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Ministério da Saude

FIOCRUZ
Fundagéo Oswaldo Cruz

PLANO DE TRABALHO

Convénio

SAGE N° 116 /2022

1- DADOS CADASTRAIS

Orgdo / Entidade PROPONENTE: FUNDAGAO OSWALDO CRUZ

C.N.P.J: 33.781.055/0001-35

Endereco: Av. Brasil, 4365, Manguinhos

Cidade: Rio de Janeiro UF: RJ CEP: 21040-360

Telefone: (21) 3885-1616

Nome do Responsavel: Nisia Trindade Lima

CPF: 405.005.407-15 Identidade: 034949451 Orgao Expedidor: IFP

Participe: Fundagdo para o Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico em Saude

Enderego: Av. Brasil 4306, Manguinhos

Cidade: Rio de Janeiro UF: R CEP: 21040-361

Telefone: 21-2209-2600
Nome do Responsavel: Hayne Felipe da Silva

CPF: 586.234.187-00 Identidade: 26484598-3 Orgao Expedidor: Detran - R)

Participe: Fundagdo Araucaria de Apoio ao Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico do Parana

C.N.P.J: 03.579.617/0001-00

Enderego: Av. Comendador Franco, 1341

Cidade: Curitiba UF: PR CEP: 80215-090

Telefone: 41-4218-7803

Nome do Responsavel: Ramiro Wahrhaftig

. Orgdo
CPF: 321.770.549-15 ;1"2"22?‘_’:& Expedidor:
SESP-PR

2 - DESCRICAO DO PROJETO

Identificagdo do Objeto:

Proteinas sdo efetoras de processos bioquimicos. O entendimento das interagdes dinamicas entre
proteinas e proteinas e com ligantes é chave na determinagdo de novos alvos moleculares para
medicamentos e entendimento, ao nivel molecular, de patologias. A recente técnica de reagdo com
reagentes de ligagdo cruzada acoplada a espectrometria de massas, do inglés cross-linking mass
spectrometry (XLMS), surgiu como uma ferramenta poderosa para a caracterizagdo de estruturas proteicas
e interagdes proteinaproteina. XLMS utiliza de espagadores (os crosslinkers) que fazem ligagdo covalente
entre cadeias laterais de aminoacidos proximos espacialmente (~15 angstrom). Os peptideos ligados sdo
identificados por espectrometria de massas, de modo que a técnica identifica ndo sé as interagdes, mas
também os residuos de aminoacidos envolvidos. Nossa equipe protagonizou com o primeiro software
interativo e integrado com repositério internacional para andlise de dados de XLMS e o primeiro a
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apresentar metodologias para resolver o acoplamento de homodimeros por esta técnica . Atualmente, a
técnica ainda é restrita a complexos purificados ou sub-proteomas (ex. mitocdndria). Uma das motivagdes
deste projeto estd em romper estes limites conforme descrito na segdo justificativa. Para tal, nosso modelo
experimental serd a apoptose-like em T. cruzi. A apoptose é um processo de morte celular extremamente
regulado com a interagdo de inuUmeros fatores. Em metazoarios, as caspases sdo chave no processo e alvos
no tratamento de doengas cardiacas, neoplasias e doengas neuroldgicas. Em organismos ndo metazoarios,
o processo denomina-se apoptose-like e sua via bioquimica é desconhecida. A auséncia de caspases em
organismos unicelulares sugere uma via bioquimica distinta para apoptose-like com alvos potenciais para o
desenvolvimento de quimioterapicos.

Este projeto fornecera trés contribuigdes:

1) Disponibilizagdo da primeira plataforma computacional capaz de analisar dados de XLMS em larga
escala, ou seja, permitindo analisar dados de interatoma diferencial (i.e., quantitativo) ao nivel celular em
minutos, ao invés das solugdes atuais que requerem semanas ou ndo conseguem tratar o problema.

2) Padronizagdo de metodologia de enriquecimento de TcMCA3 para descrever os parceiros de interagdo
por XLMS.

