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2. Instituicdes envolvidas

Instituicdo Proponente

Faculdade de Medicina da Universidade de Coimbra
Rua Larga

3004-504 Coimbra

A Faculdade de Medicina da Universidade de Coimbra (FMUC) é a escola médica
mais antiga do pais, com 1700 estudantes e 150 docentes.

Esta considera o ensino, a investigacdo cientifica e o desenvolvimento tecnologico
como elementos fundamentais da sua atividade, tendo como objetivo primordial a formacéo
graduada e pds-graduada nas areas da salde e das ciéncias biomédicas.

E um centro de exceléncia internacionalmente reconhecido para a investigacio em
ciéncias da saude, levando uma série de programas de investigacdo internacionais,
envolvendo mais de 40 universidades e centros de investigacao.

A FMUC promove a cooperacdo inter-institucional publica e privada, nacional e
internacional, como condicdo fundamental de progresso e exceléncia, com o objetivo de
realizar cursos de licenciatura, mestrado e doutoramento, projetos de investigacdo e outras
atividades de interesse comum.

DispGe de um conjunto de recursos de ensino, investigacdo cientifica, apoio e
desenvolvimento tecnoldgico e de prestagdo de servicos & comunidade, incluindo estruturas
de investigacdo e de desenvolvimento que compreendem centros de investigagdo

multidisciplinares. Adicionalmente, dispde de plataformas tecnoldgicas, que incluem
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citometria de fluxo, microscopia eletronica e confocal e sequenciacdo de DNA, para apoio a

atividades especializadas de investigacdo, ensino e prestagdo de servigos a comunidade.

Instituicdes Participantes

Hospitais da Universidade de Coimbra (Centro Hospitalar e Universitario de Coimbra,

EPE)

Praceta Prof. Mota Pinto

3000-075 Coimbra

Instituto da Droga e da Toxicodependéncia-Unidade de Alcoologia de Coimbra (UAC)
Quinta da Conraria

3040-714 Castelo Viegas — Coimbra

Instituto de Genética Médica da FMUC
Azinhaga de Santa Comba, Celas

3000-548 Coimbra

Laboratério de Bioestatistica e Informatica Médica da Faculdade de Medicina da
Universidade de Coimbra
Azinhaga de Santa Comba, Celas

3000-548 Coimbra

Projeto de Investigagdo
Ferreira M, 2012




Polimorfismo do gene PNPLA3: Fator de risco para o desenvolvimento de Doenga Hepatica Alcodlica (DHA)

Unidade de Investigacao

Servico de Medicina Interna dos Hospitais da Universidade de Coimbra (Centro

Hospitalar e Universitario de Coimbra, EPE)

Praceta Prof. Mota Pinto

3000-075 Coimbra
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3. Componente Cientifica

3.1. Sumario
3.1.a) Em portugués

A DHA constitui uma das principais causas de doenca hepatica cronica, sendo
responsavel por elevadas taxas de morbilidade e mortalidade, na populacdo mundial [1].

Portugal ocupa o 8° lugar do ranking mundial no consumo de bebidas alcodlicas [2].
Cerca de 1 milhdo de portugueses € considerado bebedor excessivo e 500 mil sdo
considerados doentes alcoolicos cronicos [3]. No entanto, nem todos os consumidores
excessivos desenvolvem DHA e apenas 10-15% daqueles que a desenvolvem atingem o0s
estadios mais graves de doenca hepatica [4].

O desenvolvimento de DHA depende de diversos fatores: dose, duracdo e horario
diario da ingestdo alcoolica, tipo de bebida, género, genética, etnia, estado nutricional, fatores
imunoldgicos e patologias concomitantes [5]. Dos referidos, os fatores genéticos apresentam-
-se como responsaveis por cerca de 50% da suscetibilidade individual para o desenvolvimento
da DHA [6].

Recentemente foi identificado um SNP (single-nucleotide polymorphism) do gene
adiponutrin/patatin-like phospholipase-3 (PNPLA3), responsavel pela mutacdo em rs738409
C>G, mutagéo associada ao desenvolvimento de DHA [7-9].

O presente estudo objetiva:

1- Estudar a prevaléncia do SNP rs738409 do gene PNPLA3 numa populacdo de
bebedores excessivos portugueses;

2- Verificar a relacdo entre a prevaléncia de doentes alcodlicos com DHA e a

frequéncia do polimorfismo em questao.
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3- Verificar a associacdo entre a frequéncia do SNP rs738409 do gene PNPLA3 e
prevaléncia de estadios mais avancados de DHA.

Com este projeto de investigacdo os autores propdem um estudo inovador em
Portugal, avaliando a prevaléncia do SNP rs738409 do gene PNPLA3 na populagdo com
maior risco de DHA em Portugal: alcodlicos cronicos e bebedores excessivos.

Este projeto de investigacdo conta com a colaboragdo dos Servigos de Medicina
Interna e de Gastrenterologia dos Hospitais da Universidade de Coimbra (Centro Hospitalar e
Universitario de Coimbra, EPE) (HUC-CHUC), da Unidade de Alcoologia de Coimbra
(UAC), do Instituto de Genética Médica da FMUC e do Laboratério de Bioestatistica e
Informética Médica da FMUC. Envolve a utilizacdo de dados de salde pessoais e a recolha de
amostras bioldgicas, sendo garantido anonimato e confidencialidade dos dados, de acordo
com os principios éticos e deontoldgicos.

Serdo definidos grupos homogéneos de doentes alcodlicos com DHA, que irdo
constituir o "grupo casos" e de individuos alcodlicos sem DHA, que irdo constituir o "grupo
controlo”. Os individuos que constituem o "grupo casos", serdo divididos em 2 subgrupos:
doentes com lesdo hepatica alcodlica pré-cirrose e doentes com cirrose hepética alcodlica.

A recolha dos dados clinicos sera feita através de entrevista, questionario CAGE e
consulta do processo clinico de cada doente para obtencdo de dados laboratoriais e
imagioldgicos. A analise genética para identificacdo do SNP rs738409 do gene PNPLA3 sera
feita através do método de PCR-RFLP com a enzima de restricdo BtsCl (New England
BioLabs®) [10].

Com a realizacdo deste projeto de investigagdo pretende-se alargar o conhecimento
sobre a relagdo do SNP rs738409, polimorfismo do gene PNPLA3, e o desenvolvimento da

DHA. O estabelecimento de uma associagdo entre estas duas entidades permitird uma
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abordagem diagnostica e terapéutica mais otimizada e dirigida, através da identificacdo de

ferramentas de diagndstico precoce e de novos alvos terapéuticos.

3.1.b) Em inglés

The ALD is a major cause of chronic liver disease and is responsible for high rates of
morbidity and mortality in the population [1].

Portugal occupies the 8th place in the world ranking of alcohol consumption [2].
Approximately 1 million of Portuguese are heavy drinkers and 500 thousand are considered
chronic alcoholics [3]. However, not all heavy drinkers develop ALD and only 10-15% reach
the most severe stages of liver disease [4].

The development of ALD depends on several factors: dose, duration and timing of
daily alcohol intake, beverage type, gender, genetics, ethnicity, nutritional status,
immunological factors and concomitant pathologies [5]. Of these, the genetics factor is
responsible for about 50% of the individual susceptibility to the development of ALD [6].

Recently was identified a SNP (single-nucleotide  polymorphism) in
adiponutrin/patatin-like phospholipase-3 gene (PNPLAS3), responsible for the mutation in
rs738409 C>G, a mutation associated to the development of ALD [7-9].

The objectives of this research project are:

1 - Study the prevalence of SNP rs738409 from PNPLAS3 gene in a Portuguese heavy drinkers
population.

2 - Check the relationship between the prevalence of alcoholic patients with ALD and the
frequency of this polymorphism in question.

3 - Check the relationship between the frequency of SNP rs738409 from PNPLAS gene and

the prevalence of advanced stages of ALD.
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With this research project the authors propose a pioneering study in Portugal,
assessing the prevalence of SNP rs738409 from PNPLA3 gene in the population that has a
higher risk of developing ALD in Portugal, heavy drinkers and alcoholics.

This research project will count with the collaboration of the Internal Medicine and the
Gastroenterology Services, of Hospitais da Universidade de Coimbra (Centro Hospitalar e
Universitario de Coimbra, EPE) (HUC-CHUC), Unidade de Alcoologia de Coimbra (UAC),
the Institute of Medical Genetics and the Laboratory of Biostatistics and Informatics Medical
of FMUC and all the work will have supervision of FMUC. This research project involves the
use of personal health information and the collection of biological samples, being guaranteed
anonymity and confidentiality of data in accordance with the ethical and deontological
principles.

Will be defined homogenous groups of patients with alcoholic ALD which will
constitute the "cases group"” and alcoholic individuals without ALD, which will constitute the
"control group”. The individuals that constitute the "group case” will be divided into 2
subgroups: patients with alcoholic liver injury pre-cirrhosis and patients with alcoholic liver
cirrhosis.

The collection of clinical data will be made by interview, CAGE questionnaire and
consultation of clinical processes of each patient to obtain laboratory and imaging data. The
genetic analysis to identify the SNP rs738409 from PNPLA3 gene will be made using the
PCR-RFLP method with the BtsClI restriction enzyme (New England BioLabs ®) [10].

