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Introducao

A tuberculose (TB), doenca infecciosa causada pelo Mycobacterium tuberculosis
(Mtb), remonta a Idade da Pedra, mas especificamente no periodo Paleolitico, cerca de
3,3 milhdes de anos atras. Por volta dos séculos XVIII e XIX, a TB se tornou uma
epidemia em continentes como Europa e América do Norte (PEZZELLA, 2019). Até o
surto da Coronavirus Disease-19 (COVID-19), em marco de 2020, a Organizagédo
Mundial da Satde (OMS) ranqueava a TB como a principal doenga causada por um Unico
agente infeccioso, 0 Mycobacterium tuberculosis (Mtb), e uma das principais causas de
mortes no mundo por doengas infecciosas -1,3 milhdo em 2020. Sabe-se que mais de 80%
das notificacGes sdo oriundas de apenas 20 paises, dentre eles o Brasil (HUANG et al.,
2020; WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2021). De dezembro de 2019 até abril de
2022 cerca de 500 milhdes de casos foram notificados e mais de 6 milhdes de individuos
foram a oObito devido a doenca causada pelo Sindrome Respiratéria Aguda Grave
Coronavirus 2 (SARS-CoV-2), a COVID-19 (WORLD HEALTHY ORGANIZATION,
2022). A pandemia da COVID-19 se tornou rapidamente um grande problema de saude
publica pelo exponencial espalhamento do virus no mundo, o que gerou um impacto
consideravel nas taxas de morbidade e mortalidade, além da desestabilizacdo econdmica
e social (CARLOS et al., 2020; WANG et al., 2020). Dentre os Objetivos de
Desenvolvimento Sustentavel (ODS) estabelecidos pela Organizagdo das Nacdes Unidas
(ONU) em conjunto com a OMS esté a erradicacdo de pandemias como a da TB, o projeto
“End TB”. Na qual paises de todo o mundo se comprometeram em reduzir, até 2030, em
90% a taxa de Gbitos e 80% a taxa de incidéncia da TB em comparacdo a 2015 (ONU,
2021). De acordo com a ONU, o avanco conquistado até 2019 no combate a TB sofreu
um retrocesso com o surto da COVID-19, o que refletiu no aumento no niamero de 6bitos
por TB pela primeira vez na Gltima década. Em contrapartida, foi observada a diminuicao
dasua incidéncia, acreditando-se ser devido a subnotificacédo de casos pela baixa testagem
(HUANG et al., 2020; ONU, 2021; WORLD HEALTHY ORGANIZATION, 2021). TB
e COVID-19 afetam principalmente os pulmdes, interferem no sistema imune do
hospedeiro e apresentam sintomatologia semelhante. As principais manifestagdes clinicas
sdo febre, sintomas respiratorios, fadiga e sintomas gastrointestinais (LIN et al., 2020;
ZHOU et al., 2020), sendo o principal sintoma em comum a tosse prolongada. Outros
sintomas da TB sdo hemoptise, dispneia, suor noturno, perda de apetite e de peso (WEI
et al., 2020). O Mtb infecta primariamente os pulmdes (TB pulmonar), entretanto pode
afetar outros orgéos e tecidos como intestinos, figado, linfonodos, pele, cérebro, musculos
esqueléticos e sistema reprodutor (TB extrapulmonar) (MATHIASEN et al., 2020). O
Mtb é um dos patdégenos mais adaptados para escapar do reconhecimento pelo sistema
imunologico do hospedeiro e, eventualmente, estabelecer a infeccdo (SADYKOV et al.,
2020). Estima-se que um quarto da populagdo mundial apresenta TB latente (2 bilhdes de
individuos), dos quais apenas 5-15% dos individuos infectados evoluem para a condicao
ativa da doenca (MOUSQUER; PERES; FIEGENBAUM, 2021). Fatores genéticos e
ambientais desempenham um papel crucial na patogenicidade da TB, sendo responsavel
pela susceptibilidade no individuo infectado (ARAVINDAN, 2019). Assim como na
forma grave da COVID-19, a probabilidade de desenvolver a TB doencga torna-se muito



