Relatoério Técnico-Cientifico e Administrativo

TITULO DO PROJETO: Missao técnico-cientifica do Laboratério de Biosseguranga de Nivel 3 do Nucleo

de Biomedicina, Faculdade de Medicina, Universidade Federal do Ceara.

RESUMO do Projeto

O SARS-CoV-2 foi responsavel pela pandemia que tem afetado o mundo nos ultimos trés anos. As novas
linhagens do virus continuam a surgir preocupando o mundo com possivel aumento nas taxas de
transmissao, patogenicidade e escape imunolégico das vacinas. O monitoramento das variantes de SARS-
CoV-2 e outros potenciais microrganismos da classe de risco 3 de biosseguranga é importante, para isso é
necessario que tenhamos infraestrutura e pessoal qualificado para evitar o risco de contaminagdo nos
espagos onde as pesquisas ocorrem. A Faculdade de Medicina da Universidade Federal do Ceara (FAMED-
UFC) esta em fase final de construgdo de um laboratério de Biosseguranga de Nivel 3 (BSL-3) em seu
Nucleo de Biomedicina (NUBIMED). Esta proposta visa enviar em missao técnica de curta duragao uma
equipe de professores, pesquisadores, técnico e administradores do NUBIMED para treinamento em manejo
de microrganismos nivel 3 de risco, cultura de células e organoides, genoma, metagendmica e metabolémica
em laboratério BSL-3. Propomos que esse treinamento seja realizado na Universidade da Virginia (UVA),
que tem sido instituicdo parceira da FAMED-UFC e NUBIMED em pesquisas da area de microbiologia
meédica ha mais de 45 anos (NUBIMED — Nucleo de Biomedicina; https://nubimed.ufc.br). A equipe de
pesquisadores na School of Medicine, University of Virginia (UVA), VA, USA, recebera o grupo de
pesquisadores do NUBIMED para treinamentos em biosseguranga, manejo de microrganismos em ambiente
BSL-3, subcultivo de SARS-CoV-2 variantes, infecgao de SARS-CoV-2 variantes em células e organoides
humanos, e estudos em gendmica, transcriptoma e metabolémica. O apoio da UVA neste treinamento é
primordial, haja visto que o laboratério BSL-3 ja conta com os modelos de infecgao celular e animal por
SARS-CoV-2 estabelecidos. Além disso, a UVA também conta com grande infraestrutura multiusuaria de
laboratdrios e equipe de técnicos qualificados para a realizacado de todos os estudos envolvendo as ciéncias
“Gmicas”.

Introducgao

O surgimento de novas linhagens SARS-CoV-2 intensificam o debate sobre a possivel elevagao da taxa de
transmissao, patogenicidade e resisténcia as vacinas ja disponiveis no Brasil e no Mundo. O surgimento de
variantes mostra que é importante monitorar os virus circulantes e isso nao tem sido feito de maneira
adequada no Brasil e no mundo. Precisamos fazer um esforgo para coletar amostras e sequenciar o material
genético desse virus muito mais do que tem ocorrido, principalmente no Ceara e no Brasil. Alguns paises
realizam muitos sequenciamentos e sabem quais variantes do virus estao circulando. No Brasil, ainda nao
fazemos isso na quantidade necessaria. Ha grupos sequenciando em Sao Paulo, Rio de Janeiro, Amazonas
e Rio Grande do Sul, mas deveriamos fazer muito mais e de modo mais bem distribuido no pais (FARIA et
al., 2021, doi: 10.1126/science.abh2644). Devemos ter postos de vigilancias distribuidos pelo pais para
coletar essas amostras e sequencia-las para acompanhar a dindmica de disseminagao das variantes virais
e seus potenciais de viruléncia.

E também necessario e de importancia em saude publica fazer os testes para monitorar se essas variantes
virais sao mais transmissiveis, patogénicas e capazes de escapar dos anticorpos induzidos pelas vacinas ja
disponiveis e em usos no Brasil. Ante tal contexto, é crucial o Estado do Ceara estabelecer investigagéao
em vigilancia epidemioldgica, genémica, patogénese e propriedades antigénicas sobre o impacto do SARS-
CoV-2 em saude publica no Ceara. A criagdo no Estado do Ceara de um laboratério BSL-3 capaz de estudar
a gendmica de cepas virais do SARS-CoV-2, influenza e outros virus de infecgdes respiratorias, com certeza
anteciparia informacdes importantes de bases translacionais em medicina para prioridades de prevencao e
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intervengdes antecipadas em saude publica ao nivel estadual, nacional, além de propiciar a interagao com
redes de pesquisas nacionais e internacionais em cepas virais emergentes e reemergentes.

Nossas pesquisas sobre os virus da influenza mostraram a importancia de regides tropicais como estuario
para eclosao periddicas e regulares de novas cepas virais com propriedades antigénicas que escapam ao
sistema imune natural do hospedeiro e das respostas vacinais com antigenos das cepas originais (FILHO
et al., 2021, doi: 10.3201/eid2709.203791). Recentemente, concluimos um ensaio clinico que avaliou a
eficacia do tenofovir isolado ou em combinagdo com emtricitabina nos escores dos sinais e sintomas de
pacientes com COVID-19 leve e moderada. Apesar de nao ter encontrado efeito protetor dos medicamentos
testados, estudos adicionais avaliaram o mecanismo inflamatério causado pela infeccao de SARS-CoV-2
em pacientes com sintomas leves (ARRUDA et al., 2021, doi: 10.31488/EJRM.122; CLEMENTINO et al.,
2022, doi: 10.1002/imv.27842; GONDIM et al., 2023, doi: 10.1002/jmv.29044). Um segundo ensaio clinico
com pacientes com COVID-19 leve e moderado em busca de determinar o efeito da N-acetilcisteina (NAC)
isolado ou em combinagao com bromexina (BMX) foi encerrado e publicado (PIRES NETO et al., 2023, doi:
10.33140/tmoa.01.02.004). NAC é uma substancia redutora de agdo complementar interceptora viral, ja a
BMX é um inibidor de protease viral. Pacientes estdo sendo acompanhados em ambulatério e observa-se
os escores dos sinais e sintomas clinicos da doenga. Ainda no contexto da pandemia do SARS-CoV-2
desenvolvemos um kit para a detecgao do virus utilizando a técnica de Amplificagao Isotérmica Mediada por
Loop de Transicdo Reversa (RT-LAMP). O kit SARS-CoV-2 RT-LAMP demonstrou sensibilidade,
especificidade e precisdo para detecgédo do virus em amostras de swab nasofaringe (ARRUDA et al., 2021,
doi: 10.31488/EJRM.122; PIRES NETO et al., 2023, doi: 10.33140/tmoa.01.02.004).

