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1. Projeto 1. Desenvolvimento de Ferramentas Computacionais Para Anota¢do e
Segmentacao de Imagens 3D Utilizando Aprendizado de Mdaquina

1.2. Introducgado

O Aprendizado de Maquina engloba técnicas computacionais desenvolvidas com o objetivo de
ensinar o computador a reconhecer padrdes a partir de um certo conjunto de dados, de tal
modo que ele possa vir a identifica-los automaticamente em instancias que nunca foram antes
observadas. Um exemplo disso seria treinar a mdquina para reconhecer o rosto de uma certa
pessoa em imagens, utilizando, para tanto, uma série de fotografias contendo a face dela. Tais
técnicas vem revolucionando diversas dreas da Ciéncia, incluindo a andlise de Imagens
Médicas, Bioldgicas e Naturais para auxiliar na deteccdo e/ou diagndstico de doencas, por
exemplo. Mesmo com o avango recente das técnicas de Aprendizado de Maquina, o sucesso
depende de um bom conjunto de treinamento com instancias anotadas indicando a presenca
(ou ndo) do padrdo que se pretende reconhecer posteriormente. De fato, métodos avancados
de aprendizado de maquina, como aqueles baseados em Aprendizado Profundo (Deep
Learning) [1], necessitam de uma grande quantidade de instancias anotadas para realizar um
treinamento apropriado, visando modelar matematicamente os padroes a serem
reconhecidos.

No contexto de andlise de imagens bioldgicas, por exemplo, esse é um grande desafio. O
numero de imagens adquiridas é normalmente pequeno, devido as questdes éticas (e.g.,
coletas de bidpsias ou uso de animais de experimentacdo) e de preparacio (e.g.,
processamento histoldgico, tratamento de contraste de imagens de raios-X, etc.). Mais critico
ainda é o processo de anotagdo dessas imagens, que requer pessoal especializado no
reconhecimento de determinados padrdes, além de aten¢do meticulosa nas marcagoes. E,
ainda que esse pessoal esteja disponivel, as ferramentas hoje existentes para auxiliar no
processo de anotagdo demandam tempo impraticavel para a realiza¢dao da tarefa em larga
escala. Neste cendrio, um dos principais objetivos da andlise de imagens é quantificar
estruturas, o que deve ser feito a partir de segmentagdo. A segmenta¢do é um processo de
reconhecimento de padrdes no qual a ideia é particionar a imagem em regides condizentes
com os objetos seménticos/estruturas que a compdem (e.g., delimitacdo de células em
imagens de microscopia). Diversas técnicas de aprendizado de mdquina vém sendo propostas
para segmentar imagens, mas o desafio de anotar interativamente um conjunto inicial de
treinamento ainda permanece em aberto. Isso limita a aplicabilidade desses métodos em
contextos como a anadlise de imagens 3D de grande porte geradas por microscopia por raios-X,
como aquelas adquiridas nas linhas de tomografia por luz sincrotron (IMX/UVX e
MOGNO/Sirius) do Laboratério Nacional de Luz Sincrotron (LNLS), ou mesmo com técnicas de
microscopia com luz visivel, incluindo imagens de super-resolucdo, como as produzidas nos
equipamentos instalados no Laboratério de Imagens Bioldgicas do Laboratério Nacional de
Biociéncias (LNBio), ambos no Centro Nacional de Pesquisa em Energia e Materiais (CNPEM).
Logo, a segmentacdo dessas imagens acaba sendo restrita a técnicas arcaicas de
processamento de imagens, como a transformada de watershed [2, 3, 4]. Este projeto visa
desenvolver ferramentas computacionais para atender as demandas de segmentagdo de
imagens 3D, em particular as adquiridas nas linhas de luz sincrotron do LNLS/Sirius para
andlise de amostras biolégicas e ndo-bioldgicas (e.g., geoldgicas), utilizando técnicas de
Aprendizado Profundo e Aprendizado Ativo [5].
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1.3. Objetivo Geral

O objetivo geral desta proposta é produzir algoritmos de Aprendizado Profundo e Aprendizado
Ativo adequados as analises de imagens 3D de amostras bioldgicas e ndo-bioldgicas, adquiridas
primordialmente nas linhas de luz sincrotron (IMX e MOGNO) do LNLS/Sirius, de modo a
transpor a barreira da segmentacdao manual, que é impeditiva para grandes volumes de dados.

Obijetivo Especifico 1: Criagao de ferramentas computacionais de Aprendizado Profundo para
segmentacao interativa.

Objetivo Especifico 2: Criagao de ferramentas computacionais de Aprendizado Ativo para
auxiliar no processo de anotacao de imagens.

Objetivo Especifico 3: Otimizacdao das ferramentas desenvolvidas para execu¢do em tempo
computacional reduzido.

Objetivo Especifico 4: Aplicacdo e avaliacdo das ferramentas desenvolvidas para determinar a
robustez, eficacia e eficiéncia delas em imagens bioldgicas e nao-bioldgicas.

