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INTRODUCAO

A UTPAM é uma Unidade de Investigacao cuja actividade
cientifica se insere na Area das Ciéncias e Tecnologias
Bioldgicas. A Unidade desenvolve a sua actividades de I1&D
baseada em competéncias tecnolégicas centrais e especificas
nas areas da Bioquimica, Imunologia Aplicada e Biologia
Molecular. De destacar a Tecnologia de Anticorpos Monoclonais
e Proteinas recombinantes que sendo transversalmente
aplicadas Ilhe conferem capacidade de intervencdo em
diferentes areas de pesquisa cientifica. Assim, a actividade de
investigacdo realizada na Unidade tem-se desenvolvido sempre
em colaboracdo com outras instituicbes do SCTN, instituicBes
internacionais e empresas, e através da participacdo activa em
Redes nacionais e internacionais. A UTPAM desenvolve deste
modo a sua actividade cientifica aplicando um conceito
essencial de eficiéncia em investigacdo cientifica que é o
trabalho de colaboracdo entre equipas multidisciplinares. A
UTPAM é constituida por 7 elementos do quadro assim
distribuidos: 2 Investigadores Auxiliares, 2 Assistentes de
Investigacdo, 1 Técnico Superior, 1 Técnico Auxiliar e 1
Assistente Administrativo Principal. No pessoal ndo pertencente
ao quadro, a Unidade teve a colaboracdo de 4 Bolseiros de
Doutoramento da FCT, de 2 Bolseiros de Doutoramento em
ambiente Empresarial, de 2 Bolseiros de projectos (FCT, ADI),
de 2 bolseiros PEPAP, de 1 estudante do Programa Leonardo
da Vinci, de 1 estagiario de Licenciatura, de 2 estudantes de
Mestrado, de 1 elemento de outra instituicdo de 1&D e 2
elementos em trabalho voluntario, que desenvolveram trabalho
de colaboracéo, num total de 24 pessoas.

LINHAS DE INTERVENCAO:

A UTPAM desenvolveu a sua actividade em 2007
enquadrada nas seguintes linhas de actividade/intervencéo:

1. Diagnéstico e pesquisa de novos agentes para terapia de
Patologias Humana e do foro Veterinario.

2. Inducdo de resisténcia a virus em plantas através de
anticorpos recombinantes e desenvolvimento de métodos
imunoldgicos para o diagnéstico da qualidade de produtos
de origem vegetal.

3. Desenvolvimento de testes de citotoxicidade de
revestimentos de implantes médicos.

4. Formacdo pés-graduada nas suas areas de competéncia
em colaboracdo com as Universidades, na orientacdo de
teses de Licenciatura, Mestrado e Doutoramento.

Estas linhas de actividade enquadram-se nos objectivos
institucionais de investigacdo, transferéncia de tecnologia e
formacédo técnica especializada para as empresas e obtencao
de graus académicos com as Universidades. Sao determinadas
por prioridades globais a nivel mundial nomeadamente no
diagnéstico e terapia das doencas da pobreza (malaria e
infecc@o por VIH) e outras doencas tropicais (Tripanossomiase)
(6° PQ); Diagndstico e terapia de doencas do foro veterinario
como a Babesiose (importante no sector da exportacdo de
equideos) e Besnoitiose. Prioridades e  estratégias
regionais/nacionais, nomeadamente no diagnéstico e inducéo de
resisténcia a virus em oliveira e controlo de qualidade da cortica.

A UTPAM dirigiu com o apoio da UNFAB, a actividade do
Biotério do Departamento de Biotecnologia, tendo sido renovado
para 2007 o contrato de Avenga com o Técnico experimentador
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e sido aprovados pela DGV os protocolos e projectos
experimentais. Foram igualmente notificadas a Direc¢cdo Geral
de Saude e o Instituto de Higiene e Medicina no Trabalho sobre
0s organismos biolégicos utilizados em experimentacédo animal.

1. REsSumO

A Unidade de Tecnologias de Proteinas e Anticorpos
Monoclonais (UTPAM) desenvolveu durante o ano de 2007
actividade de I&DT e de Formacéo dentro das competéncias
préprias que se inserem na area de Ciéncias e Tecnologias
Bioldgicas, sub-area de Biotecnologia da Salde, Bioquimica e
Imunologia Aplicada.

Os projectos de I&DT (em ndmero de 7) foram financiados
por Instituicdes externas, através de programas nacionais da
FCT, Agro, IDEIA e Medida INCO-DEV do 6° PQ.

Foram aprovados e iniciados 2 projectos ao abrigo do
Programa PTDC da FCT, aprovadas e iniciadas 2 bolsas de
doutoramento (BD) e 2 bolsas de Doutoramento em ambiente
Empresarial (BDE).

Durante 2007 a Unidade reforcou a sua ligagdo ao Centro
de Malaria e outras Doencas Tropicais (CMDT_LA/IHMT)
através de projectos conjuntos nacionais (3) e INCO-DEV (1) e
de duas Bolsas de Doutoramento (FCT) na area das doencas
veterinarias em colaboracdo com a Universidade Eduardo
Mondlane (Mocambique) e a Universidade de Glasgow
(Escdcia).

Igualmente reforgou a sua ligacdo a outras instituicdes de
I&D através de duas Bolsas de Doutoramento em colaboracao
com o lICT/FMV_UT e a Universidade de Evora e de um
projecto em colaboracdo com o IICT e a Universidade de Evora.