With the execution of this research project it is intended to amplify the knowledge
about the relationship of the SNP rs738409, a PNPLA3 gene polymorphism, and the
development of ALD. Getting relate these two entities will be possible a more targeted action

for a clear diagnosis and treatment, with identification of new therapeutic targets and selection
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of proper therapy, and a action on prevention, through the development of susceptibility

testing and adopting measures preventive.
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3.2. Descricao Técnica

3.2.1. Revisao da Literatura

De acordo com o relatorio “World Drink Trends 2005”, 0 consumo per capita de
alcool em Portugal é um dos mais elevados do mundo, ocupando o 8° lugar do ranking
mundial no consumo de bebidas alcoolicas [2]. Cerca de 1 milhdo de portugueses séo
bebedores excessivos e 500 mil sdo considerados doentes alcoolicos crénicos [3].

A DHA decorre do consumo nocivo de bebidas alcodlicas, sendo mundialmente
responsavel por elevadas taxas de morbilidade e mortalidade. A DHA € a principal causa de
morte na populacdo adulta [1], sendo responsavel por mais de 80% dos casos de cirrose
hepéatica no mundo ocidental [11].

Existe uma forte relacdo entre o consumo de alcool e a prevaléncia de cirrose,
havendo aumento do risco de desenvolver cirrose de 14% e 8%, para 0os homens e mulheres,
respetivamente, por cada aumento de 1 litro de alcool no consumo per capita [12].

O mecanismo pelo qual o etanol é capaz de induzir o aparecimento de lesdo hepatica é
complexo, resultando da combinacdo de diversos fatores: genéticos, ambientais e
comportamentais. Estes fatores, em combinacdo com a agressdo direta decorrente da
metabolizacdo do etanol a nivel hepéatico, promovem um estado inflamatdrio, stress oxidativo,
peroxidacdo lipidica, alteragdes imunologicas, alteracdes das membranas bioldgicas e do
citosqueleto, formacdo de complexos toxicos e de endotoxinas [13,14]. A alteracdo do
microambiente hepético induz alteragGes hepatocitérias, promovendo o desenvolvimento de
uma sequéncia de alteragdes histoldgicas: Esteatose Hepatica, a Hepatite Alcodlica e a Cirrose
[15,16]. Esta evolucdo histopatoldgica natural esta associada ao desenvolvimento de fibrose,

constituindo a Hepatite Alcoolica um fator acelerador deste o processo [15].
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A esteatose hepatica corresponde ao primeiro estadio da DHA, observada em 60-100%
dos bebedores excessivos [4], caracteriza-se pela acumulacdo de lipidos ao nivel dos
hepatocitos perivenulares [17].

A hepatite alcoolica estd presente em 10-35% dos consumidores excessivos,
desenvolvendo-se em doentes com esteatose hepatica, ocorrendo infiltracdo do figado por
celulas inflamatdrias e consequentemente, lesdo hepatocelular [4,17].

Esteatose hepatica e hepatite alcodlica promovem o desenvolvimento de cirrose
hepética, usualmente micronodular [17], presente em 10-15% dos consumidores excessivos
de alcool [4].

Deste modo, nem todos os consumidores excessivos desenvolvem DHA e, aqueles que
o fazem, podem apresentar diferentes graus de lesdo hepéatica. Segundo um estudo
recentemente publicado, para um mesmo consumo de alcool, alguns doentes apenas
desenvolvem esteatose macrovesicular, enquanto outros desenvolvem fibrose e cirrose [18].

Sdo varios os fatores promotores do desenvolvimento de DHA: a dose, a duragdo e o
horario diério da ingestdo alcodlica, o tipo de bebida, o género, a genética, a etnia, o estado
nutricional, os fatores imunoldgicos e as patologias concomitantes como a infe¢édo pelo HBV
e HCV [5]. A importancia dos fatores genéticos tem vindo a ser demonstrada por varios
estudos familiares em que gémeos monozigoticos apresentam maior prevaléncia de cirrose
alcodlica do que gémeos dizigéticos [19], sendo responsavel por cerca de 50% da
suscetibilidade individual para a DHA [6].

Recentemente foi identificado um Single Nucleotide Polymorphism (SNP) no gene
adiponutrin/patatin-like phospholipase-3 (PNPLA3), gene localizado no cromossoma
22013.3, que leva a mutacdo em rs738409 C>G, a qual promove a substituicdo da isoleucina
pela metionina, no codao 148 (1148M). Este gene é responsavel por codificar a adiponutrina,

uma proteina pertencente a familia das fosfolipases patatina-like. Esta proteina tem atividade
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de acetil-hidrolase, de lipase, atuando sobre os triglicerideos e de acetil-glicerol transacetilase,
estando envolvida na mobilizacdo de energia e no armazenamento dos lipidos [20]. E
expressa nos hepatocitos e adipdcitos, sendo que no ser humano a sua expressdo predomina
no tecido hepético [21].

Este polimorfismo é responsavel pela diminuicdo da atividade lipolitica da enzima,
levando a diminuicdo da hidrolise de triglicerideos nos hepatdcitos, levando a acumulagéo de
gordura no figado, propiciando assim o desenvolvimento de Doenca Hepética [22].

Sdo vérios os estudos recentemente publicados que realcam a importancia deste
polimorfismo na etiopatogenia da DHA [7-9,23-25], um dos quais demonstra que esta
mutacdo € comum nos hispanicos, populacdo onde a prevaléncia de DHA € elevada [7]. No
entanto, ainda ha muito por descobrir no que se refere a suscetibilidade genética individual
para a DHA.

O diagndstico da DHA resulta da combinacdo de varios dados recolhidos: histéria do
consumo de alcool, manifestacBes fisicas e alteracfes laboratoriais, indicadores de doenca
hepética e/ou de alcoolismo. Relativamente aos exames imagioldgicos o seu contributo para
diagndstico de DHA ¢é limitado, tendo como utilidade a detecdo das complicacfes da DHA
como a ascite, o carcinoma hepatocelular ou a trombose da veia porta [26].

A biopsia hepaética continua a ser o exame-chave para 0 diagndstico de DHA,
permitindo a detecdo de alteracdes histopatoldgicas caracteristicas dos varios estadios de
DHA: Esteatose Hepatica, Hepatite Alcodlica e Cirrose Alcodlica e da existéncia de fibrose.
Esta deve ser realizada quando ha davidas no diagnostico etiologico, na decisdo terapéutica
ou relativamente ao prognostico.

De forma a prevenir o avancar da DHA e evitar as suas complicacdes, é fundamental o

diagnostico correto e precoce desta patologia, nomeadamente na identificacdo dos individuos
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mais suscetiveis a desenvolver DHA, através de marcadores de suscetibilidade como é o caso

do SNP rs7384009.

3.2.2. Plano e Métodos

Os objetivos deste estudo sdo:

1- Estudar a prevaléncia do SNP rs738409 do gene PNPLAS3, numa populacdo de
bebedores excessivos portugueses.

2- Verificar a relacdo entre a prevaléncia de doentes alcodlicos com DHA e a
frequéncia do polimorfismo em questao.

3- Verificar a associacdo entre a frequéncia do SNP rs738409 do gene PNPLAS3 e
prevaléncia de estadios mais avangados de DHA.

Portugal apresenta elevados niveis de consumo de alcool, ocupando o 8° lugar do
ranking mundial no consumo de bebidas alcodlicas [2], pelo que a DHA assume destaque
epidemioldgico.

Com este projeto de investigacdo os autores propdem um estudo inovador em
Portugal, avaliando a prevaléncia do SNP rs738409 do gene PNPLA3 na populacdo com
maior risco de desenvolver DHA em Portugal, alcoolicos cronicos e bebedores excessivos, e
identificando aqueles com maior suscetibilidade genética para a DHA.

A metodologia utilizada é baseada na analise PCR-RFLP [10], uma metodologia
bastante mais simples do que as anteriormente usadas [7-9], direcionada para a identificacéo
deste polimorfismo, assumindo-se como técnica facilmente reprodutivel.

Conseguindo relacionar este polimorfismo que nos propomos estudar com o0
desenvolvimento de DHA seré possivel a identificacdo de um marcador de suscetibilidade de

DHA, possibilitando uma atuagcdo mais direcionada para um diagnostico precoce e
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terapéutica correta. Ir4 permitir a adogdo de protocolos de seguimento mais "agressivos” para
os doentes portadores da mutacéo e atuacdo ao nivel da prevencao.

Para este estudo conta-se com a colaboragdo dos Servicos de Medicina Interna e de
Gastrenterologia dos Hospitais da Universidade de Coimbra do Centro Hospitalar e
Universitario de Coimbra (HUC-CHUC), da Unidade de Alcoologia de Coimbra (UAC), do
Instituto de Genética Médica da FMUC e do Laboratorio de Bioestatistica e Informatica
Médica da FMUC. Todo o trabalho tera a supervisdo da FMUC.

Este projeto de investigacdo é um estudo do tipo caso-controlo (prospetivo),
multicéntrico.

Numa primeira fase, pretende-se definir grupos homogéneos de doentes alcoblicos
com DHA, que irdo constituir o "grupo casos" e de individuos alcodlicos sem DHA, que irdo
constituir o "grupo controlo”.

A populacdo alvo deste estudo serd constituida pelos doentes alcodlicos com DHA
internados nos Servigcos de Medicina Interna e de Gastrenterologia dos HUC-CHUC. Para a
composi¢do do "grupo controlo” a populagdo alvo sera constituida pelos doentes internados
na UAC.

Quanto a técnica de amostragem, esta sera de conveniéncia, uma vez que a amostra é
apenas constituida por doentes internados nos servicos supra referidos que aceitem participar
no estudo.