, 7 PATRIA AMADA
QCNP q CIENCIA, TECNOLOGIA 2~ __BRASIL

FUNDACAO VINCULADA AO MCTI E INOVACOES GOVERNO FEDERAL

maior entre 0s pacientes com sistema imune comprometido ou fatores de risco como
desnutricdo, diabetes, tabagismo, alcoolismo, situacdo de rua, populacdo carceréria e
indigenas (MATHEMA et al., 2017; MENON et al., 2016; MOUSQUER; PERES;
FIEGENBAUM, 2021; WORLD HEALTHY ORGANIZATION, 2021). Na China, um
dos principais paises com maior incidéncia da TB e local da origem do surto da COVID-
19, um estudo analisou a gravidade dos sintomas de COVID-19 em individuos com
infeccdo latente por TB (ILTB) e em pacientes com TB ativa. Os pesquisadores
verificaram uma maior frequéncia de sintomas graves da COVID-19 em pessoas com
ILTB (36% dos casos), mesmo em comparagdo a pacientes com diabetes (25%),
hipertensédo (22%), doenca cardiaca coronaria (8%) e doenca pulmonar obstrutiva crénica
(DPOC - 5%). Dentre os pacientes com TB ativa, 78% apresentaram sintomas graves da
COVID-19 (LIU, YONGYU et al., 2020). Os individuos com ILTB positivos para o
SARS-CoV-2 exibiram uma resposta imune inata mais exacerbada com niveis elevados de
citocinas inflamatorias em comparacdo com individuos com ILTB sem COVID-19
(KUDAY, 2020). Nesses individuos coinfectados (Mtb + SARS-CoV-2), observou-se a
diminuicdo das células TCD4+ e TCD8+, aumento da excrecdo viral durante a
expectoragdo e niveis indetectaveis ou anormalmente baixos de anticorpos apos a
recuperagdo (LIU, YONGYU et al., 2020). Tais fatores traduzem uma condicdo
patolégica com sintomatologia mais grave e um maior potencial de disseminacdo viral
(CRISAN-DABIJA et al., 2020). A conexdo entre 0 Mtb e 0 SARS-CoV-2 provavelmente
é bidirecional. A imunossupressdo temporéria induzida pela TB pode aumentar a
susceptibilidade dos pacientes a COVID-19, que por sua vez, também aumentara a
susceptibilidade a TB ativa, no entanto as vias pelo qual essa correlacdo se mantém
existente ainda é desconhecida (UDWADIA et al., 2020). A ILTB se da pela competéncia
da resposta imune do hospedeiro em conter a propagacao da infecgdo por meio da criacao
de granulomas, se tornando o foco da resposta imune antiMtb. Diversas células do sistema
imune participam desse processo, como macrdofagos, neutrofilos, células dendriticas
(CDs), células natural killer (NK), mastdcitos e linfocitos. O tratamento correto e a
resposta imune eficaz contribuem a eliminagdo do Mtb e resolugdo de granulomas; no
entanto, algumas caracteristicas dos pacientes podem predisp6-los aos processos cronicos
— TB doenca (STARSHINOVA et al., 2022). O SARS-CoV-2 exerce uma influéncia
significativa no sistema imunolégico do hospedeiro, resultando em uma imunossupressao
grave, o que pode desencadear a ativacédo e progressédo da ILTB existente na forma ativa
da doenca (LIN et al., 2020). Atualmente, sabe-se que o SARS-CoV-2 penetra através da
membrana mucosa do trato respiratério superior e se replica nas células do epitélio
ciliado, com o desenvolvimento de viremia secundaria, distdrbios imunoldgicos, hipdxia
e disseminacdo para os Orgdos-alvo como coracdo, figado e rins, o que leva a
microangiopatia na forma de trombo, vasculite produtiva e sindrome de hipercoagulagédo
com danos ao sistema imune (OCHANI et al., 2021). O efeito citotoxico direto do SARS-
CoV-2 é devido a penetracéo do virus em celulas que expressam a enzima conversora de
angiotensina 2 (ECA2), que facilita a entrada no virus nas células-alvo por meio da
ligagdo a proteina S. Os interferons do tipo | (IFN-I) estimulam a expresséo dos receptores
de entrada do SARS-CoV-2 e permitem que o virus seja endocitado (YANG; WANG,
2020). O virus infecta e se replica em células ciliadas e secretoras de muco do epitélio
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brénquico, pneumdcitos tipo Il nos pulmdes e macrofagos (ABASSI et al., 2020;
MASON, 2020). Assim como 0 SARS-CoV-2, o Mth também infecta pneumacitos tipo 11
nos pulmaes via receptores de reconhecimento de padroes (PRRs) das células hospedeiras
como receptores do tipo toll (TLRs), receptores do tipo NOD (NLRs), receptores do
complemento (CRs), moléculas de adesdo intercelular especifica da célula dendritica que
agarram a non integrina (DC-SIGN), receptores de manose, receptores CD14, receptores
de eliminacdo e receptores FCy (HOSSAIN; NORAZMI, 2013). Além disso, o Mtb é
fagocitado pelos macrofagos alveolares e posteriormente translocado para os lisossomos
— ativacao fagolisossomo, para sua destruicdo (DE ALBUQUERQUE BORBOREMA et
al., 2020). A coinfecgdo de SARS-CoV-2 e Mtb pode piorar o quadro desencadeado por
cada patogeno. Sendo a coinfeccdo em macrofagos responsavel pelo aumento da
producédo de citocinas pré e anti-inflamatorias. Infeccdo de pneumacitos tipo Il com o
SARS-CoV-2 pode causar falha de regeneracédo das células e levar a lesdes nos pulmaes,
danos brénquicos acelerados e, finalmente, a doenga pulmonar (PINKY; GONZALEZ-
PARRA; DOBROVOLNY, 2019). Na COVID-19 observa-se um grande infiltrado
inflamatdrio de células imunes nos pulmdes, que, em adicdo ao dano gerado pela prépria
infeccdo viral, contribui para maior dano tecidual devido a secrecdo em excesso de
proteases e espécies reativas de oxigénio (ROS) (STARSHINOVA et al., 2022). Em
pacientes com sintomas graves de COVID-19 é frequentemente observada linfopenia
associada a uma diminuicéo acentuada no contetdo absoluto de células T CD4+, T CD8+,
células B e células NK (ROSSATO SILVAL et al., 2021). Enquanto que a contagem de
CD3+ é inversamente relacionada com as concentracdes de citocinas pro-inflamatorias
como interleucina 6 (IL-6), IL-10 e o fator de necrose tumoral - a (TNF-a) em amostras
de sangue total periférico (RAMIREZ; SANCHEZ; PIRSKANEN, 2021). Neutrofilos sdo
a principal fonte de citocinas pro-inflamatorias tanto na infeccédo pelo SARS-CoV-2, como
na pelo Mtb (SETTE; CROTTY, 2021). Essas células estdo ativamente envolvidas na
eliminagdo do pat6geno nos estagios iniciais de sua invasdo, mas em contrapartida geram
danos ao proprio organismo pela destruicdo do tecido pulmonar e posterior fibrose
(SMITH, 2003). Quando a resposta imune adaptativa desempenhada pelas células T é
prejudicada, o processo infeccioso sera mais danoso ao hospedeiro. A resposta T auxiliar
do tipo 1 (Th1) ativa a producéo de interferon-y (IFN-y) e TNF-a, que contribuem para a
ativacdo da protecdo antimicrobiana pelo recrutamento de macréfagos, enquanto que a
ativagdo da resposta Thl7 e neutrdfilos recrutados oriundos do sangue periférico
promovem além dos efeitos protetores, dano aos tecidos circundantes (ROSSATO
SILVAL et al., 2021). Tanto na infeccdo pelo Mtb quanto pelo SARS-CoV-2, as células
Th1 sdo consideradas as principais células T auxiliares efetoras. Ap6s o processo de