Durante 2007 a Unidade reforcou a sua ligagdo as
empresas nomeadamente através da transferéncia de
tecnologia para a empresa Ceramed e de duas bolsas BDE em
colaboracdo com a Ceramed e 0o DCM_FCT/UNL.

Elementos da UTPAM participaram igualmente na rede de
protedmica PROCURA, na rede RIDES (CPLP) e na Plataforma
Ibérica para a Malaria.

Na ligacdo a Instituicdes de Investigacdo estrangeiras,
foram mantidas as colaborag@es ja existentes com o Karolinska
Institute (Suécia) na area da infeccdo por VIH-2, com o
Wellcome Centre for Molecular Parasitology da Universidade de
Glasgow (UK) na area dos tripanossomas, com o Scottish Crop
Research Institute (Dundee, Escécia) na area da inducao de
resisténcia a virus através da expressdo em plantas de
anticorpos recombinantes e com a Universidade Eduardo
Mondlane (Mogcambique) e Kimron Institute (Israel) na area das
doencas veterinarias.
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Linha de investigacéo 1

Patologias Humana e do foro Veterinaria

A) Malaria

Caracterizagcdo e producdo de proteases cisteinicas
recombinantes de P. chabaudi (1 projecto)

De acordo com os objectivos do projecto foram previamente
isolados a partir de DNA gendmico de Plasmodium chabaudi,
dois genes que codificam para as proteases cisteinicas,
chabaupaina 1 e 2 e iniciada a sua producdo na forma de
proteinas recombinantes.

Dado que as mutacdes experimentadas anteriormente n&o
resultaram em enzimas com actividade proteolitica, durante o
ano de 2007 foram testadas novas construcdes para cada uma
das enzimas Concretamente, nestas novas constru¢des foram
alteradas essencialmente a zona N-terminal, mantendo zonas
que se confirmaram ser essenciais para o “refolding” da proteina
recombinante. Ap6s sequenciacdo, foram seleccionados os
clones que apresentavam a sequéncia esperada. A producao
das enzimas recombinantes foi realizada usando as estirpes
BL21(DE3) plysS e XI-1 Blue de E. coli.

As condi¢bes de “refolding” sdo determinadas empiricamente
para cada proteina. No decorrer deste processo verificou-se que
a purificagdo das proteinas recombinantes sob condi¢Ges
desnaturantes estava associada a dificuldades no processo de
renaturacdo, na forma activa. Assim, optou-se por purificar as
proteinas recombinantes sob condi¢cdes nativas seguindo uma
estratégia que nos permitiu estudar diferentes condicGes de
expressdo da proteina de modo a obter um bom rendimento, na
sua forma soluvel.

Para o efeito estudaram-se duas estirpes distintas para
expressar a proteina E. coli BL21 e E. coli XI-1 blue contendo o
plasmideo recombinante pQE 30. Foram testados diferentes
meios de cultura: Triptic soy broth (TS), Terrific Broth (TB) e
Minimal-M9. Testaram-se igualmente diferentes concentracdes
de IPTG, temperaturas e tempos de inducdo. Os resultados
obtidos permitiram a determinacdo das condi¢cdes oOptimas de
producdo e purificacdo e que sdo: meio de cultura TB, com
inducdo com 0,5 mM IPTG a 17°C durante 12-14h. Nestas
condicdes foi possivel produzir até 5 g de peso humido de
células por litro de fermentacdo, com expressao de proteina
solavel e, apds purificacdo, 1mg de proteina activa com um grau
de pureza de cerca de 95%.

As células foram homogeneizadas a alta presséo (3 passagens
a 15 000 Psi) em tampédo (20 mM fosfato de sédio, 500 mM
NaCl, 0.5% Triton X-100, 30 mM Imidazol 1 mM DTT, pH 8,0).
ApOs remocao dos detritos celulares por centrifugacéo a 25000
g durante 30 minutos a 4°C procedeu-se a purificacdo do
sobrenadante obtido por Cromatografia de afinidade em coluna
de Niquel. Das duas colunas testadas Vivapure Metal Chetale
Maxi Spin (Sartorius) e HisTrap FF (Ge Healthcare), foi
seleccionada esta Ultima. A determinacdo da acividade
proteolitica das proteinas recombinantes purificadas foi testada
contra trés substratos diferentes. Foi possivel detectar
actividade com todos os substratos, tendo um deles mostrado
ser mais especifico para a chabaupaina 1 analisada.
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Caracterizacdo de anticorpo monoclonal para antigén ios de
Plasmodium presentes no plasma de murganhos infectados

O anticorpo monoclonal, Pc 1IC6 previamente obtido contra a
fase  eritrocitaria  de P. chabaudi (positivo por
imunofluorescéncia, IFA) e que apresenta reac¢ado cruzada com
P. falciparum (fase eritrocitaria) por IFA, foi testado in vivo para
determinacdo da actividade neutralizante da infeccdo por P.
chabaudi.

Os resultados obtidos sugerem que este anticorpo inibe de
forma dose-dependente a infeccdo. Foi produzido em grande
escala Mab PclIC6, previamente clonado. Procedeu-se a sua
purificagdo para preparacdo de uma coluna de imunoafinidade e
consequente isolamento do antigénio detectado, tanto nos
extractos como no plasma infectado. O epitopo do Mab Pc 1IC6
foi determinado utilizando uma biblioteca de péptidos. Os
resultados obtidos por analise computacional com proteinas do
banco de dados sugerem que o Mab PclIC6 reconhece o
Antigénio 332 presente nas estruturas “Maurer’s clefts” de P.
falciparum, estando por determinar o antigénio reconhecido em
P. chabaudi.