A dimenséo da amostra foi calculada de acordo com a seguinte formula [27]:

' x p(l-p)

mZ

n=

n = Dimens&o da amostra necessaria

z ="Valor critico" associado ao nivel de confianca de 95% (valor padrao de 1,96)
p = Prevaléncia estimada do gendtipo associado a DHA, na populacdo em estudo
m = Margem de erro de 5% (valor padrdo de 0,05)
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Como referéncia para a populacdo portuguesa, sera usada a frequéncia do alelo G, o
alelo que se pensa estar associado ao aumento do risco de desenvolvimento de DHA, na
populacdo caucasiana europeia com DHA. Esta frequéncia é de 35,2% [9], sendo o valor de p
igual a 0,352.

A dimensdo da amostra necessaria sera de 351 individuos. Para maior seguranca, sera
adicionado 10% ao valor n, de forma a compensar perdas no nimero total da amostra (drop-
outs, missing data, etc). Assim, a dimensdo da amostra sera de 386 doentes alcodlicos com
DHA. O nimero de individuos que fardo parte do grupo "controlo™ sera igualmente de 386.

A dimensdo da amostra dependera do nimero de doentes internados nos Servigos de
Medicina Interna e de Gastrenterologia dos HUC-CHUC e na UAC, no intervalo decorrido
entre 1 de Janeiro de 2013 e 31 de Agosto de 2015. Para o célculo da amostra fez-se um
levantamento do ndmero de doentes internados com diagndstico de DHA em 2011, nos
Servigos de Medicina Interna e de Gastrenterologia dos HUC-CHUC (349 doentes) e o
namero de internamentos, de doentes que iniciaram acompanhamento e de doentes ja em
seguimento na UAC em 2011: 522, 571 e 2612, respetivamente, ndo havendo variagOes
significativas anuais desde 2007. Desta forma, garante-se que em 2 anos e 8 meses a
dimensdo da amostra necessaria sera atingida.

Para a recolha de dados para este estudo, serdo utilizadas medidas subjetivas
(entrevista e questionario) e medidas objetivas (consulta de dados laboratoriais, imagioldgicos
e analise genética).

Este projeto de investigacdo envolverd a utilizacdo de dados de salde pessoais e a
recolha de amostras biologicas (sangue periférico) sendo apenas iniciado ap0s obtencdo dos
pareceres favoraveis das comissdes de ética da FMUC e dos HUC-CHUC. Todos os doentes

assinarao o consentimento informado.
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A primeira fase do estudo objetiva a definicdo de grupos homogéneos de doentes
alcodlicos cronicos com DHA e de doentes alcoodlicos sem DHA. Para a concretizacdo deste
objetivo, serdo realizadas 3 tarefas.

Tarefa 1: Selecdo da amostra com definicdo dos grupos de doentes alcoolicos que
participardo no estudo, atraves da realizacdo de entrevista e do questionario CAGE a
individuos internados nos Servicos de Medicina Interna e de Gastrenterologia dos HUC e a
individuos que estejam a ser tratados na UAC.

Os doentes alcoodlicos serdo identificados através do questionario CAGE (acrénimo de
Cut, Annoyed; Guilty, Eye opener), realizado através de entrevista direta que inclui a recolha
de alguns dados pessoais e historia mais detalhada dos habitos alcodlicos.

Aquando desta entrevista e da aplicacdo do questiondrio CAGE sera obtido o
consentimento informado (Anexo 1) de cada doente.

Tarefa 2: Identificacdo de doentes alcodlicos com DHA que constituirdo o "grupo
casos" e, dentro deste grupo, classificacdo em 2 subgrupos: doentes com lesdo hepatica
alcodlica pré-cirrose e doentes com cirrose hepética alcoolica estabelecida. Sera realizada
consulta do processo clinico de cada doente para recolha de dados laboratoriais e
imagioldgicos, indicativos de doenca hepética.

Seréa realizada a todos os doentes internados nos Servicos de Medicina Interna e de
Gastrenterologia dos HUC-CHUC que foram sujeitos a entrevista e cuja aplicagédo do
questionario CAGE revelou resultado positivo.

Doentes com doenca hepatica que apresentem outras causas identificadas (por
exemplo: hemocromatose, infecdo pelo HBV e/ou HCV, hepatite toxica, deficiéncia em al-

antitripsina) serdo excluidos do estudo.
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Tarefa 3: Definigdo do grupo controlo. Da mesma forma que se fara o diagnostico de
DHA para identificar o "grupo casos" sera necessario garantir que os individuos que
constituem o "grupo controlo” ndo apresentem DHA.

Serdo efetuados doseamentos laboratoriais (transaminases) aos individuos tratados na
UAC que foram sujeitos a entrevista e cuja aplicacdo do questiondrio CAGE revelou
resultado positivo.

Partindo destes grupos homogéneos sera testada a hipdtese de que a prevaléncia da
mutacdo rs738409, polimorfismo do gene PNPLA3, é superior no grupo de doentes com
DHA e, dentro deste, ainda maior no subgrupo de doentes com cirrose hepética alcodlica
estabelecida. Serd entdo possivel demostrar o maior risco de desenvolvimento de DHA nos
pacientes que apresentem este polimorfismo.

Tarefa 4: Andlise genética das amostras de DNA de cada interveniente no estudo, para
pesquisa do polimorfismo do gene PNPLA3, SNP rs7384009.

Para maior comodidade para o doente e facilidade logistica as amostras de sangue
periférico, da qual sera extraido o DNA gendmico necessario para o estudo genético, serdo
recolhidas aquando da entrevista e armazenadas em local e condigdes apropriadas.

Todas as amostras serdo anénimas, sendo apenas referenciadas com um codigo ao qual
apenas os médicos de cada paciente terdo acesso.

O estudo genético seré feito recorrendo ao método de PCR-RFLP com a enzima de
restricdo BtsCl (New England BioLabs®) para a analise do polimorfismo do gene PNPLA3, o
SNP rs738409 [10]. Este estudo sera efetuado no Instituto de Genética Médica da FMUC.

Nesta tarefa, sera ainda feita a analise genética de 150 amostras de sangue periférico
de doentes alcodlicos com DHA e 150 amostras de individuos alcodlicos sem DHA, obtidas
anteriormente ao inicio do projeto de investigacdo e cujos resultados serdo somados aos

resultados obtidos no decorrer do projeto.
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Tarefa 5: Tratamento estatistico. Apds a obten¢do dos dados relativos aos individuos
pertencentes ao "grupo casos" e ao “"grupo controlo” serd feito o respetivo tratamento
estatistico.

Dada a elevada prevaléncia de doentes com DHA no nosso pais torna-se importante a
identificacdo de individuos com maior predisposicéo para o seu desenvolvimento.

Com a realizacdo deste projeto de investigacdo pretende-se alargar o conhecimento
sobre a relagdo do SNP rs738409, polimorfismo do gene PNPLAS3, e o desenvolvimento de
DHA. Propbe-se a contribuicdo para a elaboracdo de testes de suscetibilidade, para
identificacdo de individuos com maior risco em desenvolver DHA. A identificagdo destes
individuos permitird uma maior motivacao para a adocdo de um estilo de vida mais saudavel e
adaptacdo de protocolos de seguimento, com maior vigilancia destes individuos.

Por outro lado, sendo um SNP funcional, condicionando a diminuicdo da atividade
lipolitica da enzima adiponutrina, este projeto contribuird para que novos estudos possam

surgir no campo da identificacdo de novos tratamentos e da prevencdo da DHA.

3.2.3. Tarefas

Tarefa 1 (T1)

Designacao da tarefa: Realizacdo de entrevista e aplicacdo do questionario CAGE
a todos os individuos participantes no estudo.

Data de inicio: 1/1/2014

Duracao da tarefa: 18 meses

Pessoa*meés: 18
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Descricéo da tarefa e resultados esperados

O objetivo principal da realizacdo desta tarefa € a identificacdo de individuos
alcodlicos e a recolha de alguns dados pessoais, habitos e antecedentes patologicos.

Esta tarefa sera realizada na UAC e nos HUC-CHUC, nos Servicos de Medicina
Interna e de Gastrenterologia, pelo investigador principal deste projeto.

Esta tarefa sera dividida em 2 fases.

Fase 1: Obtengdo do consentimento informado (Anexo 1) dos doentes para a
participacdo no projeto de investigacdo em quest&o.

Fase 2: Realizacdo de uma entrevista (Anexo 2). Esta sera dividida em 4 sec¢0es:

1 - Identificacdo do entrevistado

2 - Antecedentes pessoais

3 - Questionario CAGE. Trata-se de um questionario validado para detecdo de doentes
alcodlicos [28]. CAGE € o acronimo de Cut, Annoyed, Guilty, Eye opener e é obtido pela
realizacdo de 4 perguntas: "Alguma vez sentiu que deveria diminuir a quantidade de bebida?",
"As pessoas aborrecem-no porque criticam o seu modo de beber?”, "Sente-se culpado pela
maneira como bebe?", "Costuma beber de manhé para diminuir o nervosismo ou a ressaca?".
Cada item tem como possibilidade de resposta "sim" ou "ndo". A aplicacdo do questionario
sera feita pela sua leitura por parte do entrevistador ao doente. Considera-se 0 CAGE positivo
se houver duas ou mais respostas positivas, identificando-se o doente como alcodlico.

4 - Historia detalhada dos habitos alcoolicos. Inclui: idade de inicio do consumo de
alcool, tipo de bebidas, quantidade de alcool ingerido por dia (gramas/dia), a duracdo do
consumo etilico e a estimativa do consumo total de alcool ao longo da vida (gramas), através

da seguinte formula [29]:
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Vx0,79
T=—2"
D

T = consumo total de alcool ao longo da vida
V = Volume de alcool ao longo do tempo total de exposicdo (em mL)
D = Numero total de dias

Estas perguntas sO serdo feitas ap0s a aplicacdo do questionario CAGE para evitar
falsos negativos deste [30].

