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LISTA DE ABERVIATURAS

ACT - Combinagao terapéutica com derivados da artemisinina

ARM - Artemeter

ARS - Artesunato

CHUC - Centro Hospitalar e Universitario de Coimbra

DNA - Acido desoxirribonucleico

EDTA - Acido etileno diamino tetra acético

FCT - Fundagdo para a Ciéncia ¢ a Tecnologia

FMUC - Faculdade de Medicina da Universidade de Coimbra

HUC - Hospitais da Universidade de Coimbra

IC50 - Concentragdo que inibe o crescimento de 50% dos parasitas

pl - Microlitro

pm - Micrémetro

mg - Miligrama

ml - Mililitro

nM - Nanomolar

O.M.S. - Organizagdao Mundial de Satude

P - Valor da significancia estatistica

PCR - Reagdo de polimerizacao em cadeia (Polymerase Chain Reaction)
PfATPase6 - Proteina Plasmodium falciparum calcium-transporting ATPase
PfATPaseb6 - Plasmodium falciparum calcium-transporting ATPase gene
pfert - Plasmodium falciparum chloroquine resistance transporter gene
pfmdrl - Plasmodium falciparum multidrug resistance 1 gene

RFLP - Restriction fragment length polymorphism

SERCA - Enzima reticulo sarco/endoplasmatico Ca2+ ATPase
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1. IDENTIFICACAO DO PROJETO

Dominio cientifico: Ciéncias da Vida e da Saude

Area cientifica principal: Imunologia e infecdo - Microbiologia e Infegdo

Area cientifica secundaria: Ciéncias Biologicas - Biologia Microbiana

Acronimo: ARS/ARM/FMUC

Titulo do projeto (em portugués): Avaliar a evolugdo da suscetibilidade in vitro ao
artesunato e artemeter ¢ do perfil genotipico de potenciais marcadores genéticos de

resisténcia em populagdes naturais de Plasmodium falciparum do Norte do Brasil.

Titulo do projeto (em inglés): To assess the evolution of in vitro susceptibility to
artesunate and artemether and genotypic profile of potential genetic markers of

resistance in natural populations of Plasmodium falciparum from Northern Brazil.

Financiamento solicitado: 76.139,41 €

Palavra-chave 1: Plasmodium falciparum (Plasmodium falciparum)

Palavra-chave 2: Suscetibilidade in vitro (in vitro susceptibility)

Palavra-chave 3: Derivados da artemisinina (artemisinin derivatives)

Palavra-chave 4: Marcadores genéticos de resisténcia (molecular markers of
resistance)

Data de inicio do projeto: 01-01-2013 Duracio do projeto em meses: 12 meses
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3. COMPONENTE CIENTIFICA

3.1. SUMARIO

A malaria continua a ser uma das maiores ameacgas para a saude publica e
desenvolvimento econémico das regides tropicais e subtropicais do mundo. Em 2010,
causou 216 milhdes de casos de doenga e aproximadamente 655 000 mortes [1]. No
Brasil cerca de 20% da populagdo vive em zonas de risco de transmissdo, sendo o

Estado do Para onde ocorre o maior nimero de casos [2].

Uma das medidas de controlo da doenga ¢ o recurso a antimalaricos. No entanto, a
resisténcia do Plasmodium falciparum a maioria dos antimalaricos em uso tornou-se
num dos maiores obstaculos ao controlo eficaz da doenga. Para contornar o problema da
resisténcia aos antimalaricos a Organizagdo Mundial de Satde (O.M.S.) recomenda
desde 2006 a combinagdo terapéutica com derivados da artemisinina (ACTs) como
tratamento de primeira linha na maléria ndo complicada por Plasmodium falciparum,
sendo actualmente utilizada em 84 dos 106 paises e territorios endémicos [1]. No Brasil
essa recomendagdo foi implementada em 2007, sendo usadas as combinagdes

Artemeter/Lumetfantrina e Artesunato/Mefloquina [2].

Apesar de todos os esforcos, a resisténcia aos ACTs ja foi demonstrada no
Cambodja [3.,4,5], local onde surgiu também a resisténcia a cloroquina nos anos 50 e
posteriormente a sulfadoxina-pirimetamina e a mefloquina [6], existindo também
indicios da sua emergéncia em Myanmar, Tailandia e Vietname. Caso a resisténcia aos
ACTs se alastre para outras areas geograficas, como aconteceu com outros
antimaldricos, as consequéncias serao catastroficas, uma vez que nao havera alternativas

terapéuticas eficazes disponiveis nos proximos anos. Este facto faz com que a
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prevencdo da disseminacao da resisténcia e o controlo do seu aparecimento em novas
areas sejam fundamentais no combate eficaz da doenga. A monitorizagao da resisténcia
tem como finalidade a identificagdo precoce da resisténcia permitindo uma atuagao
atempada e eficaz, podendo ser realizada através da avaliagao da suscetibilidade in vitro
de populacdes naturais de P. falciparum e pelo estudo de marcadores moleculares de
resisténcia [7]. Apesar do mecanismo de resisténcia a artemisinina nao estar esclarecido,
os genes pfcrt, pfmdrl e pfATPase6 tém sido investigados no contexto da modulacao da
suscetibilidade a artemisinina e seus derivados, existindo indicios do seu envolvimento
por amplificacdo génica e mutagdes na sequéncia dos genes [8,9,10]. Estes dados levam

a que sejam utilizados como potenciais marcadores moleculares de resisténcia [2,11,12].

Este projeto pretende realizar uma monitorizagdo da resisténcia aos ACTs no
Norte do Brasil, avaliando a evolug¢do da suscetibilidade in vitro ao artesunato e
artemeter ¢ do perfil genotipico de potenciais marcadores genéticos de resisténcia,
(genes pfcrt, pfmdrl e pfATPase6), seis anos ap6s a introducdo dos ACTs como
tratamento de primeira linha na malaria nao complicada por P. falciparum, tendo como
referéncia de suscetibilidade in vitro basal e perfil genotipico um trabalho realizado por
Ferreira et al em 2005 [11], antes da introducado oficial destas combinagdes terapéuticas.
Desta forma pretende-se verificar se a introdu¢do em larga escala dos ACTs alterou a

suscetibilidade in vitro e perfil genotipico do P. falciparum nessa regiao.

Os objetivos deste projeto sdo:

1-Avaliar a suscetibilidade in vifro ao artesunato e artemeter em isolados de

Plasmodium falciparum do Estado do Par4, Brasil.

2- Pesquisar polimorfismos genéticos nos genes pfcrt, pfmdrl e pfATPase6 por

PCR-RFLP, em todos os isolados.
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3-Pesquisar o nimero de copias do gene pfindrl por PCR em Tempo Real nos

isolados com menor suscetibilidade in vitro ao artesunato e artemeter.