Foram imunizados murganhos com um dos péptidos
seleccionados e sinteticamente sintetizado sob a forma de MAP.
O soro obtido reconheceu de uma forma pouco intensa por WB,
0 antigénio no plasma do murganho infectado com P. chabaudi,
bem como no eritrocito infectado por IFA.

Diagnostico da malaria em urina de doentes (1 proje  cto)

Foram analisadas por electroforese e WB, urinas de
doentes com malaria, recolhidas no corrente ano, na presenca
de inibidores de proteases.

A analise comparativa dos perfis obtidos por
electroforese das urinas em condi¢cbes redutoras, e por WB
utilizando 1gG de coelho anti-falciparum e 1gG controlo,
evidenciaram a presenca de uma banda de 35 kDa nas urinas
dos doentes infectados. A banda néo foi detectada nas restantes
urinas. Procedeu-se a preparacdo de uma coluna de
imunoafinidade com IgG de coelho anti-falciparum no sentido de
isolar a proteina reconhecida. Paralelamente procedeu-se a
ensaios utilizando o modelo de malaria de roedor P. berghei. Um
grupo de murganhos foi infectados varias vezes por P. berghei
via mosquito infectado (CMDT), tendo sido recolhidos soros e
urinas nas diferentes fases do ciclo do parasita (hepatica,
eritrocitaria). Produziram-se anticorpos monoclonais contra o
parasita nas diferentes fases, estando a ser analisados as varias
amostras recolhidas no sentido de detectar a presenca de um
antigénio para efeitos de diagnostico.

http://www.sabah.edu.my/srm012.wc
dd/BM/pulihl.html

B) Virus da Imunodeficiéncia Humana do Tipo 2 (VIH-  2)
(1 projecto)

Durante 0 ano de 2007 analisou-se a dindmica e evolucdo da
resposta humoral contra as glicoproteinas do invélucro (gp36 e
gpl25) em individuos com infec¢des agudas e cronicas por VIH-
2. Determinou-se a concentracdo e a especificidade dos
anticorpos IgG e IgA face a dois polipeptidos recombinantes da
regido da gp36 (rgp36) e da gp125 (rpC2-C3) utilizando o teste
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ELISA-HIV2. Analisou-se a relacdo entre concentracdo de
anticorpos, carga viral e o namero de linfécitos CD4" no sangue
periférico. Todos os pacientes infectados por VIH-2 tém
concentracbes normais de IgA independentemente do n°
linfécitos CD4". A concentracdo de IgG foi superior nos
individuos VIH-2* comparado com o0 grupo controle e
correlacionado inversamente com o n° linfcitos CD4" (<0.0001).
O isotipo IgG1 foi a subclasse de IgG com maior resposta contra
as glicoproteinas do invllucro do VIH-2. Verificou-se uma
associacdo inversa com significado estatistico entre a resposta
IgG1 contra o rpC2-C3 e o n° de linfécitos CD4". Ndo se
verificou nenhuma correlacéo entre os anticorpos e a carga viral.
A regido C2-C3 da gpl25 induz uma resposta de anticorpos
IgG1 que reflecte a progressdo em termos imunologicos e
clinicos na infeccao aguda e crénica por VIH-2

C) Babesiose

Anteriormente, foi desenvolvido um novo método de
nested PCR para a detecgao de Babesia bovis. O novo método
de nested PCR, que usa o0 gene da protease aspartica
babesipsina 1 como alvo, permitiu um aumento de deteccdo de
B. bovis em cerca de quatro vezes em relacdo ao primeiro
método que se usou, o RLB, nas amostras de campo de
Mocgambique. Um método idéntico, mas aplicado na detecgéo de
B. bigemina foi desenvolvido e testado com as mesmas
amostras. Com este novo método foi finalmente possivel
detectar a presenca de infec¢cdes com B. bigemina em amostras
de campo de Mocambique. De forma a avaliar a especificidade e
a sensibilidade dos nested PCR contra a babesipsina 1, foram
feitos estudos comparativos com outro método semelhante. Em
relacdo ao método descrito por Figueroa et al. (1993), o novo
método € mais especifico na deteccdo de B. bigemina nas
amostras de campo de Mocambique, e tem sensibilidade
idéntica. Com base nos primers usados nos nested PCR contra
a babesipsina 1, foi desenvolvido um método mais rapido e
simples. O novo método, denominado hot start PCR, permite a
deteccdo de B. bovis e B. higemina em apenas um PCR por
oposicao do nested PCR que requer dois PCR consecutivos. O
hot start PCR sera usado em estudos epidemioldgicos, para
esclarecer o estado da babesiose em Mogambique.

Com o objectivo de desenvolver um teste de diagnostico por
ELISA, trés dos genes identificados neste trabalho foram
inseridos num vector de expressdo recombinante, e a produgéo
foi bem sucedida na forma sollvel em fusdo com a GST. As
proteinas recombinantes poderdo agora ser usadas como
antigénios para testar por “western blot” e ELISA a reactividade
com soros de animais experimentalmente infectados com B.
bigemina e B. bovis. A protease recombinante de B. bigemina
que tiver reactividade apenas com soros de animais infectados
com B. bigemina sera depois usada para testar soros de animais
de campo.

