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RESUMO

As perturbacGes antropogénicas em ambientes naturais estdo levando a diversas
alteragdes na ecologia global das doengas, com énfase para aquelas de origem viral. O
estudo dos virus que ocorrem na fauna selvagem € de suma importancia, pois diversas
doencas de interesse para a saude publica sdo de origem zoonoética, sendo 0s primatas
reservatorios de uma gama desses virus. Com o advento de novas tecnologias, como o
sequenciamento massivo (HTS — do inglés high throughput sequencing), os viromas de
diversas espécies de animais selvagens estdo sendo caracterizados, entretanto, ainda sdo
escassos 0s trabalhos neste contexto de primatas selvagens brasileiros. O sauim-de-
coleira (Saguinus bicolor), primata Criticamente Ameacado e endémico do Amazonas,
possui populacBes inseridas em uma area com crescente urbanizacdo e intensa
fragmentacdo florestal, além de habitar areas sobrepostas com outras espécies de
primatas, como o mico-de-cheiro (Saimiri sciureus). Diante disto, é importante
conhecer a composicdo da microbiota viral desses animais, como uma estratégia de
vigilancia precoce importante no contexto da salde Unica e da conservacdo das
espeécies. Os objetivos deste trabalho foram: (a) Investigar o viroma fecal de Saguinus
bicolor de fragmentos florestais de Manaus; (b) Comparar a riqueza e diversidade do
viroma de um grupo de Saguinus bicolor e de um grupo de Saimiri sciureus, inseridos
no mesmo fragmento florestal. Realizada a coleta de contetudo fecal de nove grupos de
sauins-de-coleira de vida livre de fragmentos de Manaus, as amostras de cada grupo
foram reunidas para compor um pool, seguido pelo sequenciamento massivo e
utilizacdo de dois métodos de bioinformatica (BLASTx e Kraken) para a caracterizacéo
do viroma a nivel de familias virais, com énfase em virus de importancia para
mamiferos. Os dados gerados pelo Kraken foram utilizados para normalizacdo. Os
métodos de bioinforméatica apresentaram grande divergéncia, sendo o Kraken a
ferramenta que identificou em nivel de familias virais a maior diversidade de virus,
inclusive daqueles de importancia para mamiferos (29 familias dos dados brutos),
enquanto o BLASTX identificou apenas cinco familias. Os dados gerados pelo Kraken
mostraram que muitas das comunidades virais foram distintas entre 0s grupos,
sugerindo que a composi¢cdo do viroma desses animais pode estar relacionada com
diversas variaveis, desde individuais até ambientais. No capitulo seguinte, foi feita a
coleta de esfregacos retais e amostras fecais de um grupo de Saguinus bicolor e de um
grupo de Saimiri sciureus, seguido pelo sequenciamento massivo e caracterizacao do

viroma a nivel de familias de virus de importancia para mamiferos. O grupo de sauins-



de-coleira apresentou maior riqueza de familias virais de importancia para mamiferos,
apresentando apos normalizacdo dos dados um total de 18 familias, enquanto os micos-
de-cheiro apresentaram 16 familias, com compartilhamento de 12 familias virais para
ambos 0s grupos. O material fecal mostrou maior riqueza quando comparado aos
esfregacos retais. Os viromas dos grupos de primatas estudados mostraram que esses
animais podem abrigar uma grande variedade de familias virais de importancia para
infeccbes de mamiferos. Diante disso, € necessario realizar o aprofundamento das
pesquisas nessas familias virais para verificar se 0s virus que estdo ocorrendo nesses
animais sdo de importancia patogénica para a conservagdo da espécie e para a saude

publica.

Palavras-chave: Amazo6nia central. Espécie ameacada. Primata neotropical.

Sequenciamento massivo. Virus.



ABSTRACT

Anthropogenic disturbances in natural environments are leading to several changes in
the global ecology of diseases, with emphasis on those of viral origin. The study of
viruses in wild fauna is of paramount importance. Several viral diseases of public health
concern have zoonotic origin, and primates are important reservoirs. With the advent of
new technologies such as massive sequencing (HTS - high throughput sequencing),
viromes of several species of wild animals are being characterized, however, there are
still few works with wild Brazilian primates. The pied tamarin (Saguinus bicolor), is a
Critically Endangered primate endemic to the Amazon. occurring in small forest
fragments with intense urbanizarion and habitat loss. It also occurs in syntopy with
other primate species, such as the squirrel monkey (Saimiri sciureus). In this view, it is
important to know the composition of the viral microbiota of these animals, as an
important early surveillance strategy in the context of unique health and species
conservation. The goals of this study are: (a) To investigate the fecal virome of
Saguinus bicolor from forest fragments in the city of Manaus, central Amazon; (b) To
compare the virome richness and diversity of a group of Saguinus bicolor and a group
of Saimiri sciureus, inserted in the same forest fragment. After collecting the fecal
content of nine groups of free-living pied tamarins from Manaus, samples from each
group were pooled, followed by massive sequencing and the use of two bioinformatics
methods (BLASTx and Kraken ) for characterization of the virome at the level of viral
families, with emphasis on viruses of importance to mammals. The data generated by
Kraken was used for normalization. The bioinformatics methods showed great
divergence. Kraken identified the greatest diversity of viruses at the level of viral
families, including those of importance to mammals (29 families from the raw data),
while BLASTX identified only five families. The data generated by Kraken showed that
many of the viral communities were distinct between groups, suggesting that the virome
composition of these animals may be related to several variables, from individual to
environmental. In the next chapter, rectal smears and fecal samples were collected from
a group of Saguinus bicolor and a group of Saimiri sciureus, followed by massive
sequencing and characterization of the virome at the level of virus families of
importance to mammals. The group of pied tamarins showed a greater richness of viral
families of mammals’ importance., presenting, after normalization of the data, a total of
18 families, while the squirrel monkey had 16 families. 12 viral families were shared

with both species. Fecal material showed greater richness when compared to rectal in



the squirrel monkey. The viromes of the two primate species showed a wide variety of
viral families of importance for mammalian infections. Further research on these viral
families are necessary to verify whether the viruses that are occurring in these animals
are of pathogenic importance for the conservation of the species and for public health.