Da aplicacdo do questionario CAGE pretendem-se obter 2 grupos: os individuos
alcoolicos, com pelo menos duas respostas positivas; e 0s individuos ndo alcodlicos. Apenas
os doentes com CAGE positivo serdo incluidos no estudo.

Para a realizacdo desta tarefa sera necessario um entrevistador (que sera o investigador
principal deste projeto) e a colaboracdo dos doentes internados nos Servicos de Medicina

Interna e de Gastrenterologia dos HUC-CHUC e na UAC.

Membros da equipa de investigacdo que participam na tarefa

Investigador Principal: Marta Ferreira

Tarefa 2 (T2)

Designacao da tarefa: Diagndstico de DHA em doentes alcodlicos - Constituicdo
do "grupo casos" e seus subgrupos.

Data de inicio: 1/1/2014

Duracéo da tarefa: 18 meses

Pessoa*meés: 18
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Descrigéo da tarefa e resultados esperados

Os objetivos desta tarefa sdo identificar os individuos alcodlicos com DHA ("casos"),
que irdo fazer parte da nossa amostra e agrupé-los, de acordo com o espectro da DHA, em 2
subgrupos: doentes com lesdo hepética alcodlica pré-cirrose e doentes com cirrose hepatica
alcodlica.

Esta identificacdo resultard da combinacéo de varios dados recolhidos imagiologicos e
laboratoriais, atraves da consulta do processo clinico do doente.

Esta tarefa serd realizada a todos os individuos internados nos Servicos de Medicina
Interna e de Gastrenterologia dos HUC-CHUC que foram sujeitos a entrevista e cuja
aplicacdo do questionario CAGE revelou resultado positivo.

Para a concretizacao dos objetivos referidos, esta tarefa seré dividida em 2 fases.

Fase 1: Identificacdo dos individuos alcodlicos com DHA, através da avaliacdo da
existéncia de lesdo hepatica.

Esta avaliacdo resultard da obtencdo de dados laboratoriais indicadores de lesdo
hepética. Os valores utilizados serdo os das enzimas aminotransferases (AST e ALT). Estes
serdo obtidos através da consulta do processo clinico de cada paciente. Os valores cut-off
considerados serdo os utilizados no Servigo de Anélises Clinicas deste hospital.

Os resultados possiveis sdo a identificacdo de individuos com doseamentos anormais e
individuos com doseamentos dentro dos valores considerados normais. Apenas os individuos
com doseamentos anormais continuardo no estudo e serdo identificados como portadores de
doenca hepaética.

Como o objetivo desta tarefa é a identificacdo de doentes alcodlicos com DHA sera
necessario descartar outras causas de doenca hepatica (hemocromatose, infecdo pelo HBV
e/ou HCV, hepatite tdxica, deficiéncia em al-antitripsina...). Esta informacéo sera igualmente

obtida a partir da consulta do processo clinico de cada doente. Caso ndo haja registos relativos
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a presenca ou auséncia destas patologias sera necessario fazer a pesquisa do HBsAg, HBCAg,
HBcAc, dos anticorpos anti-HCV, dos niveis de ferritina, da saturacdo de transferrina e de
al-antitripsina, apds a recolha de amostra de sangue periférico. As amostras serdo enviadas
para o Servico de Analises Clinicas dos HUC-CHUC e os doseamentos serdo efetuados
seguindo os protocolos desta instituicao.

A presenca de doenca hepatica de etiologia ndo alcoolica concomitante servira como
fator de excluséo para o restante estudo.

Fase 2: Distribuicdo do grupo de doentes alcodlicos com DHA em 2 subgrupos:
doentes com lesdo hepatica alcodlica pré-cirrose e doentes com cirrose hepatica alcodlica.

Para tal, serdo recolhidos os dados resultantes de estudos imagioldgicos (Ecografia
Abdominal, Tomografia Computorizada Abdominal e Ressonancia Magnética) realizados
pelo doente e presentes no processo clinico do doente. Caso ndo haja registos, sera solicitada
uma Ecografia Abdominal, ao Servico de Imagiologia dos HUC-CHUC.

A informacdo a recolher sera referente a achados sugestivos de cirrose hepatica e das
suas complicacbes, como alteracBes da superficie hepatica, ascite, esplenomegalia e
hipertenséo portal.

Caso esteja descrito algum destes achados, o doente passara a pertencer ao subgrupo
doentes com cirrose hepatica alcodlica estabelecida. Caso ndo esteja descrito nenhum destes
achados o doente passara a pertencer ao subgrupo doentes com lesdo hepatica alcodlica pré-
cirrose.

Para a realizacdo desta tarefa serd necessario um investigador (o investigador principal
deste projeto) e a possibilidade de consulta dos processos clinicos dos doentes internados nos

Servicos de Medicina Interna e de Gastrenterologia dos HUC-CHUC.
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Membros da equipa de investigagcdo que participam na tarefa

Investigador principal: Marta Ferreira

Tarefa 3 (T3)

Designacdo da tarefa: Identificacdo de individuos alcodlicos sem DHA -
Constituicdo do "grupo controlo™.

Data de inicio: 1/1/2014

Duracao da tarefa: 18 meses

Pessoa*més: 18

Descrigéo da tarefa e resultados esperados

O objetivo desta tarefa é a identificacdo de individuos alcodlicos sem DHA, ou seja, 0s
que fardo parte do "grupo controlo”.

Seré realizada a todos os individuos tratados na UAC que foram sujeitos a entrevista e
cuja aplicacdo do questionario CAGE revelou resultado positivo.

A identificacdo de individuos alcoodlicos sem DHA seguird os mesmos moldes da
tarefa anterior. Para tal, serdo consultados os processos dos doentes para recolha dos dados
laboratoriais referentes as enzimas hepaticas ALT e AST, apos algum periodo de abstinéncia
alcoolica, cerca de 2-3 semanas ou, caso nao haja registo, serdo efetuados esses doseamentos.
Serdo tomados como referéncia os valores cut-off utilizados na UAC.

Os resultados possiveis de se obter sdo: a identificacdo de individuos com

doseamentos anormais e individuos com doseamentos dentro dos valores considerados
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normais. Neste caso, s6 0s doentes sem alteracfes hepéticas, ou seja, com doseamentos
normais, serdo incluidos no estudo.

Esta tarefa serd realizada por um investigador (o investigador principal deste projeto).

Membros da equipa de investigagdo que participam na tarefa

Investigador principal: Marta Ferreira

Tarefa 4 (T4)

Designacdo da tarefa: Pesquisa do polimorfismo do gene PNPLA3, SNP
rs738409.

Data de inicio: 1/1/2014

Duragéo da tarefa: 20 meses

Pessoa*meés: 20

Descricdo da tarefa e resultados esperados
O objetivo principal desta tarefa é a identificacdo dos portadores do SNP rs738409,
polimorfismo do gene PNPLAS3.
Para tal serd necessario a obtencdo de amostras de sangue periférico.
Serdo colhidos aproximadamente 5 mL de sangue periférico, num tubo EDTA, a todos
os individuos cujo questionario CAGE foi positivo e tenham as condicionantes para figurar no
grupo de doentes alcodlicos com DHA (“casos™) ou no grupo de doentes alcoolicos sem DHA

("controlos™).
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A colheita das amostras sera efetuada aquando da aplicagdo do questionario CAGE,
para maior comodidade do doente e facilidade logistica. Estas amostras serdo transportadas
em recipiente apropriado e armazenadas a -20°C.

Todas as amostras serdo anonimas e referenciadas com um cddigo. Apenas os médicos
de cada paciente terdo acesso a esse codigo.

Para 0 estudo genético sera necessario proceder a extracdo do DNA genémico das
amostras de sangue periférico. Apds o descongelamento da amostra, 0 DNA gendémico sera
extraido usando o QlAamp® DNA Blood Kits - mini Kit (250), seguindo o protocolo do
fabricante.

A determinacdo do polimorfismo em estudo sera efetuada atraves de analise PCR-
RFLP com a enzima de restricdo BtsCl (New England BioLabs®) [10], descrito por Dultta, et
al., usando o termociclador Bio-Rad MyCycler™, seguindo as recomendacées do fabricante.

Para garantir a qualidade da analise por PCR-RFLP, serdo incluidas amostras de
controlo negativo e positivo internas. Para a obtencdo do controlo positivo serdo previamente
genotipadas amostras de DNA gendmico, através de sequenciacdo automatica, usando o
equipamento Applied Biossystems® ABI 3130, de acordo com as recomendagdes do
fabricante, de forma obter DNA com o0s genotipos do PNPLA3 em estudo. O controlo
positivo serd essencial para a otimizacdo da analise do polimorfismo por PCR-RFLP,
nomeadamente para a determinacdo da quantidade de enzima de restricdo BtsCl necessaria
para a digestdo completa da amostra de DNA gendmico e para avaliacdo de todo o processo
de anélise genética.

Para a recolha dos dados referentes a sequenciacdo automatica serd utilizado o
equipamento ABI 3130 Genetic Analyzer (Applied Biosystems, Foster City, CA) e para
andlise e interpretagdo dos resultados o Sequencing Analysis Software v 5.2 (Applied

Biosystems).
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Todo este processo sera realizado no Instituto de Genética Médica, pertencente a
FMUC.

