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RESUMO

A aplicacdo da metagendmica na deteccéao de virus entéricos em comunidades
ribeirinhas do Municipio de Santana, Amapé, Amazo6nia Oriental.

RESUMO

Introducéo: A incidéncia da diarreia aguda permanece sendo um grave problema de saude
publica no mundo, principalmente em paises em desenvolvimento onde o impacto da
doenca na populacao afeta o desenvolvimento infantil, sendo a segunda causa de morte
entre criancas menores de cinco anos. Apesar do surgimento de vacinas 0s casos de
diarreia continuam persistentes nas populagdes pobres. Geralmente, muitos casos de
surtos de diarreia continuam sem uma definicdo do seu agente etioldgico, provavelmente
trata-se de agentes infecciosos ainda n&o identificados por métodos tradicionais,
dificultando diagndsticos claros e nas estratégias epidemiologicas que promovam acoes de
prevencdo a partir do conhecimentos destes agentes. Neste sentido, a aplicagdo da
metagendmica viral contribui para a deteccéo de virus entéricos, na identificacdo de novos
virus, na vigilancia de virus emergentes e na compreensdo do viroma gastrintestinal
humano. Objetivo: Nesta perspectiva, o objetivo deste trabalho foi Identificar virus
entéricos em amostras fecais de pacientes residentes de comunidades ribeirinhas do
municipio de Santana, Amapa, Amazonia Oriental. Metodologia: Foram coletadas 50
amostras fecais de pacientes que buscavam atendimento médico em quatro Unidades
Basica de Saude - UBS de distintas comunidades ribeirinhas seguindo um rigor ético, e um
protocolo preciso para a armazenagem e transporte das amostras, de forma de manter - se
0s virus ativos. Em laboratério, as amostras foram submetidas a purificacdo, extracao e
amplificacdo do DNA e RNA, na preparacdo das bibliotecas de metagendémica viral,
sequenciamento, e na analise de dados por bioinformatica. Resultados e discussdes:
Foram detectadas 227.502 leituras de sequéncias analisadas e identificadas, relacionadas
a 20 familias virais. Apenas trés familias estédo diretamente relacionadas com a ocorréncia
de diarreia e foram detectadas nas amostras de trés criancas menores de dois anos: As
familias Astroviridae, Caliciviridae e Picornaviridae. Outros virus que causam infeccbes em
humanos foram identificados, porém ainda é deconhecida a sua relacdo gastrointestinal.
Conclusdes: Neste contexto, este estudo contribui diretamente para a compreensao do
viroma humano, a técnica metagendmica viral se demostra sensivel e eficaz na definigéo
dos surtos de diarreia, permitindo associar adequadamente com seus agentes etioldgicos.

Palavras-Chave: Virus; Diarreia; Metagen6ma viral.

Agradecimentos: CAPES.
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ABSTRACT

The application of metagenomics in the detection of enteric viruses in riverside
communities in the Municipality of Santana, Amapa, Eastern Amazon.

Introduction: The incidence of acute diarrhea remains a serious public health problem
worldwide, especially in developing countries where the impact of the disease on the
population affects child development, being the second leading cause of death among
children under five years of age. Despite the emergence of vaccines, cases of diarrhea
remain persistent in poor populations. Generally, many cases of diarrheal outbreaks still do
not have a definition of their etiological agent, probably they are infectious agents not yet
identified by traditional methods, making clear diagnoses and epidemiological strategies that
promote preventive actions based on the knowledge of these agents difficult. In this sense,
the application of viral metagenomics contributes to the detection of enteric viruses, the
identification of new viruses, the surveillance of emerging viruses and the understanding of
the human gastrointestinal viroma. Objectives: In this perspective, the aim of this study was
to identify enteric viruses in fecal samples from patients residing in riverine communities in
the municipality of Santana, Amapa, Eastern Amazon. Methodology: Fifty fecal samples
were collected from patients seeking medical care in four Basic Health Units - UBS in
different riverside communities, following an ethical strictness and a precise protocol for the
storage and transport of the samples, in order to keep the virus active. In the laboratory, the
samples were subjected to purification, extraction and amplification of DNA and RNA, in the
preparation of viral metagenomic libraries, sequencing, and data analysis by bioinformatics.
Results and discussions: 227,502 readings of analyzed and identified sequences were
detected, related to 20 viral families. Only three families are directly related to the occurrence
of diarrhea and were detected in samples of three children under two years old: the
Astroviridae, Caliciviridae and Picornaviridae families. Other viruses that cause infections in
humans have been identified, but their gastrointestinal relationship is still unknown.
Conclusions: In this context, this study directly contributes to the understanding of the
human viroma, the viral metagenomic technique proves to be sensitive and effective in
defining diarrhea outbreaks, allowing it to be properly associated with its etiological agents.

Key words: Virus; Diarrhea; Viral metagenome.

Acknowledgement: CAPES.
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1 INTRODUGAO

No Brasil, a ocorréncia da diarreia aguda permanece sendo um sério problema de
saude publica, que esté relacionado diretamente com a auséncia de saneamento basico, e
afeta principalmente a populagéo mais pobre, desprovida de recursos hidricos de qualidade
e de condicOes sanitarias adequadas, acometida clinicamente por agentes etiolégicos como
bactérias, protozoarios e virus.

Segundo estimativa da Organiza¢cado Mundial da Saude (OMS), os fatores ambientais
sdo responsaveis por 5,4% das doencas diarreicas e apresenta correlagdo com a falta de
saneamento basico e, o aumento das taxas de morbidade e mortalidade por doencas
infecciosas, representa um grave problema de saude publica, afetando principalmente,
criancas de paises em desenvolvimento. O saneamento basico é fundamental no controle
da disseminacdo de virus patolégicos no ambiente, diminuindo os riscos de transmissao
(PRADO; MIAGOSTOVICH, 2014).

Neste contexto, a situacao estrutural de servicos basicos na Regido Norte encontra-
se em calamidade, sendo perceptivel que as condi¢cdes socioecondmicas e sanitarias
propiciam a disseminacdo de agentes etioldégicos causadores da diarreia. A realidade
cultural e ambiental é totalmente diferente de outras regides do Brasil, as moradias, 0
consumo de agua dos rios muitas vezes contaminada, o contato com fossas sépticas
abertas no quintal das casas, o contato direto de fezes com a agua do rio, e a polui¢do por
residuos sélidos, atribuindo a agentes etiolégicos infecciosos o protagonismo no nimero
alarmante de surtos de diarreia (GAMA et al., 2018; IMADA et al., 2016; MACHADO et al.,
2010).

Segundo Vasconcelos et al (2018), geralmente os casos de diarreia estéao
associados ao rotavirus, representando a causa mais comum de diarreia grave na infancia,
sendo que temos cerca de 125 milhdes de casos, onde 500.000 a 600.000 culminam em
Obitos no mundo. Partindo desta analise se observa a importancia de se combater estes
agentes infecciosos, e na necessidade de promover através da ciéncia, avancos
tecnologicos viaveis para esta problematica.

Desta forma, a metagenémica permite o estudo, caracterizacdo e classificacdo dos
virus emergentes e reemergentes das amostras de fezes humanas, sem o0 uso prévio da

cultura. Os estudos metagendmicos relacionados aos virus vem atribuindo com sucesso a
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descoberta de novos virus pela eficacia do método que abrange o isolamento do DNA ou
RNA até o seu sequenciamento genémico (HANDELSMAN, 2004).

Com os avancgos nos estudos da metagenéma viral é possivel identificar a ocorréncia
de outros virus que causam a diarreia, o que permite manter uma vigilancia em relacédo aos
virus que circulam em uma determinada regido, e que venham contribuir para a ocorréncias
de diarreia em um determinado ambiente. As fezes de individuos com diarreia podem trazer
importantes informagdes a respeito da epidemiologia molecular e da diversidade viral do
local por meio da utilizacdo do Sequenciamento de Segunda Geracdo (NGS) e das analises
das sequencias obtidas através das ferramentas de bioinformatica, isto ajuda a reconhecer
um futuro espalhamento de novos virus que ainda estdo desconhecidos e ndo estudados
na regiao.

O NGS tem facilitado o entendimento da diversidade viral, devido a capacidade de
analisar amostras com profundidade e cobertura, possibilitando o estudo de todos os virus
no ambito de diversidade e variabilidade génica em diferentes amostras bioldgicas. Este
fato, associado com a rapidez das novas descobertas virais por meio da metagendmica
viral, ttm se tornado uma ferramenta metodoldgica importante em relacdo as técnicas
existentes, que sao limitadas, para um melhor entendimento dos virus que infectam
humanos e suas inter-relagcdes (DELWART, 2007).

A adesdo na implantacdo da técnica de metagendmica contribui na resolucao
etioldgica de casos clinicos, pois se prevé a possibilidade da identificacdo de novos virus
ou na detecc¢do de virus conhecidos causando um quadro clinico ainda ndo associado a ele
na literatura (CASTRIGNANO; NAGASSE-SUGAHARA, 2015).

Nesta conjuntura, este trabalho tem importancia cientifica na area da saude, e pode
colaborar para o desenvolvimento de vacinas, bem como o desenvolvimento de futuras
drogas antivirais, assim como estudo da diversidade viral na regido, partindo da
necessidade de contribuir com futuros trabalhos cientificos, formando uma base literaria
coesa e robusta, além de atribuir valor social.

1.1 ASPECTOS CLINICOS DA DIARREIA

Os alarmantes casos da Doenca Diarreica Aguda (DDA) é uma preocupacao de
saude em todo o mundo, principalmente em paises em desenvolvimento onde o impacto
da doenca na populacdo afeta no desenvolvimento infantil, no alto custo com servigos
médicos e ambulatoriais. Na ultima década se apontou o declinio da mortalidade ocorrida
por diarreia, porém permanece sendo a segunda causa de morte entre as criangas menores

de 5 anos, no mundo, e se destaca pela morbidade associada a diarreia que atinge criancas
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um a 10 vezes por ano (BRASIL, 2019; MENEGUESSI et al., 2015; VASCONCELOS et al.,
2018).

A DDA é uma doenca infecciosa e transmissivel, provocada por diferentes
enteropatégenos, principalmente por bactérias, virus e protozoarios (BUHLER et al., 2014).
As fezes aquosas ou de pouca consisténcia, e as vezes com a presenca de muco e sangue
apresenta uma consisténcia aquosa caracterizada pela perda de grande quantidade de
agua durante a evacuacédo, promovendo o estabelecimento rapidamente de um quadro de
desidratacdo. A diarreia sanguinolenta (disenteria) é caracterizada pela presenca de
sangue nas fezes, podendo haver presenca de muco e pus, sugerindo inflamacéo ou
infeccéo do intestino (MACEDO et al., 2018).

A diarreia € uma manifestacao clinica comum de doencas do foro gastrointestinal
sendo definida em termos de volume, frequéncia e caracteristicas das dejeccdes. Em
termos empiricos, a diarreia € a passagem anormal de fezes moles ou liquidas, mais de
trés vezes ao dia e/ou de volume de fezes maior do que 200 g / dia, sendo considerada
cronica quando os sintomas persistem para além das quatro semanas. Estima-se que a
prevaléncia da diarreia cronica seja 4 a 5% nos paises ocidentais (PIRES et al., 2015;
POULAIN et al., 2021).

Desta forma, a diarreia aguda € uma doenca infecciosa e transmissivel, provocadas
por diferentes agentes enteropatdégenos, principalmente de ocorréncia Bacteriana, Viral e
Parasitaria ou de protozoarios. Apresento no quadro 1, os principais agentes etiol6gicos

atribuidos a diarreia.

Quadro 1: Agentes etiolégicos causadores da diarreia.

Infec¢cBes que causam diarreia

Bacterianas Virais Parasitas ou protozoérios
Aeromonas spp. Adenovirus Criptosporidia
Campylobacter spp. Norovirus Cyclospora
Clostridium difficile Rotavirus Entamoeba histolytica
Plesiomonas spp. Giardia lamblia
Salmonella spp. Microsporidia

Shigella spp.

Escherichia coli (éntero-hemorragica,
enterotoxigénica, éntero-invasiva)

Fonte: adaptado Moraes e Castro (2014).
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1.2 A OCORRENCIA DA DIARREIA AGUDA NO MUNDO E NO BRASIL

O relatério divulgado pelo Fundo da ONU para a Infancia (UNICEF) em 2015,
intitulado “Niveis e Tendéncias em Mortalidade Infantil”, aponta a diarreia como uma das
principais causas de mortalidade que atinge criangas menores de cinco anos. Lamentavel
gue o progresso mundial referido a sobrevivéncia infantil continua distante a muitas criancas
em situacdes vulneraveis, representando cerca de 16.000 criancas com menos de cinco
anos continuam a morrer todos os dias em 2015, e a causa sédo doencgas que podem ser
evitadas, como pneumonia, diarreia e malaria. Segundo o relatério, enfatizou que o Brasil
cumpriu o quarto Objetivo de Desenvolvimento do Milénio (ODM), apresentou uma queda
de 73% de mortes, porém em 32 municipios o indice de mortes infantis supera 80 para
cada 1.000 criancas nascidas, e enfatiza que as criancas indigenas no pais tém o dobro de
chances de morrer comparado com as outras criangas brasileiras. (ONU, 2015).

Vale ressaltar que a doenca diarreica aguda ainda contribui diretamente nos indicies
de morbilidade e mortalidade no Brasil, devido a relacdo com as precarias condicfes de
vida, visivel na auséncia de saneamento basico, de desastres naturais e da desnutricao
cronica (RUFINO et al, 2016). Se reforca também o conhecimento da interagdo da diarreia
e ma nutricAo como causa de mortalidade havendo a necessidade de desenvolver
programas de intervencdo e de tratamento baseado em terapia de reidratacdo oral
(BRASIL, 2019).

As medidas direcionadas para a reducdo da incidéncia de doencas diarreicas é um
consenso entre a comunidade cientifica, que enfatiza a necessidade da melhoria das
condicbes ambientais, a oferta de agua potavel, o tratamento adequado dos dejetos
humanos, educacdo e seguranca alimentar. Destaca - se ainda a importancia do
aleitamento materno por no minimo seis meses e complementado até dois anos,
impactando na reducdo da incidéncia e gravidade da doenca. E pontuam sobre a
importancia da universalizacdo da cobertura vacinal impactando na incidéncia da diarreia
aguda, na reducédo das formas graves e no niumero de hospitaliza¢des e reduzindo assim
o0 risco de morte por essa doenca (BRANDT; ANTUNES; SILVA, 2015).

As orientacdes indicadas por meio do Guia de Vigilancia em Saude, Brasil (2019)
destacam a importancia da realizacdo da investigacdo em conjunto com a vigilancia
sanitaria, vigilancia ambiental, laboratério de salude publica e outras areas conforme
necessario, e especifica sobre os surtos causados por agua e alimentos. As investigacoes

se baseiam nas especificacbes contidas no Manual Integrado Vigilancia, Prevencéao e
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Controle de Doencas Transmitidas por Alimentos, questionando os participantes da refeicao
para definir o alimento de risco e inspec¢do sanitaria para identificar os fatores que
contribuiram para a contaminacéao do alimento.

Bahler et al (2014) buscaram investigar os indicadores integrados de saude e
ambiente para morbimortalidade por diarreia infantil no Brasil, e concluiram que a diarreia
infantil ainda permanece como o principal problema de Saude Publica no Brasil, em relacao
as doencas infecciosas e parasitarias. Diante das microrregies investigadas, as
localizadas nas Regides Norte e Nordeste do pais concentraram os piores valores para 0s
indicadores de saude, tanto quanto para os indicadores integrados de saude e ambiente
analisados, ficando evidente a priorizagdo do saneamento basico como medidas de
prevencao e protecdo a saude infantil, na execugéo de politicas publicas socioambientais
nas regiées com piores condi¢cdes socioecondémicas do pais.

As Regibes Norte e Nordeste concentram a maioria dos 6bitos em menores de cinco
anos, e apresentam a maior vulnerabilidade de 6bito para os menores de um ano, apesar
dos dados oficiais apontarem para a queda da mortalidade infantil no Brasil. A Regidao Norte
€ a segunda regido mais pobre do pais, depois da Nordeste, e apresenta também a maior
proporcao de residéncias sem coleta de lixo e com esgotamento sanitario a céu aberto,
agravado por uma falta de tratamento correto de agua, fatores sociais ambientais,
econdmicos e culturais, caracterizam certos grupos populacionais, de menor poder
aquisitivo, levam a serem mais suscetiveis a doenca, e eleva o indice de 6bitos (BUHLER
et al., 2014; MACEDO et al., 2018; PEREIRA et al., 2014).

Diante da problematica dos altos indices de Obitos entre as criangas menores de um
ano, é apontado o aleitamento materno como uma importante estratégia na prevencao das
diarreias, conduta que deve ser estimulada pelos profissionais de satde, como uma pratica
propicia para as diminuicdes das internacdes hospitalares (MENEGUESSI et al., 2015;
REGO et al., 2014). E em beneficio geral para toda a comunidade, a melhoria da qualidade
da agua diminuiu as ocorréncias de doencas diarreicas de transmissao e veiculacao hidrica,
reduzindo os custos hospitalares em relacéo a doencas diarreicas, melhorando a qualidade
dos rios (MENDES et al., 2015; MENEGUESSI et al., 2015).

A pesquisa de Paiva; Souza (2018) intitulada “Associacdo entre condicOes
socioecondmica sanitarias e de atencao basica e a morbidade hospitalar por doencas de
veiculacao hidrica no Brasil” apresentou o indice de internagdes por contaminagao hidrica,

Nnos seguintes percentuais apresentados logo abaixo:
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Tabela 1: Indicadores de salde para doencas infectoparasitarias (DIP) e doencas relacionadas a poluicdo
hidrica.

DIP Doencas relacionadas a poluicao
hidrica
Taxa de Proporcdo  Proporcao Taxa de Proporcdo  Proporcéo
internacdo de de gastos internacao de de gastos
internacdes internacdes

Brasil 430,38 7,74 6,82 175,55 3,15 0,99
Norte 690,32 11,67 8,93 358,09 6,05 2,88
Nordeste 623,28 11,40 8,00 337,88 6,18 2,23
Sul 353,11 5,34 5,21 114,45 1,73 0,48
Sudeste 275,74 5,37 6,82 56,08 1,09 0,34
Centro 437,72 7,43 5,82 155,12 2,63 0,88

oeste
Fonte: Paiva e Souza (2018) elaborado a partir de DATASUS.

E importante salientar a relacio desta pesquisa com a doenca diarreica ao analisar
os dados apresentados sobre os Indicadores de saude para doencas infecto parasitarias
(DIP) e das doencas relacionadas a poluicdo hidrica. Desta forma € perceptivel que a
Regido Norte se destaca com uma alta taxa de internacdo por doencas veiculadas pela
agua, sendo que no periodo foi de 358,09 casos por 100 mil habitantes, mais que o dobro
da média nacional de 175,55. O numero de interna¢des por doencas associadas a polui¢ao
hidrica respondeu por cerca de 6% das hospitalizacBes totais nessas regiées. E um valor
considerado elevado quando comparado a média nacional (3,2%) e ainda quando se
entende que muitos desses casos poderiam ser evitados com a ado¢ao de medidas que
contribuissem com a melhoria das condicdes de vida da populacdo (PAIVA; SOUZA, 2018).

Em relacdo ao Estado do Amapa4, o crescimento populacional urbano principalmente
na Regido Metropolitana de Macapa impulsionou condic¢des insalubres para a vida humana,
gue reflete na porcentagem de apenas 14,8% da populacdo com acesso a rede de esgoto
ou fossa séptica, 52,8% a rede geral de agua e 89,2% com coleta de lixo. Os servigcos de
infraestrutura, abastecimento de agua, esgotamento sanitario, limpeza urbana, drenagem
urbana, manejos de residuos sélidos e de aguas pluviais englobam o entendimento de
Saneamento basico, e na sua auséncia, a populacdo se torna vulneravel a doencas
infectocontagiosas, elevando os principalmente a incidéncia dos casos de diarreia
(ESTADO DO AMAPA, 2020).