D) Besnoitiose (1 projecto)

A sequéncia completa do gene codificante da Isomerase de
dissulfureto (PDI) de Besnoiti besnoiti foi determinada por
sequenciacdo de produtos amplificados por “Genome Walking”
e depositada no GenBank (AC DQ490130).

http://www.avert.org/aids-photo-
gallery.php?photo_id=512&gallery id=4

http://www.dpi.gld.gov.au/cps/rde/xchag/d
pi/hs.xsl/4790 5838 ENA _Print.htm
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Determinou-se que o gene da PDI é expresso no estadio de
taquizoito, apos amplificacdo da ORF usando cDNA na reacgao
de PCR. A comparacdo entre a sequéncia gendémica e a
sequéncia do mMRNA permitiu esclarecer a organizacdo
estrutural do gene, que € composto por trés exdes. A ORF da
PDI de Besnoitia besnoiti foi inserida num vector de expressao e
a PDlIr foi produzida em E. coli e purificada por cromatografia de
afinidade.

Obteve-se um soro policlonal de ratinho e de coelho anti-rPDlI,
tendo-se verificado que ambos reconhecem a PDI em extractos
totais de B. besnoiti por “Western blotting”.

Estd em curso a producdo de anticorpos monoclonais, tendo-se
ja obtido hibridomas por fuséo celular com a linha de mieloma
Sp2/0 e clones positivos, seleccionados por ELISA e “Western
blotting”.

Sera realizada a caracterizacao da actividade cinética da rPDI e
0 estudo do efeito de inibidores especificos e de anticorpos
monoclonais na actividade desta enzima e na viabilidade,
mobilidade, invaséo e multiplicagdo de B. besnoiti. Estudaremos
também a sua localizacdo e nivel de expressdo (MRNA e
proteina) em ambas as fases do ciclo de vida do protozoario
(taquizoito e bradizoito) e utilizaremos a rPDI para detectar,
guantificar e isotipar anticorpos especificos em amostras de soro
e de outros fluidos fisiologicos de animais infectados e néo
infectados.

E) Tripanosomiase
Inibidores de peptidases (2 projectos)

Foi estabelecido no laboratério a cultura in vitro do
parasita Trypanosome brucei.

Os inibidores de peptidases cisteinica (ICP) e serinicas
(ISP1 e ISP2) recombinantes, fornecidos por J. Mottram
(Universidade de Glasgow) foram utilizados para a obtencdo de
anticorpos monoclonais. Os anticorpos monoclonais obtidos , ‘
foram testados para o reconhecimento do agente imunizante - ~ SHPIL
bem como para reacc¢des cruzadas por ELISA e “Western \
Blotting” para proteinas homologas de Leishmania. €

O reconhecimento preliminar da localizacdo dos ¢ ,L 0% @
inibidores de peptidase no parasita foi testado nos parasitas :
mantidas em cultura in vitro por imunofluorescéncia, utilizando
os diversos anticorpos monoclonais obtidos. ’ A A

Foram obtidos linhas celulares “knockout” de T. brucei
para ISP1, ISP2 e duplo ISP1/ISP2.

Ciclo celular e citocinese em  Trypanosoma brucei

Em T. brucei o mecanismo de citocinese difere
acentuadamente do definido para células de mamiferos.
Diversos reguladores do ciclo celular e da citocinese em T.
brucei foram ja caracterizados, no entanto, varias proteinas
reguladoras continuam por identificar (nomeadamente
proteinas especificas deste organismo, cuja funcdo nao é
facilmente prevista através da bioinformatica).

Através da técnica de RNA de interferéncia verificou-se que a
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sub-regulagdo das proteinas PLK ou MOB1 na forma sanguinea
citocinese. Uma maior compreensdo das moléculas envolvidas
na citocinese e em outros aspectos do ciclo celular de T. brucei,
podera permitir a identificacdo de novos alvos terapéuticos.

E objectivo inicial deste projecto a producdo de anticorpos
monoclonais contra proteinas do citoesqueleto de Trypanosoma,
em particular contra proteinas implicadas durante o processo de
citocinese. Foram desse modo iniciados 0s esquemas de
imunizacdo com a proteina MOB1 recombinante fornecida por T.

Hammarton (Glasgow) http://www.biology.ed.ac.uk/resear
ch/institutes/immunology/pictures.

php

Linha de investigacéo 2

Induc&o de resisténcia viral em plantas

O objectivo final desta linha é a inducdo de resisténcia a virus,
mais especificamente OLV-1, TNV-D e OMMV, em plantas
modelo, numa fase inicial e, numa fase posterior, em Oliveira.
Foram produzidos anticorpos recombinantes anti- OLV-1 a partir
da clonagem dos genes das regifes variaveis de um anticorpo
monoclonal, da classe IgM, previamente produzido, utilizado na
deteccdo do mesmo virus. Com o objectivo de detecgcdo de
OMMV em arvores infectadas (Olea europaea L.), foram
produzidos anticorpos recombinantes contra este virus, a partir
de uma biblioteca de fagos (Tomlinson I+J, MRC, Cambridge),
em colaboracdo com o SCRI. Como antigénio, utilizou-se um
isolado viral, purificado pela Universidade de Evora.
Paralelamente foi feita a seleccéo de anticorpos utilizando como
antigénio um péptido sintético cuja sequéncia é igual a uma
parte da sequéncia de amino &cidos da proteina da capside
viral. Os anticorpos obtidos contra o virus purificado encontram-
se em fase de caracterizacdo, tendo ja sido conseguidos
resultados na deteccdo do virus em Nicotiana tabacum, por
TAS-ELISA. Alguns destes anticorpos ja caracterizados, foram
processados e estao a ser expressos em vectores binarios http://www.isb.vt.edu/news/2004/news04.Jul.
apropriados para transformacao de Agrobacterium tumefaciens, filmi

para posterior transformacao de N. tabacum.

