentar pedi-
dos de testes de diagndstico, de heterogigota, pré-sin-
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tomaticos, preditivos o pré-natais ou de qualguer tipo
de rastne io genético.,

2 — Todo o cidadao tem direito a recusar-se a efec-
twar um teste gencético do estado de heterozigotia, pré-
ssintomeatico, preditivo ou pré-natal.,

3 — Todo o cidaddo tem direito a receber aconse-
lhamento genético ¢, se indicado, acompanhamento psi-
mssocnl, antes e depois da realizagio de eses de hete-
o goilia, pré-sintoma ieos, praditivios e pré-natais,

4 — 5d podem ser pedidos testes genéticos amenores
desde que sejam efectuados em %o beneficio & nune
€M seu prejuizo, oom o consentimento informado dos
SELS pais ou tutores, mas procurando-se sempre o sew
priprio cnsentime nio.

5 — Nomeadamente, nao podem ser pedidos 1esies
preditivos em menores para doencas de infcio habitual
na vida aduli, sem prevencao ou cura omprovada-
mente elice.

f— Do mesmo modo, o diagndstion pré-natal para
doencas de inicio habitual na vida adulta e sem cura
nao pode ser efectuado para mer informagao dos pris,
mas apenas para prevencio da doeng ou deficiéncia,
dentro dos prazos previstos na lei.

T— 0= médicos 1@m o dever de informar as pessoas
que of consultam sobre of mecanismos de transmissio
¢ 08 riscos gue esties implicam para os seus Bomiliares
e de o8 orientar para uma c-::lnr.u.ljlal de penética médica,
a qual deve ser assepurada nos termos da legslagio
reg ulamentar da presente lei.

£ — Nomaodos testes de rastreio gendtico, deve sem-
pre proteger se, além dos direitos individoais, os direitos
das populagdes ou grupos populacionais a rastrear, evi-
ando-se a sua estigma lizagao,

9— s cidadios com necessidades espedais, bem
aomo o8 que =0 portadores de deficiéncias oo doengas
cromicas, incluindo os doentes com patologias genéticas
e seus lamiliares, gozam do direito & proteogio do
Estado em matéria de informacio sobre os cuidados
de saide de que necessitm

Artign 187

Uengio e cmservagio de matedal bicldg as

1 — A colheitn desangue e outnos produtos biolGgicos
e a obtengio de amostras de DNA para testes genéticos
devem ser objecto de consentimento informado s pa-
rado para efeitos de tesies assistendiais e para fins de
investigagio em que conste a inalidade da colheia e
o tempo de conse rvagio das amostras e produtos deles
derivades.

2 — 0 material armazenado ¢ propriedade das pes-
soas em quem fod obtido e, depois da sua morte ou
incapacidade, dos seus familiares.

3 — 0 monsentimento pode ser retitado a qualgue v
altura pela pessoa a quem o material bioldg oo pertence
ou, depois da sua morte on incapacidade, pelos seus
Bumiliares, devendo nesse caso as amostras bioldgicas
ederivados armazenados serdelinitivamente destrudos,

4— Mao devem ser utilizadas para efeitos assisten-
ciais ou de investigagao amostras biologicas cuja oblen-
o se destinou a uma linalidade diferente, a ndo ser
m nova autorizmcio por parte da pessoa a quem per-
enee ou, depois da sua morte oo incapacidade, dos
seus familiares, ouapds a sua anonimizagioirreversivel,

5 — Amostras colhidas para um propdsito médico ou
cie ntifico especifico sd pode m ser utilizadas com a auio-
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rizacao expressa das pessoas envolvidas ou seus repre-
sentantes legais,

6 — Em crcunstincas especiais, em que a informa-
cao possa ter relevinda para o ralamento ou a pre-
vengao da recorréncia de uma doenca na familia, essa
informagio pode ser processada e utilizada no comtexto
de acmselhamento genético, mesmo que ja ndo sea
possivel obker o consentimento informado da pessoa a
QuEMm perlence.

T— Todos os parentes em linha direaa e do segundo
grau da linha colateral podem e acesso a uma amostra
armazenada, desde que necessdrio para conhecer
melhor o sen praprio estalulo genélion, mas nao para
conhecer o estatuto da pessoa a quem a amostra per-
tence ou de outres familiares,

8—E proibida a utilizagho comercal, o patentea-
mento ou gualguer ganho financeiro de amostras bio-
G icas enquanto ais.