1.4. Bolsas
Iasas Objetivo LI Quantidade
Académica / Area de Experiéncia ) e PCI categoria/nivel | Maximo de .
. ~ Especifico Maxima de Bolsas
Titulagao Meses
Ciéncias da Computagdo;

Mestrado R 1,23,4 D-C 60 1
Engenharia Biomédica

Doutorado Ciéncias da Computacdo; | -, ) 5 D-B 60 1
Engenharia Biomédica

2. Projeto 2. Estabelecimento de metodologias para a determinagao de estrutura de
proteinas desafiadoras: proteinas de membrana e complexos macromoleculares

2.2. Introdugdo

Ao longo de quase vinte anos, o CNPEM tem adquirido o status de principal referéncia da
Biologia Estrutural no Brasil. Inicialmente, como um Ilaboratério de apoio ao Laboratério
Nacional de Luz Sincrotron (LNLS), e depois com a criagdo do Laboratério Nacional de
Biociéncias (LNBio), propiciou-se um ambiente cientifico altamente qualificado para a analise
bioquimica e biofisica de proteinas, bem como a preparacdo de amostras cristalinas
adequadas a andlise por difracao de raios x disponivel em duas linhas de luz do LNLS. Com
inicio do funcionamento do novo acelerador de elétrons brasileiro Sirius, a pesquisa em
Biologia Estrutural devera atingir um novo patamar, com a implanta¢dao da nova linha de luz
micro e nanofoco dedicada a cristalografia de proteinas (MANACA). Ao mesmo tempo, o
Laboratério Nacional de Nanotecnologia (LNNano) adquiriu novos microscépios eletrénicos
que propiciardo grandes avancos na area de criomicroscopia eletronica (cryoEM) de
macromoléculas bioldgicas.

A preparacdo de amostras é um gargalo para a determinacdo estrutural de proteinas tanto por
cristalografia, cryoEM ou ressonancia magnética nuclear (RMN). Esta questdo se torna ainda
mais evidente no caso de proteinas de membrana e complexos macromoleculares [6]. Estas
classes de proteinas sdo os principais alvos de farmacos e biofarmacos. Apesar disso, temos
menos informacdo na literatura sobre estas macromoléculas em comparagdo com proteinas
soltveis, devido principalmente a dificuldades na preparacdo destas amostras. Dentre as
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principais dificuldades técnicas encontradas estdao a solubilizagdo destas proteinas,
principalmente as de membrana, e a estabilizagdo das mesmas. Estes dois fatores, solubilidade
e estabilidade, sdao importantes no contexto da determinacdo de estruturas de proteinas.
Alguns novos métodos foram desenvolvidos, como o uso de nanodiscos SMALP para a
preparacdao de proteinas de membrana [7] e o uso de anticorpos ou nanobodies para a
estabilizacdo de proteinas de membrana [6] e complexos macromoleculares. Estes métodos
necessitam de urgente implementacdo no Brasil e no CNPEM. Além destes novos métodos,
outras abordagens podem ser derivadas, facilitando a obtencdo de amostras adequadas para
estudos estruturais, principalmente por cristalografia e cryoEM.

O LNBio possui expertise em preparacdao de amostras de proteinas sollveis para cristalografia
de proteinas e vem desenvolvendo ferramentas que podem auxiliar a preparacdo de amostras
mais desafiadoras como complexos macromoleculares e proteinas de membrana. Os projetos
de pesquisa e inovacdo em desenvolvimento no CNPEM, bem como pela comunidade
cientifica brasileira, demandam a elucidagdo estrutural de tais proteinas e complexos
macromoleculares. Em paralelo, o campus do CNPEM esta equipado para a determinagdo
estrutural de proteinas e complexos macromoleculares, dispondo de infraestrutura no estado-
da-arte e know-how para a aplicacdo de metodologias como cristalografia de proteinas e
cryoEM para a determinacao de tais estruturas.

2.3. Objetivo Geral

Viabilizar a determina¢do da estrutura tridimensional de proteinas de membrana e de
complexos macromoleculares alvo de novos medicamentos.

Objetivo Especifico 1: desenvolvimento e implementacdo de metodologias para a
determinacdo de estrutura de proteinas desafiadoras e de extrema relevancia para P&D, como
proteinas de membrana e complexos macromoleculares, visando sua disponibilizagdo no
CNPEM para a comunidade cientifica e de inovagdo. Os métodos serao diretamente aplicados
a projetos internos do CNPEM, bem como projetos de usudrios externos, principalmente dos
usudrios das instalagdes abertas do LNNano e LNLS/Sirius. Abaixo algumas metodologias
delineadas para contornar os principais gargalos encontrados atualmente para a preparagao
de proteinas de membrana e complexos macromoleculares para caracterizagao estrutural:

1la) Métodos de clonagem e construtos especialmente desenhados para a purificacdo de
proteinas de membrana (caudas: >6xHis, R7, FLAG, entre outras).

1b) Métodos de extragdo de proteinas de membrana, como SMALPs.

1c) Métodos de concentracdo de proteinas de membrana, alternativos a membranas filtrantes.
1d) Métodos para controle de qualidade das amostras, definicio de pipeline e analises
minimas a serem realizadas anteriormente aos experimentos de cristalizacdo e montagem de
grids por microscopia eletroénica.

le) Métodos para o cross-linking especificos de complexos macromoleculares alvo, como
GraFix.

Objetivo Especifico 2: Preparacdo de amostras de proteinas alvo desafiadoras para estudos
estruturais por cryoEM e cristalografia:

2a) complexos proteicos soluveis (ex.: RAD18 e proteassomo) (desafio: heterogeneidade,
flexibilidade, definicdo de pequenas moléculas ligantes);

2b) anticorpos monoclonais (desafio: heterogeneidade, definicdo e glicosilagGes);

2c) receptores GPCR e seus complexos macromoleculares [desafio: solubilidade (sdo proteinas
transmembrana), flexibilidade e baixo peso molecular para cryoEM];

2d) particulas virais (desafio: heterogeneidade e glicosilagses).
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Objetivo Especifico 3: Resolucdo das estruturas tridimensionais das proteinas descritas no
objetivo especifico 2.