Os trabalhos publicados nesta area indicam que a inducéo de
resisténcia, seja ela total ou parcial, € mais facilmente
conseguida se os anticorpos tiverem como alvo proteinas cuja
variabilidade seja menor ou cuja acumulacdo nas células
vegetais seja inferior a de uma proteina da cépside, como por
exemplo a RdRp (RNA-dependent RNA polymerase). Assim,
esta a ser efectuada a produgdo da polimerase num sistema
recombinante, a partir de clones utilizados na determinagédo da
sequéncia do genoma viral (Universidade de Evora), que ira ser
utilizada como antigénio no “screening” das bibliotecas de de
fagos.

Linha de investigacao 3

Aplicacdo de métodos imunol6gicos ao diagnéstico da
qualidade da cortica (1 projecto)

Foram obtidos anticorpos monoclonais contra péptidos
sintetizados com base na sequéncia depositada no GenBank
DQO023704 relativa ao gene Qs7.5 de uma proteina de Quercus
suber, bem como contra extractos de suberina extraida de
Cortica de Boa Qualidade (CBQ).
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Com o objectivo de determinar quais as proteinas reconhecidos
pelos mabs produzidos e estabelecer a sua relagdo com a
qualidade da cortica, os extractos de diferentes amostras de
cortica de diversas qualidades foram submetidos a processos de
clarificacdo para remocdo de eventuais inibidores e analisados
por cromatografia em Q-sepharose. Verificou-se que a fracgéo
que eluia a 500-1000 mM NaCl dava uma reacc¢do positiva por
ELISA com alguns dos anticorpos produzidos, no caso das
amostras de cortica de boa qualidade. Os anticorpos
seleccionados estdo a ser testados em amostras de cortica de
diferentes qualidades, em ensaio cego, para validacdo do seu
potencial de deteccdo selectiva da CBQ. Foram isoladas
proteinas da cortica utilizando a extraccdo com elevada
concentracdo em sal (1M NaCl) a partir de 5 amostras controlo.
A andlise por SDS-PAGE sugere a existéncia de diferencas
entre as amostras ao nivel da quantidade extraida e ndo na
presenca/auséncia de determinada banda.

Linha de investigacao 4

Biocompatibilidade de materiais

Foram estabelecidos em laboratério testes in vitro para a
determinacdo da citotoxicidade de dispositivos médicos de
acordo com a norma ISO 10993-5.

O ensaio de citotoxicidade, como primeiro teste para
avaliar da biocompatibilidade do material para uso em
dispositivos biomédicos foi realizado por incubacgéo in vitro dos
extractos dos implantes na presenca da linha celular CCL 81
(células Vero) cedidas por A. Leitdo (IICT).

Foram utilizados testes de citotoxicidade baseados no
ensaio com MTT. O sal tetrazolium 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-
2-5 diphenyltetrazolium bromide (MTT) ao ser reduzido nas
células viaveis funciona como indicador colorimétrico da
viabilidade celular.

A determinacdo do grau de citotoxicidade foi calculada
através da determinacédo da viabilidade celular. Por comparagéo
da viabilidade celular das culturas in vitro na presenca dos
extractos dos dispositivos biomédicos, com a viabilidade celular
obtida para a cultura celular controlo através das leitura da
Absorvancia a 570nm com filtro de referéncia de 655nm. Foram
igualmente iniciados os ensaios in vivo para os dispositivos
médicos que ndo apresentaram citotoxicidade in vitro, por
implante em coelhos, de acordo com 0s protocolos de anestesia
e cirdrgicos habituais e de acordo com as normas éticas e de
bem estar animal. Os animais foram seguidamente submetidos
a avaliacdes clinicas e posteriormente sacrificados para analise
histologica dos tecidos envolventes ao implante.

www.apcor.pt/
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2. ACTIVIDADES DE ID&T
2.1. Projectos terminados em 2007

Neutralizagdo do HIV-2 por soros de individuos
infectados: associacdo com carga viral e diversidade
genética e fenotipica das quasiespecies virais. (POCTI
/ESP/48045/2002).

CORMAB - Aplicacdo em larga escala de técnicas
imunoldgicas na detecgdo e seleccdo de sobreiros
produtores de boa cortica. Projecto n° 368 da Medida 8,
Accdao 8.1.

2.2. Projectos em avaliacdo

A isomerase de dissulfureto como alvo terapéutico em
malaria (PTDC/SAU-MII/66883/2006)

Identificacdo de inibidores de proteases de Plasmodium
(com actividade anti-maléaria) em extractos de plantas da
flora portuguesa (PTDC/SAU-ESA/71058/2006)

2.3. Projectos em curso

TRYPADVAC - Development of an “anti-disease”
vaccine and diagnostic tests for African trypanosomosis
(6° PQ - INCO-DEV).

PROTCYS - Proteases cisteinicas de Plasmodium
chabaudi, modelo animal para a malaria humana:
caracterizacdo quimica e bioguimica. (POCTI/SAU-
ESP/57696/2004)

URMAL - Diagnoéstico da malaria em amostras de urina
(IDEIA). (Agéncia de Inovacao).

INITRYP - Inibidores de peptidases de Trypanosome
brucei. Imunolocalizacdo, secrecdo e seu potencial uso
como alvo terapéutico (PTDC/CVT/67086/2006)

BESPDI - A enzima isomerase de dissulfureto como
alvo terapéutico contra besnoitiose bovina.
Caracterizacdo molecular e estudo do seu papel na
infeccdo e na resposta imunitaria. (PTDC/CVT/65674/
2006).