Esta tarefa sera realizada pelo investigador principal do projeto.

Na data que se pretende iniciar o projeto de investigacdo prevé-se ja se ter 150
amostras de sangue periférico de doentes alcodlicos com DHA e 150 amostras de individuos
alcodlicos sem DHA, que serdo analisadas nos primeiros 3 meses do projeto. Estes primeiros
dados obtidos serdo adicionados aos restantes dados recolhidos ao longo do projeto, de forma
a aumentar o numero da amostra e, consequentemente, dando maior validade estatistica ao
projeto de investigacao.

A restante analise genética seré efetuada aquando da obtencdo de cada 50 amostras de
sangue periférico.

No final desta tarefa serd possivel obter a caracterizagdo genética relativamente ao
SNP analisado, de todas as amostras.

Esta tarefa serd totalmente realizada pelo investigador principal do projeto.

Membros da equipa de investigagdo que participam na tarefa

Investigador principal: Marta Ferreira

Tarefa 5 (T5)

Designacéo da tarefa: Tratamento estatistico
Data de inicio: 1/04/2014
Duracéo da tarefa: 9 meses

Pessoa*meés: 9
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Descricdo da tarefa e resultados esperados

O objetivo principal desta tarefa vai de encontro aos objetivos deste projeto de
investigacdo, ou seja, visa estudar a prevaléncia do SNP rs738409 do gene PNPLA3, numa
populacdo de bebedores excessivos portugueses, verificar a relacdo entre a prevaléncia de
doentes alcoodlicos com DHA e a frequéncia do polimorfismo em questdo e verificar a relacao
entre a frequéncia do SNP rs738409 e a prevaléncia de estadios mais avancados de DHA.

A principal analise estatistica a realizar envolve:

Determinar se a populacdo em estudo segue o equilibrio Hardy-Weinberg. Sera
realizado o teste de Hardy-Weinberg recorrendo ao software Genepop versao 4.0.10.

Estudo da prevaléncia do SPN rs738409 do gene PNPLA3. Sera efetuada uma

proporcao simples e serd feito o calculo do "odds ratio™, de acordo com 0 esquema seguinte:

60178€.S4

Tabela 1: Tabela de dupla-entrada. Esquema de distribuicdo dos individuos a estudar,
classificados segundo a presenca de DHA e do SNP rs738409, do gene PNPLAS.

Prevaléncia: Odds ratio:

{ a \/ ¢ } a
n+b//\c+(f, [E

=(a*d)/(c*D)

8

Verificar a relacdo entre a prevaléncia de doentes alcodlicos com DHA e a frequéncia

SNP rs738409 e verificar a relacdo entre a frequéncia do SNP e a prevaléncia de estadios mais
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avancados de DHA. Serdo efetuados o teste qui-quadrado ou o teste exato de Fisher,
consoante os dados obtidos.

O tratamento estatistico sera efetuado recorrendo ao Statistical Package for Social
Sciences (SPSS) versao 20.0 para o windows.

Esta tarefa serd realizada pelo investigador principal do projeto, com apoio do
Laboratorio de Bioestatistica e Informatica Médica da Faculdade de Medicina da

Universidade de Coimbra.

Membros da equipa de investigagdo que participam na tarefa

Investigador principal: Marta Ferreira

3.2.4. Calendarizacgéo e Gestéo do Projeto

3.2.4.a) Descricdo da Estrutura de Gestao

Este Projeto de Investigacdo sera realizado pela Investigadora Principal Marta Ferreira
sob orientacdo e supervisdo do Professor Doutor Rui Marques dos Santos e da Dra. Joana
Catarina Almeida Espirito Santo.

Terd inicio no dia 1 de Janeiro de 2014 e terminara a 31 de Dezembro de 2015.

Sera um projeto em que a maioria das tarefas decorrerdo em paralelo e todas serdo
desempenhadas pela Investigadora Principal do projeto, que despenderd 100% de tempo de
alocacdo.

As Tarefa 1, 2 e 3 terdo inicio a 1 de Janeiro de 2014 e terminardo a 31 de Junho de

2015, decorrendo entre os meses 1 e 18 do projeto.
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A Tarefa 1 serd realizada nos Servicos de Medicina Interna e de Gastrenterologia dos
HUC-CHUC e na UAC, a Tarefa 2 apenas nos Servicos de Medicina Interna e de
Gastrenterologia dos HUC-CHUC e a Tarefa 3 apenas na UAC.

A Tarefa 4 tera igualmente inicio no primeiro més do projeto e estender-se-a até ao
més 20, até 31 de Agosto de 2015.

Nos primeiros 3 meses sera feita a anélise genética de 300 amostras de DNA
recolhidas antes do inicio do projeto. Estes primeiros dados obtidos serdo adicionados aos
restantes dados recolhidos ao longo do projeto.

Com os dados resultantes da analise destas amostras, apds tratamento estatistico entre
0s meses 3 e 5, espera fazer-se uma comunicagdo num encontro cientifico nacional, em
meados do ano de 2014.

A restante analise genética, das amostras colhidas ao longo do projeto, sera realizada
aquando da obtencdo de cada 50 amostras de sangue periférico, sendo feita em paralelo com
as restantes tarefas.

No més 9 espera ter-se 60% das amostras de DNA, que se preveem obter, analisadas.
Os dados obtidos até entdo, serdo tratados estatisticamente e reportados no relatorio de
progresso a entregar a FCT no final do primeiro ano de projeto. Estes dados serdo igualmente
utilizados para fazer duas comunicag¢des, uma num encontro cientifico nacional e outra num
encontro internacional, ambos a decorrer em 2015.

Como ja foi referido, no més 20 do projeto terminaré a tarefa 4, ou seja, tera sido feita
toda a analise genética.

Nos restantes meses, até ao final do projeto de investigacdo, serd feita a analise
estatistica de todos os dados obtidos - Tarefa 5 e seréo elaborados o relatério final a entregar
a FCT no final do ano de 2015 e um artigo a publicar numa revista internacional da

especialidade.
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3.2.4.b) Lista de Milestones

Milestone M1

Designacdo: Doentes com DHA apresentam maior prevaléncia do SPN rs738409

Data: Més 24

Descricdo: Com a elaboracédo deste projeto concluir-se-a que a prevaléncia do SNP
rs738409, polimorfismo do gene PNPLAS3, sera superior no grupo de doentes alcodlicos com

DHA, relativamente ao grupo de individuos alcodlicos sem DHA.

Milestone M2

Designacdo: A prevaléncia do SNP rs738409 é superior nos cirrdticos

Data: Més 24

Descricdo: Dentro do grupo de doentes alcodlicos com DHA, o subgrupo de
doentes com cirrose hepatica tera maior prevaléncia do SNP rs738409, polimorfismo do gene

PNPLAS3, comparativamente ao subgrupo de doentes com lesdo hepatica pré-cirrose.

3.2.4.c) Cronograma

Em Anexo 3.
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4. Equipa de investigacao

4.1 Lista de membros

Nome Funcéo Grau
Marta Sofia Machado Ferreira Investigador Principal

Rui Marques dos Santos Investigador Doutor
Joana Catarina Almeida Espirito Santo Investigador Mestre
Total: 3

5. Outros projetos

5.1. Projetos financiados

Né&o existem projetos anteriormente financiados do grupo de investigagéo.
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5.2. Candidaturas similares

Né&o existem candidaturas similares do grupo de investigacao.

6. Indicadores previstos

Indicadores de realizacdo previstos para o projeto

Descrigao 2014 2015 Total
A - Publicactes
Livros 0 0 0
Artigos em revistas internacionais 0 1 1
Artigos em revistas nacionais 0 0 0

B - Comunicaces

ComunicacBes em encontros cientificos internacionais 0 1 1

ComunicagBes em encontros cientificos nacionais 1 1 2
C - Relatorios 1 1 2
D - Organizacdo de seminarios e conferéncias 0 0 0
E - Formacéo avancada

Teses de Doutoramento 0 0 0

Teses de Mestrado 0 0 0

Outras 0 0 0
F - Modelos 0 0 0
G - Aplicagbes computacionais 0 0 0
H - Instalagdes piloto 0 0 0
I - Protétipos laboratoriais 0 0 0
J - Patentes 0 0 0
L - Outros 0 0 0

Acdes de divulgacao da atividade cientifica

N&o serdo realizadas a¢des de divulgacdo da atividade cientifica.

Projeto de Investigagdo
Ferreira M, 2012




Polimorfismo do gene PNPLA3: Fator de risco para o desenvolvimento de Doenga Hepatica Alcodlica (DHA)

7. Orgamento

Instituicdo Proponente

Faculdade de Medicina da Universidade de Coimbra

Descrigao 2014 2015 Total
Recursos Humanos 11 760 11 760 23520
Missdes 500 1 500 1500
Consultores 0 0 0
Aquisicao de bens e servicos 60000 18000 78 000
Registo de patentes 0 0 0
Adaptacdo de edificios e instalacoes 0 0 0
Gastos gerais 10 000 3500 13 500
TOTAL DESPESAS CORRENTES 82 260 34 760 117 020
Equipamento 0 0 0
TOTAL 82 260 34 760 117 020

Instituicoes Participantes

N&o havera gastos quantificaveis das instituicbes participantes. Qualquer gasto que
seja necessario efetuar serd incluido nos "Gastos gerais" referenciados no or¢camento da

Instituicdo Proponente (FMUC) e, consequentemente, no Or¢camento Global.