Visando expandir essa area de patdgenos emergentes, com o objetivo de preparar o Estado do Ceara a
responder as necessidades atuais da pandemia e de futuras pandemias, e a recente instalacdo de um
laboratério de Biosseguranga nivel 3 (BSL-3) na Faculdade de Medicina da Universidade Federal do Cear3,
antecipamos a necessidade de um treinamento qualificado de nossa equipe de pesquisadores e técnicos do
Laboratorio de Doengas Infecciosas em cuidados de biosseguranga e bioprotegdo com microrganismos de
risco 3. Desta forma, propomos neste projeto um treinamento na Division of Infectious Diseases and
International Medicine, School of Medicine, University of Virginia, VA, que tem sido parceira de nosso grupo
de pesquisa por mais de 45 anos (NUBIMED — Nucleo de Biomedicina; https://nubimed.ufc.br; Guerrant RL
Notes from a Diarrhea DOC Copyright© 2022, ISBN: 979-8-8377-1772-7).

Objetivo geral

Esta proposta visa enviar em missao técnica de curta duragdo uma equipe de professores, pesquisadores e
técnicos do NUBIMED (vide Tabela de Pessoal ao final nos Anexos | e Il) para treinamento em manejo de
microrganismos nivel 3 de risco, cultura de células e organoides, genoma, metagenémica e metabolémica
em laboratério BSL-3. O treinamento foi realizado na Universidade da Virginia (UVA), que tem sido instituicao
parceira da FAMED-UFC e NUBIMED em pesquisas na area de microbiologia, farmacologia, biologia,
genoma, ciéncia de dados, doencgas infecciosas e pediatria, ha mais de 46 anos (NUBIMED — Nucleo de
Biomedicina; https://nubimed.ufc.br). A equipe de pesquisadores na School of Medicine, University of
Virginia (UVA), VA, USA, recebeu o grupo de pesquisadores do NUBIMED para treinamentos em
biosseguranga, manejo de microrganismos em ambiente BSL-3, subcultivo de SARS-CoV-2 variantes /
amostras piloto de rotavirus, em células e organoides humanos, e estudos em gendmica, transcriptoma,
metabolémica e protedmica. O apoio da UVA neste treinamento foi primordial, haja visto que o laboratério
BSL-3 ja conta com os modelos de infecgéo celular e animal por SARS-CoV-2 e outros virus ja estabelecidos.
Além disso, a UVA também conta com grande infraestrutura multiusuaria de laboratérios e equipe de
técnicos qualificados para a realizagdo de todos os estudos envolvendo as ciéncias “Omicas”.

Objetivos especificos
1. Infraestrutura e treinamento de pessoal em protocolos de funcionamento para Laboratérios de
Biosseguranca Nivel 3;
2. Experimentagao de cultivo in vitro utilizando o modelo de rotavirus em células IEC-6 e organoides;
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3. Treinamento e experimentos com cepas bacterianas sensiveis e multidroga resistentes, Klebsiella
pneumonae, Pseudomonas aeruginosa e Acinotobacter baumannii no Laboratério Multiusuario de
Transcriptoma, Metagen6mica e Genoma;

4. Treinamento e experimentos com cepas bacterianas, Klebsiella pneumonae, Pseudomonas
aeruginosa e Acinotobacter baumannii no Laboratério Multiusuario de Analise Biomolecular;

5. Experimentos com tecidos intestinais de camundongos saudaveis e desnutridos induzidos por dieta
padrao denominada MAL-ED no Laboratério Multiusuario de Biologia Espacial;

6. Desenvolvimento, modelagem, aprendizado de maquina e analise de megabanco de dados
nacionais nas areas de virus da Influenza A e SARS-CoV-2 utilizando ciéncia de dados, computagao
e matematica; e

7. Treinamento administrativo para gerenciamento e manejo de Laboratério de Biosseguranga Nivel 3,
gerenciamento, perspectiva e expansao do programa secular (46 anos) de colaboragéo internacional
entre a Universidade Federal do Ceara e a Universidade de Virginia.

Métodos e Resultados seguindo os objetivos especificos listados acima

1. Infraestrutura e treinamento de pessoal nos protocolos de funcionamento para Laboratérios de
Biossegurancga Nivel 3;

Durante a nossa missao na Universidade da Virginia (UVA), tivemos a oportunidade de conhecer o Plano
de Biosseguranca escrito para a UVA. O plano aborda e atende aos requisitos da Lei de Seguranca de
Saude Publica e Preparacao e Resposta ao Bioterrorismo de 2002 e 7 CFR Parte 331, 9 CFR Parte 121
e 42 CFR Parte 73 dos Estados Unidos. A partir dai também elaboramos o nosso Manual referente ao
manejo e gestao do laboratério de biossegurangca BSL-3 do bloco da Biomedicina da Faculdade de
Medicina (FAMED) da Universidade Federal do Ceara (UFC). O Manual descreve as politicas e
procedimentos a serem usados para garantir um ambiente seguro enquanto trabalha com sistemas
regulamentados de DNA recombinante, microorganismos infecciosos, biotoxinas, culturas de células
humanas e fluidos corporais humanos. Este documento devera ser revisado quando ocorrerem
alteragbes ou pelo menos anualmente pelo Investigador Principal e pelo Oficial Responsavel para
garantir que seja oportuno e preciso e deve estar disponivel e acessivel ao pessoal que acessa ao BSL-
3.
Além do Manual, um Plano de Resposta a Incidentes também foi concebido a partir do treinamento e
conhecimento recebido durante as duas visitas a UVA.
Esses documentos (Manuel e Plano de Resposta a incidentes) estao disponiveis no site do Nucleo de
Biomedicina, Faculdade de Medicina, Universidade Federal do Ceara, atual gestora do laboratério BSL-
3 em questao, e podera ser acessado através do link: www.nubimed.ufc.br/bsI3.
Na oportunidade da visita a UVA participamos de treinamento intensivo sobre seguranga biologica no
nivel BSL-3, sob a orientacdo de Dave Clark, especialista em biossegurancga associado. O treinamento
abordou os aspectos criticos do manejo e construgao de instalagées BSL-3, com enfoque especial na
importancia de um sistema de inventario eficiente para o rastreamento de cepas, que poderia ser
particularmente benéfico para as operagcdes em Fortaleza. Dave enfatizou o processo de treinamento
para acesso a instalagcdo, apresentando-o como um modelo que poderiamos replicar em nossas
instalagdes no Brasil.
Um componente vital deste treinamento foi a compreenséao da lista de verificacdo de autorizacao MR6
BSL-3, que inclui a obtengcdo de um atestado médico especifico para garantir a aptiddo dos
pesquisadores para o uso de equipamentos de protecao respiratoria. Ademais, o treinamento em BSL-
2 foi considerado um pré-requisito, cobrindo aspectos como patégenos transmitidos pelo sangue e
seguranga quimica. A formagao incluiu uma orientagdo detalhada sobre a instalagdo, que consistiu em
uma visita fisica ao local e discussao sobre a documentagdo necessaria, assinaturas e certificagcoes
exigidas pelo governo federal, particularmente para aqueles trabalhando com patdégenos selecionados.
O treinamento prosseguiu com uma abrangente introducao aos conceitos de contengdo em BSL-3 e
regulamentacdes de agentes selecionados. Foram discutidos os requisitos de seguranga biolégica em
relacdo a agentes que podem ser utilizados como armas bioterroristas, incluindo biosseguranca e
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relatérios de incidentes. Um entendimento profundo sobre o que constitui um bio-perigo, os niveis de
contengao e as diretrizes estabelecidas para laboratérios microbiolégicos e biomédicos foram
explorados, ressaltando a importancia dos controles administrativos, exigéncias de acesso, proficiéncia
em BSL-3, vigilancia médica, gerenciamento pds-exposigao e procedimentos de autoidentificagéo de
mudanc¢as no estado de saude.