Natural peptidase inhibitors of trypanosomatids.
Contrato de colaboracdo com o Wellcome Centre for
Molecular Parasitology da Universidade de Glasgow
(UK) Ref n° 1694.

3. ACTIVIDADES DE F&SCT

3.1. Concurso de atribuicao de bolsas de doutoramen  to FCT

“Generating monoclonal antibodies against cell cycle
and cytokinesis reulators in Trypanosoma brucei”.
Cristina Costa (SFRH/BD/40223/2007). Supervisores:
Carlos Novo (INETI), Virgilio do Roséario (CMDT-IHMT),
Tansy Hammarton (Universidade de Glasgow)
Instituicdo que confere o grau: IHMT-UNL.

“Contribution to the development of hew biocomposites
for bone regeneration”. Silvia Martins (SFRH/BD/41297/
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12007). Supervisores: Jodo Paulo Borges
(DCM_FCT/UNL), Carlos Novo (INETI). Instituicdo que
confere o grau: FCT-UNL.

“Studies on cystein proteases during the sporogonic
cycle, using the model malaria parasite Plasmodium
chabaudi”. Rubina Caldeira (SFRH/BD/41958/2007).
Supervisores: Ana Domingos (INETI), Virgilio do Rosario
(CMDT-IHMT), Thanasis Loukeris (IMBB, Grécia).
Instituicdo que confere o grau: IHMT-UNL.

3.2. TESES DE DOUTORAMENTO (EM CURSO)

“Trypanosome peptidase inhibitors. Immunolocalization,
secretion and potential use as targets for therapy”
Raquel Laires (SFRH/BD/32110/ 2006). Supervisores:
Carlos Novo (INETI), Luis Tavira (CMDT-IHMT), Jeremy
C. Mottram (Universidade de Glasgow). Instituicdo que
confere o grau: IHMT-UNL.

“Protein-disulfide Isomerase as a target for besnoitiosis
therapy. Molecular characterization and studies of its
role on infection and host immune response” Eduardo
Marcelino (SFRH/BD/31445/2006). Supervisores: Carlos
Novo (INETI), Alexandre Leitdo (IICT). Instituicdo que
confere o grau: FMV_UT.

“Human neutralizing antibody (IgG and IgA) response
against the human immunodeficiency virus type 2 (HIV-
2): identification of neutralizing epitopes in primary virus
isolates and production of human monoclonal antibodies
against the envelope gpl25 glycoprotein” Técnico
superior José Marcelino. Supervisores: Rui Vitorino
(FMUL), Nuno Taveira (ISCS do Sul), Charlotta Nilsson
(SMI - Karolinska Institute, Suécia), Carlos Novo
(INETI). Instituicdo que confere o grau: FMUL.

“Identificacdo de proteases como alvos de diagndstico e
terapia em babesiose bovina” Tiago Martins (SFRH/
BD/19059/2004). Supervisores: Ana Domingos (INETI),
Virgilio do Rosario (CMDT-IHMT), Instituicdo que
confere o grau: IHMT-UNL.

“Producdo e expressao de anticorpos recombinantes
anti-Tobacco Necrosis Virus, para diagnéstico e indugéo
de resisténcia em plantas de Nicotiana benthamiana e
Olea europaea” Ana Isabel Custaddio,
(SFRH/BD/19040/2004). Supervisores: Ivone Clara (U.
Evora), Carlos Novo (INETI). Instituicdo que confere o
grau: U. Evora.

“Caracterizacdo de um novo antibidtico peptidico de
sintese ndo ribossomal (NRPs): desenvolvimento de
novos antibiéticos peptidicos por alteracdo da
especificidade dos aminoéacidos, Ténia Almeida. (SFRH
/BDE/15559/2005).  Supervisores: Ana Domingos
(INETI), Soénia Mendo (U. Aveiro) e a empresa
MEDINFAR. Instituicdo que confere o grau: U. Aveiro.

“ContribuicBo para o desenvolvimento de novos
implantes biocompativeis para regeneracdo 6ssea”
Sofia Prata (SFRH/BDE/15640/2006). Supervisores:
Joéo Paulo Borges (DCM_FCT/UNL), Carlos Novo
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(INETI) e a empresa CERAMED. Instituicdo que confere
o grau: FCT-UNL.

“Contribuicdo para o desenvolvimento de novos
dispositivos compdésitos biocompativeis para aplicacdes
ortopédicas” Renata Carpinteiro (SFRH/
BDE/15654/2007) Supervisores: Jodo Paulo Borges
(DCM_FCT/UNL), Carlos Novo (INETI) e a empresa
CERAMED. Instituicdo que confere o grau: FCT-UNL.

3.3. TESES DE PROGRESSAO NA CARREIRA DE INVESTIGAGAO

Caracterizacdo de antigénios de malaria em
Plasmodium chabaudi. Assistente de Investigacdo Ana
Possidénio Armada, Supervisor: Carlos Novo. (provas
internas).

“Anticorpos anti-dsRNA: Estudo da sua producéo,
caracterizacdo e aplicacdo” Assistente de Investigagcéo
Fernando Cardoso. Supervisor: Carlos Novo (provas
internas).

3.4. TESES DE MESTRADO (EM CURSO)

Obtencdo de Mabs anti-falciparum, caracterizacdo e
seleccdo de um Mab anti-rhoptry Jaqueline Garcia.
Universidade do Algarve, (orientador: Ana Armada).