Orcamento Global (€)

Descrigdo 2014 2015 Total
Recursos Humanos 11 760 11 760 23 520
Missdes 500 1500 1000
Consultores 0 0 0
Aquisicao de bens e servicos 60000 18000 78 000
Registo de patentes 0 0 0
Adaptacéao de edificios e instalagdes 0 0 0
Gastos gerais 10 000 3500 13 500
TOTAL DESPESAS CORRENTES 82 260 34 760 117 020
Equipamento 0 0 0
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TOTAL 82 260 34 760 117 020

Plano de financiamento (€)

Descricao 2014 2015 Total
Financiamento solicitado a FCT 82 260 34 760 117 020
Financiamento proprio 0 0 0
Outro financiamento publico 0 0 0
Outro financiamento privado 0 0 0
TOTAL DO PROJETO 82 260 34 760 117 020

8. Justificacéo do or¢camento

8.1. Justificacdo dos recursos humanos

Para a realizacdo deste projeto de investigacdo serd necessario uma bolsa de
investigacdo (mestre), de valor pré-estabelecido pela Fundacdo para a Ciéncia e a Tecnologia
(FCT) de 980 € mensais, aplicada ao Investigador Principal Marta Ferreira. Esta bolsa tera a

duracgéo do projeto de investigacao, 24 meses, perfazendo um valor total de 23 520 €.

8.2. Justificacdo de missdes

O orcamento despendido relativamente a missdes refere-se a despesas decorrentes da
deslocacdo a encontros cientificos da area da Hepatologia. Em 2014 prevé-se um encontro
nacional e em 2015 outro encontro nacional e um internacional, para apresentacdo de

comunicagdes. Estas despesas englobaréo as despesas da inscrigéo, viagem e alojamento.

8.3. Justificacdo de consultores

N&o esta prevista qualquer tipo de consultadoria.

Projeto de Investigagdo
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8.4. Justificacao de aquisicao de bens e servicos

As despesas referentes a este topico englobam as despesas com aquisi¢do de reagentes
para analise do SNP rs738409 e de consumiveis para colheita de amostras de sangue

periférico e de laboratério.

8.5. Justificacdo do Equipamento

8.5.1. Equipamento ja disponivel para a execucao do projeto

= Termociclador, Bio-Rad®, MyCycler, ----

= Sequenciador automatico, Applied Biosystems®, ABI 3130, ----

8.5.2. Discriminacao do equipamento a adquirir

N&o serd necessaria a aquisicdo de equipamento.

8.6. Justificacdo de registo de patentes

N&o sera efetuado registo de patentes.

8.7. Justificacdo de adaptacao de edificios e instalacdes

N&o serd necessaria a adaptagéo de edificios e instalacoes.
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9. Ficheiros Anexos

Nome:

Anexo 1: Consentimento Informado

Anexo 2: Entrevista

Anexo 3: Cronograma

10. Possiveis conflitos de interesse

Os investigadores declaram ndo haver qualquer conflito de interesse para a realizagao

deste projeto de investigagao.
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Fichelros Anexos
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Anexo 1: Consentimento Informado

CONSENTIMENTO INFORMADO. LIVRE E ESCLARECIDO PARA PARTICIPACAO EM

INVESTIGACAO

Texto de Informacédo ao doente

A Faculdade de Medicina da Universidade de Coimbra (FMUC) encontra-se a
desenvolver um projeto de investigagdo com o tema: “Polimorfismo do gene PNPLA3: Fator
de risco para o desenvolvimento de Doenga Hepética Alcodlica (DHA)”.

Este projeto tem como objetivos principais o estudo da relacdo entre a prevaléncia de
doentes alcodlicos com DHA e a frequéncia do SNP rs738409, polimorfismo do gene
PNPLAS3 e a avaliacdo da sua prevaléncia na populagéo portuguesa.

Para a concretizacdo dos nossos objetivos, pretendemos recolher alguns dados
pessoais através do preenchimento de um inquérito e a colheita de amostras de sangue
periférico, para doseamentos laboratoriais e estudo genético.

A privacidade e completa confidencialidade da informagé&o obtida serdo asseguradas.

Pretendemos contribuir para um melhor conhecimento sobre este tema sendo a sua
colaboracdo fundamental.

Este estudo néo Ihe trard nenhuma despesa ou risco.

A sua participacdo neste estudo é voluntaria e pode retirar-se a qualquer altura ou
recusar participar, sem que tal facto tenha consequéncias para si.

No caso de desejar saber o resultado desta investigacdo podera inteirar-se através do
contacto dos responsaveis pelo projeto.

Se tiver alguma davida podera esclarecé-la com os responséveis pelo projeto.

Obrigada pela sua atencéo e disponibilidade.

Identificacéo do/a Investigador/a:
Nome:
Profisséo:
Local de trabalho:
Contacto telefonico:

Endereco eletronico:

Projeto de Investigagdo
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Termo de Consentimento informado

Eu,

(preencha com o seu nome completo), declaro ter lido e compreendido este documento.
Desta forma, aceito participar neste estudo e permito a utilizacdo dos dados que de
forma voluntaria forneco, confiando em que apenas serdo utilizados para esta investigacao e

nas garantias de confidencialidade e anonimato que me séo dadas pelo/a investigador/a.

Nome:
Assinatura;
Data:

ESTE DOCUMENTO E COMPOSTO DE 2 PAGINA/S E FEITO EM DUPLICADO:

UMA VIA PARA O/A INVESTIGADOR/A, OUTRA PARA A PESSOA QUE CONSENTE

Projeto de Investigagdo
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Anexo 2: Entrevista

ENTREVISTA

Seccdo | - Identificacdo

1.1. Nome:
1.2.Género: M1 F[I
1.3. Idade:

1.4. Raga:

Seccdo Il - Dados Pessoais

2.1. Altura (m):

2.2. Peso (Kg):

2.3. IMC ([Peso (Kg) / Altura (m)]?):
2.4. Antecedentes Patoldgicos

2.4.1. Patologia Cardiaca - Sim [J N&o [J

Qual(ais)?

2.4.2. Patologia Enddcrina - Sim [1 N&o [
Qual(ais)?

2.4.3. Patologia Gastrointestinal - Sim [ N&o [
Qual(ais)?

2.4.4. Patologia Infecto-contagiosa - Sim [1 Né&o [
Qual(ais)?

2.4.5. Patologia Musculosquelética - Sim [1 N&o ]
Qual(ais)?

2.4.6. Patologia Nervosa - Sim [1 N&o []
Qual(ais)?

2.4.7. Patologia Respiratoria - Sim [] N&o [
Qual(ais)?

2.4.8. Patologia Génito-urinaria - Sim [1 N&o [
Qual(ais)?

Projeto de Investigagdo
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2.5. Medicacéo
2.5.1. Recente
2.5.2. Habitual

Seccdo Il - Questiondrio CAGE

3.1. Alguma vez sentiu que deveria diminuir a quantidade de bebida?

Sim [ Néao [

3.2. As pessoas aborrecem-no porque criticam o seu modo de beber?

Sim [ Nao [

3.3. Sente-se culpado pela maneira como bebe?

Sim [ Néao [

3.4. Costuma beber de manha para diminuir 0 nervosismo ou a ressaca?

Sim [ Néao [

Seccdo IV - Habitos Etilicos

4.1. Com que frequéncia consome alcool?

4.2. Qual a quantidade que consome por dia?

4.3. Que tipo(s) de bebida(s) consome?

4.4. H& quanto tempo consome bebidas alcoodlicas?

4.5. Consumo total de alcool ao longo da vida?

V x 0,79

D

T = consumo total de alcool ao longo da vida
V = Volume de élcool ao longo do tempo total de exposi¢do (em mL)
D = Namero total de dias

T=

Projeto de Investigagdo
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Anexo 3: Cronograma

Ne° da Designacdo da | Pessoa* Instituicdo Acrénimos
Tarefa Tarefa més responsavel das
pela tarefa instituicdes
envolvidas

na tarefa

1 Realizacédo de 18 SMI-HUC SMI-HUC,
entrevista e SG-HUC
aplicagdo do UAC
questionario
CAGE a
todos os
individuos
participantes
no estudo

2 Diagnostico 18 SMI-HUC SMI-HUC,
de DHA em SG-HUC
doentes
alcoolicos -
Constituicéo
do "grupo
casos" e seus
subgrupos

3 Identificacéo 18 SMI-HUC UAC
de individuos
alcodlicos
sem DHA -
Constituicéo
do "grupo
controlo™

4 Pesquisa do 20 SMI-HUC IGM-
polimorfismo FMUC
do gene
PNPLA3,
SNP
rs738409

5 Tratamento 9 SMI-HUC LBIM-
estatistico FMUC

Mle M2
1° Relatério de Progresso Relatério Final

Projeto de Investigagdo
Ferreira M, 2012



Polimorfismo do gene PNPLA3: Fator de risco para o desenvolvimento de Doenga Hepatica Alcodlica (DHA)

SMI-HUC: Servico de Medicina Interna dos Hospitais da Universidade de Coimbra (Centro Hospitalar e Universitario de Coimbra, EPE)
SG-HUC: Servico de Gastroenterologia dos Hospitais da Universidade de Coimbra (Centro Hospitalar e Universitario de Coimbra, EPE)
UAC: Instituto da Droga e da Toxicodependéncia-Unidade de Alcoologia de Coimbra

IGM-FMUC: Instituto de Genética Médica da Faculdade de Medicina da Universidade de Coimbra

LBIM-FMUC: Laboratério de Bioestatistica e Informéatica Médica da Faculdade de Medicina da Universidade de Coimbra

M1: Doentes com DHA apresentam maior prevaléncia do SPN rs738409
M2: A prevaléncia do SNP rs738409 é superior nos cirroticos

Projeto de Investigagdo
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Anexo 4: Normas de candidatura a8 FCT e Formulario de candidatura
(Adaptado de: http://www.fct.pt/apoios/projectos/concursos/instrucoes)

O formulério de candidatura tem 10 seccdes:
1. Identificacdo do projeto
2. InstituicBes envolvidas
3. Componente cientifica
4. Equipa de investigacao
5. Projetos financiados
6. Indicadores previstos
7. Orcamento
8. Justificagdo do orgamento
9. Anexos

10. Conflitos de Interesse

1. Identificacéo do projeto
Informac&o sobre o titulo e area cientifica (principal e secundéaria) do projeto, palavras
chave, data de inicio do projeto e sua duracdo. O financiamento solicitado é calculado

automaticamente a partir do preenchimento dos quadros do orgamento.