O Estado do Amapa esta localizado no extremo Norte do Brasil nos limites com a
Guiana Francesa ao norte, o0 Oceano Atlantico ao leste, o Para ao sul e oeste e o Suriname
a noroeste. A sua populacéo é estimada de 861.773 habitantes em 2020, a capital Macapa,
concentra 503.327, habitantes mais da metade da populacao estadual (IBGE, 2020). Suas
peculiaridades se da principalmente pela natureza exuberante e preservada, e por suas

populacdes tradicionais. Comumente, o crescimento econdémico depende de estratégias
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gue visem a manutencao do meio ambiente, que representa 70% do territorio protegido por
reservas bioldgicas e extrativistas, parques nacionais e terras indigenas que impedem o
avanco do desmatamento e outras formas de degradacao (TOSTES; SOUZA; FERREIRA,
2016)

Segundo dados do SINAN - Sistema de Informacéo e Agravos de Notificacdo, no
ano de 2018 foram notificados 185.066 casos de Doenca Diarreia Aguda no Estado e a
incidéncia na populagéo variou de 39,4 a 52,6/1.000 habitantes. Observa-se que 0s maiores
numeros de casos de diarreia se concentra nas cidades de Macapa e Santana, onde habita
a maior parte da populacdo amapaense (ESTADO DO AMAPA, 2020). Nestas cidades o
aglomerado urbano se desenvolveu rapido e sem um planejamento urbano, implicando em
invasdes em areas de ressacas, has margens dos rios e nos arredores de rodovias, sem
nenhum tipo de acesso a servicos essenciais (TOSTES; FEIJAO; MOURA, 2017).

A realidade do estado do Amapa nao é diferente da realidade de outros estados da
Regido Amazénica, onde a ocorréncia de diarreia has comunidades ribeirinhas é sempre
associada a incidéncia de enteroparasitas, isto devido as condi¢des que implicam no baixo
nivel socioecondmico, a precariedade das habitacdes, escassez de agua tratada e, de
diferentes fatores que contribuem para disseminacao de agentes infecciosos, como habitos
de higiene pessoal, os cuidados no preparo e a forma de consumo de alimentos, e com 0
uso e manipulacdo da agua nos domicilios. Desse modo, 0 acesso aos servi¢os basicos de
saneamento e atendimento de salde com qualidade continua sendo um desafio constante
da populacéo ribeirinha (SILVA et al., 2014).

Ha uma escassez de estudos que tenha como objetivo analisar a ocorréncia da
diarreia no Amapa, principalmente na investigacdo de virus entéricos. A auséncia de
politicas publicas voltadas para o saneamento basico e de uma gestéo hidrica de qualidade.
Em muitos casos a diarreia aguda permanece com etiologia desconhecida, podendo ter
influéncia direta com virus ainda desconhecidos. Desta forma, as comunidades ribeirinhas
localizadas no Municipio de Santana sao propicias para uma investigacdo de agentes

infecciosos que podem ocasionar surtos de diarreia aguda.
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1.3 ETIOLOGIA VIRAL

Van Regenmortel (2007) conceitua os virus como um arranjo molecular, formado por
proteinas e 4cidos nucleicos, eventualmente com um envelope lipidico, cuja a funcéo desta
estrutura é levar a informacdo genética a salvo para dentro da proxima célula a ser
infectada. Os virus sdo pequenos, menores que bactérias, eles ndo podem ser cultivados
em meio artificial, pois sdo estruturas dependentes de metabolismo celular ativo para a
amplificacdo de seu material genético e progénie, por este motivo fora da célula animal ou
vegetal o virus é incapaz de realizar replicacdo. Contém somente um tipo de acido nucleico,
DNA ou RNA como codigo genético. Os virus sdo mantidos na natureza somente se
puderem serem transmitidos de um hospedeiro para o outro, da mesma espécie ou nao,
esta transmisséo pode ocorrer de forma horizontal ou vertical. Segue abaixo as formas de

transmissao dos virus.

Quadro 2: Formas de transmissao dos virus.

TRANSMISSAO HORIZONTAL
(Individuo da mesma espécie ou nao).

Pode ocorrer diretamente de um individuo infectado para um hospedeiro
suscetivel.

Contato Contato sexual.

Saliva.

Diretamente com a pele infectada.

Indiretamente por meio de objetos ou perdigotos (aerossois de secrecdes
respiratérias ou saliva).

Veiculo Agua ou alimentos contaminados.
Animais vertebrados.
Vetores Animais invertebrados, classificados como vetores bioldgicos (0 virus é

replicado no vetor) ou vetores mecanicos (o vetor apenas carreia 0 virus)

TRANSMISSAO VERTICAL

Transmissdo do virus da mée para o embrido/ feto. Pode ocorrer durante a gestacdo ou durante o
nascimento.
Fonte: adaptado de Santos (2013).

Neste ambito, destacam-se as patogéneses das infeccdes virais, especificamente
aquelas de ocorréncia diarreica. Estudos anteriores defendem que a maioria dos casos de
gastroenterite sdo causados por virus, especificamente a quatro agentes virais causadores
de gastroenterite aguda: norovirus, rotavirus, adenovirus entérico e astrovirus (MARTINEZ
AZCONA et al., 2017).

Conforme o Guia de Vigilancia em Saude, Brasil (2019) apresenta-se 0s principais

virus envolvidos nas doencas diarreicas agudas:
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Quadro 3: Principais virus envolvidos nas doencas diarreicas agudas.

Agente etioldgico

Grupo etario dos
casos

Modo de transmisséo e principais
fontes

Reservatorio

Astrovirus Criancas e idosos Fecal oral, alimento, agua Provavelmente
humanos

Calicivirus Todos Fecal oral, alimento, nosocomial Provavelmente
humanos

Adenovirus entérico Criancas Fecal oral, nosocomial Provavelmente
humanos

Norwalk Todos Fecal oral, alimento, agua, pessoa a | Provavelmente
pessoa humanos
Rotavirus grupo A Criancas Fecal oral, nosocomial, alimento, Humanos

agua, pessoa a pessoa

Rotavirus grupo B Todos Fecal oral, agua, pessoa a pessoa Humanos
Rotavirus grupo C Todos Fecal oral, Humanos

Fonte: Guia de Vigilancia em Saude, Brasil (2019).

As manifestacfes clinicas dos principais virus envolvidos nas doencas diarreicas

agudas tendem a discernir a compreensao da doenca diante de um quadro inflamatorio de

minima intensidade, mas suficiente para o aparecimento de diarreia. Com 0 mesmo intuito,

o Guia de Vigilancia em Saude, Brasil (2019) apresenta mais um quadro elencando as

principais manifestacdes clinicas, periodo de incubacéo e duragcédo da doenca:

Quadro 4: As manifesta¢des clinicas dos principais virus envolvidos nas doencas diarreicas agudas.

Agente etiologico Manifestac@es clinicas Periodo de Duragéo de
DIARREIA FEBRE VOMITO incubacgao doenca

Astrovirus Aquosa Eventual Eventual 1 a 14 dias 1 a 14 dias

Calicivirus Aquosa Eventual Comum em 1 a3 dias 1 a 3 dias
criangas

Adenovirus entérico Aquosa Comum Comum 7 a 8 dias 8 a 12 dias

Norwalk Aquosa Rara Comum 18h a 2 dias 12h a 2 dias
Rotavirus grupo A Aquosa Comum Comum 1 a 3 dias 5a7 dias
Rotavirus grupo B Aquosa Rara Variavel 2 a 3 dias 3 a7dias
Rotavirus grupo C Aquosa Ignorado Ignorado 1 a2 dias 3 a7dias

Fonte: Guia de Vigilancia em Saude, Brasil (2017).

Estima-se que na ocorréncia de diarreia aguda no mundo, cerca de 30 a 40% s&o

causados por virus, predominantemente por rotavirus, norovirus, adenovirus e astrovirus.

A seguir na figura 1, temos a representacao grafica dos diferentes agentes que causam a

diarreia.
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Figura 1: Agentes etioldgicos da diarreia em paises desenvolvidos e em desenvolvimento.

Paises desenvolvidos Paises em desenvolvimento

Rotavirus

Rofavirus

Outras
bactérias

\ Adenovirus

. Calicivirus )
Astrovirus Astrovirus Calicivirus

Bactérias

Adenovirus

Fonte: Santos (2015)

Na figura 1, o rotavirus € o principal agente etiolégico de diarreia grave levando a
hospitalizacdo, em comparacdo com outros patdgenos, tanto em paises desenvolvidos,
como em paises em desenvolvimento. A incidéncia de virus desconhecidos também chama
a atencao, e alerta para a importancia de estudos que busquem identificar e conhecer, para
a vigilancia destes virus.

1.3.1 Astrovirus

E um virus RNA de fita simples, sem envelope, de 28—-41 nm de didmetro. O genoma
RNA tem tamanho entre 6,4 e 7,7 kb, dependendo do subtipo e espécie, e contém
uma proteina VPg ligada covalentemente no final de 5” o que provavelmente contribui para
a infectividade do virus. Pertencentes a familia Astroviridae dividida em dois géneros:
Mamastrovirus e Avastrovirus (FINKBEINER et al., 2009b; OLORTEGUI et al., 2018; VU et
al., 2016).

Os astrovirus sao classificados em oito tipos de antigenos com base em técnicas de
imunofluorescéncia com anticorpos policlonais e monoclonais contra virus isolados em
cultura. Estima-se que sejam responsaveis por 2% a 9% da diarreia infantil ndo bacteriana
aguda, com novas cepas ligadas as consequéncias do sistema nervoso central (incluindo
meningite e encefalite) em criancas. A doenca ocorre principalmente em criangas pequenas
e adultos imunocomprometidos, e embora 0s sintomas em adultos sejam raros, a
soroprevaléncia para cepas comuns € alta (FINKBEINER et al., 2009a; OLORTEGUI et al.,
2018).
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Figura 2: Representacao esquematica do astrovirus humano.

(a)

b B S domain ®& | S+P1+P2
[ 1P1 domain
I P2 domain

(b)

Fonte: Toh et al (2016)

1.3.2 Calicivirus

Estes virus sdo membros da familia Caliciviidae e possuem dois géneros
descritos. Os norovirus (anteriormente denominados "virus parecidos com Norwalk") e
0s sapovirus (anteriormente denominados "virus semelhantes a Sapporo"). Os noro- e
sapovirus humanos sao classificados em 5-6 genogrupos (I-VI), cada grupo contendo 1-19
gendtipos diferentes. Norovirus de diferentes genétipos co-circulam, mas 0s norovirus
genotipo I1-4 predominam em todo o mundo. A recombinacdo genética entre as cepas de
norovirus e sapovirus nao é infrequente (DESSELBERGER, 2017).

Sao compostos de uma Unica proteina estrutural do capsideo com simetria
icosaédrica. Esta proteina, composta por 180 moléculas, dobra-se em 90 dimeros, que
formam uma concha continua com protuberancias em forma de arco. Uma caracteristica
fundamental é a existéncia de 32 depressdes em forma de taca, situadas nos eixos do
icosaedro, cuja designacao latina, célice, o nome do virus (VINJE et al., 2019).
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Figura 3: Estrutura dos Calicivirus.

Fonte: Chen et al (2006)
1.3.3 Adenovirus entérico

Pertencem a familia Adenoviridae e, dentro do género, a maioria dos adenovirus
entéricos pertencente ao subgénero F. Eles sédo virus DNA sem envelope, diametro de 70
nm e simetria icosaédrica. O capsideo proteico € composto de 252 capsdmeros -
240 hexones e 12 pentones - e estruturas chamadas fibras que se projetam para o
exterior. Os hexones contém as proteinas I, VI, VIl e I1X, que participam da estabilidade e
montagem da particula viral. As proteinas pentones (lll e Illa) tém a funcéo de penetracdo
celular, e as fibras sdo hemaglutininas e sdo responsaveis por ligar o virus aos
receptores. Existem pelo menos oito proteinas que comp&em o nicleo; estas mantém a
integridade do genoma e participam da atividade enzimética. O genoma consiste em uma
molécula linear de DNA de fita dupla que representa 15% da massa viral
(DESSELBERGER, 2017; FERREIRA et al., 2014; QIU et al., 2018).
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Figura 4: Estrutura esquematica de uma particula de adenovirus entérico.
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Fonte: Santos (2019)
1.3.4 Norwalk

Os virus pertencentes ao género Norovirus sdo responsaveis pela maioria de todas
as epidemias de gastroenterites ndo bacterianas e uma das principais causas de diarreia
global. A infeccdo pelo virus Norwalk induz uma resposta especifica de anticorpos
IgG, IgA e IgM, mesmo que tenha ocorrido exposi¢ao prévia (MANUEL; MOORE; JAYKUS,
2018).

As particulas virais do virus Norwalk (VLPSs) se ligam menos aos antigenos do grupo
histoquimico B do que aos antigenos do grupo histoquimico A ou H, e as pessoas em quem
0s antigenos do grupo B sdo expressos tém menor probabilidade de ficar doentes se
infectado com o virus Norwalk. Da mesma forma, pessoas com anticorpos séricos que
bloqueiam a ligacéo do virus Norwalk ao antigeno do grupo histoquimico H tipo 1 sdo menos
propensas a ficar doentes se infectadas com o virus Norwalk (LAMOUNIER et al., 2015;
RAMANI et al., 2015).
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Figura 5: morfologia de norovirus. A) visualizacdo em microscépio eletrénico. B) estrutura morfolégica
desenvolvida em programas computacionais.
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Fonte: adaptado de Devant; Hofhaus e Hansman (2019)
1.3.5 Rotavirus

Os rotavirus sdo membros da familia Reoviridae, e sédo caracterizados por sua
estrutura icosaédrica ndo envelopada e didmetro de 70 nm. Quando observados sob
um microscopio eletrénico, eles tém uma forma de 'roda’. O capsideo consiste em uma
camada dupla de proteina; o capsideo externo é composto pelas proteinas estruturais VP7
e VP4 e o capsideo interno, principalmente de VP6. O material genético envolto pelo
capsideo é encontrado dentro do capsideo interno e envolve o genoma do rotavirus,
composto de 11 segmentos de RNA de fita dupla. Dada a natureza segmentada
do genoma do RNA, co-infeccdo de células com duas cepas diferentes de rotavirus pode
resultar em virus recombinante, com segmentos de RNA de cada um dos progenitores
(DESSELBERGER, 2017; GONZALEZ-OCHOA et al., 2017; KANAI et al., 2019; LESTARI
et al., 2020).

Os rotavirus sao classificados em grupos, subgrupos e sorotipos de acordo com
as propriedades antigénicas das proteinas do capsideo. A proteina VP6 é o determinante
da reatividade do grupo, com sete grupos atualmente existentes, rotulados AG, e dois
subgrupos, | e Il. Grupos A, B e C sdo aqueles que produzem infeccdo em humanos. A
classificacdo em sorotipos € baseada nas diferencas antigénicas nas proteinas do capsideo
externo, VP7 e VP4. A primeira, uma glicoproteina, determina a especificidade do tipo G e
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a segunda, a especificidade do tipo P, devido a sua sensibilidade a protease. Atualmente,
existem 15 tipos de G, sendo os G1, G2, G3 e G4 os predominantes em todo o mundo
(ARNOLD, 2016; JUSTINO et al., 2019; LUCHS; TIMENETSKY, 2016).

Figura 6: A particula do rotavirus. A) Micrografia eletrdnica de particulas de rotavirus. B) Esquema em corte
transversal da particula de rotavirus.

Fonte: Crawford (2017)

E bastante comum associar os casos de diarreia ao rotavirus, no entanto as
rotaviroses passaram a ser prevenidas por meio da vacinacao, e é possivel que outros
agentes virais possam estar causando diarreias, partindo do pressuposto que a etiologia de
muitas doencas humanas é desconhecida, destas em mais de 50% dos casos a etiologia é
ignorada. Os avancos na identificacdo e caracterizacdo dos virus chegaram com o0s
sequenciadores de nova geracao, facilitando as pesquisas e promovendo descobertas
significativas através da metagendmica viral (LUCHS; TIMENETSKY, 2016).

A metagendmica é uma realidade na deteccao de virus relacionados a ocorréncia da
diarreia, principalmente na deteccdo de virus emergentes, o que possibilita a caracterizacéo
desses novos agentes, e a investigagado da sua participagdo nos casos de diarreia em seres
humanos, entre eles, destaque para 0s seguintes virus: Bocavirus humano (WATANABE
et al., 2018), Picornavirus associados a infeccdes entéricas(DAI et al., 2010), Virus Aichi
(SDIRI-LOULIZI et al., 2009), salivirus (SHAN et al., 2010), e cosavirus humano (HOLTZ et
al., 2008).
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1.4 ESTUDOS EM METAGENOMICA VIRAL

A Metagendmica esté revolucionando o campo da descoberta de virus, destacando
- se a abordagem do transcrito completo que fornece uma rica fonte de dados que pode ser
usada para caracterizar a estrutura viral, proporcionando novas perspectivas sobre a
diversidade viral e evolucdo (LUCHS et al., 2018). A Metagendmica pode detectar todos 0s
patégenos conhecidos, especialmente virus RNA conhecidos em tipos inesperados de
amostras, fornecendo a resolugcdo de um Unico nucleotideo para definir estirpe parentesco
por surto epidemioldgico e, quando disponiveis, a resisténcia antiviral (GRENINGER, 2018).

Metagendmica viral € um termo utilizado para a avaliagdo genémica de todos os
virus existentes em amostras ambientais ou biologicas, onde se pontualiza a presenca de
diversidade viral, e na identificacdo do genoma de provaveis virus patoldgicos, onde varias
vezes técnicas usuais ndo conseguem detecta-los, ou seja, o termo “metagendémica” se
refere a andalise do conjunto dos genomas microbiano de uma amostra ambiental, na sua
estrutura sequencial e de suas fungées (CASTRIGNANO; NAGASSE-SUGAHARA, 2015;
HANDELSMAN, 2004).

A abordagem da metagendmica viral contribui ativamente na descoberta de novos
virus, através de inUmeras sequencias genémicas, que rigorosamente catalogadas nas
bases publicas de dados fomentam os resultados de outras pesquisas, e devido as
caracteristicas possibilitam a deteccdo de todos os genomas virais independente de
antissoros, e de conhecimento prévio do genoma viral (CASTRIGNANO; NAGASSE-
SUGAHARA, 2015; DAVILA-RAMOS et al., 2019; DELWART, 2013).

Diversos estudos que utilizaram a metagendmica, obtiveram sucesso na deteccao
de virus entéricos e novos virus. Entre estes, estudos realizados na China (DAl et al., 2010;
SHAN et al., 2010), na Venezuela (GONZALEZ; LIPRANDI; LUDERT, 2011), no Chile
(PHAN et al., 2012), e no Brasil (CILLI et al., 2019; LUCHS et al., 2018; RIBEIRO et al.,
2018; WATANABE et al., 2018) propuseram discernir os surtos de diarreia, partindo das
diversas analises convencionais que nao detectaram agentes virais, o que possibilitou a
aplicacao do sequenciamento a partir das tecnologias de Nova Geragao, primordial para a
detecc¢do de virus conhecidos e novos virus, resultando em uma investigagdo minuciosa a
partir dos dados demograficos, para entender a epidemiologia destes agentes infecciosos.

O método metagendmico exige um rigido protocolo que inicia na coleta do material
do meio ambiente, seguido do processamento da amostra, isolamento do DNA ou RNA por
técnica de lise, a amplificacdo de DNA ou RNA, a construgdo da biblioteca, o
sequenciamento e as analises realizadas por bioinformatica (BIBBY, 2013). Este se inicia

com a obtencdo e o processamento de amostras ambientais, realizado por filtracdes,
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seguidos por centrifugacées (WOOLEY; GODZIK; FRIEDBERG, 2010). Os filtros de 0,45
e/ou 0,22 um sd&o utilizados com a finalidade de eliminar a contamina¢do por ceélulas
hospedeiras e por outros microrganismos. As particulas virais sdo menores que 0S
organismos eucarioticos (FANCELLO; RAOULT; DESNUES, 2012).

O DNA é fragmentado em pedacos menores, as sequencias geradas se sobrepdem
em muitas regides, sendo possivel montar esses fragmentos e obter se a sequéncia original
ao final do processo. Outros métodos de sequenciamento séo utilizados, sendo o mais
popular e eficiente, sujeito a automatizacao € o da terminacao de cadeia (Sequenciamento
de Sanger), capaz de gerar sequéncias, de tamanhos entre 800 e 1000 pares de bases.
Devido ao alto custo financeiro, se desenvolveram tecnologias de baixo valor aquisitivo,
porém, de alto rendimento, que paralelizam o processo de sequenciamento e geram
milhdes de sequéncias de uma vez (SANGER; NICKLEN; COULSON, 1977).

O sequenciador MiSeq da empresa lllumina € uma das principais escolhas dos
centros de sequenciamento, possui a capacidade de gerar até 15 Gb de informacao ou 25
milhdes de leituras de até 600 pb por corrida (ILLUMINA, 2021). A plataforma lllumina é
baseada na montagem de uma biblioteca de DNA, por fragmentacéo aleatoria de amostras
de DNA. Posteriormente a adicdo de adaptadores universais nos fragmentos, estes, sao
espalhados em uma lamina (conhecida como “flow cell’) com 8 linhas/ pistas (conhecida
como “ lane”) imobilizadas em vidro. Apds a amplificagdo por ponte é gerado um grande
namero de moldes idénticos sobre a superficie de vidro (conhecido como formacgédo de
“clusters”). Em cada ciclo, um unico nucleotideo marcado por fluorescéncia é incorporado
a cada cadeia complementar. Apés a incorporacédo, o marcador fluorescente € detectado e
€ gerada uma imagem, e os ciclos seguintes ocorrem da mesma forma (LEDERGERBER;
DESSIMOZ, 2011).