Além disso, foram examinados os protocolos de exposicdo ao BSL-3, os riscos associados aos agentes
registrados, e os sinais gerais e sintomas de cada agente. O desenho da instalagéo, incluindo requisitos
de fluxo de ar e monitoramento visual, foram detalhados, juntamente com os requisitos de infraestrutura,
como pias acionadas sem contato e métodos de descontaminacio. Praticas de trabalho seguras,
incluindo transporte de materiais contaminados e uso de equipamentos de protegéo individual (EPI),
como capuzes PAPR e uniformes Tyvek, foram meticulosamente revisadas.

Finalmente, a sessdo cobriu a regulamentacdo e supervisdo em niveis nacional, estadual, local e
universitario, com énfase nos planos de biosseguranca baseados em avaliagcdo de risco, planos de
segurancga, resposta a incidentes e requisitos adicionais para agentes de Nivel 1. A necessidade de
planos eletronicos acessiveis e a importancia de comunicagdo e documentacdo adequadas foram
enfatizadas, ressaltando que, em caso de duvida, a acao correta € sempre perguntar e lembrar que, se
nao esta documentado, ndo aconteceu.

Este treinamento em BSL-3 foi ndo apenas instrutivo, mas também essencial para o desenvolvimento
de praticas de biosseguranga robustas e responsaveis em nossas instalagcdes. Representa um passo
significativo em diregdo ao estabelecimento e gerenciamento de uma instalagdo de BSL-3 em Fortaleza,
equipando-nos com conhecimentos e habilidades criticas para realizar pesquisas de alto nivel em um
ambiente seguro e controlado.

Por fim, as visitas e treinamentos realizados durante a nossa missao UFC-UVA foi de extrema relevancia
para apoio a finalizagao estrutural e principalmente gestdo da instalacao BSL-3 em Fortaleza.

As nossas instalagbes contam com entrada com liberagao por reconhecimento facial, espacos de
antecamara, vestiario e vestiario limpo, além de armarios destinados a preparacao e vestimenta dos
EPIs. Dentro do BSL-3 contamos com alguns equipamentos como: freezers (-20°C e -80°C), geladeira,
cabine de seguranga microbioldgica classe Il, incubadora, centrifuga, agitador, banho maria, incubadora,
Cytation10®, computador. Neste website www.nubimed.ufc.br/bsl3 consta os detalhes das plantas e
projeto executivo do laboratério BSL-3 da nossa unidade, utilizado para a sua construgdo e
implementagéo.

Os mapas estruturais da construcado e fotos do ambiente BSL-3 NUBIMED/FAMED, UFC, além de
outras informagdes encontram-se disponiveis através do site www.nubimed.ufc.br/bsl3.

2. Experimentagéao de cultivo viral in vitro utilizando o modelo do rotavirus em cultura de células IEC-6

e organoides;

Este relatério descreve as atividades realizadas durante duas visitas de campo a University of Virginia
(UVA), em Charlottesville, Estados Unidos, por uma equipe de pesquisadores da Universidade Federal
do Ceara. Um dos focos da primeira visita foi o estudo e pratica em cultura de células, organoides, e
técnicas de subcultura viral.

Durante a primeira visita, que durou trés semanas, a equipe participou de um treinamento intensivo em
biossegurancga e obteve autorizagao para trabalhar no laboratério de virologia da UVA. Sob a supervisao
do professor Brett Moreau, focamos nos seguintes aspectos:

a) Treinamento de Biosseguranga: Antes de iniciar os trabalhos praticos, completamos um
treinamento de biosseguranca, essencial para garantir a manipulacdo segura dos materiais
bioldgicos.