2. InstituicOes participantes
As instituicdes estdo classificadas em:
 Instituicdo Proponente
 Instituigdes Participantes

o Unidade de Investigacao Principal

Projeto de Investigagdo
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o Unidades de Investigacao Adicionais

e Instituicdo de Acolhimento

As instituicOes participantes sdo inseridas uma a uma dentro do respetivo
quadro. Se a instituicdo pretendida ndo se encontrar na lista devera preencher o
formulério disponibilizado para o efeito e seguir as instrucdes. A designacdo de
Unidade de Investigacdo estd reservada de acordo com critérios da FCT incluindo

nomeadamente as que sdo objeto de financiamento plurianual.

3. Componente Cientifica

A Componente Cientifica da candidatura organiza-se da seguinte forma:

3.1. Sumario (em portugués e inglés)
3.2. Descricao Técnica
3.2.1. Revisdo da Literatura
3.2.2. Plano de Investigacdo e Métodos
3.2.3. Tarefas
3.2.4 .Calendarizacgéo e Gestao do Trabalho
3.3. Referéncias Bibliograficas (méax. 30 referéncias)
3.4. Publicagdes Anteriores (max. 5 referéncias)

3.5. Ressubmissao de Candidatura

4. Equipa de Investigacao

O quadro da equipa de investigacdo divide-se em 2 sec¢oes:

Projeto de Investigagdo
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4.1. Lista de elementos da equipa
Nesta lista cada investigador devera fornecer a sua chave de associacdo para ser
adicionado como membro da equipa. Apés efetuada esta operacdo, € apresentada para

escolha a percentagem de participacdo no projeto.

4.2. Lista de outros elementos a contratar durante a execugdo do projeto
Estes elementos sdo automaticamente adicionados a equipa através do quadro

justificacdo dos recursos humanos, indicando o n° de pessoas e o tipo de vinculo.

5. Outros projetos

5.1. Projetos financiados
Os projetos financiados do mesmo IR podem ser adicionados de duas formas
conforme se trate de um financiamento da FCT ou de outra entidade. No caso de se
tratar de um financiamento atribuido pela FCT deveréa ser fornecida a referéncia do
projeto 0 que aciona a importacao automatica de dados referentes ao projeto, alguns dos
quais passiveis de correcdo ou de completacdo. Para projetos financiados por outras
instituicOes, é necessario preencher a referéncia e, seguidamente, todos os elementos do

projeto.

5.2. Candidaturas similares
E obrigatorio referir qualquer outra candidatura similar & corrente que possa vir a
configurar, se ambas forem aceites, uma situacdo irregular. A interface é analoga a

usada para indicar projetos financiados.

Projeto de Investigagdo
Ferreira M, 2012

48



Polimorfismo do gene PNPLAS: Fator de risco para o desenvolvimento de Doenga Hepatica Alcotlica (DHA)

5.3. Projetos a Associar a Linha de Investigacdo de Exceléncia

Tipicamente os projetos de IC&DT em linhas de investigacdo de exceléncia
devem agrupar pelo menos trés projetos de investigacdo com financiamento obtido em
concursos competitivos nos ultimos 5 anos.

Os projetos financiados do mesmo IR ou de outros membros da equipa de
investigagdo podem ser adicionados de duas formas conforme se trate de um
financiamento da FCT ou de outra entidade.

No caso de se tratar de um financiamento atribuido pela FCT deverd ser
fornecida a referéncia do projeto o que aciona a importacdo automaética de dados
referentes ao projeto, alguns dos quais passiveis de corre¢do ou de completacéo.

Para projetos financiados por outras instituicbes, € necessario preencher a

referéncia e, seguidamente, todos os elementos do projeto.

6. Indicadores previstos

7. Orcamento

E obrigat6rio preencher um quadro de orcamento para a Instituicio Proponente e
para cada uma das Instituicdes Participantes. O total dos valores inscritos representa o
financiamento solicitado. Adicionalmente, e quando aplicavel, deve ser preenchido o
quadro Plano de Financiamento. As rubricas orgcamentais podem incluir (dependendo do
estabelecido no edital do concurso):

Recursos _humanos: Os recursos humanos propostos nesta rubrica aparecerdo

automaticamente na sec¢do de Equipa de investigacao.

Projeto de Investigagdo
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Missdes: O total desta rubrica deve corresponder ao total que € apresentado no quadro
Orcamento Global na sec¢do Orcamento.

Consultores: O total desta rubrica deve corresponder ao total que é apresentado no
quadro Orcamento Global na sec¢do Orcamento. Dada a importancia dos Consultores
para a avaliacdo da execucdo do projeto e da equipa, as indicaces de nome e instituicdo
devem ser ndo ambiguas de maneira a possibilitar a sua facil identificagcdo pelo painel
de avaliagdo. Recomenda-se a existéncia na Internet de um pequeno curriculo pablico
atualizado e facilmente localizavel.

Aquisicdo bens e servicos: O total desta rubrica deve corresponder ao total que é

apresentado no quadro Orcamento Global na secgédo Orgamento.

Registo de patentes: O total desta rubrica deve corresponder ao total que é apresentado

no quadro Orgcamento Global na sec¢cdo Orgamento.

Adaptacdo de edificios e instalacdes: As adaptacdes de edificios e instalacOes

imprescindiveis a realizacdo do projeto, nomeadamente por razGes ambientais ou de
seguranca.

Equipamento: O total desta rubrica deve corresponder ao total que é apresentado no
quadro Orcamento Global na sec¢do Orgcamento.

Despesas Gerais

8. Justificacdo do orgcamento
A justificagdo do orcamento dever ser inscrita por rubrica. O total de cada uma
das rubricas devera ser igual ao indicado no quadro Orcamento Global. N&o existe

transferéncia automatica de verbas entre os dois quadros.
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9. Ficheiros Anexos
Esta seccdo destina-se a insercdo de documentos que contendo informacdo nédo
transmissivel nos campos de texto: formulas, esquemas, diagramas, graficos ou

imagens.

10. Conflitos de Interesse
Esta seccdo destina-se a identificar os avaliadores que constituam um claro

conflito de interesse na avaliacdo do projeto.
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Limites de nimero de caracteres dos varios campos do formulério:

(Adaptado de: http://www.fct.pt/apoios/projectos/concursos/faq)

Campo Limite
1. Identificacdo do projeto - Titulo PT 255
1. Identificacdo do projeto - Titulo EN 255
3.1. Sumario PT 5000
3.1. Sumario EN 5000
3.2.1. Revisdo da Literatura 6000
3.2.2. Plano de Investigacdo e Métodos 10000
3.2.3. Tarefas - Descricédo e resultados esperados 4000
3.2.4.a. Descricdo da Estrutura de Gestao 3000
3.2.4.b. Descricéo de Milestone 300
5. Projetos financiados — Resultados 5000
6. Indicadores previstos - A¢des de divulgacédo da atividade cientifica 3000
8.1. Justificacdo dos Recursos Humanos 600
8.2. Justificacdo de Missoes 600
8.3. Justificacdo de Consultores 600
8.4. Justificacdo de AquisicGes de Bens e Servicos 600
8.5. Justificacdo de patentes 600
8.6.2. Discriminacgdo do equipamento a adquirir - Justificagédo 600
8.7. Justificagdo adaptacédo edificios 600
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Formulario de candidatura
(https://concursos.fct.mctes.pt/projectos/form_consulta_2012.pdf)

FCT Fundagio para a Ciéncia e a Tecnologia

MINISTERIO D \uwu\ TECNCOLOGIA E ENSING SUPERIOR

Concursos de Projectos de I&D

Calls for R&D Projects

P Voltar a descricao do projecto
Back to project descrption

P Imprimir esta pagina

Visao global da candidatura

ApDIICation overview
Ocultar todos as secgoes dsta candidatura B
Hide all sections for this application

Referéncia do projeto

ject reference

PXXX/XXX-XXX/0000/2012

1. Identificacdo do projeto I:]

saription

AR A RS A A a AR RS A RSB A A RS AR A RA AP E RS AR AR A RA DS A B A R AT AR A R A R Ad RS ARG A RN a R AR A RA SRS A RS A RA AR AP ARSI ARA AR AT ARRARAARAASARAARSARAASARDAN

Dominio Cientifico

Area cientifica principal

Area cientifica Secundaria

(Vazio)

Acronimo
ACronym

{Vazio)

Tltulo do pro)eto (em portugués)

iect tithe JEsE

Tltulo do pm)eto (em inglés)

ect tike {in engish)

Financiamento solicitado

Reguestad fun

( Vaz;o)