Keywords: Central Amazon. Endangered species. Neotropical primate. Massive

sequencing. Viruses.



LISTA DE FIGURAS

CAPITULO 1

Figura 1. Mapa de Manaus com os pontos de amostragem dos grupos de Saguinus
o] o0} (o] RS TRP
Figura 2. Abundancia total padronizada do viroma no agrupamento de familias virais
associadas a mamiferos, bactérias e outros virus (plantas, fungos, invertebrados e
outros vertebrados) (A) do agrupamento de todos 0s grupos examinados e (B)
separada Por grupo eXamMINAUO.........ccueiueierieriieie ettt sreesreenee
Figura 3. (A) Valores normalizados da familia viral Poxviridae, que representou a
mais abundante em todos os grupos examinados. (B) Abundancia dos outros virus
associados a infeccdes de Mamiferos gerados.........ccoovevvieereeieseeneeie e se e
Figura 4. Cluster de similaridade de Jaccard dos grupos de Saguinus bicolor,

considerando a composi¢do das comunidades de familias Virais...........cccccoecevvrereiiennn.

CAPITULO 2

Figura 1. Riqueza de familias virais de importancia para mamiferos presentes nos
grupos de sauim-de-coleira (Saguinus bicolor) e mico-de-cheiro (Saimiri sciureus) de
acordo com 0 MELOAO A COIETA........uiviieiii e
Figura 2. Abundancia normalizada das familias virais deimportancia para mamiferos
nos grupos de sauim-de-coleira (Saguinus bicolor) e mico-de-cheiro (Saimiri

sciureus) de acordo com 0 MEtodo de COlEta........covviiiiiiiieieee e



LISTA DE TABELAS

CAPITULO 1

Tabela 1. Informagdes gerais sobre os grupos de S. bicolor trabalhados, com data de
coleta, tamanho do grupo e coordenadas em graus deCIMaiS. ........cecvvevverrveruesieerrereennnns 69
Tabela 2. Descrigdo por grupo dos resultados do sequenciamento massivo e das
leituras filtradas reconhecidas para virus nas ferramentas BLASTx e Kraken............... 70
Tabela 3. Valores de abundéncia relativa normalizado dos virus associados a
infeccbes de mamiferos gerados na analise pelo Kraken..........cccocevveveieenesiecieesnennn, 71
Tabela 4. Valores de riqueza e diversidade dos virus de mamiferos dos grupos de S.

0 ol0] (o] RSP RTRP 72



ng

°C

AM
DIE’s
DNA
DNAc
dsDNA
EUA

g

h

HTS
ICMBio
IUCN
LDDV
min
mL
MMA
RNA
RPM
PCR
PN
PVM
SARS-CoV
Seg
SSC

U
UFRJ
WHO

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

Micrograma

Microlitros

Graus Celsius

Amazonas

Doencas Infecciosas Emergentes

Acido Desoxirribonucleico

DNA complementar

DNA de fita dupla

Estados Unidos da América

Grama

Hora

Sequenciamento Massivo

Instituto Chico Mendes de Conservacao da Biodiversidade
Unido Internacional para a Conservagdo da Natureza
Laboratorio de Diversidade e Doengas Virais
Minuto

Mililitros

Ministério do Meio Ambiente

Acido Ribonucleico

RotagGes por minuto

Reacdo em Cadeia de Polimerase

Primatas Neotropicais

Primatas do Velho Mundo

Sindrome Respiratdria Aguda Grave Coronavirus
Segundo

Comissao de Sobrevivéncia de Espécies

Unidade

Universidade Federal do Rio de Janeiro

World Health Organization



SUMARIO

INTRODUGAO GERAL ... eeeeeeeese e ses s sessen st 14

REFERENCIAS. ..ottt sttt 22

(OS] I Y TSP 31

CAPITULO Lottt sttt 32

1. INTRODUGAD. .....ccoiiieeieeee ettt se sttt 34

2. METODOS. ...ttt 37

2.1, ASPECLOS BLICOS. .. .euevieeieieeie ettt ettt 37

2.2, ATEAS (18 ESIUUO. ..ottt 37

2.3. COleta das AMOSEIAS. ......cveverierieitieresiisie ettt ettt nes 37

2.4, PreparaGdo das amMOSIIAS.........ueueieeieerieeiesieesieseeseesiesseesseesaesseesseesseeneessens 39

2.5. EXtrac8o dos 4CId0S NUCIEICOS.........cceieieeeieieeieieie s 40

2.6. Preparagao das bibIIOteCaS. . ........coviiiiieiii e 41

2.7. BIOINFOIMALICAS. ......eiveiviiiciieiee e 41

2.8. Abundancia e diversidade Viral...........ccooceiiinininiinee e, 43

3. RESULTADOS. ... ..ottt e e e snae e nnne e nee s 44

3.1. Viséo geral dos dados de SEQUENCIA..........ccerererieeieieiiesiesie e, 44

T = L I SO SSSSUSRRR 45

3L L2, KIAKEN. .. 45

3.2. Diversidade e abundancia de virus de mamiferos............ccoovevvvrinieniiniinnnnn 46

3.3. Variacdo na diversidade viral e efeitos da distancia geogréfica.................. 47

4. DISCUSSAO. ...ttt sttt 48

5. CONSIDERACOES FINAIS......cociieieeeeieeeeeeree e sssses s 57

6. AGRADECIMENTOS......ooiiiieieese et 57

7. REFERENCIAS. .....ooiiieiiniiieieeissise sttt 59

TABELAS. ...ttt e e e raeeannes 69

FIGURAS. ..ottt ettt st e et e st beste st e seeteseene s 73

INFORMAGCOES SUPLEMENTARES........oiieieteeeeeiesesieee s eses s sesssesassesasnensnes 78
CAPITULOD 2.ttt 110
REFERENCIAS. ...ttt 117
FIGURAS. ..ottt 120
INFORMAGCOES SUPLEMENTARES.......coievetieeeeeiessiiessessss st 123

CONSIDERAGOES FINAIS.......coeeeeeeeeeeeeeeeeetesesesesesses st es s essssssssessesss s 127