4-Avaliar a correlagdo dos polimorfismos genéticos dos genes pfcrt, pfimdrl e

pfATPase6 com os valores da suscetibilidade in vitro ao artesunato e artemeter.

5-Avaliar a evolugdo da suscetibilidade in vitro ao artesunato ¢ artemeter,

comparando com os valores da suscetibilidade in vitro de 2005 [11].

6-Avaliar a evolugdo do perfil genotipico, polimorfismos genéticos nos genes
pfert, pfmdrl e pfATPase6 e nimero de copias do gene pfindrl, utilizando como

referéncia os resultados dum trabalho realizado em 2005 por Ferreira et al [11].

Os resultados deste projeto irdo contribuir para um melhor controlo da maldria,
nomeadamente no contexto da resisténcia, indo ao encontro dos objetivos da O.M.S. na

luta contra a resisténcia aos ACTs.

Malaria remains a major threat to public health and economic development of
tropical and subtropical regions of the world. There were 216 million cases of malaria
and nearly 655,000 deaths in 2010 [1]. In Brazil, about 20% of the population lives in

areas at risk of transmission, and the Par4 State count the largest number of cases [2].

One of the measures of disease control is the use of antimalarials. However,
resistance of Plasmodium falciparum to most antimalarials in use has become a major
problem to effective disease control. To circumvent the problem of antimalarial drugs
resistance the World Health Organization recommends since 2006 the artemisinin-based

combination therapy (ACTs) as first-line treatment for uncomplicated malaria caused by
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Plasmodium falciparum, it is currently used in 84 of 106 countries and endemic areas
[1]. In Brazil this recommendation was implemented in 2007, the combinations used are

Artemether / Lumefantrine and Artesunate / Mefloquine [2].

Despite all efforts, ACTs resistance emerged in Cambodia [3,4,5], where it also
emerged chloroquine resistance in the 50s and after sulfadoxine-pyrimethamine
resistance and mefloquine resistance [6]. There is also evidence of its emergence in
Myanmar, Thailand and Vietnam. If ACTs resistance spreads to other geographic areas,
as happened with other antimalarial drugs, the consequences will be catastrophic, since
there are no effective treatment options available in the coming years. This fact makes
the prevention of resistance spread and control of its emergence in new areas critical in
effective fight against the disease. Monitoring the resistance aims an early identification
of resistance allowing a timely and effective action; it can be performed by evaluating
the in vitro susceptibility of natural populations of P. falciparum and the use of
molecular markers of resistance [7]. Although the mechanism of resistance to
artemisinins is not understood, pfcrt, pfmdrl and pfATPase6 genes have been
investigated in the context of modulation of artemisinins susceptibility, there is
evidence of their involvement by gene amplification and mutations in the gene sequence

[8,9,10], reason why they have been used as potential markers of resistance [2,11,12].

This project intends to monitor ACTs resistance in Northern Brazil, assessing the
evolution of the in vitro susceptibility to artesunate and artemether and genotypic
profile of potential genetic markers of resistance (pfcrt, pfimdrl and pfATPase6 genes),
six years after ACTs introduction as first-line treatment for uncomplicated malaria
caused by Plasmodium falciparum, using as reference baseline in vitro susceptibility
and genotypic profile a study made by Ferreira et al in 2005 [11], before the official

introduction of these combination therapies. Therefore we intend to check if the large-

10
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scale introduction of ACTs changed in vitro susceptibility and genotypic profile of P.

falciparum in this region.

The goals of this project are:

1-To evaluate the in vitro susceptibility to artesunate and artemether in

Plasmodium falciparum isolates from Para State, Brazil.

2 - Search for genetic polymorphisms in pfcrt, pfindrl and pfATPase6 genes using

PCR-RFLP in all isolates.

3-To evaluate pfmdrl gene copy number using real time PCR in the isolates with

lower in vitro susceptibility to artesunate and artemether.

4-To evaluate the correlation between the genetic polymorphisms of pfcrt, pfmdrl
and pfATPase6 genes and the values of in vitro susceptibility to artesunate and

artemether.

5-To evaluate the progress of in vitro susceptibility to artesunate and artemether,

compared with the values of in vitro susceptibility from 2005 [11].

6-To evaluate the genotypic profile, genetic polymorphisms in pfcrt, pfmdrl and
pfATPase6 genes and copy number of the pfimdrl gene, using as reference the results of

a study conducted in 2005 by Ferreira et al [11].

The results of this project will contribute for a better control of malaria, mainly in
the context of resistance, meeting the objectives of the World Health Organization in the

fight against ACTs resistance.

11
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3.2. DESCRICAO TECNICA

3.2.1. Revyisao da literatura

A taxa de mortalidade devido a malaria diminuiu mais de 25% desde 2000 em
todo o mundo [1], parte desse sucesso deve-se a implementacdo da recomendagao pela
O.M.S. das combinagdes terapéuticas com derivados da artemisinina (ACTs) como
tratamento de primeira linha na malaria ndo complicada por Plasmodium falciparum.
Atualmente € o tratamento mais eficaz na luta contra a malaria, no entanto essa eficacia
foi assombrada com o aparecimento de resisténcia no Camboja [3,4,5]. A importancia
deste facto levou a O.M.S. a desenvolver um plano, Global plan for artemisinin
resistance containment, com o objetivo geral de proteger os ACTs como tratamento
altamente eficaz no tratamento da malaria por P. falciparum. De forma a atingir esse
objetivo delinearam varias recomendagdes, sendo uma delas o maior investimento na
investigacdo relacionada com a resisténcia a artemisinina [ 13].

O mecanismo de resisténcia a artemisinina e derivados ndo ¢ conhecido. No
entanto, os genes pfcrt (Plasmodium falciparum Chloroquine Resistance Transporter
gene), pfmdrl (Plasmodium falciparum Multidrug Resistance 1 gene) e pfATPase6
(Plasmodium falciparum calcium-transporting ATPase gene) t€ém sido investigados no

contexto da modulacdo da suscetibilidade a artemisinina e seus derivados, com a

finalidade de identificar um marcador molecular de resisténcia para estes farmacos.

O gene pfcrt codifica a Proteina Plasmodium falciparum Chloroquine resistance
tansporter, uma proteina integral da membrana, que pertence a superfamilia dos
transportadores de drogas/metabolitos. Varios estudos demonstraram que este gene
desempenha um papel importante na resisténcia do P. falciparum a cloroquina,

nomeadamente a mutacdo pfcrt K76T [8]. No contexto da modulag@o da suscetibilidade

12
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a artemisinina e seus derivados estudos de transfecdo genética demonstraram que
determinadas mutacdes no gene pfcrt aumentam a suscetibilidade a esta classe de
antimalaricos [8]. Um estudo recente mostrou associacdo entre o polimorfismo pfcrt
K76T e a diminuicdo da suscetibilidade ao artemeter em populagdes naturais de P.

falciparum [14].