reconhecimento de antigenos nos tecidos periféricos, essas células produzem IFN-y, que
recrutam e ativam uma ampla gama de células imunocompetentes, incluindo células T
citotoxicas CD8+, macrofagos e celulas B envolvidas na eliminacdo de patdgenos
intracelulares. Na TB também observa-se um aumento de células Th2 e uma diminuicao
de células Th17 (STARSHINOVA et al., 2022). Entre os pacientes com COVID-19, um
aumento na proporcéo de células Th2 em circulacdo foi associado a um prognaostico ruim,
enquanto que ndo foram encontradas diferencas significativas nas células Thl ou Th17
(GIL-ETAYO et al., 2021). A secregdo de IFN-y por linfocitos Thl7 afetam
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negativamente o desenvolvimento de uma protecdo imune a longo prazo contra 0 Mtb em
experimentos em modelo animal com sucessivas infeccdes. Hipotetiza-se que maior
resposta Th1l e menor influéncia Th17 contribui para o desenvolvimento de uma resposta
imune mais eficaz a invasdo do Mtb (MONIN et al., 2015). Na tuberculose, a imunidade
adaptativa desempenha papel principal na resposta imune, realizada principalmente por
linfocitos T (RAMIREZ; SANCHEZ; PIRSKANEN, 2021). Com a infeccdo do SARS-
CoV-2, ocorre a deplecdo de células T e uma diminuicdo na diversidade funcional dessas
células (CANAS, 2020). De acordo com varios estudos, 0 SARS-CoV-2 foi encontrado
em linfdcitos T, macréfagos e células dendriticas, o que pode também prejudicar sua
funcdo (ZHENG et al., 2020). Portanto, hipotetiza-se que a infeccdo pelo coronavirus,
contra a qual a imunidade celular é ativada, leva ao esgotamento do sistema destinado a
combater a infeccdo pelo Mth. Por fim, acredita-se que o quadro de ILTB contribui para
danos nos pulmdes e para supressao imunolégica geral, que é piorada pelo SARS-CoV-2
e predispde ao desenvolvimento da TB doenga com ou sem resisténcia a drogas. Por outro
lado, a imunossupresséo latente pode ser um fator de defesa contra o desenvolvimento da
tempestade de citocinas (STARSHINOVA et al., 2022). O sistema imunol6gico do
hospedeiro responde ao SARS-CoV-2 também pela inducdo da diferenciacdo de
mondcitos em macrdfagos pré-inflamatorios pela ativacdo das vias JAK-STAT, mediada
pela producéo de IL-1pB e/ou IL-18 (MERAD; MARTIN, 2020). Essa ativacdo pode levar
a producéo de citocinas pré-inflamatorias e resultar na tempestade de citocinas associada
a COVID-19. Tempestade de citocinas causa replicacéo rapida do SARS-CoV-2 e resulta
na infeccdo de mais células epiteliais alveolares (COPERCHINI et al., 2020). O aumento
significativo de citocinas como IL-6 e IL-1B recrutam uma maior quantidade de
neutrdfilos, que infiltram o tecido pulmonar e causam lesdo pulmonar (XIE et al., 2020).
A tempestade de citocinas também é induzida na infeccdo pelo Mtb e é impulsionada por
uma resposta imune avassaladora de macrofagos alveolares, mondcitos e CDs nos
pulmdes e linfonodos (ETNA et al., 2014). Essas células liberam uma série de citocinas,
incluindo IL-1, IL-18, IFN-a, IL-6, IL-10 e, portanto, coinfeccdes de SARS-CoV-2 + Mth
provavelmente resultam na producédo de grandes quantidades de citocinas e levam a uma
patogenicidade exacerbada (FLESCH; KAUFMANN, 1993; TAPELA; OCHIENG’
OLWAL; QUAYE, 2020). Embora ambos os patdgenos compartilnem caracteristicas da
tempestade de citocinas, € importante notar que a magnitude da resposta difere, sendo a
resposta ao Mtb menos intensa. Além disso, os resultados associados a tempestade de
citocinas sao diferentes para as duas infecgdes. Pacientes com COVID-19 apresentam
sindrome do desconforto respiratorio agudo, enquanto que na TB o desgaste cronico e a
longa destrui¢do lenta resultam da tempestade de citocinas (TAPELA; OCHIENG’
OLWAL; QUAYE, 2020). Os Mycobacterium spp expressam varias proteinas homologas
aos antigenos do SARS-CoV-2, levantando a possibilidade de que respostas imunes
adaptativas ao Mtb podem conferir imunidade heter6loga contra 0 SARS-CoV-2
(DAKAL, 2021; EGGENHUIZEN et al., 2021; NUOVO et al., 2020). Em estudo
realizado com pacientes com TB e COVID-19 nos quais foram injetadas proteinas do Mtb
e do SARS-CoV-2 verificou-se que a coinfecgéo limita a capacidade de resposta ao SARS-
CoV-2 in vitro, enquanto que a resposta especifica ao Mtb néo foi prejudicada. Os autores
explicaram os resultados obtidos como a resposta imune se concentrando na infecgéo pelo
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Mtb, o que enfraqueceria a resposta ao SARS-CoV-2 (LIU, WANG-DA et al., 2022). No
Brasil (e no mundo), dados consistentes sobre as vias genéticas e imunoldgicas ativadas
pelo hospedeiro em uma coinfecgdo Mth + SARS-CoV-2, sdo muito limitados,
principalmente porque a presenca da ILTB é subnotificada. A regulacdo da inflamacédo é
um fator critico que determina o resultado dessas infec¢des. A inflamacéao excessiva tanto
na TB, como na COVID-19, prejudica a imunidade celular, danifica o tecido pulmonar e
pode levar a quadros mais graves dessas doengas. Por outro lado, a inflamacao diminuida
pode prejudicar o controle das infeccOes ao retardar a indugdo da imunidade inata e
adaptativa (NOVIKOV et al., 2011). Esse balanceamento da resposta imune frente a
inflamacéo é crucial para um desfecho clinico favoravel ao hospedeiro, sabendo disso,
novos papéis atribuidos a hormonios esteroides tém sido elucidados, desde sua atuacao
imunomoduladora até seu papel na inibicdo direta de microrganismos (LANG;
ASPINALL, 2017). Dentre esses hormdnios se destaca a vitamina D3 (VDs3). Este
horménio pode vir a afetar a infec¢do por esses patdgenos por diversos mecanismos de
defesa imunoldgica, sendo importante alvo de estudo na contencdo desses patdgenos.
Embora a coinfeccdo Mtbh + SARS-CoV-2 represente enorme desafio de salde,
especialmente em paises onde as vacinas contraa COVID-19 e a TB séo escassas, ndo se
sabe ao certo qual o efeito da infeccdo por Mth nas respostas do hospedeiro ao SARS-
CoV-2 e vice e versa, pelos poucos relatos clinicos desta coinfec¢do na auséncia de outras
comorbidades (RIOU et al., 2021; TAMUZI et al., 2020). Para entender como, na
auséncia de outras comorbidades, a coinfeccdo desses patdgenos interfere no curso das
doencas por eles desencadeadas, a utilizacdo de um modelo animal deve auxiliar na
compreensdo da patogénese destas doencas e de possiveis vias de alvo terapéutico para
ambas. Desta forma, o desenvolvimento de estudos para identificacdo das vias genéticas
de ativacdo de respostas imunoldgicas ativadas na coinfec¢do da SARS-CoV-2 + Mtb em
modelo animal, podem gerar informagdes importantes sobre as diferencas na resposta
imune na COVID- 19, principalmente, mas ndo exclusivamente, em individuos fora dos
grupos de risco para doenca. Além disso, os dados gerados podem contribuir para novas
perspectivas de reposicionamento de drogas e tratamentos.