Os milhdes de reads gerados pelo Sequenciamento de Alto Desempenho devem ser
processadas em softwares adequados. Os pipelines computacionais utilizados para analise
de metagenomas normalmente come¢cam com a remocao dos adaptadores e filtragem de
sequencias de baixa qualidade. Geralmente, as bases com qualidade = 20 sao
consideradas de alta qualidade, desta forma, as bases com qualidade menor devem ser
removidas ou processadas de modo a eliminar a regido com baixa qualidade, pois as
mesmas podem levar a resultados enviesados (CHEN et al., 2014; PENG et al., 2015;
SANGWAN et al., 2012).
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1. 5 BIOINFORMATICA

A Dbioinformatica é wuma ciéncia multidisciplinar embasada por técnicas
computacionais e matematicas relacionadas ao conhecimento quimico, fisico e bioldgico,
em constante movimento que consiste em um dindmica na criacdo de novos programas
afim de gerir dados de NGS. Sendo assim, a bioinformatica incube na anéalise dos dados
gerados a partir da liberacéo dos resultados pelo sequenciamento, e fornece informacdes
para uma compreensao conclusiva sobre a populacao viral AYYILDIZ; PIAZZA, 2019;
FANCELLO; RAOULT; DESNUES, 2012; STRASSER, 2010).

O sequenciamento processa sequencias curtas, denominadas “reads”, e a
montagem previa de sequéncias mais longas, sado formadas a partir da sobreposicédo do
reads, denominadas “contigs”, desta forma sdo alinhadas com genomas ou genes de
referéncia, depositados nos bancos de dados como, o GenBank do site NCBI (National
Center for Biotechnology Information) (BIBBY, 2013).

Com o método de metagenbmica aplicada nas andlises de amostras de fezes
humana é possivel a detec¢éo e classificagédo de virus entéricos conhecidos, co-infec¢des
virais e novos virus presentes nas fezes durante episodios de diarreia aguda. Neste sentido,
este trabalho buscou através da abordagem metagendmica investigar a seguinte
problematica: “Existe a relagdo de outros virus ainda nao identificados ou reemergentes,
serem 0s agentes causadores da ocorréncia de diarreia em comunidades ribeirinhas do
municipio de Santana - AP?”.

Com este intuito, 0 objetivo deste estudo foi detectar sequéncias de virus emergentes
e reemergente em amostras de fezes de individuos com morbidade em diarreia nas
comunidades de ribeirinhas do municipio de Santana — AP, por meio da técnica de
metagendmica, visando contribuir diretamente com os estudos de investigacdo dos agentes

etiolégicos que protagonizam surtos de diarreia.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

e Detectar sequéncias de virus entéricos em amostras fecais de pacientes residentes

de comunidades ribeirinhas do municipio de Santana, Amapa, Amazoénia Oriental.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Caracterizar o perfil socioeconémico, demogréfico, cultural e ambiental das areas
onde residem os pacientes em estudo;

e Detectar sequéncias de virus presente nas amostras fecais dos pacientes, atraves
do sequenciamento genémico;

e Analisar no banco de dados gendmicos GenBank as sequéncias virais obtidas no

sequenciamento;
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 PACIENTES E ASPECTOS ETICOS

Foram estudadas 53 amostras de fezes de pacientes, entre criancas, adolescentes,
adultos e idosos que buscavam atendimento nas Unidades Basicas de Saude (UBS) do
Distrito de Anauerapucu e do Bairro Elesbao, e de pacientes residentes na regido do Rio
Matapi. O presente estudo teve carater transversal e prospectivo.

A coleta foi realizada entre os meses de julho e setembro de 2019, no municipio de
Santana que estd situado ao sul do estado do Amapa, ha 17 km da capital Macapa, € o
segundo municipio mais populoso do estado, com uma populacdo estimada de
123.096 habitantes (IBGE, 2020). Segundo a classificacdo de Kdppen e Geiger na regido
é predominante o clima Tropical chuvoso com a temperatura média de 27.1 °C (VILHENA,
2017).

O estudo foi iniciado somente ap6s a aprovacéo do projeto pelo Comité de Etica em
Pesquisa da Universidade Federal de Amapa parecer n°: 3.442.352 no dia 10 de julho de
2019 e aprovado também no Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de Sdo
Paulo, N° Parecer: 3.689.032 no dia 06 de novembro de 2019 (ANEXO 1). As amostras
foram coletadas apds o aceite do participante do estudo e posterior assinatura do Termo
de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (ANEXO 2). Todas as amostras e dados
obtidos foram identificados por iniciais dos nomes ou ndmeros, garantindo assim a
confidencialidade dos participantes.

3.2 COLETA DO MATERIAL FECAL E DADOS DEMOGRAFICOS

A coleta do material fecal foi realizada em um recipiente coletor universal para fezes
sem conservante doado pela Universidade Federal do Amapa (UNIFAP), sendo que a
coleta de material fecal das criancas foi feita pelo cuidador ou responséavel. Foi transferido
com auxilio da pazinha as fezes com um tamanho parecido com uma azeitona
peguena para o recipiente de coleta. Apés isso, o material foi colocado em geladeira até o
momento do transporte do recipiente coletor para o Laboratério de Artropodes da UNIFAP.
As fezes ficaram no maximo por 24 horas na geladeira até serem aliquotadas. ApOs isso,
foram transferidas para tubos cénicos de 2 mL e armazenadas em freezer -20°C até o
transporte para o Laboratério de Retrovirologia da Universidade Federal de Sao Paulo -
UNIFESP.
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Juntamente com cada amostra de fezes, foi preenchido um formulario para obtencao
dos dados de cada paciente com informacgdes socioecondmica, demografica e cultural, bem
como uma andlise das condi¢cdes ambientais do local de moradia de cada voluntario
(ANEXO 4).

3.3 PROCESSAMENTO DAS AMOSTRAS

Inicialmente, 2g de fezes foram homogeneizadas com 1 mL de PBS e 50uL de beads
de silica e esferas de vidro, seguido de centrifugacéo e filtragem de 500uL do sobrenadante,
o produto da filtragem passou por tratamento com nucleases. Posteriormente, ocorreu a
geracdo do DNA complementar (cDNA) e sintese de fita complementar, possibilitando a
preparacao das bibliotecas.

Apds homogeneizadas, as amostras foram centrifugadas a 5.000 x g por 5 minutos,
e aproximadamente 200uL do sobrenadante foram filtrados em filtro de 0,45 pym (Merck
Millipore, Billerica, MA, EUA) para remover particulas de tamanho de células eucaridticas,
bacterianas e outros debris.

O sedimento rico em patrticulas virais foi tratado com uma combinacdo de enzimas
nuclease: TURBO Dnase e Mix de Enzima para Cocktail de RNase (Thermo Fischer
Scientific, CA, EUA); DNase Baseline-ZERO (Epicenter, WI, EUA); Benzonase (Darmstadt,
Alemanha); e RNase RQ1 Solucéo livre de DNase e RNase A (Promega, WI, EUA). A fim
de digerir acidos nucleicos desprotegidos e deixar somente as particulas virais intactas. A
mistura foi incubada a 37 ° C durante 1 hora e 20 minutos para digestdo enzimatica.

3.4 EXTRACAO DO DNA/ RNA

Os 4cidos nucleicos virais foram purificados, da mistura digerida mencionada acima,
utilizando o QlAamp Viral RNA Mini Kit (Qiagen, Valéncia), conforme protocolo do
fabricante. A sintese da fita de DNA complementar (cDNA) foi realizada com a enzima
Transcriptase Reversa AMV (Promega, WI, EUA). Foi sintetizada uma segunda fita para a
cadeia de cDNA, utilizando DNA Polymerase | Large (Klenow) Fragmento (Promega, WI,
EUA).

3.5 PREPARACAO DAS BIBLIOTECAS

Posteriormente, o Kit Nextera XT (lllumina, CA, USA) foi utilizado para construcao
das bibliotecas de DNA. Resumidamente, cada amostra foi quantificada pelo Qiubit
(Thermo Fisher Scientific) e diluidas para concentracdo de 0,5 nM/uL. Para tagmentacao
(fragmentacao dos &cidos nucleicos por uma enzima transposase e adicdo de sequéncias
adaptadoras em uma etapa — adicédo de tags) foi preparada uma placa e adicionado 5 pL
do Buffer Tagmentation DNA (TDB), 2,5 pL dos acidos nucleicos extraidos, purificados e

diluidos, 2,5 pl do Amplicon Tagment Mix (ATM). Nesta etapa ocorre a adicdo das

Material e Metédos 21



sequéncias adaptadoras necessarias para as etapas posteriores como o0 sequenciamento

(Figura 7).

Figura 7: Esquema mostrando a etapa de tagmentacéo do kit Nextera XT.

ANTES
DNA gendmico completo

TAGMENTACAO

DEPOIS
DNA marcado e fragmentado
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=2 -
oy
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o = b ———
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Fonte: adaptada do Nextera XT DNA Library Prep Kit Reference Guide (lllumina, Inc). Em azul o primer do
sequenciamento (read 1) e em verde o primer do sequenciamento (read 2).

A placa foi selada, centrifugada a 280 RCF por 1 minuto e colocada em um

termobloco a 55° C por 5 minutos. Para neutralizar a reagao foi adicionado 2,5 pL do

Neutralize Tagment (NT) e a placa foi selada, passou por um spin de 7 segundos e incubada

por 5 minutos em temperatura ambiente.

Para adicionar os index foi adicionado, em uma nova placa identificada como NPM,
7,5 pL do Nextera PCR MIX (NPM), 2,5 pL do index 2 (i5) que possui tampa branca, em

cada linha da placa (A-H) e 2,5uL do index 1 (i7) que possui tampa laranja, em cada coluna

da placa (1-12) (Figura 8).
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Figura 8: Representacao da preparacdo da placa para distribuicdo dos indexes.

Rows A-H: Index 2 (i5) adapters (white caps)
Columns 1-12: Index 1 (i7) adapters (orange caps)
TruSeq Index Plate Fixture

Hard-Shell PCR plate

OO0 o>

Fonte: Nextera XT DNA Library Prep Kit Reference Guide (lllumina, Inc).

O conteudo dessa placa foi adicionado na placa anterior e esta foi selada,
centrifugada e colocada no termociclador na seguinte ciclagem: 72° C por 3 minutos, 95° C
por 30 segundos seguido por 15 ciclos de denaturacdo a 95° C por 10 segundos,
anelamento a 55° C por 30 segundos e extensdo a 72° C por 30 segundos, seguida por
uma extensao final de 5 minutos. Nesta etapa ocorre a adicdo dos index e sequencias
adaptadoras ao DNA que foi tagmentado e pela PCR ocorre o enriquecimento Figuras 9 e
10).
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Figura 9: Adicdo dos index e sequéncias adaptadoras ao DNA.

=z
Fonte: Nextera XT DNA Library Prep Kit Reference Guide (lllumina, Inc).
Figura 10: organizacé@o dos index e sequéncias adaptadoras.
index 2 Primer Index 1 Primer
index 2 . a2 5p
P5 —complementary to lllumina flow cell oligo ‘ | Read 2 Seqguencing Primer
. Indexing sequence 2 Indexing sequence 1
Read 1 Sequencing Primer - P7 = complementaryto lllumina flow cell oligo

Fonte: Nextera XT DNA Library Prep Kit Reference Guide (lllumina, Inc).

Para a purificacdo da PCR, 25 pL foram transferidos para uma nova placa, sendo
adicionado 45 puL da AMPure XP beads homogeneizado; a placa foi incubada em
temperatura ambiente por 5 minutos, seguida pela sua colocagdo em uma rack magnética
por 2 minutos. O volume do Ampure XP define a concentracéo utilizada e se relaciona com
o fragmento a ser purificado, assim ao utilizar 45 uL correspondeu a 0,9X do Ampure XP e
selecionou fragmentos entre 300 e 500 bases para uma reacdo de sequenciamento de 2 x
de 300 ciclos com o Kit V3 600 ciclos.

Para lavar as beads foram adicionados 200 pL de etanol 80% recém-preparado, a
placa foi incubada por 30 segundos na rack magnética e o sobrenadante descartado, foi
feita a repeticdo da lavagem com etanol.
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Apos a segunda lavagem a placa foi deixada em temperatura ambiente por 15
minutos para a total evaporacéo do etanol. Apds a placa estar seca, ela foi retirada da rack
magneética e foram adicionados 25 pL do Ressuspention Buffer, a placa foi incubada em
temperatura ambiente por 2 minutos, seguida pela sua adi¢cdo na rack magnética por 2
minutos ou até que o sobrenadante ficasse limpido. O sobrenadante foi entéo transferido
para uma nova placa.

Para que as quantificacdes das bibliotecas figuem equivalentes foi realizada a
normalizacédo, onde foram transferidos 20 pL do material purificado para uma nova placa,
foi adicionado 22,5 pL da solucdo LNAL1/LNB1, a placa foi selada e colocada em um
aparelho do tipo vortex por 1800 RPM por 30 minutos. Apoés esta etapa a placa foi colocada
na rack magnética por 2 minutos, e o sobrenadante foi desprezado.

As beads foram lavadas usando 22,5 pL do LNW, apdés isto a placa foi selada
novamente e colocada no aparelho do tipo vértex por mais 5 minutos. Apos isto, a placa foi
colocada na rack magnética por 2 minutos, sendo descartado o sobrenadante. Essa etapa
de lavagem foi repetida.

ApoOs a ultima lavagem, a placa foi retirada da rack magnética e foram adicionados
30 pL de uma solucdo de NaOH 0,1N. Para isso, preparamos uma solucdo de NaOH a 1N,
no dia deste procedimento e diluimos para 0,1N. A placa foi selada e colocada no aparelho
do tipo vértex por mais 5 minutos. Apos a eluicdo, a placa foi colocada novamente na rack
magnética por 2 minutos e foi transferido o sobrenadante para uma nova placa identificada
como SGP.

Cada biblioteca foi quantificada (normalizada) utilizando o kit KAPA Library
guantification. Para as reacfes dos padrdes foram pipetados 6uL do master mix do kit e 4
pL do padréo do kit KAPA diluido (1:1000, 1:2000 e 1:8000). Para as reacfes das amostras
foi adicionado 6uL do master mix e 4uL das respectivas amostras. A placa foi selada e
centrifugada antes de ser colocada no 7500 Real Time PCR (Thermo Fisher).

Para a preparacao do Pooled Amplicon Library (PAL) foi feito um pool das bibliotecas
normalizadas (com as concentra¢cdes equimolares com volume de 5uL cada), que foram
quantificadas utilizando o kit KAPA Library quantification.

A concentracao do PAL para as bibliotecas ficou em 660 pM. A partir dai realizamos
diluicdes para ajustar para uma concentracédo 12 pM (definicdo da concentracdo de forma
arbitraria para o sequenciamento).

A concentracdo do PAL para as bibliotecas ficou em 809,08 pM. A partir dai
realizamos diluicbes para ajustar para uma concentracdo 8pM (concentracdo de forma

arbitraria para o sequenciamento).
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Apos a diluicdo do PAL retiramos 6L e adicionamos o PhiX numa concentracao final
de 1%. ApOs isso, desnaturar o PAL com NaOH a 0,2 N a 96°C por 5 minutos e choque
com gelo por 2 minutos e sequenciar no MiSeq Sequencer (lllumina, CA, EUA).

3.6 ANALISES DOS DADOS

Os reads/fragmentos sequenciados de 300 pares de bases (pb) em pair-end
(sequencia senso a antisenso, com total de 600pb na plataforma Miseq foram trimados
(retiradas as sequencias dos adaptadores, barcodingse as de baixa qualidade). O
sequenciamento apresentou um Phred quality score >30 (Q30), ou seja, uma base incorreta
em 1000 vezes que ela é lida e virtualmente o erro tendeu a zero. O Phred quality score é
a medida de qualidade das bases sequenciadas em tempo real durante a corrida.

Os arquivos FastQ gerados foram enviados para o Laboratorio do Dr. Eric Delwart
da Universidade da California (UCSF/Instituto Vitalant) para serem analisadas por meio de
um pipeline publicado por Deng Xutao et al, 2014. Neste pipeline os milhares a bilhares de
sequéncias curtas geradas (short reads) foram montadas por meio do de novo assembly,
sendo os reads mapeados contra o genoma humano (Hg39) e posteriormente excluidos;
sequéncias de baixa qualidade (Phred<10) foram excluidas; foram utilizados alguns
assemblers (softwares que fazem montagens de novo) usando o algoritmo do Grafico de
Bruijn e 0 assemblers tradicionais olconsensus (OLC) algorithms descritos no trabalho de
Xutao e cols referido acima.

Apods dois meses, recebemos as andlises contendo todas as sequencias virais
identificadas nas amostras com alta qualidade de alinhamento as sequéncias no BLAST
(Basic Local Alignment Search Tool). Os singlets e contigs foram enviados para o BLASTx
para estudo de similaridade de proteinas de todas as sequencias virais no RefSeq virus do

Genbank (https://www.nchi.nlm.nih.gov/genome/viruses/).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 CARACTERIZACAO SOCIOECONOMICO, DEMOGRAFICO, AMBIENTAL E
CULTURAL DOS PACIENTES

Foram aplicados 53 questionarios no ato da coleta da amostra fecal dos pacientes

provenientes de quatro comunidades ribeirinhas (Figura 11) da Amazonia.

Figura 11: Distribuicdo dos niUmeros de questionarios aplicados por localidade.
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Fonte: elaborado pelo autor.

Os gquestionarios tinham como objetivo coletar informacdes quanto a género, idade,
localizacdo e tipo de moradia, nimeros de residentes no domicilio, nivel de escolaridade
dos responsaveis, renda familiar, grupo étnico (cor), tratamento e consumo da agua, habitos
de higienizagcdo das méos antes da refei¢cdo e apds o uso do banheiro, o destino das fezes
e do lixo doméstico, e as manifestacdes clinicas que levam a busca por atendimento nas
Unidades Basica de Saude (UBS). Neste sentido, o questionario foi elaborado considerando
expressdes de facil entendimento para populacdo ribeirinha, em relagdo aos seus
costumes, nas expressoes utilizadas, nas designacdes das enfermidades, e nos sintomas
clinicos (GAMA et al., 2018).
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Tabela 2: Perfil socioeconémico, demografico, ambiental e cultural por localidade.

GENERO

FAIXA ETARIA

LOCALIZAGCAO DA MORADIA

TIPO DE MORADIA

RESIDENTES NO DOMICILIO

ESCOLARIDADE DOS RESPONSAVEIS

RENDA FAMILIAR

GRUPO ETNICO (COR)

TRATAMENTO DA AGUA

AGUA PARA CONSUMO

LAVAGEM DAS MAOS ANTES DA REFEICAO

LAVAGEM DAS MAOS APOS USAR O

BANHEIRO

DESTINO DAS FEZES

DESTINO DO LIXO

MANIFESTACOES CLINICAS

Feminino
Masculino

0-12 anos

13 - 18 anos
19 — 59 anos
60 — 80 anos

Margem do rio:
Terra firme:

Alvenaria:
Madeira:
Mista:

1-5 Pessoas:
6-10 Pessoas:

Sem escolaridade:

Ensino fundamental:

Ensino médio:

Até 1 salario:
1 a 2 salarios:

Pardo:
Preta:
Branca:

Hipoclorito e coada:
Encanada:
Fervida ou Filtrada:

Rio:

Pogo:
Encanada:
Encanada / rio:

Sim
Nao
As vezes

Sim
Nao
As vezes

Fossa séptica:
Fossa séptica/ rio:
Vala

Coleta:
Queimado/
enterrado

Diarreia:

Nauseas:

Dores de barriga:
Dores abdominais:

Legenda: A= Matapi; B= Delta do Matapi; C= Elesbdo e D= Anauerapucu

LOCALIDADES
A B C D
5 9 4 17
5 7 4 2
5 12 4 6
2 1 0 2
3 3 3 10
0 0 1 1
10 0 1 1
0 16 7 8
0 8 0 3
10 6 8 15
0 2 0 1
7 10 2 9
3 6 6 10
0 0 3 2
0 5 4 14
10 11 1 3
0 16 8 19
10 0 0 O
10 8 8 16
0 1 0 O
0o 7 0 3
10 6 8 19
0 10 0 O
0 0 0 O
10 0 0 11
0 5 0 8
0 11 0 o
0 o0 8 O
6 5 4 16
0 5 2 0
4 6 2 3
10 8 4 18
0 3 2 0
0 5 2 1
0 16 7 11
10 0 1 8
0O o0 0 o
0 16 8 13
10 0 0 6
2 5 4 3
3 0 0 1
0 10 4 15
5 1 0 O

TOTAL %

35 (66%)
18 (34%)

29 (51%)
5 (9%)
19 (36%)
2 (4%)

22 (42%)
31 (58%)

11 (21%)
39 (74%)
3 (6%)

28 (53%)
25 (47%)

5 (9%)
23 (43%)
25 (47%)

43 (81%)
10 (19%)

42 (79%)
1 (2%)
10 (19%)

43 (81%)
10 (19%)
0 (0%)

21 (40%)
13 (25%)
11 (21%)
8 (15%)

31 (58%)
7 (13%)
15 (28%)

40 (75%)
5 (9%)
8 (15%)

34 (64%)
19 (36%)
0 (0%)

37 (70%)
16 (30%)

14 (26%)
4 (8%)
29 (55%)
6 (11%)
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As comunidades ribeirinhas da Amazdénia exercem em seus costumes e tradicdes
uma relacdo harmoniosa com o meio ambiente, uma realidade cultural e ambiental
totalmente diferente de outras regides do Brasil, as moradias, a relacdo com o0s rios,
alimentacdo, as crencas e misticismo. O rio € um referencial que determina o ritmo de vida
destas populacdes, seja na producdo e provisdo de alimentos, no fluxo de pessoas, e
informacdes com o meio urbano (DOMINGOS; GONCALVES, 2019; GUIMARAES et al.,
2020; REIS et al., 2012).