O gene pfindrl codifica uma proteina transportadora, a P-glicoprotein homologue
1, localizada na membrana do vactolo digestivo do parasita. Este gene tem sido
relacionado com a resisténcia a varios antimalaricos, como cloroquina, amodiaquina,
mefloquina e artemisinina e seus derivados, podendo modular a suscetibilidade aos
diversos antimalaricos por dois mecanismos: amplificagdo génica e/ou mutacdes na
sequéncia do gene [15]. No caso da artemisinina e seus derivados, parece existir uma
forte associacdo entre amplificagdo do gene pfmdrl, a auséncia de mutagdes no gene e a
diminui¢ao da suscetibilidade aos derivados da artemisinina em populagdes naturais de
P. falciparum, dados suportados por estudos genéticos [15]. Estudos realizados em
populagdes naturais de P. falciparum verificaram uma correlagdo entre a diminuigao da
suscetibilidade in vitro a artemisinina e artesunato € o aumento no numero de copias do
gene pfmdrl [16, 17, 18, 19]. Um estudo revelou que a disrupgao genética (knock-out)
do n° de copias de 2 para 1 do gene pfindri, na estirpe resistente a mefloquina FCB,
resultou num aumento da suscetibilidade a artemisinina in vitro, reforcando a ideia que
o numero de copias deste gene possui capacidade de modular este fenotipo [20].
Adicionalmente, mutagdes pontuais no gene pfindrl tém sido associadas a mudancgas de

suscetibilidade dos parasitas da maléria a artemisinina e derivados [14, 18, 21, 22].

O gene pfATPase6 codifica uma ATPaseCa”" tipo SERCA do Plasmodium que foi
proposto como um principal alvo terapéutico dos derivados da artemisinina [23]. A

teoria mais consistente sobre o mecanismo que pode modular a suscetibilidade da

13
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artemisinina sugere que a resisténcia depende de alteragdes na ATPaseCa’" do tipo
SERCA do Plasmodium falciparum [10, 24]. Uhlemann et al. demonstraram que
alteragdes em aminoacidos da proteina PfATPase6 (Proteina Plasmodium falciparum
calcium-transporting ATPase) modulam a suscetibilidade in vitro a artemisinina num
sistema heterologo, tendo verificado que a agdo inibitoria da artemisinina na atividade
da PfATPase6 em oocistos de Xenopus laevis ¢ influenciada por mutagénese dirigida
(L263E) [24]. Adicionalmente, foi identificada uma mutagdo, S769N, no gene
pfATPase6 em 6 de 7 isolados da Guiana Francesa, com reduzida suscetibilidade in
vitro ao artemeter: esses isolados apresentavam uma média de valores de IC50 20 vezes
superior ao valor maximo apresentado pelos outros isolados estudados [10]. No entanto,
um estudo experimental com linhas de P. falciparum transgénicas, revelou falta de
associacdo entre a mutagdo S769N e a resisténcia a artemisinina e derivados [25]; talvez
essa mutacdo sé tenha significado em populagdes naturais. Na sequéncia do trabalho de
Jambou et al, foram realizados varios estudos com populacdes naturais do Norte do
Brasil, regido geograficamente proxima da Guiana Francesa, antes da introdu¢do em
larga escala dos ACTs nessa regido, onde foram identificados varios polimorfismos [2,

11,26, 27, 28].

Este projeto de investigacdo serd inovador ao realizar um estudo dos potenciais
marcadores moleculares de resisténcia a artemisinina e derivados apds a introdugdo em
larga escala dos ACTs, permitindo realizar estudos comparativos com trabalhos
anteriores para avaliar se a introducdo dos ACTs selecionou polimorfismos alterando a
prevaléncia anteriormente encontrada. Adicionalmente pretende avaliar a

suscetibilidade in vitro ao artesunato ¢ artemeter atual, bem como a sua evolucao.

14
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3.2.2. Plano e Métodos

Neste projeto pretende-se avaliar a evolucdo da suscetibilidade in vitro ao
artesunato e artemeter e do perfil genotipico de potenciais marcadores genéticos de
resisténcia (genes pfcrt, pfmdrl e pfATPase6) no Estado do Para Brasil, seis anos apos a
introducao dos ACTs como tratamento de primeira linha na malaria ndo complicada por
P. falciparum, tendo como referéncia de suscetibilidade in vitro basal e perfil genotipico
um trabalho realizado antes da introducao destas combinagdes terapéuticas, verificando

se a introdu¢do em larga escala dos ACTs alterou a suscetibilidade in vitro e perfil

genotipico do P. falciparum nessa regido.

O trabalho desenvolvido neste projeto serd realizado em trés fases ocorrendo em
dois locais distintos, uma primeira fase que contempla a selegdo, colheita dos isolados ¢
realizacdo dos testes de avaliacdo da suscetibilidade in vitro (microteste da O.M.S.)
decorrera no Estado do Para no Brasil, mais especificamente em Tucurui, e a segunda e
terceira fases que incluem a fenotipagem relativamente a suscetibilidade in vitro ao

artesunato e artemeter, genotipagem e andlise estatistica sera realizado no Servico de

Doengas Infecciosas dos HUC-CHUC, Portugal.

Fase 1-Selecao, colheita dos isolados e realizacao dos microtestes

Esta fase do trabalho inicia-se com a selecdo e colheita dos isolados de P.
falciparum (Tarefa 1) e sera realizada no local onde se efetua o diagndstico de malaria
em Tucurui, Estado do Para no Brasil, seguindo-se a realizacdo dos testes de avaliagdo
de suscetibilidade in vitro ao artesunato e artemeter (Tarefa 2) que serdo materializados
num laboratorio cedido para esse efeito. Esta fase terd a dura¢do de dois meses, Janeiro
e Fevereiro de 2013, época de chuva nesta regido e de maior numero de casos de

doenca.

15
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Fase 2- Fenotipagem e genotipagem dos isolados

Na segunda fase, sera realizada a leitura dos testes in vitro e determinacao da
concentragcdo de fArmaco que inibe o crescimento de 50% dos parasitas (IC50 nM), ou
seja, a fenotipagem relativamente a suscetibilidade in vitro ao artesunato e artemeter dos
isolados (Tarefa 3). Posteriormente, realiza-se a andlise genotipica que inclui: a
pesquisa de polimorfismos genéticos nos genes pfcrt, pfimdrl e pfATPase6 por PCR-
RFLP (Tarefa 4) e a pesquisa do nimero de copias do gene pfindrl por PCR em Tempo
Real nos isolados com os IC50 mais elevados (Tarefa 5). Apds conclusio da
caracterizagdo fenotipica relativamente a suscetibilidade in vitro ao artesunato e
artemeter ¢ genotipica dos isolados colhidos, ira proceder-se a avaliagdo da correlagdo
dos polimorfismos genéticos dos genes pfcrt, pfindrl e pfATPase6 com os valores da

suscetibilidade in vitro ao artesunato e artemeter dos isolados (Tarefa 6).