3) Interatoma diferencial de células apoptodticas de T. cruzi versus ndo apoptdticas através da técnica de
XLMS e utilizando nosso ambiente computacional para viabilizar a analise.

Titulo do Projeto:

I Metodologia para interactoma diferencial utilizando apoptose em Trypanosoma cruzi como modelo de estudo

Justificativa da Proposi¢do:

Contribuicdo em Bioinformatica: Até o momento, a aplicagdo de XLMS estd restrita a proteinas purificadas, no auxilio de caracterizagdo estrutural, e na
determinagdo da interagdo entre pequenos complexos purificados. Estas limitagdes ocorrem devido ao combinatorial de possibilidades de interagdes
entre peptideos, o que torna o desafio computacional intratavel. Recentemente, uma nova classe de agentes de ligagdo cruzada, que clivam durante o
processo de andlise no espectrémetro de massas (CXLMS), foram disponibilizadas. Estas moléculas fornecem informag&es adicionais no espectro de
massas que facilita o trato computacional. Estas moléculas sdo permedveis as membranas celulares, possibilitando estudos de interatoma diferencial in
vivo. Apesar de ja existirem software para analise de CXLMS, estes

sdo limitados a pequenos datasets (ex., interatoma de mitocondria) por demorar, em alguns casos, semanas, inviabilizando

experimentos de alta complexidade. Nossos resultados preliminares, software denominado MS-Scout, é capaz de analisar os referidos datasets em
minutos. O mesmo se justifica como divisor de dguas por viabilizar estudos de alta complexidade sem a necessidade de supercomputadores. Estamos
certos que o Scout representara um ganho de ampla e rapida adogdo na comunidade cientifica.

Contribuicdo de relevancia para saude publica: Metacaspases tém papel central para apoptose-like 15. Nosso grupo tem contribuido em verificar os
efeitos da interacdo da metacaspase 3 de Trypanosoma cruzi (TcMCA3) recombinante com moléculas pré-apoptoéticas 16. Identificamos o composto
ativador de Procaspase-1 (PAC1) como ligante de TcMCA3 16, reduzindo a viabilidade de epimastigotas de T. cruzi (IC50 de 14,12 M) e o potencial
mitocondrial e expondo fosfatidilserina, caracteristicas da apoptose 16. A analise do efeito de PAC1 em tripomastigotas metaciclicos indicou diferengas na
regulagcdo via TcMCA3 nos diferentes estagios morfoldgicos de T. cruzi 16. Além disso, analises de docking molecular mostram que a provavel regido da
interagdo TcMCA3 e PAC-1 é Unica em T. cruzi 16. Toda essa caracterizagdo permitiu controlar in vitro o processo de apoptose-like em T. cruzi e permitiu a
caracterizagdo do proteoma de epimastigotas de T. cruzi em apoptose-like reunindo proteinas diferencialmente abundantes 17. Agora, objetivamos a
identificagdo do interatoma por CXLMS visando desvendar os sitios de interagdo em condigbes normais e apoptoticas.

3 - PRAZO DE VIGENCIA:

INiCIO: 09/2022 TERMINO: 12/2024

4 - COORDENADOR E FISCAL

FIOCRUZ

Coordenador do Projeto: Tatiana de Arruda Campos Brasil de Souza

Matricula: 1994554 DDD/Telefone: 41-3316-3230

E-mail: tatiana.brasil@fiocruz.br

Gestor do Projeto: Fabiano Borges Figueiredo

Matricula: 1555388 DDD/Telefone: 41-3316-3230

E-mail: fabiano.figueiredo@fiocruz.br
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Coordenador do Projeto: Gerson Koch