b) Cultivo de Células e Organoides: Iniciamos com o cultivo de células MK1, células do epitélio renal
de macaco, escolhidas pela sua relevancia em estudos virolégicos. A manutencao dessas celulas
envolveu condig¢des rigorosas de cultura, incluindo controle de temperatura, umidade, e CO.,
além de monitoramento regular e subculturas para evitar superpopulagao.
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c) Técnicas de Subcultura Viral - O ponto focal da visita foi o aprendizado e aplicagdo de técnicas
de subcultura viral. Os passos envolvidos foram:
- Subcultivo de Rotavirus: Utilizando células MK1, organizamos experimentos para subcultivar
rotavirus. Este processo comegou com o subcultivo das células por trés dias, seguido pela
infecgdo com o virus por 24 horas.
- Coleta e Analise do Sobrenadante Viral: Apds a infecgéo, coletamos o sobrenadante viral para
analise. A coleta foi feita apés um periodo de incubagao das células infectadas em placas de 6
pOGOS.
- Ensaio de Formacgao de Placa Viral: Realizamos um ensaio de formacao de placa viral, que é
crucial para quantificar a quantidade de particulas virais infecciosas presentes. Este ensaio
permite a identificagcdo e contagem de unidades formadoras de placa (PFU).
Em mais detalhes o treinamento para Execucdo do Protocolo de Plaque Assay com Estoque de
Rotavirus P2 aconteceu sob a instrugdo experiente do Dr. Brett Moreau e do Dr. Vinicius Alves.
Nosso time de pesquisadores recebeu treinamento especializado na execugéo do protocolo de
ensaio de formagao de placa utilizando estoques de rotavirus P2. O treinamento abrangeu a
preparacao cuidadosa de células MA-104, com contagem de células viaveis utilizando Azul de
Tripano e o cultivo destas a uma densidade de 2,5 x 1075 células por poco em uma placa de 12
pocos. Fomos instruidos a preparar duplicatas para uma gama de diluigdes do estoque de
rotavirus P2, incluindo controles positivos e negativos, assegurando-se de preparar volume
suficiente de células para ambas as placas que seriam utilizadas no experimento. Além disso,
aprendemos a preparar um novo estoque de tripsina e a importancia de sua esterilizagdo e
aliquotacéo para evitar contaminagéo cruzada.
Durante o segundo dia, verificamos a confluéncia das células MA-104, preparando-as para a infec¢ao
viral. O treinamento enfatizou a necessidade de manipulagido cuidadosa dos estoques de rotavirus, o
descongelamento a temperatura ambiente, e a ativagdo do virus com tripsina antes da incubagéo. Fomos
ensinados a lavar as células com PBS estéril, adicionar meio EMEM sem soro e realizar diluicbes
seriadas do virus para as infecgdes. A pratica abordou a aplicagao rigorosa de uma sobreposi¢cao de
Avicel em vez de agarose, uma técnica adaptada que anteriormente demonstrou sucesso com o SARS-
CoV-2 e com rotavirus, conforme documentado por CHANG-GRAHAM et al., 2020, doi:
10.1126/science.abc3621. Ao longo do experimento, a precisdo na adicdo de virus diluido e
sobreposicdo de Avicel foi destacada como critica para a obtencao de resultados consistentes e
reprodutiveis.
Apébs o treinamento, prosseguimos com a execugao e andlise de resultados do Plaque Assay com
estoque de Rotavirus P2. As células MA-104 foram incubadas até atingirem confluéncia completa e, em
seguida, foram infectadas com as diluicdes preparadas do estoque de rotavirus P2. A adicao da
sobreposicao de Avicel foi meticulosamente realizada para garantir uma distribuicdo uniforme sobre as
monocamadas celulares. A importancia de uma aplicagao rapida e consistente foi reforgcada para evitar
a precipitacdo do Avicel. Apés 48 horas de incubagao, procedemos com a fixagdo e a coloragido das
placas utilizando uma solugédo de formaldeido a 10% e o corante violeta de cristal, respectivamente. A
atencao aos detalhes durante o processo de fixagao, lavagem e coloragéo foi crucial para visualizar
claramente os placulos e calcular os titulos virais em PFU/ml com precisdo. As praticas e técnicas
aprendidas durante o treinamento provaram ser indispensaveis na obtencao de dados confiaveis e na
compreenséao profunda da metodologia de ensaio de formagao de placa.
Essas atividades proporcionaram experiéncia pratica significativa em técnicas avangadas de cultura de
células e virologia. A oportunidade de trabalhar em um ambiente de laboratdrio altamente especializado,
sob a orientacdo de especialistas na area, foi inestimavel para nossa pesquisa e desenvolvimento
profissional.




Figure 1. Resultado do Plague Assay com estoque de Rotavirus P2.
As células sao visualizadas ap6s fixagao e coloragao com
solucdo de formaldeido a 10% e cristal violeta,
respectivamente.

3. Treinamento e experimentos com cepas bacterianas sensiveis e multidroga resistentes, Klebsiella
pneumonae, Pseudomonas aeruginosa e Acinotobacter baumannii no Laboratério Multiusuario de
Transcriptoma, Metagendmica e Genoma;

Durante a segunda visita, que durou duas semanas, concentrou-se no aprimoramento de habilidades

em bioinformatica, particularmente no uso do software R para analises de transcriptoma e metagenoma.

Sob a orientagéo do Dr. Brett Moreau e da Dra. Georgia Breaussou, nossa equipe participou de sessoes

intensivas focadas nas seguintes areas:

a) Analises de Transcriptoma: Aprendemos a utilizar o R para analisar dados de transcriptoma, que
envolve o estudo de conjuntos completos de transcritos (RNA mensageiro) em uma célula ou
conjunto de células. As analises de transcriptoma sado fundamentais para entender a expressao
génica e como ela é alterada em diferentes condi¢des, como em doengas ou em resposta a
tratamentos.

b) Analises de Metagenoma: Também nos concentramos em analises de metagenoma utilizando
R. O metagenoma refere-se ao estudo do material genético recuperado diretamente de amostras
ambientais, permitindo uma compreensao mais ampla da diversidade microbiana e suas fungoes
em diferentes ambientes.

Durante o treinamento com o Dr. Brett Moreau e a Dra. Georgia Breaussou. Elaboramos um codigo

estruturado para realizar uma série de analises bioinformaticas, essenciais para o trabalho com dados

de transcriptoma e metagenoma.

No treinamento, o primeiro passo foi a instalagcdo de pacotes no R necessarios para analises

bioinformaticas e geragdo de graficos, como rmarkdown, knitr, ggplot2, rafalib e pheatmap. Apds a

instalacao, esses pacotes foram carregados na biblioteca para uso. Esse processo assegura que todas

as funcbes necessarias estdo disponiveis e prontas para executar as analises subsequentes. A

instalagdo do BiocManager e pacotes relacionados, como airway, DESeq2, e org.Hs.eg.db, habilitou a

analise de dados de sequenciamento de expressao génica e anotacao de genes. A utilizagao do conjunto

de dados airway serviu como um exemplo pratico, onde os participantes puderam explorar dados reais
de sequenciamento e aplicar o conhecimento adquirido.