14

INTRODUCAO GERAL

Cerca de 26% das espécies de mamiferos selvagens catalogadas e avaliadas até o
momento estdo inseridas em alguma categoria de ameaca de extingdo (IUCN, 2021). Esse
cendrio é impulsionado por diversos fatores, desde a perda de habitat a disseminacdo de
novos patdégenos (CHAPMAN et al., 2005; GILLESPIE et al., 2008; PONGSIRI et al.,
2009; MATHEWS, 2009). Nas ultimas décadas, varias pesquisas vém demonstrando que
as doencas infecciosas estdo surgindo em altas taxas na fauna selvagem
(SMITH; SAX; LAFFERTY, 2006; JOHNSON et al., 2020). Esse aumento pode estar
ligado as pressdes antropogénicas de um mundo em urbanizacdo, crescimento geral da
populacdo, conversdo de terra para praticas agricolas, desmatamento, dentre outros fatores
(COOK; KARESH, 2008; SUZAN et al., 2008; DEVAUX et al., 2019). O conjunto dessas
perturbacbes nos ambientes naturais esta levando a diversas alteragdes, inclusive na
ecologia global de muitas doencas (PONGSIRI et al., 2009; MOLINA et al., 2019).

A modificacdo nas caracteristicas da paisagem e fragmentacdo dos habitats
contribui diretamente no aumento da frequéncia do contato entre as populagdes de animais
selvagens, humanos e animais domesticos, aumentando assim o potencial de transmissdo
interespecifica de patégenos (PATZ et al., 2004; CHAPMAN et al., 2005; GILLESPIE;
CHAPMAN, 2008; KEESING et al., 2010; SUZAN et al., 2008; MARSH et al., 2013;
CAMPQS, 2016). Essas alteracdes sdo um grande problema para a saude publica, uma vez
que os animais selvagens podem servir como reservatorios ou hospedeiros intermediarios
de patdgenos de importancia zoon6tica (MARSH et al., 2013).

Dentre os patégenos zoondticos de maior importancia, se encontram os virus (do
latim virus, “veneno”), que sdo membros de uma classe tnica de agentes infecciosos que
contém o &cido nucleico inserido em uma matriz proteica que forma o capsideo e que
dependem de células vivas para replicacdo (QUINN et al., 2005), sendo as entidades
bioldgicas mais abundantes na Terra (GUERRERO-LATORRE et al., 2018). Esses agentes
também sdo um dos principais causadores de surtos de doencas na vida selvagem e
daquelas de importancia para a saude humana, constituindo 25,4% das doencas infecciosas
emergentes (DIEs) (JONES et al., 2008; PETERSEN et al., 2018), ou seja, doencas
recentemente identificadas na populacdo humana, recém-introduzidas, recém-evoluidas ou
gue mudaram recentemente e rapidamente em termos de incidéncia, expansao geogréafica,
hospedeiro ou vetor (CAVALCANTE, 2019). Os eventos de DIEs s&o dominados por


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0048969718327050?casa_token=lHbeLn0oJyEAAAAA:aDr1wOk0aIcG1REDHxQXo4hli578PbF7ZBoT1yvDVYMxnP3XbLHR9HofNzv37G3nC48a3NCU#!
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zoonoses (60,3%), sendo a sua maioria (71,8%) originarios na vida selvagem (JONES et

al., 2008; MATHEWS, 2009; FIELD, 2009). Como exemplo temos os surtos ocasionados
pelos virus da imunodeficiéncia humana (HIV, do inglés human immunodeficiency virus)
(PEETERS; JUNG; AYOUBA, 2013), Ebola (SAEZ et al., 2015), hantavirus (JIANG et
al., 2017), virus Nipah (FIELD et al., 2001), virus do Nilo Ocidental (LANCIOTTI et al.,
1999), virus da influenza aviaria (DE JONG et al., 1997), zika virus (VENTETR, 2018), os
coronavirus da sindrome respiratoria aguda grave (SARS-CoV, do inglés severe acute
respiratory syndrome coronavirus) (PEIRIS; GUAN; YUEN, 2004), da sindrome
respiratoria do Oriente Médio (MERS, do inglés middle east respiratory syndrome)
(CHAN et al., 2015) e, atualmente, da sindrome respiratéria aguda grave 2 (SARS-CoV-2)
(ZHOU et al., 2020; XIAO et al., 2020). E importante salientar que esses surtos
ocasionados pelas DIEs destacam a importancia das mudancas demograficas, viagens,
comércios globais e alteracBes climaticas como possiveis motivadores para a sua
emergéncia (PETERSEN et al., 2018).

Dentre a grande diversidade viral, os virus de RNA se destacam, sendo mais
perigosos por apresentarem taxas altas de substituicdo de nucleotideos, baixa capacidade
de correcdo de erros e grande capacidade de adaptacdo a novos hospedeiros, incluindo aos
humanos (JONES et al., 2008). E o caso da recente pandemia ocasionada pelo coronavirus,
SARS-CoV-2, agente que causa a COVID-19 (do inglés, Coronavirus Disease 2019). Os
primeiros casos dessa doenca foram registrados em dezembro de 2019 em Wuhan, na
China (ZHU et al., 2020), e se expandiu para todo o mundo, provocando desafios criticos
em diversos setores sociais, da saude publica, da pesquisa cientifica, da comunidade
médica e da economia, sendo considerada pela Organizacdo Mundial de Saude como uma
doengca emergente de interesse internacional (FAUCI; LANE; REDFIELD, 2020;
LAPPAN et al., 2020; WACHARAPLUESADEE et al.,, 2021). O SARS-CoV-2
aparentemente teve sucesso em fazer sua transicdo de animais para humanos no mercado
de frutos do mar de Wuhan (VELAVAN; MEYER, 2020), porém sua origem ainda
permanece nédo resolvida (WACHARAPLUESADEE et al., 2021), sendo 0os morcegos-
ferradura (género Rhinolophus) os provaveis hospedeiros naturais (ZHOU et al., 2020;
STOUT et al., 2020). Os pangolins-malaios (Manis javanica) e outras espécies animais
negociados nos mercados de animais vivos (LAM et al., 2020; ZHANG; WU; ZHANG,
2020, XIAO et al., 2020) foram implicados como possiveis hospedeiros intermediarios da
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transmissdo viral, entretanto, ainda ndo existe um consenso cientifico sobre isso (STOUT
et al., 2020).