Matricula: Se existir

DDD/Telefone: 41- 3218-968/9269

E-mail: convenio@fundacaoaraucaria.org.br

Fiscal: Prof. Dr. Luiz Marcio Spinosa

Matricula: Se existir

DDD/Telefone: 41- 3218-968/9269

E-mail: convenio@fundacaoaraucaria.org.br

5 - CRONOGRAMA DE EXECUGAO FiSICA

Natureza P
Etapas Produto Quantidade Valor(RS) de Inicio Término
Metas Despesa
1 Disponibilizacdo
da primeira Desenvolvimento
plataforma das
computacional 1.1- Analise de metodolo‘glas. 0,00 Consumo Més Mas 08
capaz de dados computacionais 1
analisar dados de para a andlise de
XL-MS em larga dados
escala
2.1-
2 Padronizagdo 33.90.30.11 Material Més |
de metodologia de Consumo - Reagentes 1 R$5.000,00 | Consumo 1 Més 18
de Quimico clivaveis
enriquecimento
protéico para 22-
descrever os o | Kt para 5
parceiros de zzzgfi'?nsol\_ﬂatenal quantiﬁc.at;éo 1 R$5.200,00 |Consumo li/les Més 18
interagdo Laboratorial por Qubit,
3 Interatoma
diferencial de 3.1-33.903031 b ocoa suridica |1 R$12.980,00 [Didria |V | mes2a
células Pessoa Juridica 3
apoptéticas de T.
cruzi versus ndo
apoptéticas Passa
£ _ gens A
atr?ves~da i:ssasi':?'ao'm curitiba - berlin- |1 R$ 6.820,00 | Passagens g/les Més 24
a?llc.agao da g curitiba
técnica de XL-MS
4 Prospecgao
tecnoldgica, Avaliagdo patentaria,
esc.rlta de 4.1- Pr'os.pecgao comunicagdo em o R$0,00 Més 12 Més
artigo Tecnoldgica congressos e publicagdo 24
cientifico dos resultados
6 - PLANO DE APLICAGAO
Natureza de Despesa
P Especificagdo Valor unitario | Quantidade Total Total
Cédigo P Concedente | Convenente
A forma como serd utilizada o recurso
IMATERIAL DE CONSUMO -
33.90.30.IOMATERIAL LABORATORIAL IR$5.200,00 1 R$5.200,00 [R$0,00
IMATERIAL DE CONSUMO -
33.90.30.35 MATERIAL QUiMICO IR$5.000,00 1 R$5.000,00 [R$0,00
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33.90.30.31

OUTROS SERVICOS DE TERCEIROS -
PESSOA JURIDICA -
FORNECIMENTO

DE ALIMENTACAO

R$12.980,00 1

R$12.980,00(R$0,00

EXT

PASSAGENS E DESPESAS COM
33.90.33.01[LOCOMOGAO -PASSAGENS PARA O

ERIOR:

R$6.820,00 1

R$6.820,00 [R$0,00

Total Geral

R$30.000,00|R$0,00

7 - CRONOGRAMA DE DESEMBOLSO (RS)

O repasse sera feito pela concedente (Fundagdo Araucaria) diretamente para a participe Fiotec

CRONOGRAMA DE DESEMBOLSO (EM RS 1,00) - PARCEIRO

Maés / Valor Total Periodo
Meta/Etapa/Atividade No. Parcela Liberacio Rubrica 33903035
¢ (RS) de Execuc¢io
o A
/2.1/2.2/3.1/3.2 1 1 més de 30.000,00 30.000,00 Meés 1 — Més 24
vigéncia
TOTAL R$ 30.000,00
9 - EQUIPE DO PROJETO
~ ~ Link
COLABORADOR| PAPELNO RESPONSAB[LIDADES INSTITUIGAO | FUNGCAO l\fA E-MAIL DDD | TELEFONE Curriculo
PROJETO E COMPETENCIAS INSTITUICAO
Lattes
. Coordenador,
Tatiana de orientagdo de alunos 3316-
Arruda Campos | Coordenador & ) ICC Pesquisador | tatiana.brasil@gmail.com 41
R na parte proteomica 3230
Brasil de Souza
estrutural
Auxilio na
Juliana de . padronizagdo da . - . 3316-
Saldanha da Pesquisador metodologia ICC Pesquisador | julifr@gmail.com 41 3230
Gama Fischer experimental
Realizagdo de 3316-
Isis Venturi Auxiliar experimentos e ICC Auxiliar isisventbiem@gmail.com 41
X - 3230
Biembengut analise de dados
Fabricia Pires Pesquisador Prospe’cg.ao ICC Pesquisador | fabricia.pimenta@fiocruz.br | 41 3316-
. 4o tecnoldgica 3230
Pimenta Ribeiro
Coordenador
Paulo Costa Pesquisador adjunto, orientagao ICC Pesquisador | paulo@pcarvalho.com 41 3316-
de alunos na parte 3230
Carvalho .
computacional