Objetivo Especifico 4: Disponibilizacdo das metodologias implementadas para a comunidade
cientifica e de inovacao.

2.4.2. Bolsas
Formacgao Y
o G . . Objetivo o N’u_mero Quantidade
Académica / Area de Experiéncia e PCI categoria/nivel | Maximo de .
. - Especifico Maxima de Bolsas

Titulagao Meses

Doutorado _ Bioguimica 1,2,3 D-B 60 1
Biologia Estrutural

Bioquimi

Mestrado . |9qU|m|ca 1,2 D-C 60 1

Biologia Estrutural

3. Projeto 3. Sistema Microfisiolégico Brasileiro (Human-on-a-Chip)

3.2. Introducao

O cendrio mundial do desenvolvimento de farmacos vem evoluindo ha décadas com aumento
de custos associado a reducdo de produtividade. De acordo com Biopharmaceutical Research
Industry Profile — PhRMA, 2016, atualmente, o custo médio para levar um medicamento
inovador ao mercado é USD $ 2,6 bilhdes. A maior parte dessa cifra astronémica decorre do
fracasso de até 90% das drogas nas etapas clinicas, a despeito de terem cumprido todas as
exigéncias regulatorias de testes in vitro e em animais.

Esse elevado percentual de fracasso decorre do valor preditivo limitado dos testes em animais
em diversos indicadores. Por exemplo, a biodisponibilidade oral (quantidade do principio ativo
no sangue apos administracdo oral) ndo se correlaciona bem entre seres humanos e animais.
Ja a predicdo de toxicidade é varidvel. A acurdcia é superior a 80% para os sistemas digestorio,
cardiocirculatério e hematopoiético, mas inferior a 50% para os sistemas tegumentar e
toxicidade hepatica [8].

Isso mostra que os métodos atuais de desenvolvimento de farmacos possuem valor
translacional limitado. Esses métodos retardam e encarecem o desenvolvimento, trazendo
prejuizo aos pacientes pela reducdo do acesso e as empresas pela dificuldade em renovar seu
portfdlio, além de causar sofrimento aos animais. Portanto, é urgente desenvolver e
disponibilizar novos testes pré-clinicos éticos, com maior poder preditivo, mais rapidos e com
menor custo. O caminho ébvio é o cultivo de tecidos humanos. Os cosméticos tiveram grandes
avangos, mas para farmacos ainda ha grandes desafios a vencer. Predicdes com alto poder
translacional necessitam testes em tecidos/organoides com arquitetura tridimensional,
contato intercelular e circulagdo do meio nutritivo com perfusdo e comunica¢do entre os
organoides.

Por isso, o National Center for Advancing Translational Sciences (NCATS) 6rgdo do National
Institute of Health (NIH) iniciou um programa de Sistemas Microfisiologicos (SMFs). Estes
consistem de dispositivos microfluidicos integrados com organoides. Os organoides sdo
versoes tridimensionais miniaturizadas de d6rgdaos humanos. Os dispositivos removem a
circulagdo do meio nutritivo a semelhanca do sangue [9,10].

Este projeto visa desenvolver um SMF brasileiro para testes ADMETox de medicamentos e
cosméticos em substituicdo ao uso de animais. Essa tecnologia é inovadora, disruptiva e
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habilitadora. Todos os setores que hoje dependem de testes em animais serdo afetados. Os
grupos que a dominarem possuirdo grande diferencial competitivo na inova¢cdao em farmacos.
Por isso, hd varios grupos no mundo desenvolvendo-os [11, 12].

Como nenhum dispositivo atual mostrou resultados claramente superiores aos demais, ha
uma janela de oportunidade para o CNPEM, que ja adquiriu capacitacdo no tema de 2015 a
2017 com recursos do Ministério da Saude via CNPq trabalhando no ambito da RENAMA (Rede
Nacional de Métodos Alternativos ao Uso de Animais) [13].

Este SMF serd modular e reconfiguravel [14]. Consiste de um nucleo de processamento
farmacocinético com trés organoides: intestino, figado e rim. No futuro, podera receber outros
organoides ou tecidos tumorais para estudar a eficacia de drogas antineoplasicas. Os testes ja
em andamento administraram fdrmacos sobre a barreira intestinal e observam seu
decaimento devido a metabolizacdo hepdtica. Para isso sdo usadas vdrias técnicas disponiveis
no CNPEM como cromatografia HPLC, espectrometria de massas, microscopia confocal,
microtomografia e crioeletromicroscopia com luz Sincrotron (um diferencial competitivo
mundial do nosso centro).

Para que os SMFs atinjam seu maximo potencial, O NCATS recomenda que os dados biolégicos
sejam corrigidos por algoritmos matematicos. Espera-se que no futuro as decisbes de eficacia
e seguranca de novos candidatos a farmacos decorram de testes combinados: in vitro/in silico
com poder translacional maior que os testes atuais. Por isso, o CNPEM ird também
desenvolver algoritmos de modelagem matematica, conjuntamente com o SMFs. O projeto
estd organizado conforme as fases abaixo. As bolsas PCl fazem parte das fases 3 e 4.