Essa atual pandemia nos mostra que o conhecimento dos patdgenos infecciosos
emergentes e reemergentes € um grande desafio, e ha a necessidade de vigilancia constante
e pesquisa robusta para compreender a biologia de novos organismos (FAUCI; LANE;
REDFIELD, 2020). Segundo Carroll et al. (2018), a nossa capacidade de mitigar o
surgimento de doencas é prejudicada pela nossa falta de compreensdo da diversidade e
ecologia das ameagas virais e dos fatores que levam ao seu surgimento. Por conta disso, as
pesquisas de infecgdes virais na fauna selvagem sdo de suma importancia, sendo a
vigilancia ativa indispensavel na prevencdo do surgimento de doencas, pois, assim, pode-se
identificar areas de risco antes que elas se tornem uma ameaca a salide humana e animal
(NAVA et al., 2017). Além disso, permite aprimorar nossa compreensdo da ecologia viral
e dos mecanismos de surgimento de doencas, fornecendo informagdes que poderdo reduzir
a morbidade e a mortalidade, acelerando o reconhecimento e a intervencdo (ANTHONY et
al., 2013). Por exemplo, com informacdes sobre os patogenos de diferentes espécies
hospedeiras, o esforco poderia se concentrar na amostragem de individuos de espécies
mais centrais para virus com taxas de mutacdo mais altas, como virus de RNA, que tém
maior potencial de propagacdo para humanos e outros animais selvagens e
domésticos (GOMEZ; NUNN; VERDU, 2013).

Essas pesquisas sdo de suma importancia no contexto de salde Unica, que é
definido pela One Health High Level Expert Panel (OHHLEP) como“uma abordagem
integrada e unificadora que visa equilibrar e otimizar de forma sustentavel a salude de
pessoas, animais e ecossistemas, reconhecendo que a saude dos seres humanos, animais
domeésticos e selvagens, plantas e 0 meio ambiente mais amplo (incluindo ecossistemas)
estdo intimamente ligados e interdependentes” (WHO, 2021).

Apesar dos avangos notaveis alcangados no campo da epidemiologia, patogénese e
controle de doencas virais, a emergéncia de novas doencas em populacdes animais e
humanas em menor escala temporal acarreta novos desafios para a pesquisa desses
organismos (QUINN et al., 2005). Além disso, a caracterizacdo dos eventos de
transmissdo de patdgenos de animais selvagens para humanos ainda € um importante
desafio cientifico dificultado pelas limitacbes de deteccdo de patdgenos em espécies
selvagens (JOHNSON et al., 2020), tanto pelas técnicas diagndsticas tradicionais, como

pela dificuldade em acessar esses animais em seu habitat natural.
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O uso de métodos diagnosticos como o isolamento viral, apesar de muito
importante para a histéria da virologia, pode ser limitado, ndo gerando resultados
satisfatdrios, pois sdo diversos os virus que ndo crescem em culturas por conta da auséncia
de linhagens celulares suscetiveis (GE et al., 2012). Com o desenvolvimento de novas
tecnologias moleculares, como a reacdo em cadeia da polimerase (PCR, do inglés
polymerase chain reaction), o numero de virus reconhecidos aumentou. Porém, para a sua
utilizacdo, é necessario conhecimento prévio da sequéncia viral a fim de realizar o desenho
dos oligonucleotideos para realiza¢do da técnica, o que limita principalmente a descoberta
de novos virus (VIRGIN; WHERRY; AHMED, 2009; VICTORIA et al., 2009;
CAVALCANTE, 2019).

Novos métodos, entretanto, conseguem identificar uma maior quantidade de virus,
ou toda a colegéo viral de uma amostra, chamado viroma (VIRGIN; TODD, 2011). Do
ponto de vista clinico, o viroma pode ser definido como a soma de todos 0s virus existentes
nos tecidos do hospedeiro ou o componente viral do microbioma, ndo sendo necessario que
0s virus estejam causando infecgdes agudas, persistentes ou latentes (LECUIT; ELOIT,
2013; VIRGIN, 2014; MOREIRA, 2016). O desenvolvimento do protocolo para a
caracterizagdo do viroma s6 foi possivel devido ao estabelecimento do sequenciamento de
nova geracdo (NGS — do inglés next generation sequencing) ou sequenciamento massivo
(HTS — do inglés high throughput sequencing), que permitiu 0 sequenciamento de um
grande volume de pares de bases nucleicos, aumentando a escala das analises genémicas,
sequenciando e genotipando milhares de regiGes e genomas de interesse em um Unico
passo, sem a necessidade do conhecimento prévio da sequéncia (CAVALCANTE, 2019;
CHRISTOFF, 2017; PAIM et al., 2019). Esse método tem a capacidade de captar
comunidades virais em um grande nimero de amostras, sem expectativas anteriores sobre
quais taxons serdo detectados, podendo identificar desde virus conhecidos a novos que
ainda ndo foram identificados (LECUIT; ELOIT, 2013; VIRGIN, 2014; BERGNER et al.,
2019).

Prevé-se que com o0 uso da técnica de HTS, o conhecimento da diversidade genética
viral presente em diferentes ambientes (RASTROJO; ALCAMI, et al., 2017;
GUERRERO-LATORRE et al., 2018) e nas espécies hospedeiras, 0 nimero de agentes
ndo caracterizados anteriormente reconhecidos, inclusive nos animais silvestres, cresca
rapidamente a medida que o uso dessa tecnologia se expanda (MANSFIELD;
SASSEVILLE; WESTMORELAND, 2014; LOJKIC et al., 2016). Sendo assim, 0 uso de
amplificacdo independente de sequéncia de &cidos nucleicos virais para metagenémica


https://www.sciencedirect.com/topics/immunology-and-microbiology/microbiome
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0168170216304993?casa_token=11mBZKInJBQAAAAA:DhDR3UGOVJ-UrCEhXskF2Cx4DKOz6TZPoK-_MFTLggN33_3lQRdqtX-2k96WVwsq_u0UjPlk#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0168170216304993?casa_token=11mBZKInJBQAAAAA:DhDR3UGOVJ-UrCEhXskF2Cx4DKOz6TZPoK-_MFTLggN33_3lQRdqtX-2k96WVwsq_u0UjPlk#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0048969718327050?casa_token=lHbeLn0oJyEAAAAA:aDr1wOk0aIcG1REDHxQXo4hli578PbF7ZBoT1yvDVYMxnP3XbLHR9HofNzv37G3nC48a3NCU#!
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lojki%26%23x00107%3B%20I%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27012914
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viral tem a capacidade de detectar com sensibilidade taxons que ndo sdo especificamente
direcionados e/ou ndo foram previamente descritos, mostrando assim um potencial de
mudar os entendimentos anteriores da diversidade e distribuicdo da comunidade viral com
base apenas em sorologia e PCR (VICTORIA et al., 2009; BERGNER et al., 2019).