Artigo 192
Bancos de DMNA e de outros produtos ba g cos

I — Para efeitos desta lei, entende-se por «banco de
produtos bioldgicoss qualquer repesitdrio de amostras
binldgims oo seus derivados, com ou sem empo deli-
mitado de armazenamento, quer utilize colheita pros-
pectiva ou material previamente colhido, quer tenha sido
obtido como componente da prestacio de cuidados de
saude de rotina, quer em programas de rastreio, quer
para investigacio, e que inclua amostras que sejam iden-
tificadas, identificaves, ancnimizadas ou andmimas,

2— Minguém pode colher ou usar amostras biolé-
vicas humanas fi aolhidas ou s2us derivados, com vista
a constitwigdo de um banco de produtcs bioldgicos, se
nao tiver obtido autorizcao prévia de entidade creden-
ciada pelo departamento responsivel pela tutela da
saude, assim como da Comissio Nacional de Protecgio
de Dados se o banco estiver assodado a informadcio
e s ]

3— 05 banocs de produtcs bioldgios devem ser
constituidos apenas com a finalidade da prestagio de
cuidados de sande, incluindo o di;ufn-.ﬁ&.[iu: £ A Preve ngio
de doengas, ou de investigagio bisica ou aplicada 4
saide.

4 — Um banco de produtosbioldgicos a6 deve aceitar
amostras em respoeta a pedides de médicos e ndo das
proprias pessoas ou seus Tamiliares.

5 — O consentiments informado escrito € ne e ssdrrio
para a oblengao e utilizagio de material para um banco
de produtos hioldgeos, devendo o termo de consen-
timento  incluir informacgio sobre as Onalidades do
banon, o sen responsdavel, os tipoe de investigagio a
desenvalver, os seus riscos e beneficios polenciais, as
condicdes e a duraciao do armazenamentoy as medidas
tomadas para garantit a privacidade e a confidencia-
lidade das pesscas participanies ¢ a previsio guanto
a possibilidade de comunicagio on nao de resuliados
obtidos com esse material.

B — Mo o de uso retrospe clivo de amostras ou em
situagies especiais em que oconsentimento das pessoas
envolvidas nao possa ser obltido devido & quantidade
de dados ou de sugitos, 4 sua idade ou outra mzio
comparivel, o material e o8 dades podem ser proces-
sados, mas apenas para fins de investigagao cientifica
ou obtengio de dades epidemioldgioos ou estatisticos,

T— A conservacao de amostras de sangue seco em
papel obtidas em mstreios neonatais ou outros deve
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ser consider ada & luz dos potendais beneficios e perigos
para os individuos e a sociedade, podendo, no e ntanto,
esmas coleogdes ser utilizadas pam estudos familiares
o comlesto do aconselhame nlo gend teo ou entao para
investigagio gendtica, desde que previamente anonimi-
zdas de forma irreversivel.

& — Dieve ser sempre parantida a privacidade e a con-
hdendalidade, evtando-se o armazenamento de mate-
rial identificado, controlandose o acesso s wolecohes
de material bioldgico, limitando-se ondmero de pessoas
auwtorizadas a fazé-lo e parantindo-se a sua sepurang
quanto a perdas, alt eragan ou destruigan,

9 — 56 podem ser usadas amostiras andnimas ow irne-
versivelmente ancmimizadas, devendo as amostras iden-
tificadas ou identificdveis fcar imitadas a estudos que
nao possam ser feics de outno modo,

10— Nan ¢ permitido o armasename nio de material
bilGg oo humano ndo anonimizdo por parte de ent-
dades com hins comer dais.

11 — Havendo alsoluta necessidade de se usarem
amostras identificadas ou identliciveds, estas devemn ser
aodificadas, licando o eddigos armazenados separada-
mente, mas sempre em insttuigoes piblicas,

12 — Se o banco envalver amostras identificadas ou
identificaveis e estiver prevista a possibilidade de comu-
nicacao de resultados dos estudos efectuados, deve ser
envalvido nesse processo um médico espedalista em
e n tica.,

13 — O material hioldgicoarmazenadoé considerado

ropriedade da pessoa de quem foi obtido ou, depois
5‘4 U MOTlE ol incu;m-;:i‘jiwje, dos seus familiares,
devendo ser armazenado enquamo for de comprovada
utilidade para cs Tamilia rés actuais & Tuturos,

14— O investigadores responsiaveds por estudos em
amostras armazenadas em bances de producs biols-
peos devem sempre verificar que os direitos e os inte-
resses das pessoas a quem o material bioldgio perie noe
san devidamente protegidos, incluindo a sua privac dade
e confide ncialidade, mas ambé m no que respeila a pre-
servacdo das amostras, que podem mais tarde vir a ser
necessdrias para diag ndstico de doenga Familiar, no con-
lexo de lesles genclicos nessas pesscas ou seus fami-
lizre =,