O cédigo prosseguiu com a leitura e manipulagéo de dados de expressao génica, e o uso de fungbes do

pacote ggplot2 para visualizar a distribuigao e variabilidade dos dados. A criagao de graficos de dispersao

log-log das contagens médias de expressao génica versus a variancia demonstrou o relacionamento
entre a expressao e a variagao, uma etapa crucial para a normalizagao de dados em analises de RNA-

Seq. O pacote DESeq2 foi utilizado para normalizar os dados de contagem de expressado génica e

realizar testes estatisticos para identificar genes diferencialmente expressos, uma parte central das



analises de transcriptoma. Filtros de ajuste de p-valor e limiares de mudancga de dobra foram aplicados
para refinar os resultados e identificar os genes mais significativos.

Por fim, o cddigo abordou a visualizagao avangada de dados e a anotagao de genes. A fungao pheatmap
foi usada para gerar mapas de calor dos genes mais expressivos, permitindo uma compreensao intuitiva
dos padrées de expressao entre diferentes condigdes experimentais. Além disso, a integragdo com o
banco de dados org.Hs.eg.db permitiu a associacao dos identificadores de genes com seus simbolos e
nomes, facilitando a interpretagdo biologica dos resultados. Este treinamento em R forneceu aos
participantes as ferramentas necessarias para executar analises complexas de dados de expressao
génica, essenciais para a moderna pesquisa em biologia molecular.

A seguir focamos na normalizagéo, analise e anotagdo de dados de expressao génica. O cddigo inicia
carregando pacotes necessarios, incluindo ggplot2 para visualizacao de dados, pheatmap para mapas
de calor, DESeq2 para analise de expressao diferencial, e org.Hs.eg.db para anotagédo de genes,
juntamente com o Biobase e outros pacotes relevantes para a andlise de dados de sequenciamento. O
pacote DESeq?2 ¢ utilizado para construir um conjunto de dados a partir do objeto airway, seguido pela
execugado da fungdo DESeq para normalizar os dados e realizar analises estatisticas. As fungdes
estimateSizeFactors e sizeFactors sao usadas para normalizar os dados de contagem, um passo crucial
antes de qualquer comparacdo estatistica, garantindo que as variagdes técnicas entre as amostras
sejam adequadamente contabilizadas.

Apods a normalizagao, o codigo prossegue com a anotagao de genes usando o pacote org.Hs.eg.db. Este
passo associa identificadores de genes com simbolos conhecidos, nomes e IDs do Entrez, o que facilita
a interpretagdo bioldgica dos dados. O script também demonstra como extrair e ordenar os resultados
com base no ajuste dos valores p, seguido por uma selecdo dos principais genes para analise
subsequente. O cédigo entéo ilustra como escrever os resultados ordenados em um arquivo CSV para
compartilhamento ou analise futura.

Na segunda parte, o cédigo aborda a leitura de um novo conjunto de dados de expresséo génica e a
criacdo de histogramas para visualizar a distribuicdo dos dados de contagem. O cdédigo continua
preparando os dados para a analise DESeq2, removendo colunas ndo necessarias e configurando
metadados de amostra, que sdo essenciais para o design experimental da analise. O script segue com
a execucao de DESeqDataSetFromMatrix e DESeq para realizar a analise de expressao diferencial. A
fungéo results é utilizada com diferentes valores de alfa para filtrar genes com base em critérios de
significancia estatistica e mudanca de dobra.

Finalmente, o cddigo mostra como identificar genes diferencialmente expressos sob condigbes
experimentais especificas, usando limiares de p-valor e log2FoldChange. Uma vez identificados os
principais genes, o cédigo usa pheatmap para visualizar padrdes de expressao, proporcionando insights
visuais sobre a dindmica da expressado génica. Este conjunto de ferramentas e métodos descritos &
fundamental para a analise de dados de transcriptoma e metagenoma, permitindo aos pesquisadores
descobrir novos insights biolégicos e compreender melhor os mecanismos moleculares subjacentes as
suas perguntas de pesquisa.

Apods o estudo de transcriptoma elaboramos em um codigo de R um roteiro detalhado para analise de
dados 16S rRNA, comumente utilizado para caracterizar e comparar comunidades microbianas em
amostras ambientais e biomédicas. Este codigo especifico foi projetado para ser usado durante um
workshop pratico, permitindo aos participantes acompanhar e aplicar cada etapa da analise de
metagendmica.

4. Treinamento e experimentos nas areas de metabolémica e protedmica dos meios intra- e extra-
celular utilizando cepas bacterianas, Klebsiella pneumonae, Pseudomonas aeruginosa e
Acinotobacter baumannii no Laboratdrio Multiusuario de Analise Biomolecular;

O Biomolecular Analysis Facility Core (BAF) é um Cancer Center Core da Universidade da Virginia

(UVA) e esta empenhado em trazer o que ha de melhor em instrumentacgao e pessoal. Os instrumentos

incluem um ThermoFisher Exploris 480%° e um ThermoFisher Orbitrap ID-X®. O Exploris 480® fornece alta

resolugao e alta precisdo de massa em espectro (MS) e MS/MS. Este instrumento pode realizar analises
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protedmicas e de proteinas intactas usando interfaces nLC e CE. A quantificagdo agora é realizada
usando monitoramento paralelo de tragdo (PRM). O Orbitrap ID-X® fornece metabolomica de alta
resolugdo e quantificacao de pequenas moléculas. Esses dois instrumentos podem atender a todas as
necessidades protedmicas e metaboldmicas qualitativas e quantitativas. Também oferece um conjunto
de instrumentos compartilhados para acesso aberto.

O BAF esta agrupado em duas areas: (1) Espectrometria de Massas — analise qualitativa e quantitativa
de proteinas, peptideos, metabdlitos e pequenas moléculas; e (2) Instrumentagdo Compartilhada —
equipamento operado pelo usuario ou analise assistida pela equipe. O BAF permite a: (a) Determinagao
precisa de massa via cromatografia liquida (LC) ou eletroforese capilar (CE) de pequenas moléculas,
peptideos e proteinas; (b) Analise de Misturas Simples ou Complexas; (c) Proteémica Comparada; (d)
Anadlise de Modificagbes Pds-traducionais; (e) Quantificagdo do Monitoramento de Reacgbes Paralelas
(PRM); (f) Metaboldmica n&o alvo; (g) Vias metabdlicas alvo; (h) Rastreamento de Is6topos; (i) Interacdes
Moleculares (Lei do Octeto); (j) Leitura de Placas; (k) Dicroismo Circular; e (I) Cromatografia Liquida de
Alta Eficiéncia - HPLC. O BAF tem como diretor o Professor Nicholas E. Sherman, Ph.D, e a Diretora
Assistente Dilza Silva, Ph.D.