Palavras-chave: Mycobacterium tuberculosis; SARS-CoV-2; Resposta Imune;

Inflamacdo; COVID-19; Tuberculose; Vitamina Ds.

Objetivos
- Geral:

Estabelecer um modelo animal para investigar as principais vias de ativacao
génica relacionadas a resposta imune e a inflamagdo frente a coinfeccdo Mtb e SARS-
CoV-2.

- Especificos:
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Objetivo Especifico

I. Estabelecer um modelo animal para
coinfec¢do SARS-CoV-2 e Mtb;

I1. Induzir a coinfec¢do por SARS-CoV-2
e Mtb para avaliagéo de transcriptoma;

I11. Identificar as vias de ativacdo génica
influenciadas na coinfeccdo SARS-
CoV-2 e Mtb;

IV.Validar os genes diferencialmente
expressos na coinfeccdo SARS-CoV-2
e do Mtb;

V. Definir o perfil de expressao de genes
da inflamacdo durante a coinfeccéo
SARS-CoV-2 e Mtb;

VI. Testar a eficiéncia de drogas anti
micobacterianas em modelo animal de
infeccdo individual e coinfecgéo
SARS-CoV-2 e Mtb;

VII. Testar a influéncia da VDs como
adjuvante terapéutico na coinfeccédo
SARS-CoV-2 e Mtb e a sua a¢do na
resposta imune e inflamatéria em

modelo animal.

VIII. Identificar o perfil de proteinas
expressas nos processos de infeccdo
individual e coinfeccdo SARS-CoV-2
e Mtb;

b) Metodologia

E INOVACOES

GOVERNO FEDERAL

Meta
Identificar e estabelecer um modelo animal mais
eficiente para suportar e responder a coinfeccéo
SARS-CoV-2 e Mtb;
Avaliar as vias g@énicas influenciadas pela
coinfeccdo SARS-CoV-2 e Mth ap6s identificacdo
de melhor tempo de analise pds-infeccéo.
Analisar por bioinformatica as vias de regulacéo da
expressao génica ativadas ou inibidas antes
(controle) e apds na coinfeccdo SARS-CoV-2 e Mtb;
Testar por técnica de qPCR se 0s genes
identificados na andlise de transcriptdmica séo
confirmados como diferencialmente expressos;
Realizar a analise da expressdo de genes da
inflamacdo em animais antes da infeccdo e
coinfectados com Mtb e SARS-CoV-2;
Avaliar se as principais drogas antiMtb
Rifampicina, Isoniazida e Etambutol tem
acdo/influéncia na resposta imune e inflamatoria no
processo de coinfec¢do SARS-CoV-2 e Mtb.
Verificar a acdo do hormdnio esteroide VD3 na
coinfeccdo do Mth e SARS-CoV-2 em modelo
animal na presenca e auséncia do tratamento com
as drogas antiMtb na modulacdo da expresséo de
genes da inflamacéo e da resposta imune e no perfil
de citocinas.
Identificar e dosar as proteinas em plasma,
focando nas principais citocinas pré e anti-
inflamatdrias expressas em modelo animal de
infeccdo individual e coinfec¢do do SARS-CoV-2 e
Mtb.
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- Local do estudo, tipo e consideracoes éticas

O projeto de pesquisa serd desenvolvido em parceria com o Departamento de
Virologia e Laboratorio de Imunoparasitologia, ambos do Instituto Aggeu Magalhées
quanto a caracterizacdo e doagdo das cepas dos patdgenos Mycobacterium tuberculosis e
SARS-CoV-2. Os experimentos serdo realizados no laboratdrio de biosseguranca nivel 3
(NB3) com biotério, adequado para manipulacdo de animais infectados com
microrganismos do grupo de risco classe I1l. A UFPE conta com o laboratério nivel NB3
com biotério no Nucleo de Pesquisa em Inovacdo Terapéutica Suely Galdino (Nupit SG),
recentemente inaugurado e ainda no Aggeu Magalhdes contamos com a mesma estrutura
para desenvolvimento dos modelos animais.

O estudo realizado sera do tipo quantitativo, analitico e experimental em
laboratorio. O presente projeto de pesquisa serd submetido & Comissao de Etica no Uso
de Animais (CEUA) da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE) de acordo com a
Regulamentacdo do CONCEA/MCTI.

- Desenho do estudo

Fase : Estabelecimento de modelo animal seguro e eficaz para coinfeccdo Mtb e SARS-
CoV-2 - Obijetivos especificos | a V
- Objetivo I: Identificacdo do modelo animal mais seguro e eficiente

- Camundongos

Os animais testados inicialmente no estudo serdo camundongos K18-hACE
C57BL/6J hemizigdtico (cepa: 2B6.Cg-Tg(K18-ACE2)2Primn/J) a serem adquiridos no
The Jackson Laboratory (BarHarbour, ME). Camundongos transgénicos K18-hACE2
expressam o gene ACE2 humano, o receptor usado pelo SARS-CoV-2 para entrar nas
células. O promotor da queratina 18 humana direciona a expressdo para o epitélio,
incluindo o epitélio das vias aéreas, onde as infec¢cdes normalmente comecam. Sendo
assim muito Uteis para estudar a patogénese da COVID-19 assim como possiveis vias de
alvos terapéuticos. Esses camundongos serdo manuseados de maneira consistente com as
diretrizes do CDC/ABSA/OMS para prevencao de infeccdo humana pelo virus SARS-
CoV-2. EPI adequado e métodos de manuseio serdo usados em todos 0s momentos ao
trabalhar com esses camundongos. Todos os ratos serdo alojados em grupos de 5 ratos
por gaiola, a menos que seja necessario de outra forma para fins de monitoramento e

receberdo enriquecimento ambiental. Comida e dgua seréo fornecidas ad libitum.