Fase 3-Avaliar a evolucio do perfil fenotipico e genotipico

Na terceira fase sera avaliada a evolucao da suscetibilidade in vitro ao artesunato e
artemeter (Tarefa 7), e a evolucdo do perfil genotipico, polimorfismos genéticos nos
genes pfcrt, pfimdrl e pfATPase6 e nimero de copias do gene pfindrl (Tarefa 8). A
avalia¢do da evolucdo serd realizada através dum estudo comparativo entre os valores
de suscetibilidade in vitro e perfil genotipico dos isolados obtidos neste trabalho, seis
anos apods a introducdo dos ACTs como tratamento de primeira linha na malaria nao
complicada por P. falciparum, e os valores de referéncia de suscetibilidade in vitro
basal e perfil genotipico de isolados antes da introdu¢do dos ACTs, recorrendo a um
trabalho realizado por Ferreira et a/ em 2005 [11]. Pretendendo-se verificar se
introdu¢do em larga escala dos ACTs levou a alteracdes na suscetibilidade in vitro e

perfil genotipico dos isolados nesta regido do globo.
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3.2.3. Tarefas

Designacio da tarefa - Selecdo e colheita dos isolados de P. falciparum.

Data de inicio de atividade - 01-01-2013

Duracio da tarefa (em meses) - 2

Pessoa*més - 2

Descricio da tarefa e resultados esperados

O processo de selecdo dos isolados sera realizado no local onde se dirigem

os individuos com sintomas de malaria como episddios de calafrios, febre e
sudorese, cefaleias e mialgias para pesquisar a infe¢do por Plasmodium spp. Os
utentes sdo inicialmente observados pelas equipas médicas locais, sendo a
pesquisa de parasitas efetuada por microscopia Otica através da observacdo de
esfregacos sanguineos fixados com metanol (Sigma-Aldrich®) e gota espessa,
corados com Giemsa a 20% (Fluka®). Esta amostra de sangue ¢ colhida por
puncdo digital, efetuada com lancetas. Apos confirmagdao de mono-infecao por P.
falciparum, seréa efetuado um inquérito a cada individuo, baseado nos critérios de
inclusdo predefinidos pela O.M.S. relativos a testes de avaliagio da
suscetibilidade in vitro: 1) mono-infecdo por P. falciparum, 2) parasitémia entre 1
000 — 80 000 parasitas / ml de sangue; 3) ndo possuir sinais clinicos de outras
infecdes; 4) respeitar os periodos de toma dos antimalaricos: quinino, artemisinina
e derivados - 7 dias; 4 - aminoquinoleinas - 14 dias; pirimetamina e/ou sulfaminas
- 28 dias e mefloquina - 56 dias. Aos individuos passiveis de inclusdo no estudo,

serdo explicados os objetivos do trabalho e obtido consentimento informado. A
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inclusdo no estudo de menores de dezoito anos devera ser devidamente autorizada

pelos pais.

A colheita das amostras de sangue dos individuos selecionados para o estudo
sera realizada por técnicos de satde credenciados da institui¢do local. Serdo
colhidos cerca de 5 ml de sangue venoso de cada individuo em S-Monovettes®
Haematology EDTA K; de 9 ml (Sarstedt™). Todos os individuos selecionados
serdo tratados de acordo com as normas de saude locais imediatamente apds a
colheita de sangue venoso: combinacdo fixa de artemeter+lumefantrina ou
artesunato+mefloquina durante 3 dias. Do volume total de sangue venoso colhido
aproximadamente 500 pl serdo colocados em papel de filtro Whatman n° 4,
devidamente identificados e secos a temperatura ambiente que serdo
posteriormente acondicionados individualmente em embalagens plasticas e
armazenados a temperatura ambiente em contentores com silica gel. O sangue
restante sera usado para os testes de avaliacdo da suscetibilidade in vitro ao
artesunato e artemeter.

Nesta tarefa pretende-se fazer a colheita de aproximadamente 100 isolados de
P. falciparum. O sangue em papel de filtro sera posteriormente utilizado para
analise genética.

Membros da equipa de investigacio que participam na tarefa-Isabel Ferreira

Tarefa 2
Designacio da tarefa - Realizagdo dos testes de avaliagdo de suscetibilidade in

vitro ao artesunato e artemeter.

Data de inicio de atividade - 01-01-2013
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Duracio da tarefa (em meses) - 2

Pessoa*més - 2

Descricio da tarefa e resultados esperados

Esta tarefa serd realizada num laboratério cedido para essa finalidade, em
Tucurui. Os testes in vitro serao realizados segundo a metodologia de MARK III,
O.M.S. [29]. Inicialmente devem ser preparadas as solugdes de trabalho dos
farmacos da seguinte forma: 1) dissolucdo do artesunato em etanol a 70% (Sigma-
Aldrich®) e do artemeter em metanol (Sigma-Aldrich®); 2) esterilizagdo das
solugdes por filtracdo (filtros 0,2 pm, Millipore™); 3) preparacdo das
concentragdes finais do artesunato (0.05nM, 0.15nM, 0.45nM, 1.35nM, 4.0nM,
12.2nM, 36.5nM) e do artemeter (0.2nM, 0.6 nM, 1.8 nM, 5.4 nM, 16.2 nM, 48.6
nM, 146 nM), por dilui¢des sucessivas em meio de cultura [RPMI 1640 (Gibco™)
10,44 gr/L, HEPES 25mM (Sigma-Aldrich®) 5,94 gr/L, Hipoxantina (Sigma-
Aldrich®) 0,05 gr/L, ALBUMAX II (Gibco™) 5 gr/L, NaHCO3 (Sigma-
Aldrich®) 5% 38 ml/L]. Segue-se a preparacdo da amostra a ser utilizada nos
testes de avaliagdo da suscetibilidade in vitro: o sangue infetado € sujeito a duas
“lavagens” com meio de cultura para retirar o plasma e os gldobulos brancos, apds
as quais lhe ¢ adicionado meio de cultura na proporcao de 1:1. Quando necessario,
o sangue serd diluido com eritrécitos ndo parasitados de modo a que a parasitémia
inicial se aproxime de 0,5% (0,3% - 0,8%).