1. Capacitagdo. Executada de 2015 a 2017 pelo LNBio com recursos do Ministério da Saude
via CNPg. Dispositivos no estado da arte foram adquiridos da empresa alema TissUse
(Berlin). Dois pesquisadores do LNBio foram treinados. Foram realizados testes de
farmacocinética e toxicidade (ADMETox) de farmacos e de sensibilizagdo cutidnea de
cosmeéticos. Os resultados estdo em revisao para publicagao.

2. Invencdo e prototipagem. O CNPEM estd desenvolvendo um SMF inovador por meio de
colaboracdo entre os seus laboratdrios. Os protétipos sdo produzidos por impressdo 3 D
integrados com organoides e testados.

3. Otimizacdo e especificacdo. Etapa a ser executada de 2019 a 2021. Para esta etapa se
solicitam as bolsas PCl. Pelo menos 3 farmacos com dados ADMETox humanos na
literatura serdo testados nos SMFs. Os resultados permitirdo otimizar os e produzir
especificacdes para a moldagem que permitird o aumento de escala. Esta fase também
inicia o desenvolvimento de protocolos padronizados de bioensaios, que incluem rotinas
de producdo e manutengao dos organoides, parametros de confirma¢do da vitalidade
tecidual, rotinas administracdo e coleta das drogas, descricdo de métodos analiticos de
quantificagdo de farmacos e definicdo de pardmetros bioquimicos e morfoldgicos de
avaliacdo toxicoldgica. Esta fase inclui também o desenvolvimento de algoritmos de
modelagem matematica.

4. Producdo industrial e preparo para a validagdo. Esta etapa devera se iniciar em 2022, com
a produgdo dos moldes e a produc¢do industrial dos chips. As bolsas PCl se estendem
também para esta etapa. Serdo executados muitos testes nos SMFs. Com isso, sera
possivel avaliar a maturidade da tecnologia para prosseguir para a validagao.

5. Validag¢do. Caso os SMFs desenvolvidos sejam validdveis, os testes desenvolvidos nas
etapas anteriores, sao executados em paralelo, com processos de garantia da qualidade
dos dados.

MINISTERIO DA

GIENCIA, TECNOLOGIA, GOVERNO
INOVACOES E COMUNICACOES FEDERAL

CNPEM é uma Organizacéo Social supervisionada pelo Ministério da Ciéncia, Tecnologia, Inova¢des e Comunicac¢des (MCTIC)
Campus: Rua Giuseppe Maximo Scolfaro, 10.000 - Polo Il de Alta Tecnologia - Caixa Postal 6192 - 13083-970 - Campinas/SP
Fone: +55.19.3512.1010 | Fax: +55.19.3512.1004 | www.cnpem.br



) enPem
b Centro Nacional de Pesquisa

em Energia e Materiais

3.3. Objetivo Geral

Desenvolver o Sistema Microfisioldgico Brasileiro (Human-on-a-Chip) caracterizado por um
dispositivo microfluidico povoado com organoides funcionais de: intestino, figado e rim. Esse
SMF devera ser capaz de executar testes ADMETox de candidatos a farmacos.

Objetivo Especifico 1: Produzir um dispositivo microfluidico capaz de cultivar organoides
humanos intestino, figado e rim.

Obijetivo Especifico 2: Produzir modelos de organoides humanos: intestino figado e rim.
Objetivo Especifico 3: Desenvolver testes no SMF de: Absorcao, Distribuicdo, Metabolizacao,
Excrecdo e Toxicidade (ADMETox) para farmacos.

Objetivo Especifico 4: Desenvolver um modelo matematico (equagdo ou algoritmo) que
busque a aumentar a correlacdo dos dados produzidos nos SMF com dados da literatura para
drogas ja testadas em humanos.

3.4.2. Bolsas
Rl Objetivo e Quantidade
Académica / Area de Experiéncia ) o PCI categoria/nivel | Maximo de X
. o Especifico Maxima de Bolsas
Titulagao Meses
Mestrado Cultivo celular 1,2,3 D-C 60 1
Doutorado Bioinformatica 4 D-B 60 1

4. Projeto 4. Nanomateriais Avang¢ados

4.2. Introdugdo

O momento cientifico e tecnoldgico atual tem aumentado a demanda e possibilitado uma
miriade de oportunidades de criacao de materiais avangados. Dentro dessa perspectiva, a
combina¢do de ferramentas e abordagens de nanociéncia e, em consequéncia, a
nanotecnologia vém demostrando um elevado nuimero de possibilidades de produgdao de
novos materiais fascinantes com aplicagdes em saude, energia, agricultura, meio ambiente e
materiais estruturais.