, 7 PATRIA AMADA
GCNP q CIENCIA, TECNOLOGIA 2~ __BRASIL

E INOVACOES GOVERNO FEDERAL

- Cultura de Mycobacterium tuberculosis

O isolado do Mtb utilizado para infeccdo dos animais sera cedido pela
pesquisadora Dr.2 Michelle Rabello do Departamento de Imunologia do Instituto de
Pesquisa Aggeu Magalhdes — FioCruz. A cepa utilizada Mycobacterium tuberculosis
H37Rv (UFPEDA 82) sera cultivada em meio Proskauer Beck contendo 0,05% de
tiloxapol até a fase mid-log e, incubadora de CO2 a 37°C. As bactérias serdo congeladas
em aliquotas de 1 ml a -80°C até serem utilizadas para a infeccdo dos animais. O titulo
de bactérias vivas sera determinado por meio da contagem de placas ap0s diluicdo seriada
e semeio em placas com meio agar 7H11. As col6nias de Mtb terdo sua autenticacdo
confirmada por observagdo da morfologia.

- Cultura de SARS-CoV-2

A cepa de SARS-CoV-2 adaptada a camundongo (MAL10) a ser utilizada para

infeccdo dos animais sera cedida pelo pesquisador Dr. Lindomar Pena do Departamento
de Virologia do Instituto de Pesquisa Aggeu Magalhdes — FioCruz. O virus sera cultivado,
preparado e autenticado conforme estabelecido na literatura (BEDNASH et al., 2022).
Ou seja, para estabelecer os estoques virais a serem utilizados nesse projeto, uma aliquota
do virus serd diluida 1:10.000 em Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM)
incompleto (Gibco suplementado com 4,5 g/L de D-glicose, 110 mg/L de piruvato de
sodio) e adicionado ao confluente de Células VeroE6 (ATCC). As células serdo incubadas
com o virus por 1h (37°C, 5% CO2), em seguida o meio serd substituido por DMEM
completo (4% de soro fetal bovino inativado pelo calor) e as células serdo incubadas por
3 dias (37°C, 5% CQO2) para permitir a propagacdo do virus. Apds esse periodo, inspe¢ao
visual sob microscopia devera demonstrar a morte das células VeroE6 infectadas. O
sobrenadante sera coletado, centrifugado em baixa velocidade para remover o0s restos
celulares e posteriormente aliquotado, congelados e armazenados a -80°C. Essas aliquotas
congeladas servirdo como estoque para a infecgdo. O titulo de virus vivo das aliquotas
congeladas serd determinado via ensaio de crescimento de placa conforme descrito
abaixo.

- Ensaio de contagem de placas de SARS-CoV-2

Uma versdo modificada do ensaio de placa desenvolvido pelo laboratério
Diamond sera utilizada para determinar cargas virais pulmonares em animais desafiados
(CASE et al., 2020). Um dia antes do inicio do ensaio, 12 pogos com células VeroE6
serdao semeadas com o virus e incubadas durante a noite (37°C, 5% CO2). No dia do ensaio

serdo preparadas diluicdes em série de material contendo virus (por exemplo, homogenato
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de pulmdo) em DMEM e aquecido a 37°C. O meio de cada poco da placa de 12 pogos
devera ser removido suavemente via pipetagem e substituido por 500uL de cada dilui¢do
da amostra de virus. A placa sera incubada por 1 hora (37°C e 5% COg). Durante este
periodo de incubacdo, uma solucdo compreendendo DMEM e 2% de metilcelulose sera
feita e aquecida a 37°C em banho-maria. Apds o periodo de incubacdo de 1 hora, 0
sobrenadante devera ser removido de cada pogo e substituido por 1 mL do DMEM:
metilcelulose pré-aquecido. A placa de cultura voltara a incubadora onde permanecera
em repouso por 3 dias. No ultimo dia, a mistura de DMEM: metilcelulose sera removida
de cada poco, as células serdo fixadas com paraformaldeido a 4% em PBS (20 minutos,
temperatura ambiente), lavadas com PBS e coradas com 0,05% de cristal violeta (em 20%
de metanol). Apds enxaguar as placas com agua destilada, as placas apds secagem seréao
contadas sob um microscépio.

- Infeccdo por aerossol de Mtb

Os camundongos deverdo ser infectados por aerossol com a cepa Mtb H37Rv
usando o Sistema de Exposicdo de Aerossois Glas-Col (MILLER; ROBINSON, 2012)
com alta carga bacteriana de aproximadamente 500 unidades formadoras de coldnia
(UFC). Para as determinacdes da carga pos infeccdo bacteriana, os pulmdes, baco e figado
serdao assepticamente removidos apds sacrificio dos animais com overdose de anestésico
(isoflurano). Os 6rgdos serdo homogeneizados individualmente em soro fisioldgico
normal estéril (sistema Gentle Macs, programa “RNA” run 2X). Dilui¢des seriadas de
cada 6rgdo serdo plaqueadas em meio agar 7H11 e as col6nias contadas ap6s 2—3 semanas
de incubagdo a 37°C e 5% CO2. Pulmdes de camundongos controle serdo plagqueados no
1° dia pos-infeccdo para verificar a entrega de ~500 Mtb UFC.

- Infeccdo do SARS-CoV-2 por desafio intranasal

Os camundongos a serem infectados pelo SARS-CoV-2 serdo desafiados com o
SARS-CoV-2. No momento do desafio, os camundongos serdo anestesiados com
isoflurano, pesados e mantidos em posi¢ao semi-supina enquanto 50 uL. de PBS contendo
0 virus (2,5 x 10* PFU) serd administrado via intranasal (i.n.) por instilago.
Camundongos controle receberam o0 mesmo volume de PBS estéril, usando a mesma
anestesia e em protocolo de instilagdo. Apos instilacdo, cada camundongo sera devolvido
a sua respectiva gaiola e monitorado diariamente para alteracdes de peso, condigdo
corporal e comportamento. Para determinagdes de carga viral, os pulmdes dos animais

desafiados serdo removidos assepticamente apds sacrificio dos animais com overdose de
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anestésico (isoflurano). O tecido sera homogeneizado individualmente, diluicdes em série
serdo usadas no ensaio para contagem de placas.
- Objetivo I1: Induzir a coinfeccdo e analises de expressao génica global