Para realizag¢do dos testes in vitro serao utilizadas Placas MicroWell™ 96,
com pocos de fundo plano, com tampa (VWR®). Em cada pogo serdo colocados
90 pl de cada farmaco a concentragdo desejada, no sentido vertical por ordem

crescente de concentragdo. Seguidamente serd colocado em cada pogo 10 pl de
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sangue infetado de cada isolado. Serdo efetuados duplicados de cada farmaco para
cada uma das amostras. Apds a preparagao das placas, estas serdo sujeitas a
incubacdo durante 24-30 horas, numa estufa a 37°C (£0,5°C) com 5% de CO,. A
variacdo de tempo esta relacionada com o grau de desenvolvimento dos
trofozoitos no inicio do ensaio, do qual depende a sua maturagado até ao estadio de
esquizonte. Decorrida a incubacgao, aspira-se e rejeita-se o sobrenadante de cada
poco ¢ efetuam-se gotas espessas em laminas usando o pellet correspondente. As
laminas sdo deixadas a secar durante 24 horas, fixadas com acetona (Sigma-
Aldrich®) e coradas com Giemsa 1% (Sigma-Aldrich®) durante 1 hora.

O objetivo desta parte do trabalho sera realizar com sucesso o maior nimero
de testes in vitro dos isolados colhidos, evitando contaminagoes.

Membros da equipa de investigacio que participam na tarefa-Isabel Ferreira

Tarefa 3
Designac¢ido da tarefa - Fenotipagem relativamente a suscetibilidade in vitro ao

artesunato e artemeter dos isolados.

Data de inicio de atividade - 01-03-2012

Duracio da tarefa (em meses) - 2

Pessoa*més - 2

Descricdo da tarefa e resultados esperados

A leitura dos testes in vitro sera realizada por microscopia Otica, pela
contagem do nimero de esquizontes vidveis, com 3 ou mais nucleos, num total de
200 eritrocitos parasitados. O teste in vitro serd incluido no estudo quando a

cultura controlo (sem farmaco), apresentar um numero de esquizontes viaveis
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superior a 10%, confirmando o crescimento do parasita nas condi¢des de cultura
em que decorrem os ensaios. Os testes contaminados com bactérias ou fungos ou
sem crescimento visivel dos parasitas nos controlos (sem farmaco) serdao
eliminados do estudo. O resultado da leitura dos microtestes sera representado em
valores de IC50 nM ou seja a concentragdao de farmaco que inibe o crescimento de
50% dos parasitas, sendo estes valores determinados por andlise log-probit ou

regressao linear (Microsoft Office Excel 2007, Microsoft Corporation, USA).

No final desta fase teremos os valores dos IC50 dos isolados ou seja a sua
suscetibilidade in vitro em relagdo ao artesunato e artemeter; pretende-se verificar
se existem isolados com IC50 elevados o que sera indicativo de diminuicdo da

suscetibilidade in vitro.

Membros da equipa de investigacio que participam na tarefa-Isabel Ferreira

Tarefa 4
Designacio da tarefa - Pesquisa de polimorfismos genéticos nos genes pfcrt,

pfmdrl e pfATPase6 por PCR-RFLP.

Data de inicio de atividade - 01-05-2012

Duracao da tarefa (em meses) - 3

Pessoa*més - 3

Descricdo da tarefa e resultados esperados

A pesquisa de polimorfismos genéticos nos isolados sera realizada por PCR-
RFLP descritos e otimizados previamente por Ferreira ef al [11,12], os clones de

referéncia HB3, 3D7 e Dd2 serdo utilizados como controlos nas diversas reagoes.
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Serdo analisados: no gene pf4ATPase6 os polimorfismos R37K, G639D e S769N;
no gene pfindrl os polimorfismos N86Y, N1042D e D1246Y; e no gene pfcrt os
polimorfismos N75E e K76T. A pesquisa de polimorfismos genéticos envolvera

varias etapas:

1-Extracao de DNA a partir do sangue em papel de filtro dos isolados e dos clones

de referéncia de P. falciparum, utilizando um método de extracdo com Chelex® -

100 (Bio Rad®) [11].

2-Amplificagdo das amostras por PCR utilizando primers especificos para as

sequéncias pretendidas; os primers e as condi¢des da reacdo foram otimizados e
descritos previamente por Ferreira et al [11,12]. Para realizar os PCR sera
utilizado um Kit: Tag PCR Kit (New England BioLabs™). Os primers serao

sintetizados por encomenda a empresa MWG-Biotech AG.

3- Digestdo do produto de PCR com a respetiva enzima de restricdo (New

England BioLabs™), que reconhece especificamente um local de restri¢ao
originado ou abolido por determinado polimorfismo, serd realizada segundo o

protocolo dos fornecedores dos reagentes.

4- Visualizacdo dos produtos resultantes das digestdes com as enzimas de
restri¢do, por eletroforese em gel de agarose a 3% com brometo de etidio (Sigma-
Aldrich®) a uma concentragdo final de 0,1 mg/ml, que permitird a visualiza¢ao do
DNA sob luz ultravioleta e identificagdo dos polimorfismos. Sera utilizado o
marcador de peso molecular Quick-Load” 50 bp DNA Ladder (New England

BioLabs™),

Com os resultados obtém-se as prevaléncias dos diferentes alelos estudados,

que serdo utilizados para estudos comparativos com outros trabalhos realizados na
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regido da Amazodnia e com as prevaléncias alélicas de populagdes parasitarias de

Africa e do Sudeste Asiatico.

Membros da equipa de investigacio que participam na tarefa-Isabel Ferreira

Tarefa 5
Designacio da tarefa - Pesquisa do nimero de copias do gene pfmmdrl por PCR

em Tempo Real nos isolados com IC50 mais elevado.
Data de inicio de atividade - 01-08-2013

Duracao da tarefa (em meses) - 2

Pessoa*més - 2

Descricio da tarefa e resultados esperados

A estimativa do nimero de copias serd realizada por PCR em Tempo Real
com detecdo com SYBR Green I, utilizando como método de quantificagdo o

, -AACt
método 2

, metodologia descrita e otimizada previamente por Ferreira et al
[30]. Como controlo multicopias sera utilizado DNA do clone de P. falciparum
Dd2 por possuir 4 copias do gene pfindri. Cada isolado serd analisado em 3
experiéncias independentes, sendo o resultado final a média do n° de copias
resultante dos trés ensaios.

As reagdes de PCR em Tempo Real serdo efetuadas no aparelho Applied
Biosystems® 7500 Real-Time PCR System (Applied Biosystems™), utilizando
placas de 96 pogos MicroAmp® Optical (Applied Biosystems™) e um kit

especifico para PCR em tempo real: gPCR™ Core Kit for SYBR Green I®

(Eurogentec™).
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O resultado esperado deste ensaio sera obter o numero de copias do gene
pfmdrl nos isolados com IC50 mais elevado ou seja com menor suscetibilidade in
vitro, verificando se existe amplificagdao do gene.