Um dos tépicos em nanotecnologia que tem sido abordado pelo LNNano/CNPEM é a produgédo
de nanomateriais avan¢ados para estas aplicagdes a partir de insumos oriundos de fontes
sustentaveis, renovaveis e abundantes, estando em consonancia com os principios da quimica
e engenharia verde. O Brasil, sendo lider na producdo de commodites agricolas, tem vantagem
competitiva no mercado mundial e enormes oportunidades na utilizacdo dessas fontes
renovaveis para a producdo destes materiais avangados. O que levanta o desafio de tornar o
Brasil uma poténcia cientifica, tecnolégica e econébmica com base em seu potencial
agroflorestal. [15-20]

Outro aspecto fundamental para a producdo de nanomateriais é a avaliagdo de seus impactos
e potenciais efeitos adversos sobre sistemas bioldgicos e ambiente. Neste sentido, de maneira
integrada e em sinergia com as etapas de desenvolvimento de nanomateriais, estudos de
nanotoxicidade, exposicdo e monitoramento de nanomateriais no ambiente através de
dispositivos eletroquimicos e Opticos sdo realizados no LNNano/CNPEM. Dentro desta
perspectiva, contribuimos proativamente para a producdo de nanomateriais avancgados,
seguros e sustentaveis [21-23].
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Pesquisas com énfase em nanomedicina também tém sido conduzidas por pesquisadores do
LNNano/CNPEM. Nesse caso, destacam-se o desenvolvimento e sensores para o diagndstico
point-of-care de doencas como o cancer e a sintese e funcionalizacdo quimica de
nanoparticulas modelo visando a maiores eficiéncia e seletividade terapéuticas mediante o
direcionamento de fdrmacos para o combate in vivo de tumores e infeccdes microbiolégicas.
Assim, buscam-se avancos em direcdo a uma medicina personalizada e medicamentos
inteligentes [24-26].

A complexidade dos desafios encontrados no desenvolvimento destes materiais avancados
urge ser acessada e resolvida por intermédio da multi- e transdisciplinaridade. E inevitavel e
necessdria a atuacdo integrada, e em diferentes niveis, de pessoal qualificado em quimica,
fisica, biologia, engenharia, matematica, economia, agronomia, dentre outras. Sob este
prisma, projetos com este viés encontram solo fértil no CNPEM que além de contar com
pessoal qualificado com competéncias técnico-cientificas com este perfil, possui infraestrutura
com o nivel necessdrio para o desenvolvimento de projetos no estado-da-arte em nanociéncia
e nanotecnologia com competitividade mundial.

Uma das grandes vantagens que tem sido explorada pelo LNNano/CNPEM é a possibilidade de
vencer esses desafios, e avancar na fronteira do conhecimento nesta drea, aliando a sintese de
nanomateriais avancados com técnicas avancadas de caracterizacdo. Isto tem permitido o
entendimento detalhado das propriedades da matéria com diferentes resolucées espaciais e
temporais, e por técnicas in situ e in operando, que facilitam o atingimento das condicdes
necessarias para seu uso nas aplicacoes alvo. A infraestrutura e pessoal de pesquisa do CNPEM
em caracterizacdo avancada de materiais e biologia estrutural devem ser exploradas neste
sentido. Destacam-se as competéncias em microscopia eletrénica e de sondas e
criomicroscopia de estruturas bioldgicas e materiais moles. Além do mais, as potencialidades
futuras do Sirius, em caracterizacdo empregando luz Sincrotron, serdo aproveitadas
enormemente nestes tipos de desafios com respostas singulares.

4.3. Objetivo Geral

Manipular a matéria em escala nanométrica para diferentes aplicagdes.

Objetivo Especifico 1: Nanodispositivos eletroquimicos e elétricos

Preparar estruturas condutoras para a fabricacdo de nanodispositivos elétricos e/ou
eletroquimicos através de rotas de impressao, transferéncia e/ou deposicdo. Estabelecer rotas
de preparo de nanodispositivos empregando materiais ndo-convencionais, fabricar
dispositivos de conversdo e armazenamento de energia com novos nanomateriais, obter
sensores mais eficientes e montar novas plataformas de estudo de propriedades elétricas e/ou
eletroquimicas de nanomateriais.

Objetivo Especifico 2: Nanocompdsitos poliméricos

Produzir nanocompdsitos poliméricos utilizando matrizes termopldasticas e elastoméricas
usando nanoceluloses, nanocarbonos, materiais 2D e outras cargas nanoparticuladas como
fase dispersa estruturante. Compatibilizar as fases dispersas com as matrizes poliméricas
através de métodos fisico-quimicos. Desenvolver materiais nanoestruturados, orientados e
porosos com propriedades funcionais e anisotrdpicas.

Objetivo Especifico 3: Fluidos complexos e dispersdes coloidais

Avaliar o comportamento coloidal de dispersdes aquosas de nanoparticulas (nanoceluloses,
materiais 2D, nanocarbonos) na presenca de polimeros, surfactantes, e outras moléculas
dissolvidas. Desenvolver fluidos complexos baseados em nanomateriais para aplicagdo em
cosméticos, medicina e dispositivos multifuncionais.

Obijetivo Especifico 4: Nanomedicina
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Obter nanoparticulas modelo (sejam elas obtidas através de fontes renovaveis ou sintetizadas
quimicamente) com o intuito de entender o direcionamento das mesmas dentro de células de
mamiferos. Produzir particulas com superficies modificadas com a intensdo de levar as
estruturas a distintas regides das células. Investigar a interacdo das nanoparticulas com a
membrana das células.

Obijetivo Especifico 5: Nanotoxicologia

Fabricar sistemas microfluidicos integrados para nanobioecointeragdes e avaliar a toxicidade
de nanomateriais utilizando organismos vivos modelos e sistema solo-planta. Monitorar a
biodistribuicdo dos nanomateriais nos tecidos bioldgicos apds diferentes condicdes de
exposicao e fluxo nos dispositivos fabricados especificamente para cada organismo-modelo.