Em comum acordo com as exigéncias éticas, participaram deste estudo 53
pacientes, 66% eram do género feminino e 34% do género masculino. E justificavel que a
maioria dos entrevistados serem do género feminino, além de serem a maioria da
populacéo brasileira, no ambito familiar, as mulheres séo as mais cuidadosas com a saude
dos filhos e dos demais familiares, passando a exercer a funcédo de guardid do bem estar
de todos, principalmente das crian¢as na busca de atendimento médico, na vacinacéo, nos
exames de rotina, e no cumprimento rigido do tratamento com remédios (GUTIERREZ,
MINAYO, 2009).

O estudo néo se limitou em apenas uma faixa etaria, desta forma, realizou-se
abordagens de todos aqueles que buscaram atendimento de saude no periodo dos meses
de julho a setembro de 2019. A maioria das abordagens e coletas foram de criancas de 0
a 12 anos representando 51% dos pacientes. O maior niUmero de criancas assistidas nas
Unidades Basica de Saude (UBS) com sintomas gastrointestinais € explicada pelo fato da
diarreia ser predominante na infancia, principalmente nos cinco primeiros anos de vida,
apesar da queda na mortalidade infantil ocasionada por diarreia, a doenca continua sendo
um desafio de saude publica em paises em desenvolvimento (MARA et al., 2010).

A maioria dos pacientes residem em moradias localizadas em terra firme o que
corresponde a 58%, e 42% residem em moradias localizadas a margem de rios, em
destaque para os dez pacientes da localidade do rio Matapi, que residem a margem de rio.
Quanto ao tipo de moradia, 39% residem em moradias de madeiras.

O espago que abrange as residéncias dos pacientes € formada principalmente por
varzea, e, portanto a maior parte da populacdo encontra-se dispostas sobre a area
inundavel diariamente. Possuem caracteristicas comuns de areas periféricas, pois as
condicdes habitacionais sdo extremamente carentes de infraestrutura e com o minimo de
servicos publicos (TAKAMATSU, 2013). Nestas comunidades, a ocupacdo €
predominantemente em palafitas, havendo poucas edificacbes de alvenaria em areas

aterradas. A ocupacéo urbana desorganizada cresce e com ela a supressao vegetal e a
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geracdo de residuos poluentes que afetam o curso hidrico (SATHLER; MONTE-MOR;
CARVALHO, 2009).

O nivel de escolaridade da maioria dos pacientes e de seus responséaveis € de 47%
com o Ensino médio concluido. Refletindo nos avancgos dos ultimos anos, onde a educacao
no Estado do Amapa disparou quantitativamente, ocorrendo investimentos na formacéo de
professores, criacdo de novas escolas e transporte escolar fluvial, apesar do baixo nivel de
analfabetismo do pais de 6,8%, no Amapa ainda € um desafio a sua erradicacao,
principalmente na populacdo negra (GAMA et al., 2018; IBGE, 2018; SA; FERREIRA,
2020).

A renda familiar circula em torno extrativismo e em todas comunidades estudadas
os beneficios do governo federal e estadual (bolsa familia, renda para viver melhor, bolsa
verde e entre outros) € a principal fonte de renda, fato que contribui para a baixa renda da
maioria das familias (GOMES; SILVA; MEDEIROS, 2015) . No Elesbéo a pesca do camarao
€ a principal atividade, seguida de perto pelo comércio e pela carpintaria naval (MACHADO
et al., 2010). No geral, predomina nas comunidades ribeirinhas a renda familiar mensal per
capita baixa, de aproximadamente 30% do salario minimo (GAMA et al., 2018).

O dificil acesso a agua potavel nestas localidades, torna um fator predominante para
o nivel de contaminacdo por agentes infecciosos, 40% dos pacientes relataram consumir
agua diretamente dos rios, 25% consomem &agua de po¢os amazonas, 21% consomem
agua encanada, e 15% consomem agua encanada e na auséncia recorrem as aguas dos
rios. Quanto ao tratamento das aguas dos rios e dos pocos amazonas 81% realizam o
tratamento da agua coada e em seguida colocam hipoclorito, 19% usam agua encanada
tratada pela Companhia de 4gua e esgoto do Amapa (CAESA). O uso das aguas dos rios
nas atividades domeésticas e higiene pessoal representam um risco a saude da populacéo
devido a presenca de diferentes patégenos que sao veiculados pela dgua contaminada
(SILVA et al., 2014).

Perguntou- se sobre os habitos de lavar as maos antes das refei¢cbes, 58%
responderam lavar as maos com frequéncia, 28% responderam lavar as maos as vezes
antes das refei¢des; e 13% n&o possuem o habito. Quanto a lavagem das méos apds o uso
do banheiro 75% afirmaram lavar sim as méos todas as vezes que utilizam o banheiro, 15%
nao lavam sempre as méos ao sairem do banheiro, e 9% néo lavam as méaos. As auséncia
de praticas de higienizacdo costuma estar associada a proliferacédo de agentes infecciosos,
ocasionando uma maior incidéncia de diarreia infantil (ELLWANGER et al., 2021).

Quanto ao destino das fezes 64% dos pacientes relataram possuir fossa séptica em

seus domicilios, e 36% relataram possuir fossa séptica, porém, sofre influéncia direta da
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maré dos rios. Quanto ao destino do lixo domeéstico 70% afirmaram possuir equipes de
coletas de lixo regularmente, e 30% queimam e enterram o lixo doméstico. A real situacao
de saneamento basico relacionado ao destino dos dejetos humanos, torna-se uma
preocupacao e um fator determinante para o agravamento de doencas infecto contagiante
em comunidades ribeirinhas da Amazonia, geralmente os dejetos sdo lancados diretamente
aos rios, através de fossas e valas inadequadas, onde sofrem influéncia direta da maré dos
rios (SILVA et al., 2014).

Sendo assim, a disposicdo de dejetos humanos em areas peridomiciliares e
préximas as nascentes, o consumo de agua sem tratamento, o grau de contaminacao das
aguas por coliformes, contribuem diretamente para a disseminacgéo de agentes patogénicos
(RIOS et al., 2007).

Em ralacdo aos residuos solidos, os pacientes residentes a margem dos rios foram
0s que mais relataram dificuldades com o destino correto dos residuos solidos. Na auséncia
de coleta de lixo, os moradores improvisam meios de descarte, como na maioria das vezes
gueimam, enterram, ou simplesmente acumulam em uma area distante, nos rios ou nos
igarapés (RIOS et al., 2007). Essas comunidades apresentam condicdes de saneamento
basico extremamente precarias, tendo em vista que as eliminacdes fisioldégicas e demais
dejetos domésticos sao depositados a céu aberto ou sobre o rio (MACHADO et al., 2010).

A auséncia de saneamento ambiental representa 19% das causas de doencas
humanas no mundo (PRADO; MIAGOSTOVICH, 2014). Portanto, o saneamento ambiental
€, um dos fatores mais eficazes e robustos para o controle e prevencdo de doencas
infecciosas, minimizando inUmeros problemas de salude publica e trazendo resultados
econOmicos significativos para a sociedade (MARA et al., 2010).

Esses dados visam compreender a relacdo das condigcbes socioeconémicas,
demograficas, ambiental e cultural com as infecc¢des virais detectadas em cada amostra,
desta forma, é possivel compreender os fatores que implicam na ocorréncia de diarreia
nessas localidades ribeirinhas (DELWART, 2013; LIU et al., 2019). Sendo assim, é
fundamental compara-los epidemiologicamente, especialmente os fatores para a idade,

proveniéncia geografica e, exposi¢ao geral a virus.(Ll; DELWART, 2011).
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4.2 DIVERSIDADE VIRAL

Foram sequenciadas 50 amostras fecais por meio do Sequenciamento de Segunda
geracédo (NGS) utilizando a técnica de metagendmica viral. Apenas trés amostras (amostras
n°24, n°43 e n°50) ndo foram viaveis para o estudo. Um total de 227.502 leituras de
sequéncias de familias virais (reads) foram identificadas, apés o pipeline com alta qualidade
de alinhamento com as sequéncias depositadas no BLAST. Os singlets e contigs gerados
no sequenciamento foram analisados submetidos ao BLASTx para verificacdo da
similaridade da proteina de sequéncia traduzida com todas as proteinas virais no RefSeq
virus do Genbank.

196.044 hits (melhores alinhamentos obtidos apds a aplicacdo do pipeline ao
dataset, ou conjunto de dados gerados no sequenciamento) foram selecionados apos
serem desconsideradas alinhamentos abaixo de 40 leituras de acordo com o estudo de
Siqueira et al. (2018). Desta forma, é apresentado na figura 12 o nimero de sequéncias

divididas por comunidades.

Figura 12: nimero de leituras de sequéncias divididas entre as quatro comunidades em estudo.

Anauerapucu (D) 96059
Elesbdo (C) 22533
Delta do Matapi (B) 40053
Matapi (A) 37399
0 20000 40000 60000 80000 100000 120000

Fonte: elaborado pelo autor.
Foram sequenciadas 10 amostras dos pacientes residentes a margem do rio Matapi,
apresentando 37.399 similaridades com sequéncias do banco de dados Genbank. Assim,

como 15 amostras sequenciadas do Delta do Matapi resultaram em 40.053 sequéncias, 7
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amostras do Elesbdo com 22.533 sequéncias, e as 18 amostras do Anauerapucu com
96.059 sequéncias.

A diversidade viral encontrada nas 50 amostras € composta em sua maioria por
bacteriéfagos (85,30%), virus entéricos (6,70%), virus de ameba (3,10%), environmental
samples (1,40%), virus de animais (1,00%), outros virus patogénicos em humano (1,00%),
unclassified viruses (0,70%), virus de algas (0,40%), unclassified DNA viruses (0,30%) e
virus de plantas (0,10%). A figura 13 ilustra melhor essa divisdo dos virus quanto ao seu

hospedeiro.

Figura 13: A porcentagem de sequéncias de todas as 50 bibliotecas categorizadas quanto ao seu hospedeiro.

@ unclassified_DNA_viruses @ unclassified_viruses @ environmental_samples @ bacteriofagos @ virus de animais
virus entericos @ virus de plantas @ virus de algas @ virus de ameba @ outros virus patogenicos

Fonte: elaborado pelo autor.

Ao todo foram identificadas 20 familias virais, destas, apenas nove familias sao
conhecidas por infectar vertebrados, o maior nimero de leituras pertence as familias
Astroviridae (5.013), Picornaviridae (4.556), Caliciviridae (3.492), Togaviridae (1.961),
Circoviridae (1.441), e em menor numero de leituras as familias Poxviridae (324),
Polyomaviridae (124), Flaviviridae (80), e Anelloviridae (40). A Tabela 3 apresenta as

leituras das 20 familias de virus, nas quatro localidades.
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Tabela 3: As familias virais e 0 nUmero de sequéncias divididas por ocorréncia nas quatro localidades.

Localidades

Familias A B C D
1. | Anelloviridae 40 0 0 0
2. | Astroviridae 0 0 0 5.013
3. | Caliciviridae 0 0 0 3.492
4. | Circoviridae 0 1.441 0 0
5. | Flaviviridae 0 0 0 80
6. | Herelleviridae 0 0 0 358
7. | Inoviridae 678 554 0 820
8. | Marseilleviridae 0 64 0 1.071
9. | Microviridae 34.445 25.279 14.890 54.488
10.| Mimiviridae 107 136 51 4.283
11.| Myoviridae 320 218 0 11.205
12.| Phycodnaviridae 43 0 0 752
13.| Picornaviridae 0 4.148 408 0
14.| Pithoviridae 0 0 0 318
15.| Podoviridae 0 6.823 280 1.039
16.| Polyomaviridae 0 0 0 124
17.| Poxviridae 282 0 0 42
18.| Siphoviridae 1.122 577 4,747 9.399
19.| Togaviridae 0 136 1.825 0
20.| Tombusviridae 0 0 118 0
21.| environmental_samples 286 511 214 1.734
22.| unclassified_DNA_viruses 0 0 0 622
23.| unclassified_viruses 76 166 0 1.219

Legenda: A= Matapi; B= Delta do Matapi; C= Eleshdo e D= Anauerapucu.

Os maiores numeros de sequéncias foram registrados para virus que infectam
bactérias, conhecidos como bacteriéfagos ou simplesmente fagos, com as seguintes
Microviridae (129.102), Siphoviridae (15.845), Myoviridae (11.743), Podoviridae
(8.142), Inoviridae (2.052) e em menor numero de sequéncias a familia Herelleviridae (358).

familias:

As familias virais detectadas estéo ilustradas na figura 14, distribuidas em cada localidade.
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Figura 14: Representacao grafica das 20 familias detectadas por similaridade no Genbank, percentual divido
nas quatro comunidades.

100000

80000 « unclassified_viruses
© unclassified_DNA_viruses
W environmental_samples
m Tombusviridae
70000 = Togavindae
u Siphoviridae
® Poxviridae
# Polyomaviridae
» Podoviridae
® Pithoviridae
Picomaviridae
50000 " Phycodnaviridae
o Myovindae
= Mimiviridae
® Microviridae
® Marseilleviridae

40000

® Inoviridae

u Herellevinidae

u Flavwwiridae
30000 o Circoviridae

¥ Caliciviridae

¥ Astroviridae
o560, # Anelloviridae
10000

Matapi (A) Delta do Matapi (B) Elesbdo (C) Anaverapucu (D)

Legenda: Na figura podemos observar em X as diferentes localidades avaliadas e em Y o nimero de
sequencias/reads das diferentes familias virais identificadas apds a andlise do pipeline.
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A abordagem metagendmica revolucionou e continua ampliando o campo de
compreensao da diversidade viral gue compde o viroma do intestino humano, permitindo a
vigilancia sob futuras epidemias, a deteccdo de virus emergentes e de novos virus. A
continua exposic¢ao viral, implica na troca de virus entre espécies hospedeiras, proporciona
0 surgimento de virus emergentes a partir da exposi¢ao zoonotico de patdgenos, implicando
em uma constante vigilancia de surtos. E not6rio, a importancia da caracterizagdo de virus
que replicam-se na flora intestinal, a sua transmissdo e mutacdes, para a melhor
compreensao da epidemiologia da ocorréncia da diarreia (DELWART, 2013).

Em estudos anteriores, a aplicacdo da técnica metagendmica apresentou um
potencial de definir o desconhecido e vasto viroma do intestino humano, permitindo
investigacBes sobre diversos agentes virais, diretamente relacionados com episodios da
diarreia aguda humana.

Com este intuito, Finkbeiner et al (2008) analisaram o viroma de 12 amostras fecais
de criancas que anteriormente foram submetidas a exames convencionais como
Imunoensaios Enzimaticos de Rotina (EIA), ensaios de cultura para rotavirus, adenovirus
e patdégenos bacterianos, parasitas por microscopia e teste de antigenos. Desta forma, ao
aplicar quantidades minimas de fezes, purificacdo minima da amostra, e sequenciamento
limitado, denominado pelo autor como 'sequenciamento de micro-massa’, obteve-se
resultados para virus entéricos conhecidos, co - infec¢des virais e novos virus, contrariando
0s resultados negativos das analises convencionais. Foram detectados patdgenos
entéricos comuns, rotavirus, calicivirus, adenovirus e astrovirus, e novas sequencias de
picobirnavirus, picornavirus, anellovirus e norovirus. Permitindo compreender a atuagéo
dos virus entéricos, e de tracar medidas terapéuticas e de prevengéo.

Com o0s mesmos objetivos, Siqueira et al (2018) aplicaram a técnica de
metagenémica em amostras de fezes coletadas de 80 crianc¢as divididas em quatro locais
da Venezuela, um grupo da zona urbana e o0s outros trés grupos em aldeias. O
sequenciamento gendmico e as analises por similaridades no banco de dados, foram
detectados sequéncias de 23 familias virais conhecidos por infectar vertebrados, como as
familias  Picornaviridae, Caliciviridae, Circoviridae, Anelloviridae, Astroviridae
e Reoviridae. Dentre essas, foram detectados nas fezes de todos os quatro locais
amostrados, familias de virus humanos entéricos e outros virus eucarioticos de origem
desconhecida.

Em outro estudo realizado na Venezuela em 2003, em um numero de 480 amostras
de fezes coletadas de criangas menores de 5 anos de idade com gastroenterite foram

detectadas em maior frequéncia 21% o rotavirus, 13% norovirus, 5% adenovirus, 2,5%
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sapovirus e 1,5% astrovirus a partir do sequenciamento na plataforma ABI Prism 377
(Aplicado Biosystems, Carlsbad, CA). O estudo alertou para vigilancia do rotavirus e
principalmente de outros virus que estdo diretamente relacionados a diarreia, e que atinge
0s mais vulneraveis na sociedade (GONZALEZ; LIPRANDI; LUDERT, 2011).

Neste sentido, os estudos integram resultados semelhantes que dialogam com este
estudo, embasam a importancia do viroma para a compreensao dos virus entéricos, e
buscam compreender os fatores externos que contribuem para infeccbes gastrointestinais,
possibilitando a integracdo de novos conhecimentos relacionados a diversidade de virus e
sua caracterizagdo funcional (DAVILA-RAMOS et al., 2019; SIQUEIRA et al., 2018). E
fundamental que sejam realizadas investigacfes sistematicas para a descoberta da
diversidade que compdem o intestino humano (HOLTZ et al., 2008).

4.3 DETECCAO DE VIRUS ENTERICOS

As sequéncias de virus entéricos foram detectadas em trés amostras de distintas
localidades, o que corresponde a 6,70 % das sequéncias detectadas. As trés amostras
foram coletadas de criancas do sexo feminino, ente a faixa etaria de 6 a 18 meses, que
apresentavam um quadro grave de diarreia aguda. As condi¢cdes socioecondémica das trés
criangas se assemelham, e todos os responsaveis buscaram atendimento médico com a
gravidade do quadro clinico que se encontravam as criancgas.

A seguir, na tabela 4 € apresentada as localidades da coleta das amostras,
taxonomia dos virus considerados entéricos, e o nimero de sequéncias detectadas.

Tabela 4: Amostras e localidades, onde foram detectadas diferentes espécies de virus entéricos e o niimero
de sequéncias.

Localidades Familia Género Espécie Sequéncias
Delta do Matapi Human_salivirus 1167
Amostran© 13 Picornaviridae  Salivirus Salivirus_A 1219
Salivirus_FHB 908
Salivirus_sewage Bangkok 616
Salivirus_sp. 238
Elesbao Human_salivirus 89
Amostran® 21 Picornaviridae  Salivirus Salivirus_A 150
Salivirus_FHB 115
Salivirus_sewage Bangkok 54
Anauerapucu Astroviridae Mamastrovirus Mamastrovirus_1 4426
Amostran® 51 Human_astrovirus 587
Caliciviridae Sapovirus Sapporo_virus 3492
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4.3.1 Astroviridae

As sequéncias da familia Astroviridae foram detectadas na amostra n° 51, de uma
crianca do género feminino, de 18 meses que apresentava uma infecdo gastrointestinal.
Foram detectadas 5.013 sequéncias da familia Astroviridae, das espécies Mamastrovirusl,
conhecidos por infectar humanos.

Astrovirus humanos (HAstV) séo pequenos virus de RNA de fita simples de sentido
positivo sem envelope. Por apresentar uma variedade de hospedeiros, foram divididos em
dois géneros principais; Avastrovirus e Mamastrovirus, classificados de acordo com
capacidade de infectar espécies de aves e mamiferos. Mamastrovirus inclui HAstVs que
séo classificados na ordem de descoberta, oito sorotipos, representando a principal causa
de diarreia em criancas, principalmente aquelas menores de dois anos, idosos e pessoas
imunocomprometidas (JEONG; JEONG; CHEON, 2012; JOHNSON et al., 2017; PEROT;
LECUIT; ELOIT, 2017).