Obtencdo de anticorpos monoclonais para virus de
Oliveira TNV-A - aplicacdo ao diagndstico. Joana
Moreira. Universidade do Algarve, (orientador: Fernando
Cardoso).

3.5. TESES DE LICENCIATURA

Producdo e expressdo de anticorpos recombinantes
contra dsRNA Carlos Alexandre, Licenciatura em
Engenharia Biotecnolégica da Universidade do Algarve.
(orientador: Fernando Cardoso)

Purificagdo e andlise de proteases de parasitas da
malaria ao longo do ciclo de vida. Andreia Martins,
Licenciatura em Eng Biolégica da Universidade do
Algarve. (orientador: Ana Armada)

Obtencdo de anticorpos monoclonais anti-virus de
Sobreiro - aplicacdo ao diagnéstico. Soraia Vanessa
Teixeira de Aguiar Vieira, Licenciatura em Biologia da
Universidade de Evora. (orientador: Fernando Cardoso)

3.6. Estagios ministrados

Um estagio técnico de 3 meses ao abrigo do programa
Leonardo da Vinci de Sabrina Lachman da Lise-Meitner-
School, Berlin, Alemanha (Orientador: Fernando
Cardoso).

Dois estagios de 1 ano ao abrigo do programa PEPAP
de Jodo Gaspar e Joana Morais na éarea da
Biotecnologia da Saude, 2006/2007 (orientadores: Ana
Custddio e Tiago Martins).
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3.7. Cursos / Estagios de formacéo frequentados

VII Curso de experimentacdo animal, FMV, Lisboa 19-30
Marco (Jorge Faustino/Biotério).

Estagio de 3 meses no Scottish Crop Research Institute,
Invergowrie, Dundee (Escoécia) enquadrada na tese de
Doutoramento em curso (Ana Custédio).

Estagio de 3 meses no Wellcome Centre for Molecular
Parasitology (Universidade de Glasgow) enquadrada na
tese de Doutoramento em curso (Raquel Laires).

3.8. PARTICIPACAOC EM JURIS

Jari da tese ge Licenciatura de Soraia Vieira,
Universidade de Evora. (Fernando Cardoso).

Juri da tese de Licenciatura de Andreia Martins,
Licenciatura em Eng Biolégica da Universidade do
Algarve. (Ana Armada).

Juri de concursos para Contratacdo de Doutorados para
o Sistema Cientifico e Tecnoldégico Nacional da FCT
atribuidos ao IHMT na area da Imunologia e Protedmica
(Carlos Novo).

3.9. AuLAS E CONFERENCIAS

Proteases — Programa de doutoramento, Univ. Aveiro,
Marco (Ana Domingos).

Humoral response as a marker of disease progression in
HIV-2 infection. Apresentada na URIA/CPM/FFUL,
Junho, Lisboa (José Marcelino).

3.10. Participacao em Congressos e Eventos Cientifi  cos

3™ general ICTTD Meeting, September 24-28, 2007,
Zanzibar, Tanzania (Ana Domingos, Tiago Martins).

Drug Development for Parasite Diseases - B22 Annual
Congress, 2007, 10 - 13 June 2007, University of
Dundee, Scotland, UK (Ana Domingos).

Apicomplexan Biology in the post-genomic era - COST
Action 857, 4 st Annual Workshop Porticcio, Ajaccio,
France, May 4-7 th, 2007. (Ana Domingos).

PBVA 2007- Plant Expression Systems for Recombinant
Pharmacologics, 18-21 June, University of Verona, Italy.
(Ana Custodio).

I&D no montado de sobro e na cortica: descobertas e
novas solucdes. UNAC, 17-18 Outubro, Alcochete.
(Fernando Cardoso, Carlos Novo).

Plataforma Ibérica da Malaria, CMDT_LA/ Universidad
Complutense de Madrid, 15-16 de Novembro, Lisboa.
(Carlos Novo, Ana Domingos, Ana Armada, Tiago
Martins, Albertina Puati).
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4. PUBLICACOES

4.1. Artigos em Revistas Cientificas

Raposo, S, Domingos, A. (2007) Purification and
Characterization Milk-Clotting Aspartic proteases from
Centaurea calcitrapa cell suspension cultures. Process
Biochemistry (aceite).

Marcelino JM, Nilsson C, Borrego P, Gomes P, Barroso
H, Doroana M, Maltez F, Rosado L, Papoila L, Novo C
and Taveira N. Evolution of the binding antibody
response against the envelope gp36 and gpl25
glycoproteins in HIV-2 infection (submetido).

4.2. COMUNICAGOES ORAIS

Tiago M. Martins, Virgilio E. do Rosario, Luis Neves, Ana
Domingos. Development of a new Hot-start PCR method
for the detection of bovine Babesiosis in Mozambique. 3
rd general ICTTD Meeting, September 24-28, 2007,
Zanzibar, Tanzania.

4.3. COMUNICACOES EM PAINEL

Tiago M. Martins, Carlos Novo, Virgilio E. do Rosério,
Ana Domingos . New cysteine proteases from the cattle
parasite Babesia bigemina. Drug Development for
Parasite Diseases - B22 Annual Congress, 2007, 10 —
13 June 2007, University of Dundee, Scotland, UK.