4.4.2. Bolsas
Formagdo Obietivos Numero Quantidade
Académica / Area de Experiéncia ) o PCI categoria/nivel Maximo de Maxima de
- ~ Especificos

Titulagao Meses Bolsas
Quimica, Engenharias

Doutorado (quimica, materiais, 1-5 D-B 60 5
elétrica, mecanica, etc)

5. Projeto 5. Etanol de segunda geracao

5.2. Introducao

O etanol de segunda geracdo [27] é aquele produzido a partir de residuos lignoceluldsicos
como o bagaco e a palha da cana-de-aglcar e é caracterizado por ser um biocombustivel
limpo, renovavel, sustentdvel e com uma baixissima pegada de carbono comparado com os
combustiveis fosseis. Entretanto, o processo de obtencdo do etanol 2G é mais complexo
guando comparado com o de primeira gera¢do tanto da cana-de-aglcar como do milho. No
processo de segunda geragdo, a biomassa necessita ser primeiramente pré-tratada por
processos fisico-quimicos para afrouxamento das fibras e redugao da recalcitrancia seguido
por uma etapa de sacarificagdao enzimatica para biodisponibilizagdao dos agucares na sua forma
monossacaridica para entdo posterior fermentagdo tanto das hexoses como de pentoses.

Os dois principais gargalos atualmente s3o:

O pré-tratamento que afeta todas as etapas seguintes, sacarificagdo e fermentagao, e que vem
sendo o grande vildo do ponto de vista industrial devido a alta recalcitrancia da biomassa
vegetal [28], consequéncia da repolimerizacdo (efeito de condensacdo) da lignina, formando
ligagdes carbono-carbono e com isso aumentando significativamente este “escudo” de lignina
[29] para as etapas de hidrélise enzimatica da celulose. Isto traz dificuldades operacionais em
grande escala e constantes interrupg¢des por falhas sistematicas. Tais problemas associados ao
pré-tratamento sdo especificos para cada tipo de biomassa e requer uma infraestrutura como
a planta piloto do CTBE para serem adequadamente acessados e avaliados. O intuito é
maximizar a solubilizacdo dos polissacarideos presentes na biomassa com o minimo de
geracdo de inibidores [30], além de permitir a extracdo de outros componentes, como a lignina
gue tem grande potencial industrial para producdo de biomateriais e quimicos [29].

A sacarificagdo enzimatica é outra etapa limitante do processo 2G, pois representa até 50%
dos custos operacionais e é caracterizado pela baixa eficiéncia em torno de 60% na conversdo
de polimeros em monossacarideos. Como o pré-tratamento, o desenvolvimento do coquetel
enzimatico para esta etapa é especifico para cada biomassa e tem forte correlacdo com a
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estratégia de pré-tratamento requerendo um co-desenvolvimento para maximizacdo desta
etapa [30]. Além disso, existem atualmente poucas companhias estrangeiras capazes de
disponibilizar coquetéis enzimaticos para sacarificacdo de biomassa vegetal, os quais ndo sao
customizados para as biomassas brasileiras. Vale ressaltar que no Brasil, ndo existe tecnologia
equivalente, o que é um problema estratégico quando se trata de matriz e seguranca
energética de um pais.

O Brasil apresenta singularidades extremamente competitivas em relacdo ao resto do mundo
no campo de biocombustiveis como biomassa abundante e barata e um setor de
biocombustiveis ja consolidado e com politicas publicas de incentivo como o RENOVABIO, que
tem a contribuicdo direta do CTBE/CNPEM em sua elaboragdo. Portanto, estudar os gargalos
atuais do etanol 2G no contexto das oportunidades existentes pode tornar o Brasil um lider
nesta tecnologia, que permitirda ampliar a produgdo de etanol em até 45% sem sequer
aumentar um hectare de cana-de-agucar plantado, além de todas as vantagens econdmicas,
sociais e ambientais.