Para determinar se as respostas do hospedeiro ao SARS-CoV-2 sdo afetadas pela
infeccdo por Mtb, e vice e versa, camundongos K18-hACE2 serdo infectados com Mth
por aerossol. Apos trinta dias de infec¢do, os camundongos serdo desafiados com o SARS-
CoV-2, via intranasal (figura 1). Os camundongos coinfectados com Mtb*/SARS-CoV-2*
serdo monitorados diariamente para alteragdes no peso e de comportamento, assim como
0s trés grupos de controle: camundongos que serdo infectados por Mtb a0 mesmo tempo
(Dia -30), mas desafiados com Phosphate-Buffered Saline 1x (PBS) estéril (Mtb*/SARS-
CoV-2); camundongos que ndo serdo infectados com Mth, mas serdo desafiados com
SARS-CoV-2 (Mtb*/SARS-CoV-2*); e camundongos que néo serdo infectados pelo Mth e
serdo desafiados com PBS estéril (Mtb"/SARS-CoV-27). Apos o desafio, os grupos de
camundongos serdo submetidos a coleta de sangue e sacrificio nos dias 4, 7 e 14. Os
pulmdes e outros tecidos serdo removidos para avaliar as cargas de Mtb e SARS-CoV-2,
bem como uma série de outros testes e leituras (analise de expressdo génica e dosagem
de citocinas) (figura 1). Todos os camundongos serdo alojados de forma idéntica durante
todo o experimento (ROSAS MEJIA et al., 2022). Apds essa fase, 0s animais serdo
sacrificados para avaliacdo de 6rgdos e sangue total que serdo processados para extragdo
de RNA total para analises de transcriptoma.

- Objetivo I11: Identificar as vias de ativacao génica influenciadas na coinfeccéo

SARS-CoV-2 e Mth

A sintese de cDNA a partir dos RNAs obtidos das amostras sera realizada através
da metodologia Sequence-Independent Single-Primer Amplification (SISPA), como
previamente descrito por LEWANDOWSKI et al. (2020). O cDNA amplificado sera
purificado utilizando o kit AMPure XP beads (Beckman Coulter, Brea, CA) e
quantificado através do Kit Qubit high-sensitivity double-stranded DNA (dsDNA) kit
(Thermo Fisher), ambos seguindo as instrucdes do fabricante (ZHOU et al., 2020). As
bibliotecas gendmicas obtidas dos produtos de PCR serdo purificados utilizando o
Nextera DNA Flex Library Preparation Kit (Illumina, San Diego, EUA) e quantificadas
com o Kit Qubit high-sensitivity double-stranded DNA (dsDNA) kit (Thermo Fisher). As
bibliotecas serdo sequenciadas no formato paired-end na plataforma MiSeq (Illumina,
San Diego, EUA) usando o kit MiSeq Reagent Kit V3 600 (Illumina, San Diego, EUA)
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em uma maquina Illumina MiSeq com complementacdo de sequenciamento Sanger
utilizando um sequenciador ABI 3500 Genetic Analyzer (Applied Biosystems, CA).

- Montagem e anotacao

Os reads brutos seréo verificados pelo software FastQC (ANDREWS, 2010). Em
seguida, caso haja presenca de adaptadores, utilizaremos o CutAdapt (MARTIN, 2011)

para remocdo dos mesmos. A filtragem dos reads seré realizada pelo software Sickle
(JOSHI; FASS, 2011), os valores de filtragem de tamanho e qualidade serdo de 20 para
ambos. Para montagem dos genomas utilizaremos o Spades (BANKEVICH et al., 2012)
e o pipeline do Unicycler (WICK et al., 2017) e para uma precisa identificacdo dos
isolados faremos uma andlise de identidade nucleotidica (ANI), pelo pyani
(PRITCHARD, 2016) utilizando os genomas montados com outros genomas disponiveis
nos bancos de dados publicos.

- Extracdo de RNA humano e sequenciamento do RNA total

Para o sequenciamento completo do RNA (RNAseq), ndo é necessario a anotacao
prévia da espécie para que haja a deteccdo de transcritos conhecidos ou novos, incluindo
variantes raras. O RNA total das amostras serd extraido de um pool de amostras de
pacientes com COVID-19 e controles expostos ndo infectados usando a metodologia do
Trizol (Invitrogen) seguindo as recomendac6es do fabricante. Para 0 sequenciamento
usaremos RNA total e o kit comercial stranded total RNA TruSeq (Illumina, San Diego,
EUA), com capacidade de leitura de 55M, e seguindo as recomendaces do fabricante
para remocdo de RNA ribossomal, sintese de cDNA, marcacdo das sequéncias e
sequenciamento.

- Analise dos Dados

No sequenciamento global do RNA, as anélises serdo realizadas através da
plataforma Galaxy. Para as analises para os estudos de expressao génica usardo o método

2788CT Cada ensaio serd realizado em triplicata técnica, e os resultados ser&o

apresentados como medias + desvio padrdo. A analise estatistica sera realizada através do
software GraphPad Prism® versdo 5.0 considerando como significante valores com
p<0.05 e intervalo de confianca de 95%. Os resultados serdo comparados por analise de
variancia (ANOVA), seguido de teste de comparagdo maltipla de Dunn e do teste T de
Student.

- Inteligéncia Artificial

A inteligéncia artificial (1A) tem o potencial de alterar a medicina [Rajpurkar et

al., 2022]. Neste trabalho serdo utilizados modelos de aprendizado profundo [LeCun et
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al., 2015] para determinar se podemos prever, através dos dados de expressdo génica
global, ap6s a coinfeccdo SARS-CoV-2 e Mtb a probabilidade de desfechos desfavoraveis.
Apbs as producdo e analise dos dados gerados poderemos determinar a melhor forma de

anélise usando IA.

- Objetivo 1V e V: Validar os genes diferencialmente expressos e definir o perfil
de expressao de genes da inflamacéo durante a coinfeccdo SARS-CoV-2 e Mtb

- Extracdo de RNA total, sintese de cDNA e ensaios de expressado génica

O RNA seré isolado a partir de amostras de sangue total periférico e de amostra
de tecido pulmonar dos animais utilizados no estudo. O RNA da amostra de sangue sera
extraido usando o reagente TRIzol® e seguindo as instrugdes do fabricante. O RNA do
tecido pulmonar sera extraido com o kit RNeasy Mini Kit method (Qiagen), também
seguindo as recomendac0es do fabricante. As amostras deverdo permanecer armazenadas
a -80°C até serem utilizadas para sintese de cDNA.