Tiago M. Martins, Carlos Novo, Virgilio E. do Rosario,
Luis Neves, Ana Domingos. Bovine Babesiosis in
Mozambique detected by a novel Nested Duplex PCR
method. Apicomplexan Biology in the post-genomic era

T. Nascimento, F. Cardoso, C. Rego, H. Oliveira.
Presence of double-stranded RNA molecules in
Cylindrocarpon liriodendri isolates infecting grapevine.
Phytopathologia Mediterranea, 46,120. - COST Action
857, 4 st Annual Workshop Porticcio, Ajaccio, France,
May 4-7 th, 2007.

Pedro Borrego, José Marcelino, Cheila Rocha, Manuela
Doroana, Fernando Maltez, Helena Barroso, Nuno
Taveira' Intra-patient molecular evolution of the env gene
in HIV-2 infection. Poster P24 apresentado no Xlll
International Bioinformatics Workshop on Virus Evolution
and Molecular Epidemiology, Lisboa, 2007.

Nuno Taveira, José Marcelino, Helena Barroso, José
Casanovas. ldentificacdo de cinco casos de infec¢do por
VIH-2 em Mocambique utilizando o novo teste ELISA-
HIV2. Poster apresentado no Congresso Nacional dos
Farmacéuticos 2007, Lisboa, 8 - 10 de Marco de 2007

4.4. ARTIGOS DE DIVULGACAO

“Método inovador detecta virus em Oliveira” publicado
na Revista Frutas, Legumes e Flores, nUmero especial
Olival, Setembro/Outubro, 2007.
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5. COOPERAGAO COM ENTIDADES NACIONAIS E ESTRANGEIRAS

A actividade desenvolvida pela Unidade durante 2007 foi
realizada em colaboracdo com diversas Instituicdes nacionais e
internacionais no ambito de projectos de 1&D e F&SCT que se
discriminam:

5.1 Empresas Nacionais
ImunoStar, CERAMED, Medinfar, FloraSul, DNATech

5.2 Universidades e Instituicbes Nacionais de Forma c¢éo e
1&D

Universidade do Algarve, Faculdade de Ciéncias, Faculdade de
Farmacia e Faculdade de Medicina da Universidade de Lisboa,
Centro de Maléaria e outras Doengas Tropicais-LA do IHMT e
Departamento de Ciéncias dos Materiais-FCT da Universidade
Nova de Lishoa, Estacdo Florestal Nacional, Instituto de
Investigacdo Cientifica e Tropical, Universidade de Evora,
Universidade de Aveiro, Faculdade de Veterinéria e Instituto
Superior de Agronomia da Universidade Técnica de Lishoa,
IBET, Servicos de Doencas Infecto-contagiosas do Hospital
Curry Cabral e Hospital de St? Maria.

5.3 Universidades e Institutos de 1&D Internacionai s

Karolinska Institute (Suécia), Kimron Veterinary Institute
(Israel), Universidade Eduardo Mondlane (Mogambique),
Scottish Crop Research Institute, Invergowrie, Universidade de
Dundee (Escécia), Wellcome Centre for Molecular Parasitology
(Universidade de Glasgow), Institute of Molecular Biology and
Biotechnology (Grécia), Muséum National d’Histoire Naturelle,
USM 0504 Biologie fonctionnelle des protozoaires, Paris
(Franca), Lise-Meitner-School, Berlin, (Alemanha).

6 Financiamento

O financiamento da actividade de 1&D e F&SCT foi obtido
através de candidaturas a programas de Agéncias nacionais e
internacionais de financiamento de que se destacam a
Fundacao para a Ciéncia e Tecnologia do MCTES (Programa
POCTI, Bolsas de Doutoramento e Bolsas de Doutoramento em
ambiente Empresarial), Instituto de Financiamento e Apoio ao
Desenvolvimento da Agricultura e das Pescas do MADRP
(Programa Agro), Agéncia de Inovacdo (programa IDEIA), 6°
Programa Quadro da UE (Medida INCO-DEV), Programa de
Estagios Profissionais na Administracdo Publica (PEPAP),
Programa COST e Programa Leonardo da Vinci da UE.

7 Conclusao e perspectivas

Durante 2007 a UTPAM, de acordo com a estratégia
previamente definida, consolidou-se como Unidade de
Investigacdo através dos seguintes vectores principais:

Aumentou a sua internacionalizacao;
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Aumentou a sua ligagcdo ao sistema Universitario através de
Bolsas de Doutoramento;

Aumentou a sua ligacao as empresas através de Bolsas de
Doutoramento em ambiente Empresarial;

Consolidou o seu financiamento através de fontes externas
sendo o seu funcionamento praticamente suportado a 100%
por entidades externas ao INETI (excluindo os vencimentos
dos elementos do Quadro);

A sua capacidade de intervencdo permitiu-lhe a submisséo de
um elevado n° de projectos em colaboracdo com outras
entidades do SCTN e internacionais, sendo uma das Unidades
de Investigacdo que mais projectos submeteram para avaliacdo
e financiamento do INETI. Estando em curso o processo de
reestruturacdo do INETI, a UTPAM participou activamente nesse
processo através da elaboracdo de propostas que apresentou
ao MCTES, MEI e Universidade Nova de Lishoa. Apds a
publicacdo do DL 355/2007 de 29 de Setembro que define o
processo de transferéncia das competéncias do INETI e sendo
sua intencdo a integracdo no IHMT_UNL como Unidade de
Investigacdo, espera que essa inser¢ao no Sistema Universitario
como proposto, permita uma ainda melhor eficiéncia,
competitividade e qualidade da sua actividade de investigacdo
cientifica e de graduacéo e pds graduacédo académicas.

http://web.unbc.ca/~huber/biol424 blog/