15 — Compete acs investigadores responsiveis pela
lecgio emanutengio de bancos de produtos biol Ggoos
elar pela sua conservagio e integridade @ informar as
pessoas de quem foi obtido consentimento de qualquer
perda, alizragio ou destruigio, assim como da sua deci-
s de abandonar um tipo de investigacio o de fechar
o banco,

Ih— A lei define as regras para o licencamento e
a promogan de processos de garantia de qualidade dos
bancos de produtos biol Gecos,

17 — A transfert ncia de um grande nimero de amos-
tras ou oolecgbes de material biddgico para outras enti-
dades nacionais ou estrangeiras deve sempre respeiar
o propésito da eriacio do Ii:':mm para o gual foi obtido
o consentimento e s aprovada pe las comissbes de dia
TERPONSAVESs,

18 — A constituigio de bancos de dados que desere-
vam uma determinada populagio e a eventual trans-
feréncia dos seus dados devem ser aprovadas pelo Con-
selho Macional de Etca para as Ciéncias da Vida e,
o caso de s rem representativos da populagio nacional,
pela Assembleia da Bepiblica.

19 — % bancos de produtos bioldgioms cnsttuidos
para fing forenses de identificagao criminal ou oulnos
devemn ser objecto de regulame niagho especilica.
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Artigo 207
Fatriménio genético hum ano

O patrimdnio genélico humano nao & susceptivel de
qualquer pantenteamento,

Artign 217
Kelatirio sobre a aplicagio da lei

O Governo, ouvido o Conselho Macional de Eudca
para as Céncias da Vida, apresenta 4 Assembleia da
Repablica, no prazo de dois anos apds a entrada em
vigor desta lei, ¢ a cada dois ance subsequentes, um
relatdrio gque inventarie as condigdes e as consequéneias
da sua aplicagio, considerando a evolugio da discussio
piblica acerca dos seus fundamenios élicos e os pro-
gresaos dentilicos entretantoobtidos,

Artipon 20
Regul amenta giio

| — Compete an Governo a regulamentagio desta
lei noprazo de 180 dias,

2 — Eobjecto de regulamentagio prapria a definigio
de madidas de promocan da investigagio e de protecgio
da identidade genética pessoal, de validagio dinica e
analitica dos teses genéticos, paricularmente doslesies
preditivos para genes de susceptibilidade e da resposia
a tratamentos medicamentosos, bem como dos testes
de rastreio genético,

Aprovada em 9 de Dezembro de 2004,
O Presidenteda Assembleia da Repiblica, fodo Sosce

Maoia Amaral,

Promulgada em 7 de JTaneino de 2005,
Publigue se.
0 Presidente da Repablica, JorGe Saspanmn.

Refere ndada em 13 de Jane iro de 2006,
O Primeiro-Ministro, Fedro Miguel de Santana Lopes.

Lein.” 132005
de 26 de Janeim
Primeira alteragdo ao Decreto-Lel n” 1082004, de 11 de Maio

(altera o Decrefo-Lel n.° 832000 de 11 de Mao, que aprova
o regime legal da concessio & emesio de pasapones).

A Assembleia da Repiblic deaeta, nos termos da
alinea ¢) do artigo 161.° da Constituigio, a lei seguinte:

Artigo dnico

Oz artigos 307 ¢ 317 do Decreto-Lei n.” 1082004,
de 11 de Maio {altera o Degeto-Lel n®™ 83/2000, de
11 de Maio, que aprova o regime legal da concessio
e emissio de passapories), passam a ler a seguinie
redaccio:

adrtigo 307
[a:]



Anexo 111 - Composicao de Tris/Bortao/EDTA (TBE)

TBE concentrado a 10x:
0,89M Tris

0,89M Acido Borico
0,020M EDTA

Anexo 1V - Marcador de peso Molecular 1Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen, EUA)

—12,000

0.9 nL/lane
0.9% agarose gel stained
with ethidium bromide
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Anexo V — Marcador de peso Molecular O"GeneRuler 100bp DNA Ladder
(Invitrogen, EUA)

GeneRuler™ 100 bp DNA Ladder
0’GeneRuler™ 100 bp DNA Ladder,

ready-to-use
bpng/05pg % bp
28N _ B
900 .S X =
Z 50 40 00 = g50
— 700 450 90 [Samd— 800
— 600 450 90 [Remll— 700
500 1150 23.0 [ 600
— 400 400 80

300 400 80 [l 5%
— 200 400 g0 [EEN- 400

1.7% TopVision™ LE G0 Agarose (#R0491)

— 100 400 80
Lol — 300
el 200
0.5 pgAane, 8 cm length gel,
1XTBE,5W/em, 1 h 2
s
4
= — 100
3
&

0.5 pafane, 20 cm length gel,
1XTAE, 8 Viem,3 h
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