Dentro deste contexto, podemos destacar pesquisas virais em trés grupos de
mamiferos (morcegos, roedores e primatas), que sdo fontes notorias de infeccGes da
maioria dos virus zoonéticos, correspondendo a 75,8% dos virus conhecidos até o
momento (JOHNSON et al., 2020). Possivelmente, isso se deve a grande diversidade de
espécies desses grupos e de suas caracteristicas ecoldgicas, como os tamanhos de suas
colbnias que facilitam a manutencdo das cadeias de transmisséo viral (DELWART et al.,
2012; JOHNSON et al., 2020). Por serem filogeneticamente mais relacionados aos
humanos, os primatas ndo humanos ao compartilharem diversas doengas com seus
“parentes proximos” tornam essa transferéncia cruzada de patdgenos mais preocupante do
gue com outros mamiferos e animais domésticos (ANDRADE, 2002; CHAPMAM et al.,
2005; KONDGEN et al., 2008; GOMEZ; NUNN; VERDU, 2012; MARSH et al., 2013;
DAVOUST; LEVASSEUR; MEDIANNIKOV, 2018; ESTES; WONG; BRENCHLEY,
2018; DEVAUX et al., 2019). Acredita-se que eles sejam frequentemente responsaveis
pelo surgimento de novas infec¢cBes humanas e, nesse contexto, o estudo de populacdes de
primatas selvagens pode conter importantes informacdes desde origem a evolucdo de
patdgenos e processos de transmissfes naturais de doencas, informacdes essas que podem
beneficiar o conhecimento e as agles para a salde publica (ESTRADA et al., 2017;
DAVOUST; LEVASSEUR; MEDIANNIKOQOV, 2018).

Os primatas representam o terceiro grupo de mamiferos com maior riqueza de
espécies, depois apenas dos morcegos e roedores, e ocorrem em 91 paises da regido
Neotropical, Africa e Asia. Entretanto, 65% das espécies sio encontradas em apenas quatro
paises - Brasil, Madagascar, Indonésia e Republica Democratica do Congo (ESTRADA et
al., 2017; ESTRADA et al., 2018; ESTRADA; GARBER; CHAUDHARY, 2020). As
espécies de primatas se dividem em duas parvordens: Catarrhini (Primatas do Velho
Mundo - PVM, que ocorrem na Africa e Asia) e Platyrrhini (Primatas Neotropicais - PN,
que ocorrem nas Ameéricas). O Brasil é o pais que abriga maior diversidade de PN e, nos
altimos anos, 0 nimero de descoberta de novas espécies vem aumentando (RYLANDS;
MITTERMEIER; SILVA, 2012; COSTA-ARAUJO et al., 2021). Contudo, este é o
terceiro pais do mundo com maior nimero de espécies de primatas ameacadas e em

declinio (ESTRADA et al., 2018), muitas das quais endémicas do pais.
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Nos PN, diversos virus ja foram registrados, alguns exemplos sdo: herpesvirus
(CASAGRANDE et al., 2014), papilomavirus (SILVESTRE et al., 2016; D’ARC et al.,
2020), poxvirus (ABRAHAO et al., 2010), virus da raiva (FAVORETTO et al., 2001),
espumavirus (MUNIZ et al., 2013), arbovirus (BATISTA et al., 2013) como virus da febre
amarela (DIEZ et al., 2019), virus da febre Mayaro (THOISY et al., 2003), virus da febre
de Ilhéus (THOISY et al., 2003), zika virus (TERZIAN et al., 2018; FAVORETTO et al.,
2019), dentre outros. Apesar de seu papel como reservatorios de muitos desses patdgenos,
a maioria deles de importancia para a satde publica, os PN podem também ser suscetiveis
as infecgbes compartilhadas com os humanos, desenvolvendo desde doenga clinica a fatal.
Como nas infeccBes por herpesvirus humano 1 (HHV-1, do inglés human herpesvirus type
1) que levou a obito diversos saguis selvagens e cativos (Callithrix spp.) (BRUNO et al.,
1997; LONGA et al., 2011; CASAGRANDE et al., 2014) e nas infec¢cdes pelo virus da
febre amarela (YFV), que nos surtos ocorridos nos ultimos anos (2008/2009 e 2016/2018),
principalmente nas regides Sul e Sudeste do Brasil, ocasionou 6bitos de humanos e de
diversos primatas, inclusive algumas espécies ja ameacadas de extingdo (ALMEIDA et al.,
2012; DIEZ et al., 2019; STRIER et al., 2019; ABREU et al., 2020).

As pesquisas virais nos animais selvagens da fauna brasileira estdo em ascenséo e,
com o advento das tecnologias de HTS, os viromas de varias espécies estdo sendo
caracterizados (WEBER et al., 2020; CANOVA et al., 2021), inclusive de primatas cativos
e selvagens, identificando até novas variantes virais (ULLMANN, 2014; MOREIRA,
2016; LIMA, 2016; MUNIZ et al., 2018; D’ARC et al., 2020; SANTOS et al., 2020).
Contudo, no que diz respeito a pesquisa de PN de vida livre na Amazodnia brasileira,
trabalhos nesta tematica ainda sdo escassos. Nessa regido, algumas espécies de PN,
inclusive de calitriquideos, tém seu habitat invadido pela urbanizacdo, submetendo-os a
sérios riscos sanitarios. Dentre estes riscos estdo as doencas infecciosas, muitas dessas
associadas ao contato direto ou indireto com fontes de infeccdo humana e de animais
domésticos (COSTA, 2014). Esses agentes infecciosos podem representar riscos
significativos para a conservacdo de populacdes de PN, muitos dos quais ja estdo
ameacados devido, principalmente, a perda de habitat. Porém, outros fatores como caca,
comeércio ilegal e disseminacdo de espécies invasoras também sdo pressdes que podem
impactar essas populacdes (CHAPMAN et al., 2005; ESTRADA; GARBER,;
CHAUDHARY, 2020).