Segundo o Comité internacional para a Taxonomia de Virus (ICTV), atualmente, as
espécies de mamastrovirus sao baseadas nos hospedeiros dos quais foram isoladas, o que
nao corresponde aos avancos tecnologicos da biologia molecular. Desta forma, a
classificacdo das espécies de mamastrovirus estd sendo reformulada de acordo com a
andlise filogenética (ICTV, 2011; KAPOOR et al., 2009).

A deteccao de HAstV na amostra n° 51, confirma o estado clinico que o paciente se
encontrava com mais de dois dias de diarreia aquosa, dor de cabeca, febre e dores
abdominais. Estudos semelhantes apontam para incidéncia da infecgéo por astrovirus em
até 10% dos casos de diarreia ndo bacteriana (FINKBEINER; KIRKWOOD; WANG, 2008).

A deteccao de novos HAstV divergentes continuam surgindo a partir dos avancos
das técnicas de biologia molecular. Foram Identificados em fezes humanas, variantes das
duas espécies conhecidas de HAstV e, trés novas espécies baseado em critérios de
distancia genética (KAPOOR et al., 2009). Em 2008, apés um surto de doenca
gastrointestinal em uma creche na Virginia, amostras de seis pacientes passaram por uma
extensa investigacdo, além das vérias sequéncias com identidade limitada para astrovirus
conhecidos, foi identificado através da analise filogenética, um novo astrovirus divergente
dos descritos anteriormente denominado astrovirus VA1 (FINKBEINER et al., 2009).

No estado de Roraima, em um estudo realizado em 2016 e 2017, relatou a primeira
ocorréncia de astrovirus humano MLB2 no Brasil, detectado em Cento e setenta amostras
fecais de criangas menores de 5 anos com diarreia, internadas em um hospital da cidade
Boa Vista (OLIVARES et al., 2020). Em um outro estudo, foram identificados dois
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novos astrovirus MLB3 e VA4, em amostras de fezes de criancas coletadas na india e no
Nepal (JIANG et al., 2013).

A infeccd@o por HAstV é associada ao consumo de agua diretamente de rios, e da
sua utilizacdo nos afazeres domeésticos, principalmente na preparacdo e manipulacao de
alimentos. A transmissao ocorre preferencialmente pela via fecal-oral, podendo ter uma
relacdo direta com as condi¢cdes sOcio ambientais que vive o paciente, nas praticas
incorretas da higienizagc&o dos alimentos e no consumo de 4gua, apesar dos convencionais
meétodos de tratamento de aguas residuais, nao € garantida a eliminacdo de patdgenos
virais (BOSCH; PINTO; GUIX, 2014).

4.3.2 Caliciviridae

Concomitantemente, na amostra n° 51 foi detectada sequéncias da familia
Caliciviridae. 3.492 leituras da espécie Sapporo virus, membro do género Sapovirus. A
contaminacao por sapovirus esta associado a surtos de gastroenterite aguda transmitidos
por alimentos e agua em todo o mundo (KUMTHIP; KHAMRIN; MANEEKARN, 2018).

A familia Caliciviridae € composta por um grupo geneticamente diverso de virus de
RNA de fita simples, medem de 27 a 40 nm, e ndo possuem envelope. A taxonomia dos
calicivirus inclui sete géneros que infectam mamiferos:
Lagovirus, Norovirus, Nebovirus, Recovirus, Sapovirus, Valovirus e Vesivirus. Os géneros
Bavovirus e Nacovirus infectam aves, e 0s géneros Minovirus e Salovirus que infectam
peixes. O género Norovirus e Sapovirus estdo diretamente relacionados a infeccées que
causam gastroenterite aguda em seres humanos (DESSELBERGER, 2017; TATUSOV et
al., 2021; VINJE et al., 2019).

Sapovirus (HSaVs) sao classificados em cinco genogrupos e pelo menos 17
genotipos, G, Gll e GIV, sendo o genogrupo Gl o mais prevalente. Sao responsaveis pela
ocorréncia da diarreia aguda em humanos de todas as idades com casos pontuais, de
gravidade leve, porém podendo levar a hospitalizac6es de criancas, imunocomprometidos,
ou idosos, é uma das causas constantes de surtos, tornando —se um grave problema de
saude publica em todo o mundo (OKA et al., 2015; TORNER et al., 2016).

Na Regido Norte do Brasil, foram analisadas oito amostras fecais de pacientes que
apresentavam diarreia aguda, vomito e febre. Foi divulgado os resultados quanto a
montagem de sequéncias gendmicas completas de seis cepas Sapovirus humanos
(HSaVs) GI.2 e duas GI.3 apos a aplicagcdo minuciosa do protocolo de metagendémica viral,
analises de bioinformatica e filogenéticas (CILLI et al., 2019). No Centro Oeste do Brasil,

amostras fecais 56 criancas entre 6 e 55 meses de idade que frequentavam uma creche
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foram submetidas ao Sequenciamento genémico e analise filogenética, resultando em 25
amostras (4,6%) positivas para sapovirus (OLIVEIRA et al., 2014).

Com o objetivo de aumentar o numero de genomas de sapovirus completos, foram
analisados amostras fecais positivos de sapovirus obtidos de surtos ou casos esporadicos
de diarreia aguda coletados entre 2010 e 2016, ap0s serem submetidas ao sequenciamento
dos genomas, obteve-se 68 cepas completas de quatro paises diferentes, incluindo
gendtipos raros, possibilitando o entendimento da epidemiologia molecular dos sapovirus
(DIEZ-VALCARCE et al., 2018).

4.3.3 Picornaviridae

Em duas localidades distintas foram detectadas 4.556 sequéncias com similaridades
com as espécies pertencentes ao género salivirus, da familia Picornaviridae. A amostra n°
13 é de uma paciente crianca de seis meses de idade que apresentava um grave quadro
de diarreia aguda, foram detectadas 4.148 de leituras para o género Salivirus. Na amostra
de n° 21 é de uma paciente de nove meses de idade, que passou por hospitalizacdo para
o tratamento de uma grave diarreia aguda, sendo detectadas 408 sequéncias de salivirus.

A familia Picornaviridae € considerado um amplo e diversificado grupo que
ocasionam em humanos doencas agudas e registros de infeccdo em outros mamiferos,
passaros, répteis, anfibios e peixes (NIX et al., 2013). Sdo pequenos virus sem envelope
com genomas de RNA de 6,7 a 10,1 kb. Segundo o relatério ICTV, a familia Picornaviridae
€ constituida por 147 espécies distribuidas em 63 géneros, estando em constante
modificacdo com a classificacdo de novos virus. Na maioria dos picornavirus a
contaminacao ocorre pelas vias fecal-oral ou respiratéria (KUHN et al.,, 2020; LEWIS-
ROGERS; CRANDALL, 2010; ZELL et al., 2017).

Entre os géneros infecciosos para humanos, os estudos apontam o Enterovirus,
Hepatovirus, Parecovirus, Kobuvirus, Cosavirus e Cardiovirus. Ao género Salivirus, 0s
estudos associam a sua incidéncia a diarreia aguda (PEI et al., 2016). Até o momento, o
género possui duas espécies membros: Salivirus Al (SaV-Al) e Salivirus A2 (SaV-A2)
(ICTV, 2020).

Sendo assim, as espécies de Salivirus foram detectadas em amostras fecais
diarreica nos Estados Unidos, Australia, Nigéria, China, Hong Kong, Coreia do Sul e
Alemanha. Baseados em estudos de epidemiologia molecular e sorolégica foram atribuidos
aos salivirus a incidéncia de gastroenterite aguda (YU et al., 2015).

Na Guatemala, foi detectada um salivirus divergente em uma amostra fecal de uma

crianga com infeccdo gastrointestinal que testou positiva para norovirus. Sendo assim,
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aplicou- se o protocolo de metagen6mica viral, possibilitando a montagem do genoma de
salivirus quase completo a partir de 34.983 leituras (NG et al., 2016). Em outro estudo
realizado Rio de Janeiro foram submetidas a sequenciamento genético amostras de fezes
coletadas de 1998 a 2007 e de 2010 a 2012, resultando 10 de 598 amostras estudadas,
representando um percentual de 1,7% de amostras positivas para salivirus, sem nenhuma
outra ocorréncia de virus entéricos, atribuiu o quadro clinico destes pacientes a incidéncia
de Salivirus (SANTOS et al., 2015).

Foram detectadas sequéncias divergentes de salivirus, também conhecido como
klassevirus, em nove amostras fecais de criancas com diarreia que foram hospitalizadas
durante os anos de 2008 e 2009 em Xangai, na China. O isolado do novo salivirus mostrou
95% de identidade com registros da Nigéria, indicando a disseminac¢do do virus associado
a diarreia aguda pelo globo terrestre (SHAN et al., 2010). Em 2013, relatou - se em
Shenzhen, na China, o primeiro caso de salivirus humano em amostras respiratorias de
uma crianga, resultados obtidos apontam similaridades com a cepa Salivirus A de Xangai
(PEl et al., 2016).

Portanto, este estudo marca o primeiro registro de ocorréncia do salivirus em
amostras fecais de diarreia na Amazonia Ocidental, passando a integrar uma gama de
pesquisas que visam monitorar a incidéncia e a epidemiologia de virus emergentes em
diferentes pontos do planeta (WOOLHOUSE et al., 2012).

4.4 DETECCAO DE OUTROS VIRUS
4.4.1 virus patogénicos em Humanos

Dentre outras familias de virus detectadas utilizando a abordagem metagendmica,
detectou - se membros das familias Flaviviridae, Togaviridae e Polyomaviridae.

A amostra n°® 37 pertencente a uma mulher adulta de 26 anos, moradora da
localidade D, detectou-se 80 sequéncias da familia Flaviviridae. Trata-se da espécie
Hepacivirus C ou hepatite C (HCV), diferente da hepatite A e E, ndo h& relatos de
transmissdo pelas vias oral e fecal. O virus da HCV é transmitido entre humanos por
exposicao parenteral a sangue e objetos contaminados, como por exemplo seringas. A sua
maior prevaléncia é no plasma humano. (DELWART, 2013; EASTERBROOK et al., 2017;
LI; DELWART, 2011).

Em duas amostras de fezes de criancas de distintas localidades (B e C) foram
detectadas o virus Chikungunya. A amostra n°® 41 apresentou 136 sequéncias enquanto a

amostra n° 27 foram detectadas 1.825 sequéncias. Entre varios sintomas que atingem 0s
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pacientes diagnosticados com Chikungunya; febre e dores nas articulagdes, erupcao
cuténea, vomito e alteracdo da bioguimica hepética, a diarreia ndo é um sintoma comum.
Em um estudo realizado na cidade de Dhaka, capital de Bangladesh dos sete casos
confirmados de chikungunya, trés pacientes apresentaram sintomas gastrointestinais
(RAHIM; UDDIN, 2017). Em condic¢fes inflamatorias os virus tendem a serem eliminados
nas fezes em sintomas de diarreia (ZHANG et al., 2005).

Na familia Polyomaviridae foi detectado 124 leituras da espécie Poliomavirus
humano 1, em uma crianga de trés anos residente na localidade D. A eliminacdo de
poliomavirus nas fezes foram detectadas em um estudo que objetivava confirmar a
presenca do virus em criancas menores de 13 meses. Das 39 amostras de pacientes, 25
foram positivas para poliomavirus (VANCHIERE et al., 2016). O virus também foi detectado
na amostra fecal de uma crianca na Venezuela (SIQUEIRA et al., 2018). Na infancia, a
infeccdo € considerada leve, ao contrario dos pacientes imunossuprimidos, a doenca
continua sendo uma preocupacéao (PINTO; DOBSON, 2014).

4.4.2 Virus de animais

As familias Circoviridae e Anelloviridae sao predominantemente virus de animais,
gue possuem genomas circulares de cadeia simples de DNA. O ICTV ratificou em 2016 o
9° relatorio, reclassificando o género Gyrovirus da familia Circoviridae para Anelloviridae ,
por apresentar virus de uma linhagem separada de replicons de ssDNA com base em
caracteristicas genémicas e estruturais (ROSARIO et al., 2017).

Este estudo identificou na amostra n°® 9 de uma crianga de 12 anos, do sexo
masculino, residente a margem do rio (localidade A) 40 sequéncias com similaridades com
0 virus da anemia da galinha, espécie de ocorréncia mundial, pertencente ao género
Gyrovirus, familia Anelloviridae.

Na Tunisia, 180 amostras de fezes de diarreia dividas em dez pools foram
sequenciadas na plataforma lllumina MiSeq, o que resultou na montagem de genomas de
duas outras espécies de girovirus de identidade de aminoacidos de 46-59% com aquelas
dos girovirus anteriormente caracterizados, foram denominados GyV5 e GyV6 (PHAN et
al., 2013). No Peru, também foram detectadas sequéncias do virus da anemia de galinha,
apos a analise de 300 amostras de fezes com diarreia (ALTAN et al., 2017). A origem destes
virus nas fezes humanas é de provavel fonte alimentar (PHAN et al., 2015).

Da familia Circoviridae foram detectadas 1.441 sequéncias de trés membros que
ainda nao foram classificados em um género. A coleta da amostra ocorreu na localidade B,

e também é de uma crianca de 11 anos do sexo masculino. A familia Circoviridae abrange
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dois géneros, os Circovirus identificados apenas em vertebrados e os Cyclovirus,
identificados em vertebrados e invertebrados. O percentual de 80% de identidade da
sequéncia de nucleotideos em todo o genoma determina as espécies para virus da
familia Circoviridae. A sua incidéncia em fezes humanas é relacionada com a ingestéao de
alimentos, cuja a origem seja animal (BREITBART et al., 2017; LI et al., 2010).

Dois membros da familia Poxviridae foram identificados em duas amostras (2 e 52)
de distintas localidades (localidades A e D). As 282 sequéncias identificadas na amostra
n°2, trata-se da espécie Orf virus, pertencente ao género Parapoxvirus. Na amostra n°52,
foi identificado 42 sequéncias relacionada a espécie Anomala cUprea entomopoxvirus,
membro do género Alphaentomopoxvirus.

A familia Poxviridae sdo grandes virus de DNA de fita dupla em formato ovoide e
realizam a replicacao no citoplasma. A mesma familia reuni outras doencgas como: variola,
vacinia, variola bovina e molusco contagioso. A espécie Orf virus é o causador de infeccao
zoonGtica de ovelhas e cabras. Em humanos, a infeccao esta relacionada ao contato direto
com animais infectados ou fomites, manifestando em lesGes cutaneas, a transmisséo de
humano para humano costuma ser rara (BERGQVIST; KURBAN; ABBAS, 2017;
RAJKOMAR et al., 2016). O género Alphaentomopoxvirus inclui poxvirus de Coleoptera,
como a espécie Anomala cuprea entomopoxvirus (MITSUHASHI; MIYAMOTO; WADA,
2014).

4.4.3 Virus de Plantas e Algas

Os membros da familia Tombusviridae conhecidas por infectarem plantas
monocotiledéneas ou dicotiledoneas (SCHEETS et al., 2015) foram detectadas 118
sequéncias em uma amostra de paciente da localidade C. Anteriormente, foi detectado uma
diversidade de virus de plantas em amostras de fezes humanas, sendo atribuidas a
ingestao de alimentos, ndo havendo evidéncias de replicacao viral no trato gastrointestinal
(ZHANG et al., 2005). Estas familias podem ter sido identificadas por estarem nos alimentos
na agua ingeridos.

Membros da familia Phycodnaviridae (1.643 sequéncias) foram detectados em
amostras das localidades A e D, seus hospedeiros séo algas de agua doce ou algas
marinhas em todo o mundo (DUNIGAN; FITZGERALD; VAN ETTEN, 2006; VAN ETTEN;
DUNIGAN, 2012). Estudos futuros tendem a determinar quais desses virus sdo capazes de

se replicar no intestino humano (VICTORIA et al., 2009).
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4.4.4 Virus que infectam Protozoéarios (Ameba)

Os avancos com as técnicas de metagendmica viral proporcionou recentemente a
identificacdo de virus gigantes que infectam a ameba, isolados de diversos ambientes
(pequenas porcdes de aguas, rios, lagos, esgoto, sistema de refrigeracéo, sangue, plasma,
secrecoes e fezes humana) em todo o mundo. Quanto a taxonomia, muitos membros ainda
nao foram devidamente categorizados, porém sao filogeneticamente relacionados nas
familias Mimiviridae, Marseilleviridae, Pithoviridae (virus de DNA sem classifica¢édo), género
Pandoravirus (virus de DNA sem classificacdo), novas descobertas visam compreender a
biologia do grupo (ABERGEL; LEGENDRE; CLAVERIE, 2015; DORNAS et al., 2016;
HALARY et al., 2016).

A familia Marseilleviridae foram detectadas 1.899 sequéncias em amostras de
pacientes das localidades B (amostras 39 e 42) e D (amostras 33, 37 e 52). Da familia
Mimiviridae foram detectadas 8.625 sequéncias em amostras de pacientes todas as
localidades A (amostra 3), B (amostras 39 e 42), C (amostra 28) e D (amostras 36, 37, 46
e 52). A familia Pithoviridae foram detectadas 645 sequéncias em amostras de pacientes
da localidade D (amostras 33, 40 e 52).

Sequéncias de Mimivirus e Marseillevirus foram detectadas em fezes de um jovem
no Senegal, confirmando a presenca de virus gigantes em humanos, e isolado em amostra
de fezes, porém a patogenicidade desses virus ainda € desconhecida (COLSON et al.,
2013). Sequéncias de Mimivirus também foram detectadas em um estudo que buscava
compreender o viroma intestinal de 12 criancas (FINKBEINER et al., 2008).

N&o ha registros que determine a funcdo de seus hospedeiros quanto a ocorréncia
da diarreia. Apesar do pouco conhecimento sobre os virus gigantes, evidencia - se a sua
relevancia para o meio ambiente e o seu papel em algumas doencas em animais e humanos
(HALARY et al., 2016).

4.4.5 Deteccgao de virus de DNA sem classificagéo

Entre os virus sem classificacdo, é valido mencionar a detec¢cdo de CRESS virus
(223 sequéncias) em uma amostra da localidade D. Vérios estudos detectaram o genoma
deste grupo em fezes humanas, porém a sua origem celular em maior parte permanece
desconhecida, provavelmente a sua liberacdo nas fezes humanas se deve a ingestao de
alimentos contaminados ou de parasitas (SIQUEIRA et al.,, 2018; ROSARIO; DUFFY;
BREITBART, 2012; ZHAO;ROSARIO; BREITBART, 2019).

A andlise de 300 amostras de fezes humana resultou na identificacdo de nove

genomas do virus CRESS, um relacionado a smacovirus e de outros oito genomas
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relatados nas fezes de diferentes mamiferos, ndo € descartada a possibilidade de células
entéricas serem hospedeiras (ALTAN et al., 2017; VARSANI; KRUPOVIC, 2018).

4.4.6 Bacteriéfagos

Os bacteriofagos compdem a maior parte do viroma do intestino humano,
influenciando na digestdo dos alimentos, regulando a diversidade microbiana no trato
gastrointestinal humano através da replicacéo litica e lisogénica, desenvolve importante
papel no controle de patégenos (ZHANG et al., 2005). A maioria dos virus de DNA em
amostras fecais adultas sao bacteri6fagos.

Todas as amostras fecais apresentaram membros de alguma familia de
bacteriéfagos, entre estas familias, foram detectadas as classificadas como virus de DNA
de fita dupla em eles: Podoviridae , Siphoviridae, Herelleviridae e Myoviridae, e 0s virus
de DNA de fita simples das familias Microviridae e Inoviridae .

As sequéncias identificados por bacteriofagos estdo diretamente ligadas a
ocorréncia de enterobactérias, agentes patolégicos causadores da diarreia em humanos,
ou seja, a diversidade de bacteriéfagos no intestino humano esta relacionada a diversidade
de seus hospedeiros celulares, a evolugdo e ao processo de transferéncia horizontal de
genes (ABELES; PRIDE, 2014).
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5 CONSIDERAGOES FINAIS E PERSPECTIVAS

Os avancos das tecnologias de sequenciamento gendmico possibilitou a
identificacdo e a caracterizagao da diversidade de virus, propondo uma nova abordagem
na classificacdo taxondmica considerando as relacfes filogenéticas. O presente estudo
buscou na utilizacdo das técnicas em metagendmica viral identificar virus entericos em
amostras fecais de pacientes com comorbidade em diarreia aguda, residentes em
comunidades ribeirinhas do Municipio de Santana.