Membros da equipa de investigacio que participam na tarefa-Isabel Ferreira

Tarefa 6
Designaciao da tarefa - Avaliar a correlacdo dos polimorfismos genéticos dos
genes pfcrt, pfimdrl e pfATPase6 com os valores da suscetibilidade in vitro ao

artesunato e artemeter dos isolados.

Data de inicio de atividade - 01-10-2013

Duracio da tarefa (em meses) - 1

Pessoa*més - 1

Descricdo da tarefa e resultados esperados

A avaliacdo duma possivel correlacdo entre os diferentes polimorfismos
estudados e a suscetibilidade in vitro dos isolados ao artesunato e artemeter, sera
realizada pelo teste de Fisher. Este teste permite calcular o valor da probabilidade
exata para a determinacdo da associagdo entre duas varidveis, sendo estas a
suscetibilidade aos antimalaricos e os diferentes polimorfismos analisados. Os
dados serdao agrupados numa tabela de contingéncia de duas entradas e sera
analisada a significancia estatistica pelo teste de Fisher, recorrendo a um
programa disponivel online, as associacdes serdo consideradas estatisticamente

significativas quando o valor de P < 0,05.

Membros da equipa de investigacio que participam na tarefa-Isabel Ferreira
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Tarefa 7
Designacdo da tarefa - Avaliar a evolucdo da suscetibilidade in vitro ao

artesunato ¢ artemeter.

Data de inicio de atividade - 01-11-2013

Duracio da tarefa (em meses) - 1

Pessoa*més - 1

Descricio da tarefa e resultados esperados

A avaliacdo da evolucdo serd realizada através dum estudo comparativo
entre os valores de suscetibilidade in vitro ao artesunato e artemeter dos isolados
obtidos neste trabalho, seis anos apos a introdu¢do dos ACTs como tratamento de
primeira linha na malédria ndo complicada por P. falciparum, e os valores de
referéncia de suscetibilidade in vitro basal de isolados antes da introducdo dos
ACTs, recorrendo a um trabalho realizado em 2005 por Ferreira et al [11].
Pretendendo-se verificar se introdugdo em larga escala dos ACTs levou a

alteracdes na suscetibilidade in vifro dos isolados na regido.

Para realizar esse estudo comparativo calcula-se o valor da média
geométrica dos IC50 do artesunato e artemeter dos isolados, depois procede-se a
comparag¢do com o valor da média geométrica dos IC50 do artesunato e artemeter

obtidos em 2005, que foi 0,85 nM e 3,0 nM respetivamente [11].

Membros da equipa de investigacio que participam na tarefa-Isabel Ferreira
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Tarefa 8
Designaciao da tarefa - Avaliar a evolucdo do perfil genotipico, polimorfismos

genéticos nos genes pfcrt, pfmdrl e pfATPase6 e nuimero de copias do gene

pfmdrl.

Data de inicio de atividade - 01-12-2013

Duracio da tarefa (em meses) - 1

Pessoa*més - 1

Descricio da tarefa e resultados esperados

A avaliacdo da evolucdo serd realizada através dum estudo comparativo
entre o perfil genotipico dos isolados (polimorfismos analisados € numero de
copias do gene pfimdrl) obtidos neste trabalho, seis anos apos a introdugdo dos
ACTs como tratamento de primeira linha na maldria ndo complicada por P.
falciparum, e o perfil genotipico de isolados antes da introducdo dos ACTs,
recorrendo a um trabalho realizado em 2005 por Ferreira et al [11]. Pretendendo-
se verificar se introdugdo em larga escala dos ACTs levou a alteragdes no perfil

genotipico dos isolados na regido.

O estudo comparativo sera realizado entre as prevaléncias dos alelos
estudados nos isolados e as prevaléncias alélicas obtidas em 2005: gene pfindrl
100% 86N, 89% 1042D e 100% 1246Y; gene pfcrt 100% 75N e 100% 76T; gene
pfATPase6 89% 37R, 85% 639D e 100% 769N [11]. Também serd comparado o
nimero de copias do gene pfindrl dos isolados com IC50 mais elevado, que no

estudo anterior foi de uma copia tnica [11].

Membros da equipa de investigacio que participam na tarefa-Isabel Ferreira
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3.2.4.a Descricao da Estrutura de Gestao

O projeto terd inicio em Janeiro de 2013, serd desenvolvido e realizado pela
Investigadora Isabel Ferreira sob orientagdo e supervisao do Prof. Doutor
Saraiva da Cunha. O ponto de partida dos trabalhos sera no Brasil onde serao
realizadas as tarefas 1 e 2. Em Portugal serdo realizadas as restantes tarefas, no
final da tarefa 3, em Abril 2013, estara concluida a caracterizagdo dos isolados
relativamente a suscetibilidade in vifro aos farmacos testados e no final de
Setembro de 2013 a caracterizagdo genotipica dos isolados relativamente aos
genes analisados estara finalizada. Estes resultados serdo apresentados no XXI
Congresso Latinoamericano de Parasitolgia que decorrera em Outubro de 2013
no Equador. Nos meses de Outubro a Dezembro serdo realizadas as analises
comparativas e estatisticas, e também serdo preparados um artigo cientifico para

publicagdo e um relatério de atividades para a FCT.

3.2.4.b Lista de Milestones

Milestone M1

Data: 30-04-2013

Designacgdo: Caracterizagdo da suscetibilidade in vitro dos isolados.
Descricao: Nesta data estara finalizada a caraterizacdo dos isolados

relativamente a suscetibilidade in vifro ao artesunato e artemeter.
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Milestone M2

Data: 30-09-2013

Designagao: Caracterizagao do perfil genotipico dos isolados.

Descrigao: Nesta data estard finalizada a caraterizacdo genotipica dos

isolados relativamente aos genes estudados.

Milestone M3

Data: 31-12-2013

Designagdo: Avaliagdo da evolugdo dos IC50 e polimorfismos.

Descrigao: Nesta data estara finalizada a avaliagcdo da evolugcdo da
suscetibilidade in vitro ao artesunato e artemeter e do perfil genotipico de
potenciais marcadores genéticos de resisténcia em isolados de Plasmodium

falciparum do Norte do Brasil.

3.2.4.c Cronograma — Anexo 1
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3.4. PUBLICACOES ANTERIORES

Referéncia

Ano

Publicacao

11

2008

Ferreira ID, Martinelli A, Rodrigues LA, Nascimento JMS, do
Carmo EL, do Rosario VE, Povoa MM, Cravo P. Plasmodium
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2007

Ferreira ID, Lopes D, Martinelli A, Ferreira C, do Rosario VE,
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amodiaquine susceptibility and molecular analysis of putative
resistance-associated mutations of Plasmodium falciparum from
Sao Tomé & Principe. Trop Med Int Health. 2007

Mar;12(3):353-62.