O sauim-de-coleira (Saguinus bicolor) é uma espécie de calitriquideo categorizada
como Criticamente Ameacada de Extingdo pelo Livro Vermelho da Fauna Brasileira
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(VIDAL; GORDO; ROHE, 2018) e pela Red List da International Union for Conservation
of Nature (GORDO et al., 2021) e considerado como um dos 25 primatas mais ameacados
do mundo pelo Grupo de Especialistas em Primatas da SSC da IUCN (GORDO et al.,
2019). E uma das espécies de primatas da Amazonia que possui uma das menores areas de
distribuicdo geografica, ocorrendo apenas em parte dos municipios de Manaus, Rio Preto
da Eva e ltacoatiara, cobrindo uma é&rea inferior a 7.500Km2 (ROHE, 2006;
JERUSALINSKY et al., 2017). O principal fator preocupante para o sauim-de-coleira é a
perda de habitat, pois em Manaus a expansao urbana e agricola esta seguindo intensamente
em éareas de ocorréncia da espécie (ROHE, 2006). Inclusive, populacbes de sauins-de-
coleira de fragmentos florestais de Manaus estdo sofrendo por perda de variabilidade
genética ocasionada pela fragmentacdo ambiental (FARIAS et al., 2015). Essa perda de
diversidade genética pode aumentar potencialmente a suscetibilidade a doencas infecciosas
(CHAPMAN et al., 2005).

Contudo, os trabalhos relacionados a ocorréncia de agentes infecciosos nessa
espécie ainda sdo escassos, principalmente para os animais de vida livre. As pesquisas
realizadas registraram a ocorréncia de Trypanosoma spp. (MAIA DA SILVA et al., 2008),
Plasmodium spp. (SILVA et al., 2019), helmintos gastrointestinais (GOMES, 2019) e
alguns agentes virais especificos (SOLORIO, 2015).

Em relacdo a trabalhos com virus, Solorio (2015) realizou uma pesquisa de
levantamento de alguns agentes infecciosos em grupos de sauins-de-coleira selvagens,
realizando andlises moleculares especificas para alguns virus (Rotavirus A; Hantavirus,
Coronavirus; Flavivirus; Enterovirus; Influenza A; Adenovirus; Metapneumovirus; Virus
Sincitial Respiratorio Humano; Parainfluenza 1, 2, 3 e 4; Virus do Oeste do Nilo). Porém,
segundo Anthony et al. (2013), o uso apenas de PCR pode ser insuficiente pois: (1) limita a
vigilancia e a descoberta de virus nos alvos de ensaios; (2) as varia¢fes na concentracdo do
virus também podem influenciar a probabilidade de deteccéo; (3) o conjunto de tecidos
analisados pode limitar o diagnostico da diversidade viral.

Como muitas populacdes de sauim-de-coleira estdo inseridas em uma area com
crescente urbanizacdo e intensa fragmentagdo florestal, € importante conhecer o espectro
dos agentes etioldgicos presentes nessas populacdes para tentar entender seus efeitos na
salide e possiveis prejuizos a conservacdo da especie (MANSFIELD; SASSEVILLE;
WESTMORELAND, 2014). Segundo Estrada et al. (2017), os primatas em florestas
degradadas podem mostrar uma maior prevaléncia de parasitas e patdogenos e o estudo

desses animais em seu ambiente natural também pode nos auxiliar a ter uma melhor
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compreensdo sobre a relacdo entre biodiversidade e as doencas infecciosas (PONGSIRI et
al., 2009; DAVOUST; LEVASSEUR; MEDIANNIKOV, 2018; LAPPAN et al., 2020).
Além disso, a integracdo melhorada da capacitacdo e abordagem sistematica a vigilancia
de doencas na vida selvagem sdo fundamentais para a conservagdo das espécies ameacgadas
de extingdo (GROGAN et al., 2014). Portanto, o presente trabalho visa realizar a primeira
caracterizacdo do viroma fecal da espécie, investigando a riqueza e diversidade em grupos
de diferentes fragmentos florestais urbanos da cidade de Manaus, na Amazonia Central
brasileira, como uma estratégia de vigilancia precoce e importante no contexto da salde

Unica e da conservacao.
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1. OBJETIVO GERAL

Caracterizar o viroma de grupos de Saguinus bicolor e Saimiri sciureus da Amazoénia

Central brasileira.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Capitulo 1:

o Descrever a riqueza e diversidade viral em grupos de Saguinus bicolor de
diferentes fragmentos florestais urbanos;
o Testar a influéncia do numero de amostras sequenciadas no pool e o
tamanho do grupo sobre a diversidade viral;
o Testar se a composicao viral dos grupos de S. bicolor tem relagdo com a
proximidade geografica entre eles.

Capitulo 2:

o Descrever a riqueza e diversidade viral em um grupo de Saimiri sciureus
oriundo de um fragmento florestal urbano;

o Comparar a riqueza e diversidade do viroma de um grupo de Saguinus
bicolor e de um grupo de Saimiri sciureus, inseridos no mesmo fragmento florestal;
o Testar se ha diferenca na diversidade viral detectada entre 0s grupos a partir
de técnicas distintas de coleta.



32

Capitulo 1
Souza, AR, D’arc, M., Santos, AFA, Gordo, M. Diversidade do viroma fecal de grupos de
Saguinus bicolor: um primata criticamente ameacado de extingdo da Amazonia brasileira.