O sequenciamento gendmico dos virus presentes em 50 amostras fecais dos
pacientes com diarreia, elucida a diversidade viral que integra o viroma humano, e dispdem
para a vigilancia dos virus emergentes, ressaltando a sua importancia para a compressao
futura do seu papel na incidéncia de infecgdes gastrointestinais.

As sequéncias virais obtidas, foram confrontadas com sequéncias que integram o
banco de dados genbémicos, gerando um total de 227.502 leituras de sequéncias de alta
gualidade de alinhamento com as sequéncias nho BLAST. Foram detectadas sequéncias de
20 familias de virus, a maioria de bacteri6fagos.

Em amostras fecais de trés criancas de diferentes localidades foram detectadas as
familias Picornaviridae, Astroviridae e Caliciviridae, que possuem espécies diretamente
relacionadas com a ocorréncia de diarreia aguda corroborando para a maior incidéncia de
virus entéricos nos primeiros anos de vida, indicando que agentes virais sdo causadores
da diarreia aguda, e dificilmente sdo identificados.

Outras espécies foram detectadas que integram as familias Flaviviridae, Togaviridae,
Polyomaviridae. Circoviridae, Anelloviridae, Tombusviridae e Phycodnaviridae, as suas
ocorréncias em amostras fecais ainda é inexpplicavel, ndo sendo possivel atribuir a sua
capacidade de replicacéo no intestino humano ou a sua patogenecidade.

As condi¢cdes socioeconbmicas, demograficas, ambientais e culturais nas
comunidades ribeirinhas é propicia para disseminacdo de agentes infecciosos. a
identificacdo de virus perpassa pelas condi¢cbes insalubres, como a auséncia de agua
potavel e saneamento basico que vivem os ribeirinhos, apresentando constantes episodios
de diarreia aguda. Enfim, a metagen6mica viral € uma ferramenta primordial para a

compreenssao da epidemiologia mocelucar e na vigilancia de virus emergentes.
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ANEXOS E APENDICES

Anexo 1 — PARECER DO COMITE DE ETICA

UNIVERSIDADE FEDERAL DO Plataforma
AMAPA - UNIFAP %oﬂ

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: IDENTIFICACAO DE VIRUS ENTERICOS POR MEIO DA TECNICA DE
METAGENOMICA EM COMUNIDADES RIBEIRINHAS DO MUNICIPIO DE SANTANA-
AP

Pesquisador: EVERSON DOS SANTOS DAVID

Area Tematica:

Versao: 2

CAAE: 15063219.1.0000.0003

Instituic#o Proponente: Préa-Reitoria de Pesquisa e Pos-Graduacio
Patrocinador Principal: Financiamento Prépria

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 3 446 167

Apresentagao do Projeto:
Confaorme parecer anterior

Objetivo da Pesquisa:
Confaorme parecer anterior

Avallacao dos Riscos e Beneficios:
Conforme parecer anterior

Comentarios e Consideracoes sobre a Pesquisa:
Pesquisa relevante e exequivel

Conslideracdes sobre os Termos de apresentacao obrigatoria:
Termos de acordo com a resolugdo 466/2012 e 510/2016

Recomendacgoes:
Sem recomendagdes

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacoes:
Se pendéncias

Consideracoes Finais a critério do CEP:

Enderego: Rodovia Juscelino Kubstoheok de Olweara - Km D2

Bairro: Bawro Universidade CEP: 88 002-280
UF: AP Municipio: MACAPA
Telefone: (UG A00L- 2005 Fax: (9CMO00D.2604 E-mall: cepiundap br
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Continuag 50 do Parecer 3 446 167

UNIVERSIDADE FEDERAL DO .
AMAPA - UNIFAP

Qe ™

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

[ Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacao
Informacdes Basicas PB_INFORMACBES_BKSICAS_DO_P 09/07/2019 Aceito
do Projeto ROJETO_1364063.pdf 11:16:29
Cronograma cronograma.pdf 09/07/2019 |EVERSON DOS Aceito

11:09:08 | SANTOS DAVID
Projeto Detalhado / | ProjetodeMestrado.pdf 09/07/2019 |EVERSON DOS Aceito
Brochura 10:52:15 | SANTOS DAVID
| Investigador ——
Qutros questionario.pdf 09/07/2019 |EVERSON DOS Aceito
- . 10.47:49 _|SANTOS DAVID
Folha de Rosto folhaderosto.pdf 28/05/2019 |EVERSON DOS Aceito

20:26:15 | SANTOS DAVID
TCLE / Termos de | TC.pdf 28/05/2019 |EVERSON DOS Aceito
Assentimento / 20:25:29 |SANTOS DAVID
Justificativa de
Auséncia L =
Qutros AnuenciaUNIFESP. pdf 28/05/2019 |EVERSON DOS Aceito

14:15:27 | SANTOS DAVID
Situagao do Parecer:
Aprovado
Necessita Apreciagao da CONEP:
Nao

MACAPA, 09 de Julho de 2019
Assinado por:
RAPHAELLE SOUSA BORGES
(Coordenador(a))
Enderego: Rodovia Juscelino Kubistcheck de Oliverra - Km 02
Bairro: Bairro Universidade CEP: 68902-280
UF: AP Municipio: MACAPA
Telefone: (96)4009-2805 Fax: (96)4009-2804 E-mail: cep@unidap.br
Péhgwa 02 0w 02
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UNIFESP UNIFESP - HOSPITAL SAO
e ...;'—‘... e PAULO - HOSPITAL %ﬂm
LRI UNIVERSITARIO DA
o UNIVERSIDADE FEDERAL DE
SAO PAULO - HSP/UNIFESP

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
Elaborado pela Instituicao Coparticipante
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: IDENTIFICACAO DE VIRUS ENTERICOS POR MEIO DA TECNICA DE
METAGENOMICA EM COMUNIDADES RIBEIRINHAS DO MUNICIPIO DE SANTANA-
AP.

Pesquisador: EVERSON DOS SANTOS DAVID

Area Tematica:

Versao: 1

CAAE: 15063219.1.3001.5505

Instituicao Proponente: UNIVERSIDADE FEDERAL DE SAO PAULO
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 3.689.032

Apresentacao do Projeto:

Projeto CEP/UNIFESP n:1135/2019 (centro coparticipante)

Na UNIFESP (centro coparticipante) a pesquisadora responsavel € Dra. Shirley Cavalcante Vasconcelos.
Projeto vinculado ac Departamento de Medicina, Campus S&o Paulo, Escola Paulista de Medicina,
UNIFESP.

-Trata-se de projeto de mestrado do aluno EVERSON DOS SANTOS DAVID, que realiza seu mestrado pelo
Programa de Pés Graduacdo em Ciéncias Farmacéuticas da Universidade Federal do Amapa - UNIFAP sob
orientacdo de Dr. Raimundo Nonato Picango Souto e Coorientagéo de Dra. Shirley Cavalcante Vasconcelos.
-Centro Coordenador: UNIVERSIDADE FEDERAL DO AMAPA - UNIFAP

-As informacdes elencadas nos campos "Apresentagdo do Projeto”, "Objetivo da Pesquisa” e "Avaliacao dos
Riscos e Beneficios" foram retiradas do arquivo Informacgdes Basicas da Pesquisa

(PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_PROJETO_1395186.pdf, gerado em 15/10/2019)

APRESENTACAQ: E notavel nas grandes cidades, que a auséncia de saneamento basico & um fator

Enderego: Rua Botucatu, 740. 5° andar Sala 557

Bairro: VILA CLEMENTINO CEP: 04.023-200
UF: SP Municipio: SAO PAULO
Telefone: (11)5571-1062 Fax: (11)5539-7162 E-mail; cepiunifesp br
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UNIFESP UNIFESP - HOSPITAL SAO
LI AL PAULO - HOSPITAL W
S UNIVERSITARIO DA
- UNIVERSIDADE FEDERAL DE
SAO PAULO - HSP/UNIFESP

Contmuacio do Parecer: 3 689.032

determinante para a ma qualidade de vida. Implica diretamente nas politicas publicas de infraestrutura de
uma determinada regido, na disponibilizacao de agua potavel para a populacdo, e nas condi¢des sanitarias
adequadas.Esta vulnerabilidade e visivel, e afeta principalmente individuos acometidos por doencgas
diarreicas, apresentando agentes infecciosos ainda ndo identificados por métodos tradicionais, entre
aqueles agentes etiologicamente relacionados aos virus, que dificultam diagnoésticos claros relacionados a
ocorréncias de diarreia, e nas estratégias epidemiologicas que promovam agdes de prevencao a partir do
conhecimentos destes agentes. Nesta perspectiva, este projeto objetiva identificar novos virus em amostras
de fezes diarreicas, em individuos de comunidade ribeirinhas do municipio de Santana — AP, por meio da
técnica de metagendmica. O roteiro metodologico sequira partindo da coleta do material fecal, seguindo um
rigor etico, @ um protocolo preciso para a armazenagem e transporte das amostras, de forma que se
mantenha os virus ativos. Em iaboratério, as amostras serdo submetidas a semi-purificacdo, na extracédo e
amplificacdo do RNA e DNA, na preparagao das bibliotecas de metagendmica viral, sequenciamento, e na
andlise de dados por bioinformatica. Neste contexto, este projeto tende a contribuir diretamente para os
avangos das pesquisas em metagendma viral na Amazoénia, além de discernir os surtos de diarreia, e
associando adequadamente com seus agentes etiologicos, apresentando se de forma inovadora & pioneira
nesta regido.

-HIPOTESE: E bastante comum associar os casos de diarreia ao rotavirus, no entanto as rotaviroses
passaram a ser prevenidas por meio da vacinacdo, e & possivel que outros agentes virais possam estar
causando diarreias, partindo do pressuposto que a etiologia de muitas doen¢as humanas € desconhecida,
destas mais de 50% dos casos a etiologia € ignorada. Os avan¢os chegaram com 0s sequenciadores de
nova geracgao, facilitando as pesquisas e promovendo descobertas significativas através da metagenomica
viral.

Objetivo da Pesquisa:

-OBJETIVO PRIMARIO: Identificar virus em amostras de fezes com morbidade em diarreia de individuos de
comunidades ribeirinhas do municipio de Santana - AP, por meio da técnica de metagendmica.
-OBJETIVO SECUNDARIO: Coletar amostras fecais de individuos com morbidade em
diarreia;Processamento das amostras fecais;Realizar o sequenciamento gendmico dos virus presentes nas
amostras fecais de individuos;Analisar as sequencias virais obtidas com as contidas em banco de

Endere¢o: Rua Botucatu, 740 5" andar Sala 557

Bairro: VILA CLEMENTINO CEP: 04.023-900
UF: SP Municipio: SAQ PALILO
Telefone: (11)5571-1062 Fax: (11)5530-7162 E-mall: cep@unifesp br

Pagna 02 da 05

Anexos e Apéndices 67



UNIFESP UNIFESP - HOSPITAL SAO
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Contnuagdo do Parecer: 3 689032

dados gendmicos, utilizando ferramentas de bioinformatica.

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:

Em relacdo aos riscos e beneficios, o pesquisador declara:

-Riscos:

O unico risco de participacdo nesta pesquisa & constrangimento na disponibilizacdo da amostra fecal.
-Beneficios:

Os beneficios da pesquisa implica na colaboragdo no desenvolvimento de vacinas, bem como o
desenvolvimento de futuras drogas antivirais, assim como estudo da diversidade viral na regido, partindo da
necessidade de contribuir com futuros trabalhos cientificos, formando uma base literaria coesa e robusta,
além de atribuir valor social.

Comentarios e Consideracoes sobre a Pesquisa:

TIPO DE ESTUDO: Sera utilizada a abordagem qualitativa com o intuito apenas de identificar a diversidade
de virus relacionados com a ocorréncia de diarreia aguda.

LOCAL: Laboratério de Retrovirologia, UNIFESP.

PARTICIPANTES: Coleta do material fecalSerdo coletadas 100 amostras dividas entre as cinco
comunidades ja apresentadas acima, entretanto 50 amostras serdo coletadas no periodo chuvoso e outras
50 amostras serdo coletadas no periodo menos chuvoso.

PROCEDIMENTOS: O roteiro metodoldgico seguira partindo da coleta do material fecal, seguindo um rigor
ético, e um protocolo preciso para a armazenagem e transporte das amostras, de forma que se mantenha os
virus ativos. Em laboratorio, as amostras serdo submetidas a semi-purificacdo, na extracdo e amplificagéo
do RNA e DNA, na preparacgado das bibliotecas de metagendmica viral, sequenciamento, e na analise de
dados por bioinformética.

PROCEDIMENTO NA UNIFESP: o material coletado no centro coordenador sera transportado até o
Laboratério de Retrovirologia, UNIFESP onde serao realizadas as analises. Nao havera coleta de pacientes
da UNIFESP.

(mais informacdes, ver projeto detalhado).

Consideracoes sobre os Termos de apresentacao obrigatoria:
1- Foram apresentados os principais documentos: folha de rasto; projeto completo; copia do

Enderego: Rua Botucatu, 740 5° andar Sala 557

Bairro: VILA CLEMENTINO CEP: 04.023-900
UF: SP Municipio: SAO PAULO
Telefone: (11)5571-1062 Fax: (11)5539-7162 E-mail: cep@unifesp br
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UNIFESP
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UNIFESP - HOSPITAL SAO

PAULO - HOSPITAL
UNIVERSITARIO DA

UNIVERSIDADE FEDERAL DE
SAO PAULO - HSP/UNIFESP

Contnuacdo do Parecer: 3689032

cadastro CEP/UNIFESP, orcamento financeiro e cronograma apresentados adequadamente
2- TCLE a ser aplicado aos participantes.
3- outros documentos importantes anexados na Plataforma Brasil:
a}- (Esclarecimento.pdf, postado em 15/10/2019)
b}- anuéncia da Dra. Shirley Cavaicante Vasconcelos (AnuenciaUNIFESP.pdf, postado em 28/5/2019)

Recomendacoes:
Sem recomendacgdes

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacoes:

Aprovado

Consideracoes Finais a critério do CEP:
O CEP informa que a partir desta data de aprovacgdo, € necessario o envio de relatérios parciais
(semestraimente), e o relatério final, quando do término do estudo. por meio de notificacdo pela Plataforma

Brasil.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

,-amm

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacado
InformagGes Basicas PB_lNFORMACEES_BASICAS_DO_P 15/10/2019 Aceito
do Projeto ROJETO 1395186 .pdf 17:50:02
Qutros Esclarecimento, pdf 15/10/2019 | Shirley Cavalcante Aceito

17:48:56__ | Vasconcelos
Outros Cadastro.pdf 15/10/2019 | Shirley Cavalcante Aceito

17:48:35 | Vasconcelos
Projeto Detalhado / | ProjetodeMestrado.pdf 09/07/2019 |EVERSON DOS Aceito
Brochura 10:52:15 | SANTOS DAVID
 Investigador ST (smT———
Qutros questionario_pdf 09/07/2019 |EVERSON DOS Aceito

L. 10:47:49 | SANTOS DAVID
TCLE / Termos de | TC.pdf 28/05/2019 |EVERSON DOS Aceito
Assentimento / 20:25:29 |SANTOS DAVID
LJustificativa de
Enderego: Rua Bolucaly, 740 5% andar Sala 557
Bairro: VILA CLEMENTINO CEP: 04.023-000
UF: 5P Municipio: SAO PAULO
Telefone: (11)5571-1062 Fax: (11)5532-7162 E-mail: cepdunifesp.br
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Contnuagdo do Parecer 3 689 032

Auséncia TC.pdf 28/05/2019 |EVERSON DOS Aceito
Qutros AnuenciaUNIFESP.pdf 28/05/2019 |EVERSON DOS Aceito
14:15:27 | SANTOS DAVID

Situacao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciacao da CONEP:
Nao

SAQO PAULO, 06 de Novembro de 2019

Assinado por:
Miguel Roberto Jorge
(Coordenador({a))
Enderego: Rua Bolucatu, 740. 5° andar Sala 557
Balrro: VILA CLEMENTINO CEP: (4 023-900
UF: sp Municiplo: SAO PAULO
Telefone: (11)5571-1062 Fax: (11)5539.7162 E-mail: cepi@unifesp br
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Anexo 2 - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE).

UNIVERSIDADE FEDERAL DO AMAPA
PRO-REITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUACAO .
COMITE DE ETICA EM PESQUISA DA UNIVERSIDADE FEDERAL DO AMAPA

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)
(Resalugdo 4662012 CNS/CONEP)

O Sr.is) esta sendo convidado(a) a participar do progeto de pesquisa intitulado “identificagBo de virus
enténicos por meio da técnica de Metagenomica, em comunidades nbeirinhas do municipio de Santana-
AP” O obgetvo deste trabatho & identificar virus em amostras de fezes com morbidade em diarmeia de
individuos de comunidades nbeinnhas do municipio de Santana - AP por meio da lécnhica de
metagenomica. Para realizar o estudo sera necessano que ofa) Sr(a) se disponibilize a participar
respondendo um questionario sécio econdémico e na disponibilizagdo de uma amostra fecal para analise
laboratorial. Uma pequena quantidade da sua amostra fecal serd encaminhada Sao Paulo no Laboratornio
de Retrovirologia da Universidade Federal de Sao Paulo, onde seré feito uma analisar a presenga de virus.
Esta andlise sera feita pela Dra Shirley Cavalcante Vasconcelos Komninakis. A Dra, Shirdey vai usar
numeros para Identificar sua amostra ndo expondo sua identificacao, sendo que qualquer duvida vocé
pode entrar em contato com ela pelos contatos descritos no final deste termo. Para a msttuigio e para
sociedade, esta pesquisa servira como parametro para avaliar possiveis alteragdes genéticas de virus
relacionado a diarreia. Os riscos da sua participagao nesta pesquisa & constrangimento na disponibilizagao
da amostra fecal, em virtude das informagdes coletadas serem utilizadas unicamente com fins cientificos,
sendo garantidos o total sigilo e confidenciahdade, através da assinatura deste termo, o qual o{a) Sr(a)
recebera uma copia.

Os beneficios da pesquisa implica na colaboragdo no desenvolvimento de vacinas, bem como o
desenvalvimento de fuluras drogas antivirais, assim como estudo da diversidade viral na regida, partindo
da necessidade de conlribuy com futuros trabalhos centificos, farmando uma base Merdria coesa e
robusta, além de atribuir valor social.

(a) Sr.{a) tera o direito ¢ a kberdade de negar-sa a paricipar desta pesquisa total ou parciaimente
ou dela retirar-se a qualquer momento, sem que isto Ihe traga qualquer prejuizo com relagdo ao seu
atendimento nesta instittigdo, de acordo com a Resolugdo CNS n°466/12 e complementares.

Para qualquer esclarecimento no decorrer da sua participagiio, estarel disponivel alraves dos telefones.
(96)081247900 (celular), (96084113712, O senhor (a) também podera entrar em contato com ¢ Comité de
Etica em Pesquisa (CEP) da Universidade Federal do Amapa Rodovia JK, sin — Bairmo Marco Zero do
Equador - Macapa/AP, para obter informagbes sobre esla pesquisa e/ou sobre a sua participa¢do, alravés
dos telefones 4009-2804, 4000- 2805 Para entrar em contato com a Dra. Shirley o senhor (a) pode
telefonar para (11) 5579-4834 que esta no enderego, Prédio de Pesquisa |, Laboratonio de Retrovirologia
da Universidade Federal de Sao Paulo, Rua Pedra de Toledo, 781 — 16° andar, Bairro. Via Clementino,
Sao Paulo/SP e lambé&m pode entrar em contato com o CEP/UNIFESP (Rua Prof. Francisco de Castro, n
55, 04020-050, tel: 011-5571-1062; 011-5539-7162, E-mail 6: CEP@unifesp edu br

Desde ja agradecemos!

Eu {(nome por extenso) declaro que apds ter sido
esclarecido {a) pela pesquisador, hdo o presente termo, e entendide tudo o que me foi explicado, concordo
am participar da Pesquisa intitulada “deantificacdo de virus entéricos por meio da técnica de Metagendmica,
em comunidades nbeirinhas do municipio de Santana- AP”

Macapa, de de20___

Assmatura do Pesquisador

Everson dos Santos David
Universidade Federal do Amapa
Cel: (96) 981247900

e-mail- Everson david@hotmail com

Assinatura do paciente
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UNIVERSIDADE FEDERAL DO AMAPA
PRO-REITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUAGAO )
COMITE DE ETICA EM PESQUISA DA UNIVERSIDADE FEDERAL DO AMAPA

Caso o paciente esteja impossibilitado de assinar.

Eu . abaixo assinado, confrmo a leitura do presenta termao
na miegra para o{a) pacients o(a) qual declarou na
minha presenga a compeensdo plena e aceita¢iio em participar desta pesquisa, o qual ulilizou a sua
impressio digital (abaxo} para confirmar a participagao.