27

2010

Jambou R, Martinelli A, Pinto J, Gribaldo S, Legrand E, Niang
M, Pharath L, Volnay B, Ekala MT, Bouchier C, Fandeur T,
Berzosa P, Benito A, Ferreira ID, Ferrcira C, Vieira PP, Alecrim
MG, Mercereau-Puijalon O, Cravo P. Geographic Structuring of
the Plasmodium falciparum Sarco(endo)plasmic Reticulum Ca2+
ATPase (PfSERCA) Gene Diversity. PLoS ONE. 2010

Feb;5(2):€9424.

30

2006

Ferreira ID, do Rosario VE, Cravo P. Real-time quantitative
PCR with SYBR Green I detection for estimating copy numbers
of nine drug resistance candidate genes in Plasmodium

falciparum. Malar J. 2006 Jan;5:1.
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3.5. RESSUBMISSAO DE PROJETOS

Esta candidatura ndo é uma ressubmissdo.

4. EQUIPA DE INVESTIGACAO

4.1. LISTA DE MEMBROS

Nome Funcao Grau
Isabel Dinis Ferreira Investigador responsavel Doutoramento
José Gabriel Saraiva da Cunha Investigador Agregacao

Total de membros: 2

4.2. LISTA DE MEMBROS A CONTRATAR DURANTE A EXECUCAO
DO PROJETO

Nao serdo contratados outros membros durante a execu¢do do projeto.

5. OUTROS PROJETOS

5.1. PROJETOS FINANCIADOS

Sem projetos financiados.

5.2. CANDIDATURAS SIMILARES

Sem candidaturas similares.

5.3. PROJETOS A ASSOCIAR A LINHA DE INVESTIGACAO DE
EXCELENCIA

Nao se aplica.
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6. INDICADORES PREVISTOS

INDICADORES DE REALIZACAO PREVISTOS PARA O PROJETO

DESCRICAO 2013 Total

A-Publicagoes

Livros 0 0
Artigos em revistas internacionais 1 1
Artigos em revistas nacionais 0 0

B-Comunicagoes

Comunicagdes em encontros cientificos internacionais 1 1
Comunicagdes em encontros cientificos nacionais 0 0
C-Relatorios 1 1
D-Organizagdo de seminarios e conferéncias 0 0
E-Formacgao avancada 0 0
Teses de Doutoramento 0 0
Teses de Mestrado 0 0
Outras 0 0
F-Modelos 0 0
G-Aplicagdes computacionais 0 0
H-Instalagdes piloto 0 0
I-Protétipos laboratoriais 0 0
J-Patentes 0 0
L-Outros 0 0

ACOES DE DIVULGACAO DA ATIVIDADE CIENTIFICA

Nao serdo realizadas a¢des de divulgacdo da atividade cientifica no &mbito deste projeto
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7. ORCAMENTO

ORCAMENTO GLOBAL

Descricao 2013 Total
Recursos Humanos 19.293,73 19.293,73
Missdes 12.000,00  12.000,00
Consultores 0,00 0,00
Aquisicao de bens e servicos 6.091,40 6.091,40
Registo de patentes 0,00 0,00
Adaptacao de edificios e instalagdes 0,00 0,00
Gastos gerais 7.474,28 7.474,28
TOTAL DESPESAS CORRENTES 44.859,41  44.859.41
Equipamento 31.280,00  31.280,00
Total 76.139,41  76.139,41
PLANO DE FINANCIAMENTO

Descricao 2013 Total
Financiamento solicitado a FCT 76.139,41 76.139,41
Financiamento proprio 0,00 0,00
Outro financiamento publico 0,00 0,00
Outro financiamento privado 0,00 0,00
Total do Projeto 76.139,41 76.139,41
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8. JUSTIFICACAO DO ORCAMENTO

8.1. JUSTIFICACAO DOS RECURSOS HUMANOS

Tipo: Bolsa de investigagao (Doutor)

N° de pessoas: 1

Duracao (em meses): 12

Custo envolvido (€) 17.940,00

Outros custos (€): 1.353,73

Justificacao do financiamento solicitado: Bolsa de investigagdo para doutorado com

dedicacao a 100% ao projeto e valor anual do seguro social voluntario.

8.2. JUSTIFICACAO DE MISSOES

Tipo: Deslocacao para trabalho de campo
N° de deslocacoes: 1

Local: Estado do Para, Brasil

Custo envolvido (€): 8.000,00

Justificacio do financiamento solicitado: Viagem, alojamento e ajudas de custo.

Tipo: Participagdo em congresso

N° de deslocacoes: 2

Local: Equador

Custo envolvido (€): 4.000,00

Justificacdo do financiamento solicitado: Apresentagdo de resultados do projeto no

XXI Congresso Latinoamericano de Parasitolgia Flap 2013, Guayaquil-Equador.
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8.3. JUSTIFICACAO DE CONSULTORES

Nao havera despesas com consultadoria de apoio ao projeto.

8.4. JUSTIFICACAO DE AQUISICAO DE BENS E SERVICOS

Tipo: Reagentes
Custo (€): 3.029,20
Justificacdo do financiamento solicitado: Este valor sera gasto em reagentes para

realizacdo do projeto.

Tipo: Material consumivel
Custo (€): 2.062,20
Justificacdo do financiamento solicitado: Este valor serd gasto em material de

laboratério para realizacdo do projeto.

Tipo: Aquisigdo de servigos
Custo (€): 1.000,00
Justificacio do financiamento solicitado: Servigo de enfermagem para as colheitas de

sangue no Brasil.

8.5. JUSTIFICACAO DE REGISTO DE PATENTES

Nao haveré despesas de registo de patentes.
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8.6. JUSTIFICACAO DO EQUIPAMENTO

Tipo de equipamento: Estufa de CO2

Fabricante: Shel lab
Modelo: 2402

Ano: --

Tipo de equipamento: Camara de fluxo laminar
Fabricante: ADS Laminaire
Modelo: Modelo Bio II

Ano: --

Tipo de equipamento: Microscopio Otico
Fabricante: Olympus
Modelo: CX21

Ano: 2006

Tipo de equipamento: Tina e fonte de eletroforese
Fabricante: Bio Rad
Modelo: 164-0305

Ano: 2008

Tipo de equipamento: Transiluminador UV
Fabricante: Stratagene
Modelo: Eagle Eye 11

Ano: 2002
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Tipo de equipamento: Aparelho para PCR em Tempo Real

Fabricante: Applied Biosystems

Modelo: 7500 Real-Time PCR System

Custo (€): 31.280,00

Justificacao do financiamento solicitado: Realizacdo das rea¢des de PCR e PCR

em Tempo Real.

8.7. JUSTIFICACAO DE ADAPTACAO DE EDIFiCIOS E INSTALACOES

Nao havera despesas de adaptacao de edificios e instalagdes.

9. ANEXOS

Anexo 1 — Cronograma.