Manuscrito em preparacdo para American Journal of Primatology.
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RESUMO

Os virus sdo agentes causadores das principais doencas emergentes e pandemias das
Gltimas décadas, sendo a grande maioria delas de origem zoondtica. Dentro deste contexto,
a pesquisa do viroma através do uso do sequenciamento massivo (HTS) vem expandindo o
conhecimento dos virus presentes no ambiente e em diversas espécies animais. Apesar do
crescente esforco para conhecer 0s virus que ocorrem nos animais silvestres os estudos
sobre os agentes virais presentes em populacdes de primatas neotropicais de vida livre
ainda sdo bastante escassos. Nosso estudo teve como objetivo investigar o viroma fecal,
em nivel de familias virais, de sauins-de-coleira de fragmentos florestais de Manaus com
uso de HTS, usando dois métodos distintos de analise de bioinforméatica (BLASTX e
Kraken). Também avaliamos se a diversidade viral das familias virais de importancia para
mamiferos estaria relacionada com o tamanho do grupo, com o nimero de amostras por
pool e se a composicdo viral dos grupos analisados teria relagdo com a proximidade
geografica entre eles. Nossos resultados mostraram que ambos o0s métodos de
bioinformatica apresentaram grande divergéncia, sendo o Kraken a ferramenta que
identificou em nivel de familias virais a maior diversidade e abundancia. Dentre as familias
virais de importancia para mamiferos que apresentaram resultados mais expressivos no
numero de leituras foram a Poxviridae, Herpesviridae e Retroviridae, presentes em todos
0s grupos trabalhados. Nosso estudo ndo mostrou relacdo da riqueza e diversidade viral
com o nimero de amostras por pool ou com o tamanho do grupo. Muitas das comunidades
virais foram distintas entre os grupos de saiuns-de-coleira, sugerindo que a composi¢do do
viroma desses animais pode estar relacionada com diversas variaveis, desde individuais até
ambientais. O aprofundamento das pesquisas nas familias virais identificadas em nosso
trabalho sera essencial para verificar se 0s virus que estdo ocorrendo nesses animais séo de
importancia patogénica para a conservacao da espécie e para a saude publica.

Palavras-chave

Sequenciamento massivo, Metagendmica, Primata Neotropical, Callitrichidae.

1. INTRODUCAO

Os virus sdo um dos principais agentes responsaveis pelo aumento das doencas
infecciosas e os maiores causadores das doencas emergentes nas Ultimas décadas (Morand
& Figuié, 2018), incluindo as pandemias, sendo a maioria destas de origem animal (Carroll
et al.,, 2018, Mollentze & Streicker, 2020; Shivaprakash et al., 2021). Diante disto, a
vigilancia epidemiol6gica da fauna nativa é fundamental para se reconhecer os patdgenos
que podem ser possiveis ameagcas, identificando precocemente os agentes infecciosos de

importancia que estdo em reservatorios silvestres ou que ainda sdo desconhecidos (Keita et


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0960982221008010?casa_token=WYkpq7aOf4UAAAAA:2P5P56fzX2FVorkC2HXw0hBmEruV7lGB933jV74-5JQKQzX_pg6eY-bjexFIAn3I_gkaiyYH#!
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al., 2014). Essa necessidade de monitorar os patdgenos que afetam os humanos, a
conservacao da vida selvagem e a relacdo com o meio ambiente, tornaram-se cada vez
mais importantes dentro do conceito de SaGde Unica (Bueno et al., 2017; Shan et al.,

2011).

A pesquisa do viroma é um dos métodos diagndsticos que vem sendo bastante
utilizado nos ultimos anos, pois proporciona amplo conhecimento sobre os virus que
ocorrem desde em um organismo especifico até em um ecossistema (Tangherlini et al.,
2016). O desenvolvimento desta técnica s6 foi possivel com o advento de novas
tecnologias metagenémicas como o sequenciamento massivo (HTS - do inglés High-
Througput Sequecing), ferramenta que explora e analisa toda a colecdo viral de uma
amostra, conseguindo identificar desde virus ja conhecidos como novos ainda ndo descritos
(Lojki¢ et al., 2016). A utilizagdo desta técnica esta expandindo nosso conhecimento sobre
a riqueza, diversidade e distribuicdo de virus na natureza (Fancello et al., 2013; Santos et
al., 2020; Kutnjak et al., 2021). Além disso, este é considerado um método imparcial, ja
que ndo requer conhecimento prévio sobre 0s virus ou suas sequéncias de acidos nucleicos
que podem estar presentes (Canova et al., 2021). Neste processo € importante a escolha de
ferramentas de bioinformatica confidveis que fornecam avaliagbes precisas das
informagdes taxonOmicas virais para uma melhor avaliagdo da diversidade viral

(Tangherlini et al., 2016; Kutnjak et al., 2021)

Apesar do crescente esforco para conhecer 0s virus que ocorrem nos animais
silvestres (Anthony et al., 2013; Carroll et al., 2018), inclusive espécies da fauna brasileira
(Weber et al., 2020; Canova et al. 2021), os estudos sobre 0s agentes virais presentes em
populacdes de primatas amazonicos de vida livre ainda sdo bastante escassos. Este € um
fato preocupante, pois varias espécies possuem uma &rea de distribuicdo restrita € vém

sofrendo com a perda de habitat, o que levou algumas a serem classificadas em algum


https://www.nature.com/articles/srep28428#auth-M_-Tangherlini
https://sciprofiles.com/profile/543612
https://www.nature.com/articles/srep28428#auth-M_-Tangherlini
https://sciprofiles.com/profile/543612
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nivel de ameacada de extincdo. Um exemplo disso é o sauim-de-coleira (Saguinus bicolor),
um primata endémico da Amazdnia brasileira e classificado como criticamente em perigo
(Vidal et al., 2018; Gordoet al., 2019). Trata-se de um dos primatas amazonicos que
apresenta uma das menores areas de distribuigcdo, que é compreendida por parte da regido
metropolitana de Manaus (Gordo et al., 2013). Esta regido esta em profundo processo de
urbanizacdo, evento este que estd levando a intensa perda e fragmentagdo de &rea dessa

espécie (Gordo et al., 2019).

Sabe-se que o desmatamento e as alteracdes antrépicas em paisagens fragmentadas
podem ter implicacdes na distribuicdo de muitos microorganismos e estar associados ao
aumento dos niveis de doengas infecciosas, fatores estes que podem ser criticos para a
salde das populagcdes humanas, de animais domésticos e selvagens (Patz et al., 2004;
Marsh et al., 2013; Nunn & Gillespie, 2016; Estrada et al., 2017). Neste cenario, aumenta-
se a importancia e relevancia de um melhor reconhecimento e monitoramento do estado de
saude da fauna silvestre, com énfase para os primatas ndo humanos (Rondon et al., 2017;
Guimarédes et al., 2020). Pois, além deste grupo de animais ter um grande ndmero de
espécies classificadas em alguma categoria de ameaca de extin¢do (Estrada et al., 2017),
sua proximidade filogenética com os humanos pode acarretar no aumento do risco da
disseminacdo de agentes infecciosos de ambas as partes (Cooper & Nunn, 2013), j& que

eles sdo importantes reservatdrios de patdgenos zoonoticos (Shivaprakash et al., 2021).