A concentracdo padrdo de RNA total para sintese de cDNA utilizada € de 500ng.
O cDNA serd sintetizado usando o kit comercial GoScript™ Reverse Transcription Mix,
Oligo(dT), da Promega, seguindo as instru¢des do fabricante. A amostra sera diluida em
80uL de agua e armazenada em freezer a -20°C.

Os ensaios de expressao génica seguirdo de acordo com as normas de
padronizagao propostas por Livak (LIVAK; SCHMITTGEN, 2001). Seréo usadas sondas
fluorogénicas especificas do tipo Tagman (Thermo Fisher Scientific), para os genes alvo.
A reagao inicia-se aplicando-se 2uL da amostra de cDNA em placa/tubo éptico, mais 6uL
de agua ultrapura, 6uL de TagMan® Master Mix universal (Thermo Scientific) e 0,6uL
de sonda de expressao TagMan® para cada um dos genes alvo.

Vale indicar que precisardo ser definidos genes de referéncia para cada amostra
(sangue total e tecido pulmonar). Para isso serdo testados os seguintes genes: 90 kDa heat
shock protein (HSP90), Ribosomal Protein Lateral Stalk Subunit PO (RPLPO), Beta-2-
Microglobulin (B2M), Actin beta (ACTB), glucose-6-phosphate dehydrogenase (G6-PD),
Elongation factor 1-alpha (EF1A), Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase
(GAPDH) e Hypoxanthine Phosphoribosyl transferase 1 (HPRT1). Caso 0s genes néo
sejam adequados ampliaremos o numero de candidatos. Todos 0s ensaios de
quantificagao relativa serdo realizados no equipamento ABI7500 (Applied Biosystems).
Cada duplicata bioldgica sera realizada em triplicata técnica. A andlise de expressdo
relativa serd realizada pelo método AACq (LIVAK; SCHMITTGEN, 2001).
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Fase 2: : Avaliagdo da influéncia de drogas antiMtb e adjuvantes terapéuticos na
resposta imune e inflamatoéria contra 0 SARS-CoV-2 na coinfeccdo com o Mth em
modelo animal
- Objetivo VI: Testar a eficiéncia de drogas anti micobacterianas em modelo
animal de infecgéo individual e coinfecgdo SARS-CoV-2 e Mth

- Teste com drogas anti micobacterianas

Os camundongos que serdo submetidos ao tratamento receberéo as drogas antiMtb
Rifampicina (RIF), Isoniazida (INH) e Etambutol (ETB) — terapia RIE. As mesmas serdo
administradas 5 dias por semana via oral (gavagem) em sua dose farmacocinética
equivalente humana (0,2mL por camundongo): RIF: 10 mg/kg, INH: 25 mg/kg, ETB:
100 mg /kg.

- Teste de eficiéncia das drogas

Para avaliar se drogas antiMtb influenciam na resposta ao SARS-CoV-2 na
coinfeccdo ou ndo ao Mtb, camundongos K18-hACE2 serdo infectados com Mtb por
aerossol. Apos quinze dias de infecgdo, os camundongos serdo divididos em dois
subgrupos: camundongos tratados com Rifampicina (RIF), Isoniazida (INH) e Etambutol
(ETB) - terapia RIE; e camundongos ndo tratados. Apds 15 dias do inicio do tratamento,
os dois grupos de camundongos serdo desafiados com o SARS-CoV-2, via intranasal
(figura 2). Os camundongos serdo monitorados diariamente para alteracées no peso e de
comportamento, assim como o0s trés grupos de controle: camundongos que Sserdo
infectados por Mtb ao mesmo tempo (Dia -30), tratados com as drogas antiMtb, mas
desafiados com PBS estéril (Mtb*/SARS-CoV-2- + RIE*); camundongos que ndo serdo
infectados com Mtb, mas serdo desafiados com SARS-CoV-2 (Mth*/SARS-CoV-2* +
RIE*); e camundongos que ndo serdo infectados pelo Mtb e seréo desafiados com PBS
estéril (Mtb’/SARS-CoV-2 + RIE*). Apds o desafio, 0s grupos de camundongos serdo
submetidos a coleta de sangue e sacrificio nos dias 4, 7 e 14. Os pulmdes e outros tecidos
serdo removidos para avaliar as cargas de Mtb e SARS-CoV-2, bem como uma série de
outros testes e leituras (analise de expressdo génica e dosagem de citocinas) (figura 2).

Todos os camundongos serdo alojados de forma idéntica durante todo o experimento.

- Objetivo VII: Testar a influéncia da VD3 na como adjuvante terapéutico na
coinfeccdo SARS-CoV-2 e Mtb e a sua a¢do na resposta imune e inflamatéria

em modelo animal.
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- Suplementacdo com Vitamina D3

Os animais serdo submetidos a suplementacdo de VDs via oral (gavagem). A
suplementacdo serd realizada na concentracao de 20,000 Ul/kg direta na dieta.

- Identificacdo de acdo do adjuvante Vitamina D3

Para verificar a acdo imunomoduladora da vitamina Ds (VDs) na resposta ao
SARS-CoV-2 e ao Mtb na coinfeccéo ou ndo, camundongos K18-hACE?2 seréo infectados
com Mtb por aerossol. Apds quinze dias de infec¢do, os camundongos serédo divididos em
dois subgrupos: camundongos tratados com Rifampicina (RIF), Isoniazida (INH) e
Etambutol (ETB) (RIE) e suplementacdo de VDs; e camundongos ndo tratados com as
drogas antiMtb, mas suplementados com VVDs. A dosagem da VD3 serd ajustada de acordo
com o peso do animal (EL-FAWAL; EL FAYOUMI; MAHMOUD, 2018) (Fawal et al.
2018). Apos 15 dias do inicio do tratamento, os dois grupos de camundongos serdo
desafiados com o SARS-CoV-2, via intranasal. Os camundongos serdo monitorados
diariamente para alteracGes no peso e de comportamento, assim como 0s quatro grupos
de controle: camundongos que serdo infectados por Mtb ao mesmo tempo (Dia -30),
tratados com as drogas antiMtb e VD3, mas desafiados com PBS estéril (Mth*/SARS-CoV-
2"+ RIE* + VDs%); camundongos infectados com Mtb néo tratados ou suplementados e
desafiados com PBS esteéril (Mtb*/SARS-CoV-2- + VD3*); camundongos infectados com
Mtb e desafiados com SARS-CoV-2 (Mth*/SARS-CoV-2*); e camundongos que nédo serdo
infectados pelo Mtb e serdo desafiados com SARS-CoV-2 e suplementados com VD3 (Mtb-
/SARS-CoV-2* + VD3*). Apds o desafio, os grupos de camundongos serdo submetidos a
coleta de sangue e sacrificio nos dias 4, 7 e 14. Os pulmdes e outros tecidos serdo
removidos para avaliar as cargas de Mtb e SARS-CoV-2, bem como uma série de outros
testes e leituras (analise de expresséo génica e dosagem de citocinas) (figura 3). Todos os

camundongos serdo alojados de forma idéntica durante todo o experimento.