Polegar direito (caso néio assine)

Testemunha n®1

Testemunha n°2
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DESCRIPTION

Acta Tropica, is an international journal on infectious diseases that covers public health sciences and
biomedical research with particular emphasis on topics relevant to human and animal health in the
tropics and the subtropics.

Its scope includes the biology of pathogens and vectors, host-parasite relationships, mechanisms
of pathogenicity, clinical disease and treatment, and we welcome contributions in basic or applied
research in disciplines such as epidemiology, disease ecology, diagnostics, interventions and control,
mathematical modeling, public health and social sciences, climate change, parasite and vector
taxonomy, host and parasite genomics, biochemistry and immunology and vaccine testing.

Contributions may be in the form of original research papers, review articles, short communications,
opinion articles, or letters to the Editors.

Only manuscripts of high scientific significance and innovation will be considered for publication.
Manuscripts of minimal international relevance, case reports, and control strategies at very early
inconclusive laboratory stages of development will not be considered for publication.

Important Guidelines for Acceptance

Editors and the Editorial Board of Acta Tropica provide the following guidelines to help authors
prepare manuscripts of high quality that can be considered for publication. Maximize your chances
of acceptance by making sure your manuscript: Matches the scientific scope of the journal,
Presents results that significantly advance science including innovative new approaches, Meets quality
standards of presentation and literature citation, Demonstrates potential health or biomedical impact.

The above points are critical for publication of original papers. Be aware Editors carefully evaluate
initial manuscript submissions and only those meeting the above criteria will be forwarded to review.
If reviewed favorably and the authors seriously address all concerns, than chances of acceptance are
increased. Review papers, in addition, are expected to carefully synthesize the literarture and make
recommendations to advance respective scientific fields.

Benefits to authors

We also provide many author benefits, such as free PDFs, a liberal copyright policy, special discounts
on Elsevier publications and much more. Please click here for more information on our author services .
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GUIDE FOR AUTHORS

We now differentiate between the requirements for new and revised submissions. You may choose to
submit your manuscript as a single Word or PDF file to be used in the refereeing process. Only when
your paper is at the revision stage, will you be requested to put your paper in to a 'correct format’
for acceptance and provide the items required for the publication of your article.

To find out more, please visit the Preparation section below.

INTRODUCTION

Acta Tropica publishes original research papers, short communications, review articles and letter
to the editor. Original papers should normally not exceed 10 printed pages including tables
and figures. Short communications should not exceed 4 printed pages including tables and figures.
Manuscripts must be accompanied by a letter signed by all the authors. Submission of a paper to Acta
Tropica is understood to imply that it has not previously been published (except in an abstract form),
and that it is not being considered for publication elsewhere. The act of submitting a manuscript
to Acta Tropica carries with it the right to publish the paper. Responsibility for the accuracy of the
material in the manuscript, including bibliographic citations, lies entirely with the authors. Letters to
the Editor is considered for publication provided it does not contain material that has been submitted
or published elsewhere. The text, not including references, must not exceed 1000 words. The letter
can have one figure or small table. When a letter refers to an article recently published in Acta Tropica,
the opportunity for reply will be given to the authors of the original article. Such a reply will be
published along with the letter. Start the letter with "Dear Editor”.

Types of Paper
Acta Tropica publishes the following types of papers:

1. Original research articles
2. Short Communications
3. Review articles

4. Opinion articles

5. Letters to the Editor

Original research articles should report highly significant innovative results not previously published
elsewhere. Original articles are limited to 7,000 words per article (all text excluding tables and figure
legends).

Short Communications should consist of original results or new methods within the scope of the
journal. Short Communications need not be formally structured as full papers, but should give
sufficient methods and data necessary for their comprehension. Short Communications are limited to
3,000 words per article (all text excluding tables and figure legends).

Review articles should cover subjects falling within the scope of the journal which are of active current
interest. They may be submitted or invited by the Editors in Chief. Review articles should include
insightful recommendations for future directions needed for achieving public health impacts. Review
articles are limited to 15,000 words per article (all text excluding tables and figure legends).

Opinion articles should include scientifically backed points of view regarding currently relevant,
controversial or future-oriented topics pertinent to the scope of Acta Tropica. Note that only outlining
recent advances in a given field is not acceptable for an Opinion article for Acta Tropica. Besides
stimulating scientific discussion or future research, opinion articles should provide a novel conceptual
framework for an old or timely issue. The authors should outline which research directions should be
prioritized and highlight specific points explaining why they should be prioritized in the forthcoming
years to achieve public health impact. Opinion articles are limited to 6,000 words per article (all text
excluding tables and figure legends).
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Letters to the Editor offering comment or useful critique on material published in the journal are
welcome. Letters on "hot topics” about parasite and vector biology, ecology, as well as epidemiology,
control of infections, and public health are also welcome. Note that Letters to the Editors will also
be externally reviewed but the decision to publish submitted letters rests with the Editors in Chief. A
goal is to publish constructive letters that will permit an exchange of views which will be of benefit
to both the journal and its readers. Letters to the Editor are limited to 2,000 words per article (all
text excluding tables and figure legends).

Special Issues

Special issues represent the state of the art and recent advances in the knowledge of selected
topics fitting within the scope of Acta Tropica. The addressed topics cover basic or applied research
on epidemiology, intervention and control of parasitic infections, global health, pathogenicity,
innovative technology in diagnostics, biology of pathogens and vectors as well as on advances in
the understanding of host-parasite relationships. The original research, review and opinion articles in
Special Issues are composed by invited leading scientists in their respective fields and are curated
by Guest Editors in cooperation with the Editors in Chief. Inquiries regarding ideas for new Special
issues should be addressed to any of the Editors in Chief.

You can use this list to carry out a final check of your submission before you send it to the journal for
review. Please check the relevant section in this Guide for Authors for more details.

Ensure that the following items are present:

One author has been designated as the corresponding author with contact details:
* E-mail address
» Full postal address

All necessary files have been uploaded:

Manuscript:

* Include keywords

» All figures (include relevant captions)

* All tables (including titles, description, footnotes)

* Ensure all figure and table citations in the text match the files provided
* Indicate clearly if color should be used for any figures in print
Graphical Abstracts / Highlights files (where applicable)

Supplemental files (where applicable)

Further considerations

» Manuscript has been 'spell checked' and 'grammar checked’

» All references mentioned in the Reference List are cited in the text, and vice versa

* Permission has been obtained for use of copyrighted material from other sources (including the
Internet)

* A competing interests statement is provided, even if the authors have no competing interests to
declare

* Journal policies detailed in this guide have been reviewed

» Referee suggestions and contact details provided, based on journal requirements

For further information, visit our Support Center.

BEFORE YOU BEGIN

Please see our information on Ethics in publishing.
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If the work involves the use of human subjects, the author should ensure that the work described
has been carried out in accordance with The Code of Ethics of the World Medical Association
(Declaration of Helsinki) for experiments involving humans. The manuscript should be in line with the
Recommendations for the Conduct, Reporting, Editing and Publication of Scholarly Work in Medical
Journals and aim for the inclusion of representative human populations (sex, age and ethnicity) as
per those recommendations. The terms sex and gender should be used correctly.

Authors should include a statement in the manuscript that informed consent was obtained for
experimentation with human subjects. The privacy rights of human subjects must always be observed.

All animal experiments should comply with the ARRIVE guidelines and should be carried out in
accordance with the U.K. Animals (Scientific Procedures) Act, 1986 and associated guidelines, EU
Directive 2010/63/EU for animal experiments, or the National Institutes of Health guide for the care
and use of Laboratory animals (NIH Publications No. 8023, revised 1978) and the authors should
clearly indicate in the manuscript that such guidelines have been followed. The sex of animals must
be indicated, and where appropriate, the influence (or association) of sex on the results of the study.

All authors must disclose any financial and personal relationships with other people or organizations
that could inappropriately influence (bias) their work. Examples of potential conflicts of interest include
employment, consultancies, stock ownership, honoraria, paid expert testimony, patent applications/
registrations, and grants or other funding. Authors should complete the declaration of competing
interest statement using this template and upload to the submission system at the Attach/Upload Files
step. Note: Please do not convert the .docx template to another file type. Author signatures
are not required. If there are no interests to declare, please choose the first option in the template.
More information.

Submission of an article implies that the work described has not been published previously (exceptin
the form of an abstract, a published lecture or academic thesis, see 'Multiple, redundant or concurrent
publication' for more information), that it is not under consideration for publication elsewhere, that
its publication is approved by all authors and tacitly or explicitly by the responsible authorities where
the work was carried out, and that, if accepted, it will not be published elsewhere in the same form, in
English or in any other language, including electronically without the written consent of the copyright-
holder. To verify originality, your article may be checked by the originality detection service Crossref
Similarity Check.

Preprints

Please note that preprints can be shared anywhere at any time, in line with Elsevier's sharing policy.
Sharing your preprints e.g. on a preprint server will not count as prior publication (see 'Multiple,
redundant or concurrent publication' for more information).

Inclusive language acknowledges diversity, conveys respect to all people, is sensitive to differences,
and promotes equal opportunities. Content should make no assumptions about the beliefs or
commitments of any reader; contain nothing which might imply that one individual is superior to
another on the grounds of age, gender, race, ethnicity, culture, sexual orientation, disability or health
condition; and use inclusive language throughout. Authors should ensure that writing is free from bias,
stereotypes, slang, reference to dominant culture and/or cultural assumptions. We advise to seek
gender neutrality by using plural nouns ("clinicians, patients/clients") as default/wherever possible
to avoid using "he, she,” or "hef/she." We recommend avoiding the use of descriptors that refer to
personal attributes such as age, gender, race, ethnicity, culture, sexual orientation, disability or health
condition unless they are relevant and valid. These guidelines are meant as a point of reference to
help identify appropriate language but are by no means exhaustive or definitive.

For transparency, we encourage authors to submit an author statement file outlining their individual
contributions to the paper using the relevant CRediT roles: Conceptualization; Data curation;
Formal analysis; Funding acquisition; Investigation; Methodology; Project administration; Resources;
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Software; Supervision; Validation; Visualization; Roles/Writing - original draft; Writing - review &
editing. Authorship statements should be formatted with the names of authors first and CRediT role(s)
following. More details and an example

Authors are expected to consider carefully the list and order of authors before submitting their
manuscript and provide the definitive list of authors at the time of the original submission. Any
addition, deletion or rearrangement of author names in the authorship list should be made anly
before the manuscript has been accepted and only if approved by the journal Editor. To request such
a change, the Editor must receive the following from the corresponding author: (a) the reason
for the change in author list and (b) written confirmation (e-mail, letter) from all authors that they
agree with the addition, removal or rearrangement. In the case of addition or removal of authors,
this includes confirmation from the author being added or removed.

Only in exceptional circumstances will the Editor consider the addition, deletion or rearrangement of
authors after the manuscript has been accepted. While the Editor considers the request, publication
of the manuscript will be suspended. If the manuscript has already been published in an anline issue,
any requests approved by the Editor will result in a corrigendum.

Article transfer service

This journal is part of our Article Transfer Service. This means that if the Editor feels your article is
more suitable in one of our other participating journals, then you may be asked to consider transferring
the article to one of those. If you agree, your article will be transferred automatically on your behalf
with no need to reformat. Please note that your article will be reviewed again by the new journal.
More information.

Upon acceptance of an article, authors will be asked to complete a 'Journal Publishing Agreement’ (see
more information on this). An e-mail will be sent to the corresponding author confirming receipt of
the manuscript together with a 'Journal Publishing Agreement’ form or a link to the online version
of this agreement.

Subscribers may reproduce tables of contents or prepare lists of articles including abstracts for internal
circulation within their institutions. Permission of the Publisher is required for resale or distribution
outside the institution and for all other derivative works, including compilations and translations. If
excerpts from other copyrighted works are included, the author(s) must obtain written permission
from the copyright owners and credit the source(s) in the article. Elsevier has preprinted forms for
use by authors in these cases.

For gold open access articles: Upon acceptance of an article, authors will be asked to complete a
'License Agreement' (more information). Permitted third party reuse of gold open access articles is
determined by the author's choice of user license.

Author rights
As an author you (or your employer or institution) have certain rights to reuse your work. More
information.

Elsevier supports responsible sharing
Find out how you can share your research published in Elsevier journals.

You are requested to identify who provided financial support for the conduct of the research and/or
preparation of the article and to briefly describe the role of the sponsor(s), if any, in study design; in
the collection, analysis and interpretation of data; in the writing of the report; and in the decision to
submit the article for publication. If the funding source(s) had no such involvement then this should
be stated.

Please visit our Open Access page for more information.
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Elsevier Researcher Academy

Researcher Academy is a free e-learning platform designed to support early and mid-career
researchers throughout their research journey. The "Learn” environment at Researcher Academy
offers several interactive modules, webinars, downloadable quides and resources to guide you through
the process of writing for research and going through peer review. Feel free to use these free resources
to improve your submission and navigate the publication process with ease.

Language (usage and editing services)

Please write your text in good English (American or British usage is accepted, but not a mixture of
these). Authors who feel their English language manuscript may require editing to eliminate possible
grammatical or spelling errors and to conform to correct scientific English may wish to use the English
Language Editing service available from Elsevier's Author Services.

Our online submission system guides you stepwise through the process of entering your article
details and uploading your files. The system converts your article files to a single PDF file used in
the peer-review process. Editable files (e.g., Word, LaTeX) are required to typeset your article for
final publication. All correspondence, including notification of the Editor's decision and requests for
revision, is sent by e-mail.

Referees

Authors must send the names, addresses and email addresses of at least 3 potential reviewers for this
manuscript meeting the following criteria: They must be experts or active workers in the field; They
must not be from the same university; They must not be current or prior mentors or collaborators;

PREPARATION

For questions about the editorial process (including the status of manuscripts under review) or for
technical support on submissions, please visit our Support Center.

Submission to this journal proceeds totally anline and you will be guided stepwise through the creation
and uploading of your files. The system automatically converts your files to a single PDF file, which
is used in the peer-review process.

As part of the Your Paper Your Way service, you may choose to submit your manuscript as a single file
to be used in the refereeing process. This can be a PDF file or a Word document, in any format or lay-
out that can be used by referees to evaluate your manuscript. It should contain high enough quality
figures for refereeing. If you prefer to do so, you may still provide all or some of the source files at
the initial submission. Please note that individual figure files larger than 10 MB must be uploaded
separately.

Please submit the manuscript with double line spacing and with continuous line numbering.

References

There are no strict requirements on reference formatting at submission. References can be in any
style or format as long as the style is consistent. Where applicable, author(s) name(s), journal title/
book title, chapter title/article title, year of publication, volume number/book chapter and the article
number or pagination must be present. Use of DOI is highly encouraged. The reference style used by
the journal will be applied to the accepted article by Elsevier at the proof stage. Note that missing
data will be highlighted at proof stage for the author to correct.

Formatting requirements

There are no strict formatting requirements but all manuscripts must contain the essential elements
needed to convey your manuscript, for example Abstract, Keywords, Introduction, Materials and
Methods, Results, Conclusions, Artwork and Tables with Captions.

If your article includes any Videos and/or other Supplementary material, this should be included in
your initial submission for peer review purposes.

Divide the article into clearly defined sections.

Figures and tables embedded in text

Please ensure the figures and the tables included in the single file are placed next to the relevant text
in the manuscript, rather than at the bottom or the top of the file. The corresponding caption should
be placed directly below the figure or table.
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This journal operates a single anonymized review process. All contributions will be initially assessed by
the editor for suitability for the journal. Papers deemed suitable are then typically sent to a minimum of
two independent expert reviewers to assess the scientific quality of the paper. The Editor is responsible
for the final decision regarding acceptance or rejection of articles. The Editor's decision is final. Editors
are not involved in decisions about papers which they have written themselves or have been written
by family members or colleagues or which relate to products or services in which the editor has an
interest. Any such submission is subject to all of the journal's usual procedures, with peer review
handled independently of the relevant editor and their research groups. More information on types
of peer review.

Use of word processing software

Regardless of the file format of the original submission, at revision you must provide us with an
editable file of the entire article. Keep the layout of the text as simple as possible. Most formatting
codes will be removed and replaced on processing the article. The electronic text should be prepared
in a way very similar to that of conventional manuscripts (see also the Guide to Publishing with
Elsevier). See also the section on Electronic artwork.

To avoid unnecessary errors you are strongly advised to use the 'spell-check' and 'grammar-check’
functions of your word processor.

Please submit the manuscript with double line spacing and with continuous line numbering.

Subdivision - numbered sections

Divide your article into clearly defined and numbered sections. Subsections should be numbered
1.1 (then 1.1.1, 1.1.2, ...), 1.2, etc. (the abstract is not included in section numbering). Use this
numbering also for internal cross-referencing: do not just refer to 'the text'. Any subsection may be
given a brief heading. Each heading should appear on its own separate line.

Introduction
State the objectives of the work and provide an adequate background, avoiding a detailed literature
survey or a summary of the results.

Material and methods

Provide sufficient details to allow the work to be reproduced by an independent researcher. Methods
that are already published should be summarized, and indicated by a reference. If quoting directly
from a previously published method, use quotation marks and also cite the source. Any modifications
to existing methods should also be described.

Theory/calculation

A Theory section should extend, not repeat, the background to the article already dealt with in the
Introduction and lay the foundation for further work. In contrast, a Calculation section represents a
practical development from a theoretical basis.

Results
Results should be clear and concise.

Discussion
This should explore the significance of the results of the work, not repeat them. A combined Results
and Discussion section is often appropriate. Avoid extensive citations and discussion of published
literature.

Conclusions
The main conclusions of the study may be presented in a short Conclusions section, which may stand
alone or form a subsection of a Discussion or Results and Discussion section.

Appendices

If there is more than one appendix, they should be identified as A, B, etc. Formulae and equations in
appendices should be given separate numbering: Eq. (A.1), Eq. (A.2), etc.; in a subsequent appendix,
Eq. (B.1) and so on. Similarly for tables and figures: Table A.1; Fig. A.1, etc.

s Title. Concise and informative. Titles are often used in information-retrieval systems. Avoid
abbreviations and formulae where possible.
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s Author names and affiliations. Please clearly indicate the given name(s) and family name(s)
of each author and check that all names are accurately spelled. You can add your name between
parentheses in your own script behind the English transliteration. Present the authors' affiliation
addresses (where the actual work was done) below the names. Indicate all affiliations with a lower-
case superscript letter immediately after the author's name and in front of the appropriate address.
Provide the full postal address of each affiliation, including the country name and, if available, the
e-mail address of each author.

s Corresponding author. Clearly indicate who will handle correspondence at all stages of refereeing
and publication, also post-publication. This responsihility includes answering any future queries about
Methodology and Materials. Ensure that the e-mail address is given and that contact details
are kept up to date by the corresponding author.

* Present/permanent address. If an author has moved since the work described in the article was
done, or was visiting at the time, a 'Present address' (or 'Permanent address') may be indicated as
a footnote to that author's name. The address at which the author actually did the work must be
retained as the main, affiliation address. Superscript Arabic numerals are used for such footnotes.

Highlights are mandatary for this journal as they help increase the discoverability of your article via
search engines. They consist of a short collection of bullet points that capture the novel results of
your research as well as new methods that were used during the study (if any). Please have a look
at the examples here: example Highlights.

Highlights should be submitted in a separate editable file in the online submission system. Please
use "Highlights' in the file name and include 3 to 5 bullet points (maximum 85 characters, including
spaces, per bullet point).

A concise and factual abstract is required. The abstract should state briefly the purpose of the
research, the principal results and major conclusions. An abstract is often presented separately from
the article, so it must be able to stand alone. For this reason, References should be avoided, but if
essential, then cite the author(s) and year(s). Also, non-standard or uncommon abbreviations should
be avoided, but if essential they must be defined at their first mention in the abstract itself.

Please provide, when submitting your article, a graphical abstract. This comprises the title, authors
and affiliations, identical to the article itself, a summary of about 25 words, and a pictogram:
one figure representative of the work described. Maximum image size: 400 x 600 pixels (h x w,
recommended size 200 x 500 pixels). Preferred file types: TIFF, EPS, PDF or MS Office files. See
https://www.elsevier.com/graphicalabstracts for examples.

Immediately after the abstract, provide a maximum of 6 keywords, using American spelling and
avoiding general and plural terms and multiple concepts (avoid, for example, "'and’, 'of'). Be sparing
with abbreviations: only abbreviations firmly established in the field may be eligible. These keywords
will be used for indexing purposes.

Abbreviations

Define abbreviations that are not standard in this field in a footnote to be placed on the first page
of the article. Such abbreviations that are unavoidable in the abstract must be defined at their first
mention there, as well as in the footnote. Ensure consistency of abbreviations throughout the article.

Acknowledgements

Collate acknowledgements in a separate section at the end of the article before the references and do
not, therefore, include them on the title page, as a footnote to the title or otherwise. List here those
individuals who provided help during the research (e.g., providing language help, writing assistance
or proof reading the article, etc.).