5.3. Objetivo Geral

Desenvolver tecnologias que viabilize o etanol 2G a partir do bagaco e palha da cana-de-agucar
por meio da investigacdo dos gargalos do processo de producdo de etanol 2G desde a escala
molecular até a planta piloto.
Objetivo Especifico 1: Desenvolvimento de processo de pré-tratamento de bagaco e palha de
cana que minimize a repolimerizagdo da lignina e posterior obtencdo de ligninas com valor
econOémico.
Neste objetivo visamos estudar estratégias de pré-tratamento que maximize a
extracdo/solubilizagdo dos polissacarideos da biomassa lignoceluldsica, evitando a
repolimerizacdo da lignina (estudos de estabilizadores moleculares), visando minimizar a
recalcitrancia dessa biomassa vegetal e qual a influéncia da reloca¢do de lignina apds o pré-
tratamento para a posterior etapa de sacarificagdo enzimatica com um minimo de geragao de
inibidores para fermentagdao. Além disso, tem como objetivo abordar métodos que permite
extrair a lignina tanto na sua forma polimérica, preservando o maximo de ligagGes nativas,
quanto para a etapa de obtengdo de lignina monomeérica, sem uso de hidrogenagao catalitica,
para posterior transformagdo em biomateriais e quimicos. Para isso serdo utilizadas as
instalagbes da planta piloto para os processos fisico-quimicos e o conhecimento e
infraestrutura de outros LNs como LNNano e LNLS para a caracterizagdo multiescala destes
materiais pré-tratados, com isso, adquirir conhecimentos analiticos avan¢ados da lignina e
profundidade cientifica nos processos estudados. Para a avaliagdo econ6mica e ambiental das
tecnologias estudadas serd utilizada a plataforma desenvolvida no CTBE da Biorrefinaria
Virtual de Cana-de-agucar.
Objetivo Especifico 2: Desenvolvimento de um coquetel enzimatico customizado ao bagaco da
cana-de-agucar.
Tal objetivo contempla as seguintes metas:
a. Realizar um consércio de metagenémica e de meta-transcriptomica em meio contendo
a biomassa pré-tratada, visando identificar enzimas promissoras para a formulacdo do
coquetel enzimatico customizado para esse material.
b. Estabelecer protocolos para producdo heteréloga de enzimas selecionadas na etapa
“a”.
c. Estabelecer protocolos para purificagdo das enzimas produzidas soltveis na etapa “b”.
d. Caracterizar os parametros cinéticos das enzimas purificadas na etapa “b” em
condigbes 6timas de temperatura e pH.
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e. Realizar ensaios de complementacdo do coquetel enzimatico em desenvolvimento no
CTBE com as enzimas selecionadas nas etapas anteriores.
f. Cristalizar as enzimas purificadas na etapa “b”, visando obter suas estruturas
tridimensionais em alta resolucdo pelo método de cristalografia de raios-X, que sao
instrumentais para o desenho racional das mesmas visando otimiza-las para aplica¢des
industriais.
Determinar a estrutura cristalogréfica dos alvos cristalizados na etapa “f”.
Inserir no genoma da plataforma microbiana CTBE/CNPEM os genes das enzimas
selecionadas na etapa “e”
i. Avaliar a performance da plataforma geneticamente modificada na sacarificacdo de
bagaco ou palha de cana de aglcar pré-tratados.
j.  Submeter patentes para as enzimas que apresentarem resultados mais promissores na
etapa “e”.
k. Redacdo e submissdo dos manuscritos sobre o consdrcio descrito no item “a” e sobre a
caracterizacdo da estrutura e funcdo das enzimas para as quais for possivel alcangar as
metas “b-g”.
Este desenvolvimento estd fortemente atrelado ao desenvolvimento do pré-tratamento e ird
envolver o conhecimento e infraestrutura de todos os LNs em principal LNBio e LNLS.

= o

5.4.2 - Bolsas
Forn:lagfao ) o Objetivo PCl N'u-mero Quarjtldade
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Doutorado BIOIOgI?’ Blote,cn.ologla,A 1,2 D-B 60 2
Engenharias, Quimica e afins

6. Projeto 6. Microbiologia do solo

6.2. Introdugao

Os microrganismos presentem em ambientes naturais e/ou associados a hospedeiros tem
ganhado cada vez mais relevancia recentemente, pois desempenham papeis fundamentais nos
ambientes que habitam. Microorganismos associados ao solo tem um papel chave tanto em
ecossistemas naturais quanto em solos com manejos, pois interferem na ciclagem de
nutrientes, manutenc¢do da fertilidade do solo e no sequestro de carbono no solo, além de
influenciar na produtividade de culturas [34].

Estima-se que um grama de solo contém milhares de tdxons microbianos individuais, incluindo
bactérias, arqueais, fungos e virus [35]. Embora a maioria dos microrganismos do solo é
desconhecida, avangos recentes em técnicas de analises moleculares, que incluem andlises de
genes marcadores, andlises genGmicas e metagenOmicas, permitem caracterizar o microbioma
do solo e identificar os fatores que moldam as comunidades microbianas do solo, com base
em suas estratégias ecoldgicas [36, 37]. Esta abordagem pode ser muito interessante para
prover informacbes gendmicas e predizer atributos funcionais associados a taxons individuais,
pois ainda é pouco entendido o papel da microbiota do solo tanto no desenvolvimento vegetal
bem como nas propriedades fisicas e quimicas do solo. Um desafio nesta area é entender
como manipular e gerenciar o microbioma do solo para aumentar a fertilidade do solo,
melhorar a produgdo agricola e melhorar a compreensdo de como os ecossistemas terrestres
responderdo as mudancas ambientais [34].
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Espera-se que, com esse projeto, possa ser possivel entender como o microbioma do solo
pode para aumentar a fertilidade do solo, melhorando a producdo agricola e, também
melhorar a compreensdo de como os ecossistemas terrestres respondem as mudancas
ambientais provocadas pela aplicacao de vinhaca. Para isso serdo utilizadas as instala¢des de
Sequenciamento de Alto Desempenho NGS CTBE/CNPEM para as analises multi-6micas,
instalagdo Agricola CTBE/CNPEM para o delineamento e realizacdo de experimentos de campo
e determinagdo de propriedades quimicas do solo e a infraestrutura de outros LN como o LNLS
para determinacdo de propriedades fisicas do solo.

6.3. Objetivo Geral

Estudar a microbiota do solo por meio de técnicas multi-Omicas visando correlacionar e
entender os impactos da microbiota nas propriedades fisico-quimicas do solo, emissdes de
gases de efeito estufa e na produtividade vegetal.

Objetivo Especifico 1: Avaliacdo da Microbiota do solo em areas com e sem aplicacdo de
vinhaga.

Estudar os impactos da microbiota na qualidade do solo e suas emissdes de gases de efeito
estufa. Para isso serdo realizadas analises fisico-quimicas e da microbiota do solo por meio de
técnicas multi-6micas em dreas com e sem aplicacdo de vinhacga, focando em entender e
correlacionar como a composi¢cdo da microbiota interfere nas propriedades fisico-quimicas do
solo e qualidade do solo, além das emissdes de gases de efeito estufa.