10. CONFLITOS DE INTERESSE

N3do existem conflitos de interesse.
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Anexo 2 - Normas de candidatura a FCT e formulario

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

O formulario de candidatura tem 10 secg¢oes:
1. Identificag¢ao do projeto
2. Institui¢des envolvidas
3. Componente cientifica
4. Equipa de investigagao
5. Projetos financiados
6. Indicadores previstos
7. Orgamento
8. Justificacao do orcamento
9. Anexos

10. Conflitos de Interesse

1. Identificacdo do projeto: Informacao sobre o titulo e area cientifica (principal e
secundaria) do projeto, palavras chave, data de inicio do projeto e sua duracao.
O financiamento solicitado ¢ calculado automaticamente a partir do
preenchimento dos quadros do or¢gamento.
2. Institui¢des participantes. As instituigdes estdo classificadas em:
o Instituicdo Proponente
o Institui¢des Participantes
o Unidade de Investigacdo Principal
o Unidades de Investigacdo Adicionais

o Instituicao de Acolhimento
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As instituigdes participantes sao inseridas uma a uma dentro do respetivo
quadro. Se a institui¢do pretendida ndo se encontrar na lista devera preencher o
formulario disponibilizado para o efeito e seguir as instrugdes. A designagao de
Unidade de Investigagao estd reservada de acordo com critérios da FCT

incluindo nomeadamente as que sao objeto de financiamento plurianual.

3. Componente Cientifica.
A Componente Cientifica da candidatura organiza-se da seguinte forma:
3.1-Sumadrio (em portugués e inglés)
3.2-Descri¢ao Técnica
3.2.1-Revisdo da Literatura
3.2.2-Plano de Investigacdo e Métodos
3.2.3-Tarefas
3.2.4-Calendarizagao ¢ Gestao do Trabalho
3.3-Referéncias Bibliograficas (max. 30 referéncias)
3.4-Publicacdes Anteriores (méx. 5 referéncias)

3.5-Ressubmissdo de Candidatura

4. Equipa de Investigacio.
O quadro da equipa de investigag¢do divide-se em 2 secgoes:

4.1-Lista de elementos da equipa

Nesta lista cada investigador devera fornecer a sua chave de associagdo para ser
adicionado como membro da equipa. Apos efetuada esta operagdo, ¢ apresentada

para escolha a percentagem de participacdo no projeto.
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4.2-Lista de outros elementos a contratar durante a execucdo do projeto

Estes elementos sdo automaticamente adicionados a equipa através do quadro

justificacao dos recursos humanos, indicando o n° de pessoas ¢ o tipo de vinculo.

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 devera ser fornecida a
referéncia do projeto o que aciona a importacdo automdtica de dados
referentes ao projeto, alguns dos quais passiveis de correcdo ou de
completacdo. Para projetos financiados por outras instituigdes, ¢ necessario

preencher a referéncia e, seguidamente, todos os elementos do projeto.

5.2-Candidaturas similares
E obrigatorio referir qualquer outra candidatura similar a corrente que possa
vir a configurar, se ambas forem aceites, uma situacao irregular. A interface ¢

andloga a usada para indicar projetos financiados.

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.

46




Trabalho final do 6° Ano

Os projetos financiados do mesmo IR ou de outros membros da equipa de
investigacao 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 devera ser
fornecida a referéncia do projeto o que aciona a importacdo automatica de
dados referentes ao projeto, alguns dos quais passiveis de corregdo ou de
completagao.

Para projetos financiados por outras instituigdes, ¢ necessario preencher a

referéncia e, seguidamente, todos os elementos do projeto.

6. Indicadores previstos

7. Orcamento
E obrigatorio preencher um quadro de orgamento para a Instituigio Proponente e
para cada uma das Instituigdes Participantes. O total dos valores inscritos
representa o financiamento solicitado. Adicionalmente, e quando aplicavel, deve
ser preenchido o quadro Plano de Financiamento. As rubricas or¢amentais podem
incluir (dependendo do estabelecido no edital do concurso):

-Recursos_humanos: Os recursos humanos propostos nesta rubrica aparecerao

automaticamente na sec¢ao de Equipa de investigagao.

-Missdes: O total desta rubrica deve corresponder ao total que é apresentado no
quadro Or¢amento Global na sec¢dao Orgamento.

-Consultores: O total desta rubrica deve corresponder ao total que é apresentado
no quadro Or¢amento Global na sec¢do Orcamento. Dada a importancia dos

Consultores para a avaliacao da execugdo do projeto e da equipa, as indicagdes de
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nome ¢ instituicdo devem ser ndo ambiguas de maneira a possibilitar a sua facil
identificacao pelo painel de avaliacdo. Recomenda-se a existéncia na Internet de
um pequeno curriculo publico atualizado e facilmente localizavel.

-Aquisicao bens e servicos: O total desta rubrica deve corresponder ao total que ¢

apresentado no quadro Or¢amento Global na sec¢ao Orgamento.

-Registo de patentes: O total desta rubrica deve corresponder ao total que ¢

apresentado no quadro Or¢amento Global na sec¢ao Orgcamento.

-Adaptacdo de edificios e instalacdes: As adaptacdes de edificios e instalagdes

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

-Equipamento: O total desta rubrica deve corresponder ao total que ¢ apresentado
no quadro Or¢amento Global na sec¢ao Orgamento.

-Despesas Gerais

8. Justificacao do orcamento
A justificagdo do orgamento deverd ser inscrita por rubrica. O total de cada
uma das rubricas devera ser igual ao indicado no quadro Or¢amento Global.

Nao existe transferéncia automatica de verbas entre os dois quadros.

9. Ficheiros Anexos
Esta seccdo destina-se a insercdo de documentos que contendo informag¢do nao
transmissivel nos campos de texto: formulas, esquemas, diagramas, graficos ou
imagens.

10. Conflitos de Interesse: Esta sec¢do destina-se a identificar os avaliadores que

constituam um claro conflito de interesse na avaliagdo do projeto.
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Limites de nimero de caracteres dos varios campos do formulario:

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

Campo Limite
1. Identificagdo do projeto - Titulo PT 255
1. Identificagdo 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 - Descri¢ao e resultados esperados 4000
3.2.4.a. Descri¢ao da Estrutura de Gestao 3000
3.2.4.b. Descrigao de Milestone 300
5. Projetos financiados — Resultados 5000
6. Indicadores previstos - A¢des de divulgacao da atividade 3000
cientifica

8.1. Justificacao dos Recursos Humanos 600
8.2. Justificacao de Missdes 600
8.3. Justificacao de Consultores 600
8.4. Justifica¢do de Aquisi¢des de Bens e Servigos 600
8.5. Justifica¢do de patentes 600
8.6.2. Discriminagdo do equipamento a adquirir - Justificagdo 600
8.7. Justifica¢do da adaptacao de edificios 600
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