Formatting of funding sources
List funding sources in this standard way to facilitate compliance to funder's requirements:

Funding: This work was supported by the National Institutes of Health [grant numbers xxxx, yyyvy];
the Bill & Melinda Gates Foundation, Seattle, WA [grant number zzzz]; and the United States Institutes
of Peace [grant number aaaa].
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It is not necessary to include detailed descriptions on the program or type of grants and awards. When
funding is from a block grant or other resources available to a university, college, or other research
institution, submit the name of the institute or organization that provided the funding.

If no funding has been provided for the research, please include the following sentence:

This research did not receive any specific grant from funding agencies in the public, commercial, or
not-for-profit sectors.

Units
Follow internationally accepted rules and conventions: use the international system of units (SI). If
other units are mentioned, please give their equivalent in SI.

Math formulae

Please submit math equations as editable text and not as images. Present simple formulae in
line with normal text where possible and use the solidus (/) instead of a horizontal line for small
fractional terms, e.g., X/Y. In principle, variables are to be presented in italics. Powers of e are often
more conveniently denoted by exp. Number consecutively any equations that have to be displayed
separately from the text (if referred to explicitly in the text).

Footnotes

Footnotes should be used sparingly. Number them consecutively throughout the article. Many word
processors build footnotes into the text, and this feature may be used. Should this not be the case,
indicate the position of footnotes in the text and present the footnotes themselves separately at the
end of the article.

Electronic artwork

General points

* Make sure you use uniform lettering and sizing of your original artwork.

s Preferred fonts: Arial (or Helvetica), Times New Roman (or Times), Symbaol, Courier.

* Number the illustrations according to their sequence in the text.

» Use a logical naming convention for your artwork files.

» Indicate per figure if it is a single, 1.5 or 2-column fitting image.

* For Word submissions only, you may still provide figures and their captions, and tables within a
single file at the revision stage.

» Please note that individual figure files larger than 10 MB must be provided in separate source files.

A detailed guide on electronic artwork is available.

You are urged to visit this site; some excerpts from the detailed information are given here.
Formats

Regardless of the application used, when your electronic artwork is finalized, please 'save as' or
convert the images to one of the following formats (note the resolution requirements for line drawings,
halftones, and line/halftone combinations given below):

EPS (or PDF): Vector drawings. Embed the font or save the text as 'graphics’.

TIFF (or JPG): Color or grayscale photographs (halftones): always use a minimum of 300 dpi.

TIFF (or JPG): Bitmapped line drawings: use a minimum of 1000 dpi.

TIFF (or JPG): Combinations bitmapped line/half-tone (color or grayscale): a minimum of 500 dpi
is required.

Please do not:

* Supply files that are optimized for screen use (e.g., GIF, BMP, PICT, WPG); the resolution is too low.
» Supply files that are too low in resolution.

» Submit graphics that are disproportionately large for the content.

Color artwork

Please make sure that artwork files are in an acceptable format (TIFF (or JPEG), EPS (or PDF) or
MS Office files) and with the correct resolution. If, together with your accepted article, you submit
usable color figures then Elsevier will ensure, at no additional charge, that these figures will appear
in color online (e.g., ScienceDirect and other sites) in addition to color reproduction in print. Further
information on the preparation of electronic artwork.

AUTHOR INFORMATION PACK 18 Aug 2021 www.elsevier.com/locate/actatropica 11

Anexos e Apéndices

81



Illustration services

Elsevier's Author Services offers Illustration Services to authors preparing to submit a manuscript but
concerned about the quality of the images accompanying their article. Elsevier's expert illustrators
can produce scientific, technical and medical-style images, as well as a full range of charts, tables
and graphs. Image 'polishing’ is also available, where our illustrators take your image(s) and improve
them to a professional standard. Please visit the website to find out more.

Figure captions

Ensure that each illustration has a caption. A caption should comprise a brief title (not on the figure
itself) and a description of the illustration. Keep text in the illustrations themselves to a minimum but
explain all symbols and abbreviations used.

Please submit tables as editable text and not as images. Tables can be placed either next to the
relevant text in the article, or on separate page(s) at the end. Number tables consecutively in
accordance with their appearance in the text and place any table notes below the table body. Be
sparing in the use of tables and ensure that the data presented in them do not duplicate results
described elsewhere in the article. Please avoid using vertical rules and shading in table cells.

Citation in text

Please ensure that every reference cited in the text is also present in the reference list (and vice
versa). Any references cited in the abstract must be given in full. Unpublished results and personal
communications are not recommended in the reference list, but may be mentioned in the text. If these
references are included in the reference list they should follow the standard reference style of the
journal and should include a substitution of the publication date with either 'Unpublished results' or
'‘Personal communication'. Citation of a reference as 'in press’ implies that the item has been accepted
for publication.

Web references

As a minimum, the full URL should be given and the date when the reference was last accessed. Any
further information, if known (DOI, author names, dates, reference to a source publication, etc.),
should also be given. Web references can be listed separately (e.qg., after the reference list) under a
different heading if desired, or can be included in the reference list.

Data references

This journal encourages you to cite underlying or relevant datasets in your manuscript by citing them
in your text and including a data reference in your Reference List. Data references should include the
following elements: author name(s), dataset title, data repository, version (where available), year,
and global persistent identifier. Add [dataset] immediately before the reference so we can properly
identify it as a data reference. The [dataset] identifier will not appear in your published article.

References in a special issue
Please ensure that the words 'this issue' are added to any references in the list (and any citations in
the text) to other articles in the same Special Issue.

Reference management software

Most Elsevier journals have their reference template available in many of the most popular reference
management software products. These include all products that support Citation Style Language
styles, such as Mendeley. Using citation plug-ins from these products, authors only need to select
the appropriate journal template when preparing their article, after which citations and bibliographies
will be automatically formatted in the journal's style. If no template is yet available for this journal,
please follow the format of the sample references and citations as shown in this Guide. If you use
reference management software, please ensure that you remove all field codes before submitting
the electronic manuscript. More information on how to remove field codes from different reference
management software.

Users of Mendeley Desktop can easily install the reference style for this journal by clicking the following
link:

http://open.mendeley.com/use-citation-style/acta-tropica

When preparing your manuscript, you will then be able to select this style using the Mendeley plug-
ins for Microsoft Word or LibreOffice.
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Reference formatting

There are no strict requirements on reference formatting at submission. References can be in any
style or format as long as the style is consistent. Where applicable, author(s) name(s), journal title/
book title, chapter title/article title, year of publication, volume number/book chapter and the article
number or pagination must be present. Use of DOI is highly encouraged. The reference style used by
the journal will be applied to the accepted article by Elsevier at the proof stage. Note that missing data
will be highlighted at proof stage for the author to correct. If you do wish to format the references
yvourself they should be arranged according to the following examples:

Reference style

Text: All citations in the text should refer to:

1. Single author: the author's name (without initials, unless there is ambiguity) and the year of
publication;

2. Two authors: both authors' names and the year of publication;

3. Three or more authors: first author's name followed by ‘et al." and the year of publication.
Citations may be made directly (or parenthetically). Groups of references can be listed either first
alphabetically, then chronologically, or vice versa.

Examples: 'as demonstrated (Allan, 2000a, 2000b, 1999; Allan and Jones, 1999)... Or, as
demonstrated (Jones, 1999; Allan, 2000)... Kramer et al. {(2010) have recently shown ...

List: References should be arranged first alphabetically and then further sorted chronologically if
necessary. More than one reference from the same author(s) in the same year must be identified by
the letters 'a’, 'b’, 'c’, etc., placed after the year of publication.

Examples:

Reference to a journal publication:

Van der Geer, 1., Hanraads, 1.A.1., Lupton, R.A., 2010. The art of writing a scientific article. 1. Sci.
Commun. 163, 51-59. https://doi.org/10.1016/j.5¢.2010.00372.

Reference to a journal publication with an article number:

Van der Geer, 1., Hanraads, 1.A.]., Lupton, R.A., 2018. The art of writing a scientific article. Heliyon.
19, e00205. https://doi.org/10.1016/j.heliyon.2018.e00205.

Reference to a book:

Strunk Ir,, W., White, E.B., 2000. The Elements of Style, fourth ed. Longman, New York.

Reference to a chapter in an edited book:

Mettam, G.R., Adams, L.B., 2009. How to prepare an electronic version of your article, in: Jones, B.S.,
Smith , R.Z. (Eds.), Introduction to the Electronic Age. E-Publishing Inc., New York, pp. 281-304.
Reference to a website:

Cancer Research UK, 1975. Cancer statistics reports for the UK. http://www.cancerresearchuk.org/
aboutcancer/statistics/cancerstatsreport/ (accessed 13 March 2003).

Reference to a dataset:

[dataset] Oguro, M., Imahiro, S., Saito, S., Nakashizuka, T., 2015. Mortality data for Japanese oak
wilt disease and surrounding forest compositions. Mendeley Data, v1. https://doi.org/10.17632/
xwj98nb39r.1.

Reference to software:

Coon, E., Berndt, M., Jan, A., Svyatsky, D., Atchley, A., Kikinzon, E., Harp, D., Manzini, G., Shelef,
E., Lipnikov, K., Garimella, R., Xu, C., Moulton, D., Karra, S., Painter, 5., Jafarov, E., & Molins, S.,
2020. Advanced Terrestrial Simulator (ATS) v0.88 (Version 0.88). Zenodo. https://doi.org/10.5281/
zenodo.3727209.

Journal abbreviations source
Journal names should be abbreviated according to the List of Title Word Abbreviations.

Elsevier accepts video material and animation sequences to support and enhance your scientific
research. Authors who have video or animation files that they wish to submit with their article are
strongly encouraged to include links to these within the body of the article. This can be done in the
same way as a figure or table by referring to the video or animation content and noting in the body
text where it should be placed. All submitted files should be properly labeled so that they directly
relate to the video file's content. In order to ensure that your video or animation material is directly
usable, please provide the file in one of our recommended file formats with a preferred maximum
size of 150 MB per file, 1 GB in total. Video and animation files supplied will be published online in
the electronic version of your article in Elsevier Web products, including ScienceDirect. Please supply
'stills’ with your files: you can choose any frame from the video or animation or make a separate
image. These will be used instead of standard icons and will personalize the link to your video data. For
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more detailed instructions please visit our video instruction pages. Note: since video and animation
cannot be embedded in the print version of the journal, please provide text for both the electronic
and the print version for the portions of the article that refer to this content.

Supplementary material such as applications, images and sound clips, can be published with your
article to enhance it. Submitted supplementary items are published exactly as they are received (Excel
or PowerPoint files will appear as such anline). Please submit your material together with the article
and supply a concise, descriptive caption for each supplementary file. If you wish to make changes to
supplementary material during any stage of the process, please make sure to provide an updated file.
Do not annotate any corrections on a previous version. Please switch off the 'Track Changes' option
in Microsoft Office files as these will appear in the published version.

This journal encourages and enables you to share data that supports your research publication
where appropriate, and enables you to interlink the data with your published articles. Research data
refers to the results of ohservations or experimentation that validate research findings. To facilitate
reproducibility and data reuse, this journal also encourages you to share your software, code, models,
algorithms, protocols, methods and other useful materials related to the project.

Below are a number of ways in which you can associate data with your article or make a statement
about the availability of your data when submitting your manuscript. If you are sharing data in one of
these ways, you are encouraged to cite the data in your manuscript and reference list. Please refer to
the "References” section for more information about data citation. For more information on depositing,
sharing and using research data and other relevant research materials, visit the research data page.

Data linking

If you have made your research data available in a data repository, you can link your article directly to
the dataset. Elsevier collaborates with a number of repositaries to link articles on ScienceDirect with
relevant repositories, giving readers access to underlying data that gives them a better understanding
of the research described.

There are different ways to link your datasets to your article. When available, you can directly link
your dataset to your article by providing the relevant information in the submission system. For more
information, visit the database linking page.

For supported data repositories a repository banner will automatically appear next to your published
article on ScienceDirect.

In addition, you can link to relevant data or entities through identifiers within the text of your
rmanuscript, using the following format: Database: xxxx (e.g., TAIR: AT1G01020; CCDC: 734053;
PDB: 1XFN).

Mendeley Data

This journal supports Mendeley Data, enabling you to deposit any research data (including raw and
processed data, video, code, software, algorithms, protocols, and methods) assaociated with your
manuscript in a free-to-use, open access repository. During the submission process, after uploading
your manuscript, you will have the opportunity to upload your relevant datasets directly to Mendeley
Data. The datasets will be listed and directly accessible to readers next to your published article online.

For more information, visit the Mendeley Data for journals page.

Data in Brief

You have the option of converting any or all parts of your supplementary or additional raw data into
a data article published in Data in Brief. A data article is a new kind of article that ensures that your
data are actively reviewed, curated, formatted, indexed, given a DOI and made publicly available
to all upon publication (watch this video describing the benefits of publishing your data in Data in
Brief). You are encouraged to submit your data article for Data in Brief as an additional item directly
alongside the revised version of your manuscript. If your research article is accepted, your data article
will automatically be transferred over to Data in Brief where it will be editorially reviewed, published
open access and linked to your research article on ScienceDirect. Please note an open access fee is
payable for publication in Data in Brief. Full details can be found on the Data in Brief website. Please
use this template to write your Data in Brief data article.
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Data statement

To foster transparency, we encourage you to state the availability of your data in your submission.
This may be a requirement of your funding body or institution. If your data is unavailable to access
or unsuitable to post, you will have the opportunity to indicate why during the submission process,
for example by stating that the research data is confidential. The statement will appear with your
published article on ScienceDirect. For more information, visit the Data Statement page.

AFTER ACCEPTANCE

To ensure a fast publication process of the article, we kindly ask authors to provide us with their proof
corrections within two days. Corresponding authors will receive an e-mail with a link to our online
proofing system, allowing annotation and correction of proofs online. The environment is similar to
MS Word: in addition to editing text, you can also comment on figures/tables and answer questions
from the Copy Editor. Web-based proofing provides a faster and less error-prone process by allowing
you to directly type your corrections, eliminating the potential introduction of errors.

If preferred, you can still choose to annotate and upload your edits on the PDF version. All instructions
for proofing will be given in the e-mail we send to authors, including alternative methods to the online
version and PDF.

We will do everything possible to get your article published quickly and accurately. Please use this
proof only for checking the typesetting, editing, completeness and correctness of the text, tables and
figures. Significant changes to the article as accepted for publication will only be considered at this
stage with permission from the Editor. It is important to ensure that all corrections are sent back
to us in one communication. Please check carefully before replying, as inclusion of any subsequent
corrections cannot be guaranteed. Proofreading is solely your responsibility.

New Zoological Taxa

Acta Tropica supports the work of ZooBank, the Official Register of the International Commission on
Zoological Nomenclature (ICZN). If your article includes a nomenclatural act you must register the
publication of the article with ZooBank, once the article has been accepted by a journal and goes into
production. Please include the DOI (digital object identifier) provided by the journal as part of your
registration. Details of how to do this are given here and can also be found on the ZooBank website.

How to register your work at Zoobank:

If your paper has been accepted for publication visit ZooBank. Here you can access your account, or
create a new account if you do not already have one. Click on "register content”. You must then select
the publication status This work has not yet been published', and then enter the required mandatory
details (author names, article title, journal, etc.) Your paper will then be assigned an LSID code. This
code should be added to your article proofs (placed immediately after "abstract” before "keywords")
to ensure that the LSID will be included in your published paper. Once your paper is published online
log back into Zoobank. Select publication status "This work has already been published” and include
the date of publication and any other details (such as issue, volume, page extent, etc.) Your paper
is now formally registered in Zoobank and this ensures that it is officially recorded as the first paper
to describe this species.

The corresponding author will, at no cost, receive a customized Share Link providing 50 days free
access to the final published version of the article on ScienceDirect. The Share Link can be used for
sharing the article via any communication channel, including email and social media. For an extra
charge, paper offprints can be ordered via the offprint order form which is sent once the article is
accepted for publication. Both corresponding and co-authors may order offprints at any time via
Elsevier's Author Services. Corresponding authors who have published their article gold open access
do not receive a Share Link as their final published version of the article is available open access on
ScienceDirect and can be shared through the article DOI link.

AUTHOR INQUIRIES

Visit the Elsevier Support Center to find the answers you need. Here you will find everything from
Frequently Asked Questions to ways to get in touch.

You can also check the status of your submitted article or find out when your accepted article will
be published.
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Anexo 4 — OUTROS ANEXOS ESPECIFICOS DA PESQUISA

FORMULARIO SOCIOECONOMICO, DEMOGRAFICO, CULTURAL AMBIENTAL.
Adaptado de Menezes (2013)
“IDENTIFICACAO DE VIRUS ENTERICOS POR MEIO DA TECNICA DE METAGENOMICA,
EM COMUNIDADES RIBEIRINHAS DO MUNICIPIO DE SANTANA- AP

1. DADOS DE IDENTIFICACAO
NOME

DATA NASC. / f IDADE

NOME DA MAE

ENDERECO:

TEL.

LOCALIDADE _

1 LOCALIZACAO DA MORADIA
( ) Area de Ressaca: ( ) Terra Firme

2 TIPO DE MORADIA

() Madeira; ( ) Alvenaria, ( ) Misma; (...)
Ourros

NUMERO DE COMODOS

3 CASA:
( ) Propria: ( ) Alugada: ( ) Cedida; ( ) Outros
Especifique:

4 RESIDENTES NO DOMICILIO:
()ate3:()04a06; () Acima de 7.

5 PRESENCA DE TERRENOS BALDIOS
COM LIXO, PROXIMO A RESIDENCIA
() sum( ) ndo

6 MEIOS DE COMUNICACAO
( ) Televisao: ( ) Radio: ( ) Jornais/revistas: ( )
Telefone; ( ) Internet. ( ) Outros

7 GRAU DE ESCOLARIDADE DOS
RESPONSAVEIS:

() Nao Alfabetizado. ( ) Ensino fundamental
Incompleto: () Ensino fundamental Completo. ()
Ensino medio Incompleto: ( ) Ensino meédio
Completo: ( ) Ensine Superior Incompleto: ( )
Ensimo superior Completo.

8 RENDA FAMILIAR

() Menor que 1 salario: () 1 Salario minimo: ( ) 2
a 4 Salanos minimos: ( ) 5 a 7 Saldrio minimos (
) acima de 7 Salarnos mimmos,

9 GRUPO ETNICO (COR)

( ) Branco: ( ) Pardo: ( ) Negro: ( ) Indigena. ( )
Amarelo

10 PRESENCA DE ANIMAIS DOMESTICOS
( ) Smm. Especifique: ( ) Cachorro: ( ) Gato: ( )
Outros, ( ) Nao

11 ATIVIDADES DE LAZER

( ) Nadar em rios: ( ) Brincar em praga publica: ()
Brincar em tanques de areia: () outras
Especifique:

MUNICIPIO

12 TRATAMENTO DA AGUA NO
DOMICILIO.

() Sim :Especifique: ( ) Hipoclonto: ( ) Coar: ()
Ferve: () Filtro: ( ) Outros ( ) Nao

13 UTILIZACAO DA AGUA PARA
CONSUMO

( ) agua encanada: ( ) agua nuneral: ( ) agua de
pogo amazonas: ( ) agua de pogo artesiano: ( )
outros Especifique:

14 LAVAGEM DAS MAOS ANTES DA
REFEICAO
( Jsinx: ( ) ndo; () As vezes

15 LAVAGEM DAS MAOS APOS USAR O
BANHEIRO
() sum: () ndo: () As vezes

16 HABITO DE ANDAR DESCALCO
()sin () ndo: () As vezes

17 CONSISTENCIA DAS FEZES
( ) Liquada: ( ): Pastosa: ( ): Rigida

18 DESTINO DAS FEZES

() area aberta: () esgoto: () fossa biologica: ( )
fossa negra; ( ) vala; () no/macho; () outros.
Especifique:

19 DESTINO DO LIXO

( ) Coletado: ( ) Queimado: ( ) Enterrado: () Céu
aberto

20 REALIZA EXAME DE ROTINA

() periodicamente: ( ) as vezes: ( ) dificilmente: (
) nunca fez

21 MANIFESTACOES CLINICAS
RELACIONADAS A PROVAVEL
INFECCAO PARASITARIA INTESTINAL

( ) Dor de bamriga ¢ colicas: ( ) Falta de apetite: ()
Diarréia; () Flatléncia (gases): () Indisposigiio;
( ) Vomutos. ( ) Emagrecimento: ( ) Nauseas: ( )
Fraqueza: ( ) Eliminacdo de vermes: ( ) Febre
Persistente: ( ) Prurido anal: ( ) Cefaléia; ( )
Obstipacao intestinal: ( ) Manchas na pele: ()
Evacuagdes/dia
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