Evidéncias moleculares da resisténcia aos beta-lactamicos em isolados de Klebsiella pneumoniae com
foco na resisténcia a multiplas drogas e na viruléncia (medRxiv BMJ Yale preprint 2024, doi:
https://doi.org/10.1101/2023.12.30.23300671). Klebsiella pneumoniae esta associada a alta resisténcia
a antimicrobianos e é comum em isolados de colonizagdes e infecgbes nosocomiais. O estudo tem como
objetivo detectar genes de resisténcia pertencentes a 23 familias bla e investigar vias metabdlicas em
isolados de K. pneumoniae. Os genes das subfamilias 24 incluiram: blaSHV, blaTEM, blaNDM, blaKPC,
blaGES, blaCTX-M e variantes relevantes da familia blaOXA sub-25. Os dados de espectrometria de
massa foram adquiridos no espectrémetro Orbitrap IDX® (Thermo) conectado ao sistema 26 Vanquish
UPLC. Isolados de 122 amostras de K. pneumoniae foram coletados de 23/04/2019 a 27/29/05/2021.
Foi encontrada alta prevaléncia de resisténcia as penicilinas, cefalosporinas e carbapenémicos entre os
isolados. O perfil genotipico identificado mostrou alta prevaléncia de genes pertencentes as 29 classes
de beta-lactamases A, B e D de Ambler. No estudo metaboldmico, o metabdlito N-frutosil isoleucina foi
identificado aumentado em cepas multirresistentes (MDR) de K pneumoniae em comparagao com cepas
suscetiveis aos antimicrobianos. Conclui-se que os ensaios desenvolvidos foram eficientes na detecgéo
dos principais genes da familia bla de resisténcia em K. pneumoniae. O uso da via metabdlica da pentose
fosfato sugere a regulacao do crescimento bacteriano, viruléncia e colonizacdo em cepas MDR de K.
pheumoniae.

5. Experimentos com tecidos intestinais de camundongos saudaveis e desnutridos induzidos por dieta
padrao denominada MAL-ED no Laboratério Multiusuario de Biologia Espacial;
O Ndcleo de Biologia Espacial (SBC) foi langado em julho de 2022 no Centro de Saude, Universidade
de Virginia, para trazer o que ha de mais moderno em pesquisas para o estudo das interagdes celulares
e moleculares no contexto espacial de tecidos e 6rgaos. A analise espacial combinou sequenciamento
de RNA espacial de célula Unica, microscopia de alta resolugcao e analise quantitativa de dados de
imagem para permitir estudos de genémica espacial e protedmica em grande escala.
O SBC oferece experiéncia em perfil espacial de amostras biologicas. Técnicas e instrumentagéo
fornecidas pela SBC podem ajudar a mapear a arquitetura espacial de células e tecidos. Experimentos
de suporte central em transcriptdmica espacial e protedmica espacial. A instrumentacao inclui:
Analise Multiplex: (a) NanoString nCounter® - dados de express&o altamente reproduziveis em mais de
800 alvos e painel personalizado; (b) IsoPlexis® - sistema ELISA multiplex de resolugéo de célula Unica,
monitorando mais de 30 citocinas ao mesmo tempo.
Andlise Espacial: (a) NanoString CosMx SMI® - Andlise multibmica in situ de alta complexidade.
Monitoramento de 64-120 proteinas e 1.000-6.000 transcrigbes em uma lamina; (b) NanoString GeoMx
DSP® [hospedado pelo BTRF Core] - fornece contexto morfolégico em trancritbmica espacial e analise
protedmica espacial; (c) ZellScanner® - ChipCytometry® - imagens de alta qualidade combinadas com
software de imagem avangado permitem analises verdadeiramente quantitativas.
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Imagem de alto contetido: (a) Sistema de imagem de alto contetido Perkin Elmer Operetta CLS® -
Imagem confocal e ndo confocal -8 LEDs Excite. O nucleo da SBC é dirigido pelo Dr. Jay Fox, Ph.D. e
Dra. Ana Karina de Oliveira, Ph.D. (ak4yj@uvirginia.edu). O treinamento piloto no SBC resultou na ideia
seminal para processar amostras de tecido do intestino jejunal de camundongos saudaveis e desnutridos
induzidos com dieta para desnutricdo denominada MAL-ED desenvolvido pelo nosso grupo de pesquisa
em um projeto com suporte do CNPq (No. do processo: 426032/2018-7; UNIVERSAL 2018 Relatorio;
Ribeiro Tese de Doutorado 2022; Ribeiro et al. 2023, doi: 10.1017/S0007114522001271; Maciel et al.,
2021, doi: 10.1093/jn/nxaa271). Neste estudo sera relevante a avaliagado da barreira funcional do epitélio
jejunal no intestino das interagdes celulares e moleculares no contexto espacial do tecido epitelial. Em
adicdo, iremos estudar o sistema imune da submucosa jejunal do intestino através de dados de
expressao altamente reproduziveis em mais de 800 alvos e de alvos celulares para monitoramento de
mais de 30 citocinas ao mesmo tempo.

6. Desenvolvimento, modelagem e analise de megabanco de dados nas areas de virus da Influenza e
SARS-CoV-2 utilizando ciéncia de dados, computacao e matematica

Projeto influenza nacional Brasil 2013-2018:

A vacinagao contra influenza em mulheres gravidas tem demonstrado reduzir o nimero de nascimentos
prematuros. Trabalhos mostram que a influenza sazonal no Ceara, semiarido do Brasil, ocorre de 2 a 3
meses antes do Sul e Sudeste. Apesar disso todo o Brasil esta sujeito ao mesmo esquema de vacinagao.
Portanto mulheres gravidas e seus fetos sao inadequadamente protegidos contra influenza nas regides
tropicais e equatoriais do Brasil. Testaremos a hipétese de que a atual politica nacional de vacinagao da
influenza no Brasil, utilizando a vacina do Hemisfério Sul, protege inadequadamente contra os efeitos
materno-fetais prejudiciais de baixo peso ao nascer caracterizado por peso inferior a 2500 gramas e
prematuridade caracterizada por nascimento com menos de 37 semanas. O estudo observacional
descritivo sera desenvolvido para analisar as séries historicas de registros de sindrome respiratoria
aguda grave no Brasil, no periodo de 2013 a 2018. A Figura 2 resume os dados de sindrome respiratéria
aguda grave (SRAG) e periodo vacinal contra influenza no Brasil em 2018. A populacdo de estudo
correspondera aos registros de Sindrome Respiratéria Aguda Grave (SRAG) registrados no Sistema de
Informacao de Agravos de Notificacdo (SINAN-Influenza), no periodo de 2013 a 2018, que fazem parte
do estudo INFLUEN-SA Brasil. Os dados que alimentam o sistema SINAN-Influenza, foram coletados a
partir da ficha de registro individual, destinada para unidades com internagao por sindrome respiratoria
aguda grave (SRAG), de pessoas hospitalizadas ou ébito por SRAG. Sera utilizada como fonte de dados
secundéria, os dados do Sistema de Informagbdes sobre Nascidos Vivos (SINASC) que contém
informacdes epidemioldgicas referentes aos nascimentos informados no Brasil. Esta base de dados
fornecera informagdes sobre o parto de mulheres gravidas ou puérperas com ou sem registro de
Sindrome Respiratéria Aguda Grave (SRAG). Os dados do banco de dados SINASC foram coletados a
partir do Formulario da Declaragao de Nascido Vivo. As maes serao divididas em dois grupos. O primeiro
grupo sera composto por criangas nascidas de maes que tiveram notificagdo de SRAG durante a
gravidez com registro de SRAG no sistema SINAN com correspondente registro do nascimento no
sistema SINASC. O segundo grupo sera composto pelos registros de criangas com registro de
nascimentos no sistema SINASC, selecionadas aleatoriamente, pareadas por idade mais ou menos trés
meses de idade, cuja maes nao tinham registros de SRAG durante a gravidez no sistema SINAN. A
analise dos dados sera feita a partir de uma tabela de dados com informagdes do sistema SINAN-
Influenza. Uma segunda tabela sera feita a partir de informacgoées referentes as informagdes de parto de
gravidas ou puérperas provenientes do banco de dados SINASC. E uma terceira tabela combinando as
duas tabelas anteriores em uma unica tabela contendo informagbes dos registros de SRAG e dados
sobre o nascimento de criangas onde as mulheres gravidas ou puérperas apresentavam ou nao registro
de SRAG provenientes do sistema SINAN-Influenza. Devido ao grande numero de registros do sistema
SINASC, sera usado o software de banco de dados MySQL verséo 5.0.11 para este gerenciamento. O
pacote estatistico R versao 3.6.2 for Windows e software Stata Versao 11 também foram usados para
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formatacao das tabelas. A analise estatistica sera realizada usando o Statistical Package for the Social
Sciences (SPSS Statistics for Windows, Versao 20.0, IBM Corporation, Armonk, NY). Todas as amostras
e dados dos sujeitos do estudo foram analisados anonimamente. O teste de Shapiro-Wilk sera utilizado
para avaliar a normalidade dos dados variaveis quantitativos e o teste de Levene para avaliar a igualdade
das variancias. O teste de Mann-Whitney (dois grupos) sera utilizado para variaveis cuja distribuicao néo
for normal. As variaveis qualitativas serao analisadas pelo teste do qui-quadrado ou teste de Fisher. O
software GraphPad Prism, verséo 3.0 para Windows (San Diego, CA, EUA) sera utilizado para analises
complementares e delineamento das figuras.

Casos de SRAG 2018 Brasil

Area 1
Area 2
Area 3

B Areas

B Casos SRAG 2018

2400
1200
1000

800

mCampanha
—Casos Area 1

600

Casos SRAG

—Casos Area 2

—~Casos Area 3
Casos Area 4

200

Do DD DD O D D
SEIK K SR S S I S K
w@ N ,\Q

> vl o3 d >
ISR G N SIS Q&L’
BT AT AT AT DA L

» & &
&S S

Semana epidemiologica

Figura 2 — Mapeamento dos casos de sindrome respiratéria aguda grave (SRAG) nas
areas geograficas do mapa do Brasil (A) e por semana epidemioldgica
mostrando também o periodo vacinal contra influenza no ano de 2018 (B).
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Projeto COVID-19 — Ceara 2020-2022:

O virus SARS-CoV-2 é o agente etiolégico da doenga COVID-19 e responsavel pela pandemia de
coronavirus. Originou-se na China para um numero crescente de paises (LAYNE et al., 2020, doi:
10.1126/scitransImed.abb1469; LI et al., 2020, doi: 10.1056/nejmoa2001316). Até abril de 2022, foram
confirmados no mundo mais de 521 milhdes de casos, com mais de 6 milhdes de mortes. No Brasil foram
confirmados mais de 30 milhdes de casos, com mais de 600 mil mortes. O Ceara registrou 1,2 milhdes
de casos, com mais de 26 mil 6bitos. Como este é o primeiro contato com o virus SARS-CoV-2, agente
etiolégico da COVID-19, é muito importante analisar seu impacto nos desfechos materno-fetais. O
objetivo geral é analisar o impacto entre os casos de COVID-19 em mulheres gravidas e os desfechos
materno-fetais no estado do Ceara entre os anos de 2020 e 2022. Objetivos especificos sao descrever
as caracteristicas clinico-epidemioldgicas dos casos de COVID-19 em mulheres gravidas. Comparar os
dados clinicos-epidemioldgicos entre casos com diagndstico laboratorial confirmado e descartado para
SARS-CoV-2. Avaliar a severidade da COVID-19 de acordo com sintomas e morbidades pré-existentes.
E analisar o impacto dos efeitos materno-fetais prejudiciais de baixo peso ao nascer (<2500 gramas) e
prematuridade (nascimento <37 semanas). Para o estudo proposto utilizaremos duas bases de dados.
A base SINAN-Influenza e Sivep-Gripe, que sao notificagdes ao sistema de vigilancia de internagbes por
Sindrome Respiratéria Aguda Grave. Essa sera a fonte de dados epidemioldgicos e clinicos de mulheres
gravidas. A segunda base sera o registro de nascimentos do sistema SINASC-DATASUS. Essa sera a
fonte de informagdes sobre o parto e dados do nascimento. As variaveis serao agrupadas por
caracteristicas sociodemograficas, epidemioldgico-clinicas e laboratoriais. Serao utilizadas analises de
correlagdo e regressao logistica para determinar a existéncia de associagdo entre a COVID-19 e
desfechos materno-fetais. Os resultados poderao fornecer informagdes relevantes sobre o impacto da
COVID-19 nos desfechos materno-fetais.