Palavra-chave 1 Keyword 1
(Vazio) (Vazio)
Palavra-chave 2 Keyword 2
(Vazio) (Vazio)
Palavra-chave 3 Keyword 3

1/8
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{Wazio)

(Void)

Palavra-chave 4

{Vazio)

(Void)

Data de inicio do projeto
Starting date

00-00-0000

(Vazia)

(Viaid])

Keyword 4

(Vazia)

(Viaid])

Duracao do projeto em meses
Duration in months

2. Instituicdes envolvidas
2. Institutions and their roles

Instituicio Proponente
Principal Contractor

{Wazio)

(Vioid)

Instituicio Participante
Participating Institution

{Vazio)

(Void)

Unidade de Investigacao
Research Unit

{Vazio)

(Void)

Unidade de Investigacao Adicional
Additional Research Unit

{Vazio)

(Void)

Instituicao de Acolhimento
Host Institution

{Vazio)

(Void)

3. Componente Cientifica
3. Scientific Component

3.1. Sumaric
3.1 Abstrack

3.1.a Em portugués

3.1.a In Portuguese

{Wazio)

(Vioid)

3.1.b Em inglés

3.1.b In English

{Vazio)

(Vioid])

3.1.c Para publicacdo - Em portugués
3.1.c For publication - In Portuguese

3.1.d Para publicacio - Em inglés
3.1.d For publication - In English

3.2. Descrigao Tecnica
3.2 Tadhnical Desaiption

3.2.1. Revisao da Literatura
3.2.1. Lierature Review

{Wazio)

(Void)

3.2.2. Plano e Métodos
3.2.2, Plan and Methods

{Wazio)

(Vioid)

Projeto de Investigagdo
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3.2.3. Tarefas
3.2.3. Tasks

i{'NEn existem tarefas associadas a este projeto)
(No task has been associated to this project)

3.2.4. Calendarizacao e Gestao do Projeto
3.2.4. Project Timeline and Management

3.2.4.a Descricdo da Estrutura de Gestdo

3.2 4.a Description of the Management Structure

{Vazia)

{Void])

3.2.4.b Lista de Milestones

3.2.4.b Mikestone List

{Vazia)

{Void)

3.2.4.c Cronograma

3.2.4.c Tmeline

Ficheiro com a designacio "timaline.pdf”, no 9. Ficheiros Anexos, desta Visdo Global (caso exista).
File with the name “timeline_pdf™ at 9. Attachments (if exists).

3.3. Referéncias Bibliograficas
3.3. Bibliographic References

Referéncia Ano Publicacao
Reference Year Publbication
{vazio) (vazic) {wazio)
{vaid) void) (void|
{vazio) (wazio) (wazio)
{vaid]) (void) {woid)
{vazio) (vazio) {wvazio)
{void) (void) (void)
{vazio) (wazio) (wazio)
{vaid]) (void) {woid)

{vazio) (vazio) {wvazio)

3.4. Publicactes Anteriores
3.4. Past Publications

Referéncia Ano Publicacio

Referance Year Publication
{vazio) (wazio) (wazio)
{vazio) (vazio) {wvazio)
{vazio) (wazio) (wazio)
{vazio) (vazio) {wvazio)
{void) (void) (void)
{vazio) (wazio) (wazio)

3.5. Ressubmissdo de projectos
3.5. Project Resubmission

Ressubmissao?
Resubmission?

Estado
Status

Referéncia
Reference
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Titulo do projeto (em portugués)
Project tkle (in portuguese)

Titulo do projeto (em inglés)
Project title {in english)

Instituicio Proponente
Principal Contractor

Investigador{a) Responsavel
Principal Investigator

Resposta aos Comentarios do Painel
Response to Panel Comments

Alteracdes
Changes

4. Equipa de investigacdo
4. Research team

E]

4.1 Lista de membros
4.1. Members list

Nome Fungao Grau . CV nuclear
MName Rolke Degrese Core CV
X W

{0 curriculum vitae de cada membro da equipa esta disponivel clicando no nome correspondente)
(Curriculum vitae for each research team member is available by clicking on the cormesponding name)
Total: 1

5. Outros projetos
5. Other projects

5.1. Projetos financiados
3.1. Funded projects
({'I-"azi?j

{ Vioid

5.2. Candidaturas similares
3.2, Similar applications

({'I-"az.iaj
{Void)

6. Indicadores previstos
6. Expected indicators

Indicadores de realizacdo previstos para o projeto
Expected output indicators

Descricd
e 2012 2013
Description

2014 2015
Al Puhliﬁ.nlgiies
Publications

Livros
Books 0 0 o o
Artigos em revistas intemacionais

. . . ] ] ] ]
Papers in intemational journals
Artigos em revistas nacionais 0 0 o 0

Papers in national journaks

B - Comunicactes
Communications

Comunicagdes em encontros dcientificos intemacionais o o - T
Communications in international meetings
Comunicagdes em encontros dcientificos nacionais 0 0 a 0

Communications in national meetings

Projeto de Investigagdo
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C - Relatdrios
Reoart [u] 0 o o o 1]

D - Organizacao de seminarios e conferéncias

. . 0 0 o o o (1]
Orgonizatonof seminarsand comferences | | et e e e e m s e
E - Formacdo avancada
Advanced training
Tesas de Doutoramento
PhD theses
Teses de Mestrado
Master theses

Qutras
Othe 0 [v] 1] 1] 1] i]

F - Modelos - 0 T T T o

0 0 o o o 0
H—Insl:ﬂa;ﬁﬁpilulu
Piot plants 0 o] a a a 0

I - Prototipos laboratoriais - a o o o o

B D oo oeeeesoommmams s mmmame s e SemoSonamSSmmmSamAmE emRen R e o = =S e e e e e e

J - Patentes ] 0 o o o 0

et

L - Outros
Other

0 o o o o Li]

0 0 o o o 0

G- Aplicagﬁé cnmp-l-l-l-acinn;';
Software

o oo
o oo
o oo
(=] =]

Accoes de divulgacie da actividade cientifica
Sdentific activity spreading actions

{Vazio)
(Vi)

7. Orcamento
7. Budget I:l

Instituicio Proponente

Principal Contractor

{N&o se encontra registada a Instituicdo Proponente para este projeto)
{The Principal Contractor is missing for this project)

Instituicies Participantes
Participating Institutions

Nio se encontram registadas Instituigoes Participantes para este projeto)
(No Participating Institution has been registered for this pmjer:tfa

Orcamento Global
Global budget
Descricio

Tt 2012 2013 2014 2015 2016 Total

Recursos Humanos

Human resources 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

Missdes
Missions
Consultores
Consukants

0.00 0.00 0,00 0,00 0,00 0,00

0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

Aquisicio de bens e servigos
Service procurement and acquisitions

Registo de patentes
Patent regstration

0.00 0.00 0,00 0,00 0,00 0,00

0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

Adaptacio de edificios e instalagtes

Adaptation of buidings and faciites 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0,00

Gastos gerais

Overheads

TOTAL DESPESAS CORRENTES
TOTAL CURRENT EXPENSES

Egquipamento
Equipment

0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

0.00 0.00 0,00 0,00 0,00 0,00
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Total 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Plano de financiamento

Finance plan

g;:f:tﬁu 2012 2013 2014 2015 2016 Total
';;:T;:;Ti:;;:;"“madu = et 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Do ke 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
outre pﬁu;acr_'izr:fm E:h"m 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
g_f‘hter?pﬁ::;fn?ﬁgm privado 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
. ;’::F::JJ:;” 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
8. Justificacdo do orcamento I:l

8. Budget rationale

8.1. Justificacdo dos recursos humanos
8.1. Human resources rationale

(:Vasz

{Vaid)

8.2. Justificacdo de missdes
8.2. Miesions rationalke

(:b’ sz

{'Woid

8.3. Justificacdo de consultores
8.3. Consultants rationale

aza
{ I.-fol

8.4. Justificacdo de aquisicio de bens e servicos
8.4. Service procurement and acquisitons

(:b’asz
{ Wi

8.6. Justificacao do Equipamento
8.6. Equipment rationale

8.6.1. Equipamento ja disponivel para a execucio do projecto
8.6.1 Available equipment

(:Vasz

Vioid)

i

8.6. 2. Discriminacaoe do equipamento a adquirir
8.6.2. New equipment requestad

azm
[Yaid)

8.7. Justificacdo de registo de patentes
8.7. Patent registration

(:Vasz

LYigid]
8.8. Justificacao de adaptacio de edificios e instalacoes
8.8. Adaptation of buildings and facilities
Zig
fVazy

9. Ficheiros Anexos
9, Attachments El

MNome Tamanho
Mame Sze

10. Possiveis conflitos de interesse I:l
10. Possible Conflicts of Interest

Lista
6/8
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MNome Email
: ame 5
Inslilui;ﬁu

:

Ccv

hitp://

Motivo

t

17-02-2012 17:11:25

_ Financiado por fundos estruturais da UE e fundos nacionais do MCTES “
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Ponto 5 do formulario de candidatura para “Projetos de ICEDT em Linhas de Investigacdo de
Exceléncia” f Section 5 of the application form for the “SR&TD Projects in Research Lines of
Excellence™:

5. Dutros projetos

5.1. Projetos inanciad os
5.1, Funded profads

(Wiaia)

.5..2. .E.alldlda.l.:ura.i i‘llmll.ar!s.

{Wazia) . -

?.3. :I;rnjlbcl;l.:.us.su;:lim:l.n: &.! l_.il.1|lﬂ.;- d;z lm;u:tiuu.piu.de E.m:;e.lér;l:ia.

(\¥azio)
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