11 - GERENCIAMENTO DE RISCOS

META EVENTO DE RISCO PROBABILIDADE DE IMPACTO | CATEGORIZAGAO/PRIORIZAGAO
OCORRENCIA
1 |Atraso na elaboragao do Baixa Forte Alta
plano
2 |Auséncia do pagamento Baixa Forte Alta
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Documento assinado eletronicamente por Hayne Felipe da Silva, Usuario Externo, em 01/03/2023, as 15:14, conforme horario oficial de Brasilia, com
fundamento no art. 62, § 12, do Decreto n2 8.539, de 8 de outubro de 2015.

Documento assinado eletronicamente por DEYVES MENDES PARAGUASSU, Vice-Diretor(2) de Gestdo e Desenvolvimento Institucional, em 01/03/2023,
as 15:18, conforme horario oficial de Brasilia, com fundamento no art. 62, § 12, do Decreto n2 8.539, de 8 de outubro de 2015.

Documento assinado eletronicamente por STENIO PERDIGAO FRAGOSO, Diretor(2) do Instituto Carlos Chagas, em 02/03/2023, as 10:15, conforme
horario oficial de Brasilia, com fundamento no art. 62, § 12, do Decreto n? 8.539, de 8 de outubro de 2015.

Documento assinado eletronicamente por TATIANA DE ARRUDA CAMPOS BRASIL DE SOUZA, Pesquisadora em Saude Publica, em 06/03/2023, as 10:16,
conforme hordario oficial de Brasilia, com fundamento no art. 62, § 12, do Decreto n2 8.539, de 8 de outubro de 2015.

Documento assinado eletronicamente por Ramiro Wahrhaftig, CPF: 321.770.549-15, IDENTIDADE: 952291-3 SSP SP, em 15/03/2023, as 17:46, conforme
horario oficial de Brasilia, com fundamento no art. 62, § 12, do Decreto n? 8.539, de 8 de outubro de 2015.

Documento assinado eletronicamente por MARIO SANTOS MOREIRA, Presidente em Exercicio, em 16/03/2023, as 10:43, conforme horério oficial de
Brasilia, com fundamento no art. 62, § 12, do Decreto n? 8.539, de 8 de outubro de 2015.

Documento assinado eletronicamente por Luiz Marcio Spinosa, CPF: 660.526.459-20, IDENTIDADE: 3439606-0 SSP PR, em 16/03/2023, as 15:26,
conforme hordrio oficial de Brasilia, com fundamento no art. 62, § 12, do Decreto n2 8.539, de 8 de outubro de 2015.

Documento assinado eletronicamente por Gerson Luiz Koch, CPF: 183.960.899-49, IDENTIDADE: 75.4751-0 SSP PR, em 22/03/2023, as 15:33, conforme
horério oficial de Brasilia, com fundamento no art. 62, § 12, do Decreto n? 8.539, de 8 de outubro de 2015.

. A autenticidade deste documento pode ser conferida no site http://sei.fiocruz.br/sei/controlador_externo.php?

acao=documento_conferir&id_orgao_acesso_externo=0, informando o cédigo verificador 2357409 e o cddigo CRC A97809F0.

Referéncia: Processo n® 25028.000138/2022-45 SEI n° 2357409
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