7. Treinamento administrativo para gerenciamento e manejo de Laboratério de Biosseguranga Nivel 3,
gerenciamento, perspectiva e expansao do programa secular (46 anos) de colaboracgéao internacional
entre a Universidade Federal do Ceara e a Universidade de Virginia.

Descritiva relativo a segunda missao técnico-cientifica do Laboratério de Biossegurancga de Nivel 3 do

Nucleo de Biomedicina, Faculdade de Medicina, Universidade Federal do Ceara e a School of Medicine,

Medical Center, University of Virginia (UVA), Charlottesville, VA, USA para expansao e consolidagéo na

colaboragao em pesquisas entre a UFC & UVA.

A missao do setor administrativo do NUBIMED/FAMED-UFC representado pelos colaboradores Katia M.

L. Nogueira e Charles R. S. Melo, no periodo de 16 a 24 de outubro de 2023 teve como proposito visitar

a infraestrutura da UVA, bem como dar continuidade ao convénio existente entre a Universidade Federal

do Ceara e a Universidade da Virginia. A missao teve como grande relevancia o contato com o

administrador executivo do Child Health Research Center (Sr. Jalen O. Hill), onde foi trocado

experiencias e aprendizagens relacionadas a administracado dos Laboratérios Multiusuarios:
a) Unidade de ciéncias de dados, computacio, matematica e estatistica;
) Biorepositério e biobanco de amostras, microorganismos, células e tecidos;
c) Laboratério de analise biomolecular;
)
)

O

Laboratério de genoma, transcriptoma e metagenémica;
Laboratoério de microscopia eletrénica molecular;

f) Laboratdrio de citometria de fluxo e biologia espacial;

g) Laboratérios multiusuarios BSL3 / BSL2 / BSL1: replicagao viral (virus entéricos e respiratérios),

patobiologia e desenvolvimento de farmacos;

h) Laboratério de iniciativa interinstitutional em microbioma.
Em seguida fomos apresentados a diretora assistente de infraestrutura de pesquisa e administragéo de
empresas (Sra. Ewa Kubicka), que nos mostrou o funcionamento e logistica do nucleo de tecnologia e
analise de genoma.
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Conhecemos o trabalho desenvolvido da assistente administrativa sénior da divisdo UVA de doencas
infecciosas e saude internacional (Sra. Samantha A. Moreau), onde atua na administracao de escritorio,
operacgoes, coordenacao de eventos, recursos humanos, treinamentos e suporte tecnolégico.

Tivemos a oportunidade de ter o contato virtual com a gerente sénior do programa de pesquisa (Sra.
Casandra L. Hoffman), que tem o papel relevante de ajudar os codiretores a gerenciar a iniciativa
TransUniversity Microbiome, onde percebemos a sua importancia no gerenciamento junto aos
pesquisadores de CORE's.
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Lista dos membros de pesquisadores e técnicos da 12. Missdo BSL-3 na Universidade da Virginia, VA.

Legal First DETETR s CF User Email Address Job Title Start Date | End Date
Name School
Faculty of
Aldo Angelo | Medicine,
Morei ge Federal alima@ufc.br Professor at UFC 20/05/2023 | 08/06/2023
oreira Lima : .
University of
Ceara, Brazil
Department of .
Alexandre Havt | oy, vio10gy and | ahavt@ufc.br Associate Professor | 54,05/0023 | 08/06/2023
Binda at UFC
Pharmacology
IBIMED -
Jose Quirino Instituto de . Data manager at
Silva Filho Biomedicine - jqf_ce@yahoo.com.br UFC 20/05/2023 | 08/06/2023
UFC
e, | poparmentor
Carneiro Physiology and | lyviacarneiro@ufc.br Pharmacist at UFC 20/05/2023 | 08/06/2023
~ Pharmacology
Magalhaes
A IBIMED -
Marco Antonio Instituto de Visiting Professor at
de Freitas . L mclementino@ufc.br 9 20/05/2023 | 05/06/2023
. Biomedicine - UFC
Clementino
UFC
Rafhaella Faculty of
Nogueira Della Medicine, Postdoctoral
gue Federal rafha.dellaguardia@gmail.com 20/05/2023 | 08/06/2023
Guardia : . Researcher at UFC
Gondim University of

Ceara, Brazil
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Lista dos membros de pesquisadores e técnicos da 22. Missdo BSL-3 na Universidade da Virginia, VA.

S A DAEETE User Email Address Job Title Start Date | End Date
Name School
Faculty of
Aldo Angelo Medicine,
ANge Federal alima@ufc.br Professor at UFC 16/10/2023 | 27/10/2023
Moreira Lima . .
University of
Ceara, Brazil
Department of .
Alexandre Havt | 50 o100y and | ahavt@ufc.br Assaciate Professor | 16/44/5023 | 27/10/2023
Binda at UFC
Pharmacology
Federal
Bruna Leal University of .
Lima Maciel Rio Grande do bruna.maciel@ufrn.br Professor at UFRN 16/10/2023 | 24/10/2023
Norte, Brazil
Charles IBIMED -
Instituto de . Admin Staff at
Roberto Sousa Biomedicine - filhonego@yahoo.com.br NUBIMED-UFC 16/10/2023 | 24/10/2023
Melo
UFC
IBIMED -
Jose Quirino Instituto de . Datamanager at
Silva Filho Biomedicine - jaf_ce@yahoo.com.br UEC 16/10/2023 | 27/10/2023
UFC
IBIMED -
Katia Maria Instituto de . Admin Staff at
Lima Nogueira | Biomedicine - katianog1@yahoo.com.br NUBIMED-UFC 16/10/2023 | 24/10/2023
UFC
I\_/};\éfol\rfser:?)s Department of
Carneiro Physiology and | lyviacarneiro@ufc.br Pharmacist at UFC 16/10/2023 | 27/10/2023
~ Pharmacology
Magalhaes
o IBIMED -
Marco Antonio Instituto de Visiting Professor at
de Freitas . o mclementino@ufc.br 9 16/10/2023 | 27/10/2023
. Biomedicine - UFC
Clementino
UFC
Rafhaella Facu_lty of
Nogueira Della Medicine, Postdoctoral
gue Federal rafha.dellaguardia@gmail.com 16/10/2023 | 27/10/2023
Guardia : . Researcher at UFC
Gondim University of

Ceara, Brazil