6.4. —Bolsas
Formagao /
. g , . Objetivo e lmf? N,u'mero Quantidade
Académica / Area de Experiéncia e PCI categoria/nivel | Maximo de .
R . Especifico Maxima de Bolsas
Titulagao Meses

Biologia, Biotecnologia,
Doutorado Microbiologia, 1 D-B 60 1
Bioinformatica e afins

7. Projeto 7: Hidrocarbonetos renovaveis

7.2. Introdugao

O consumo de energia fdssil para o transporte no pais é largamente representado pelo uso de
Oleo diesel, isto é, cerca de 45 % do consumo total do petréleo é destinado para esse
combustivel (ANP, http://www.anp.gov.br/). O diesel é um combustivel usado para abastecer
veiculos de carga pesada (principalmente aqueles de trajeto de longa distancia), tratores para
a agroindustria, veiculos maritimos (navios e submarinos) e, pode ser precursor do
combustivel para aviagao, o que ratifica sua importancia na economia e desenvolvimento do
Brasil. Por outro lado, o uso desse combustivel resulta em impactos ambientais bastante
negativos para o planeta, fazendo-se necessarias estratégias de substituicdo por fontes mais
limpas e mais benéficas. E de comum conhecimento que os veiculos abastecidos com diesel
dificilmente serdo substituidos por tecnologia elétrica e provavelmente ndo terdo seus
motores e principais pecas modificadas para atender a um novo tipo de combustivel. Por isso,
é imprescindivel o desenvolvimento de novas tecnologias para a aplicacdo e utilizacdo de
biocombustiveis alternativos ao diesel, que além de ter cardter mais sustentdvel sejam
também compativeis com a infraestrutura e com os motores ja existentes em caminhdes,
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tratores, navios e avides. Nesse sentido, uma alternativa promissora sdao os chamados
biocombustiveis drop-in, os quais sao considerados ideais para a substituicdo dos combustiveis
fésseis utilizados no setor de transportes, pois possuem caracteristicas fisicas e quimicas muito
similares aqueles originados a partir do petrdleo e sdo compativeis tanto com a infraestrutura
como os motores ja existentes. Diante disso, hd um enorme estimulo para que novas rotas de
producdao de biocombustiveis drop-in sejam desenvolvidas e impulsionadas. Mediante a
notoriedade do Brasil no cendrio de biocombustiveis e a urgéncia para diminuir a emissdo de
CO; dos transportes aéreos, é de extremo interesse e estratégico para o pais atuar no estudo e
desenvolvimento de tecnologias que visam a produgdo de biocombustiveis drop-in.

Os biocombustiveis drop-in sdao constituidos de biohidrocarbonetos (ou hidrocarbonetos
renovaveis), formados por cadeias médias e longas de alcenos ou alcanos, os quais
apresentam composi¢ées quimicas e caracteristicas fisicas semelhantes aos combustiveis
convencionais de petréleo e podem compartilhar a infraestrutura utilizada na distribuicdo da
gasolina, diesel e combustivel de aviacdo; além de ser compativel com os atuais motores dos
veiculos de transporte rodoviario, maritimo e aéreo.

O maior desafio para a producdo de biocombustiveis drop-in a partir de dleos vegetais ou de
materiais lignoceluldsicos é a presenca de intermediarios oxigenados e insaturagdo (duplas
ligacOes entre os carbonos) ao longo das cadeias de hidrocarbonetos. Esses elementos causam
corrosdo nas pecas e motores dos veiculos, além de contribuir para modificar a densidade e
ponto de congelamento do combustivel. Esse problema é ainda mais intensificado no setor
aéreo, ja que as temperaturas em altas altitudes sdo baixas e a presenca do oxigénio resultard
na modificagdo do liquido, conferindo um aspecto gelatinoso ao combustivel. Os
biohidrocarbonetos podem ser produzidos por processos quimicos que requerem o uso de
catalisadores metdlicos de alto custo, altas pressbes e temperaturas, além de grande
quantidade de H2, o que os desfavorecem economicamente e os tornam prejudiciais ao meio
ambiente. Uma rota alternativa e promissora para obtenc¢do de hidrocarbonetos renovaveis é
a plataforma bioquimica fazendo uso de microrganismos engenheirados com enzimas
altamente especificas e eficientes.

7.3. Objetivo Geral

O projeto propde descobrir e desenvolver novas enzimas para que possam ser utilizadas em
plataformas de produgdo de biocombustiveis avangados. O projeto estard focado em dois
tipos de enzimas:

- Descarboxilases: que possuem atividade na remog¢ao do oxigénio de acidos graxos;

- Redutases: que possuem atividade na quebra da ligacdo dupla entre carbonos dos
hidrocarbonetos.

Objetivo Especifico 1: Prospeccdo e caracterizacdo de descarboxilases e redutases para
producdo de hidrocarbonetos renovaveis.

a. Selecdo das enzimas alvos por meio de analises in-silico e construcdo de redes de
similaridade;
Obtencdo heterdloga das enzimas alvos de forma soltvel e pura;
Obtencdo das caracteristicas estruturais das enzimas alvos;
Desenvolvimento de métodos analiticos para o estudo funcional das enzimas;
Realizacdo de engenharia protéica e customiza¢do de enzimas;
Avaliacdo da atuacgdo sinérgica das enzimas em diferentes substratos e biomassas.

- o oo T
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