- Obijetivo VIII: Identificar o perfil de proteinas expresso nos processos de infeccdo
individual e coinfec¢do SARS-CoV-2 e Mtb
- Dosagem de biomarcadores inflamatdrios e tempestade de citocinas

Para dosagem proteica de citocinas Thl, Th2 e Th17 das amostras de sangue e
tecido derivadas dos animais serd utilizado o kit Multiplex Luminex x MAP®, seguindo
recomendacdes do fabricante. Os niveis serdo determinados pelo BioPlex Pro
equipamento Bio-Plex 200 e software Bio-Plex Manager, conforme instru¢bes do

fabricante.
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- Purificacdo celular e ensaios de citometria

Para ensaios funcionais, 0s pulmdes serdo perfundidos com PBS para eliminar as
células sanguineas contaminantes, homogeneizadas em 5 mL de 0,5 mg / mL de
colagenase D com 20 pg / mL de DNase (Roche), incubadas por 30 minutos a 37 ° C e
depois passadas por uma 70 Filtro de células uM (BD). Os globulos vermelhos serdo
lisados com tampéo de lise ACK (GIBCO). Antes da coloracdo de anticorpos, as células
serdo coradas com a coloracdo de células mortas fixdvel LIVE / DEAD (Life
Technologies) para excluir células mortas da analise. As células serdo divididas em dois
grupos para identificar células imunes com marcadores de superficie especificos usando
anticorpos conjugados por fluorescéncia especificos para (i) células mieldides (CD45,
CD11b, CD11c, siglec F e Gr-1) e (ii) células linféides (CD45 , CD3, CD4, CD8, CD25,
CD62L e CD44). Os coquetéis de anticorpos para os dois tipos de células serdo
preparados em tampédo de coloracdo BD Horizon BrilliantTM (BD Biosciences) e as
células serdo incubadas nesses coquetéis em gelo por 20 minutos, seguidas de uma
lavagem com DPBS contendo 3% de FBS e tratadas com fixacdo e permeabilizacéo
solucéo (BD Biosciences). A citometria de fluxo sera realizada em um LSRII Fortessa ou
FACSAriall (BD Biosciences) e os dados serdo analisados com o software FlowJo VV10.1
(TreeStar).

- Analises estatisticas

Todos os experimentos serdo realizados utilizando camundongos aleatoriamente
designados. Todos os experimentos serdo realizados em duplicatas independentes, 4
camundongos por grupo, por ponto de tempo. A analise estatistica sera feita pelo Prisma
GraphPad. Testes de normalizacdo e de variancia serdo aplicados de acordo com a
distribuicdo dos grupos. Para todos os testes serd considerado estatisticamente

significativo os valores de p-value < 0,05 em um intervalo de confianca (IC) de 95%.

Resultados Esperados
Espera-se como principal dado gerado neste projeto estabelecer um modelo
animal de coinfec¢do Mtb e SARS-CoV-2 para elucidar a identificacdo de vias genéticas

de resposta imune e inflamatorias. Assim, segue 0s potenciais produtos gerados:
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= Este modelo de coinfec¢do podera indicar as vias de ativacdo génica que
influenciariam na resposta imune e inflamatéria a infeccéo por SARS-CoV-
2 na coinfeccdo com o Mtb;

= Os testes com as drogas anti micobacterianas podem gerar dados
importantes em relacdo ao reposicionamento e eficiéncia de drogas ja
eficazes contra o Mtb, mas ainda sem testes para coinfec¢do com o SARS-
CoV-2.

= Os estimulos com vitamina Ds, horm6nio esterdide capaz de regular a
resposta imune e com papel ja bastante estudado na infecgdo pelo Mtb,
pode gerar dados relevantes no controle e influéncia na resposta
inflamatdria atuando como adjuvante terapéutico no tratamento dessas

patologias individualmente ou no quadro de coinfeccéo.

e) Cronograma

Atividades 2022 2023 2024 = 2025

Etapa 01: Avaliacdo da ativacdo das respostas

imune e inflamatoria em modelo animal de
coinfeccdo Mtb e SARS-CoV-2

Elaboracdo do manuscrito 01

N
Etapa 02: Avaliacdo da influéncia de drogas
antiMtb na resposta imune e inflamatoria contra
0 SARS-CoV-2 na coinfeccdo com o Mtb em
modelo animal
[

Elaboracdo do manuscrito 02

Parte 03: Avaliacdo da acéo da vitamina Dscomo
adjuvante terapéutico na infeccéo pelo Mtb e pelo
SARS-CoV-2 individualmente e na coinfecgdo
em modelo animal

Elaboracéo do manuscrito 03

Elaboragéo do relatdrio final -

f) Orcamento




vinisteropa P N PATRIA AMADA

@CNPq cencia, TecNorogia | 2 BRASIL

E INOVACOES GOVERNO FEDERAL

Item Valor
Camundongos K18-hACE C57BL/6J hemizigético (cepa: 2B6.Cg- R$22.190,00
Tg(K18-ACE2)2PrImn/J)

Alimentacéo, gaiolas, anestésicos R$5.680,00
Reagentes para os cultivos e ensaios de contagem/viabilidade do Mtb = R$3.500,00
e do SARS-CoV-2

Sistema de Exposicao de Aerossois Glas-Col R$2.800,00
Drogas antiMtb (Rifampicina, Isoniazida e Etambutol) e Vitamina Ds  R$6.000,00
Kit kit Multiplex Luminex x MAP® R$4.200,00

Reagentes e plasticos para ensaios de expressao génica: reagentes R$12.000,00

extracdo RNA por TRIzol, kit RNeasy Mini Kit method (Qiagen), kit

GoScript™ Reverse Transcription Mix, Oligo(dT) (Promega),

MasterMix Universal e sondas fluorogénicas TagMan.

Material plastico R$4.300,00
Valor total R$60.670,00
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