Devido a isso, nosso estudo teve como objetivo investigar o viroma fecal, em nivel
de familias virais, de sauins-de-coleira de fragmentos florestais urbanos com uso de
sequenciamento massivo, testando dois métodos distintos de andlise de bioinformatica.
Além disso, foi avaliado se a diversidade viral estaria relacionada com o tamanho do grupo
e com 0 numero de amostras por pool; e se a composi¢do viral dos grupos teria relagdo

com a proximidade geografica entre eles.


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0960982221008010?casa_token=WYkpq7aOf4UAAAAA:2P5P56fzX2FVorkC2HXw0hBmEruV7lGB933jV74-5JQKQzX_pg6eY-bjexFIAn3I_gkaiyYH#!
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2. METODOS

2.1. Aspectos éticos

O projeto aderiu aos requisitos legais do pais apresentando autorizacdo para
execucdo através do numero 73263-1 do Sistema de Autorizagdo e Informagdo em
Biodiversidade (SISBIO — IBAMA) e o nimero de protocolo 002/2020 CEUA/UFAM
aprovado pelo Comité de Etica em Uso de Animais da Universidade Federal do Amazonas.
Também aderiu aos Principios da American Society of Primatologists (ASP) para o
tratamento ético de primatas ndo humanos e seguiu o0 Cédigo de Melhores Praticas para

Primatologia de Campo da American Society of Primatologists (Riley et al., 2014).
2.2. Areas de estudo

O estudo foi realizado entre junho de 2019 a novembro de 2020, em trés
fragmentos florestais urbanos e trés periurbanos localizados no municipio de Manaus,
Amazonas, Brasil (Fig. 1). As areas investigadas sdo fragmentos florestais que apresentam
cobertura vegetal caracteristica de mata tropical Umida, correspondendo a florestas
primarias e secundarias em diferentes estagios sucessionais (capoeiras) inseridos em uma
matriz urbana (Gordo, 2012) e uma borda de floresta primaria em fronteira com um bairro
da cidade, correspondente a um grande fragmento periurbano (Reserva Ducke). As

coordenadas das localizagOes onde foram realizadas as coletas encontram-se na Tabela 1.

2.3. Coleta das amostras

Para a captura dos grupos de sauim-de-coleira (Saguinus bicolor) foram utilizadas
armadilhas galvanizadas do tipo Tomahawk (modelo ZT973 — 450x210x210mm, e modelo
ZT974 — 700x400x400mm, dobraveis com estribo, pedal). Apds capturados, foi realizada a
sedacdo individual com a administracdo do dissociativo cloridrato de cetamina na dose de

20mg/kg, via intramuscular, com o0 intuito de minimizar o estresse durante o0s



38

procedimentos. Inicialmente, realizou-se a sexagem, estimativa de idade (determinada
usando caracteres da arcada dentaria e/ou reprodutivos), pesagem, biometria e avaliacdo
clinica geral. Os animais também receberam identificacdo digital por meio de aplicacdo de
microchip por via subcutanea para identificacdo individual em possiveis capturas futuras
pelo Projeto Sauim-de-Coleira da Universidade Federal do Amazonas (UFAM). Todos 0s
dados foram apontados em fichas individuais e realizado o registro fotografico de cada
individuo.

No total foram capturados nove grupos de Saguinus bicolor de vida livre (Tabela
1), com grupos variando de quatro a treze individuos (informacdes adicionais presentes no
material suplementar S1). Destes, foram coletadas fezes do maximo de animais possiveis
por grupo, variando de dois a doze individuos. Essas amostras foram coletadas
individualmente a partir da defecagdo, sem estimulos quimicos ou mecanicos, podendo
ocorrer desde a captura até a finalizacdo dos procedimentos. Cada armadilha e o local
sobre o qual foi colocada cada uma, durante e apOs a captura, foram previamente
individualizados e higienizados, e o local foi coberto por um papel tipo kraft limpo, para
aproveitamento das fezes liberadas durante todo o processo de captura e procedimentos. As
fezes foram armazenadas em tubo Falcon contendo a solucdo aquosa reagente de
armazenamento e estabilizacdo de acidos nucleicos, o RNAlater (Life Technologies,
Thermo Fisher, Califérnia, EUA). Os animais foram liberados no mesmo local de captura
no dia seguinte, logo no inicio da manhd, cerca de 12 horas ap0s a realizagdo dos

procedimentos.

Todo o material biologico foi mantido congelado a -20 °C no Projeto Sauim-de-
Coleira (Manaus, AM) e posteriormente encaminhado em caixa de isopor, acondicionado
em gelo seco e transportado por via aérea para o Laboratério de Diversidade e Doencas

Virais (LDDV) do Departamento de Genética da Universidade Federal do Rio de Janeiro
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(UFRJ), onde foram realizadas as analises laboratoriais. O protocolo utilizado para

sequenciamento foi estabelecido pelo LDDV/UFRIJ (D’arc et al., 2020).

2.4. Preparacdo das amostras

As amostras de fezes foram organizadas por grupo, formando no total nove
conjuntos de amostras denominados de “pools”, o sequenciamento das amostras
organizadas em pools permite um melhor aproveitamento quanto ao custo-beneficio do
experimento. Além disso, para nivelamento numérico dos individuos sequenciados dentro
dos pools que seriam futuramente comparados, foram selecionadas amostras de no méximo
oito individuos para compor cada pool. Etapas de enriquecimento viral foram realizadas
com o objetivo de maximizar o sequenciamento dos virus. Resumidamente, o preparo das
amostras iniciou-se com o descongelamento, seguido por homogeneizagdo em vortex. Para
a ruptura de grandes particulas sélidas, realizou-se transferéncia de aproximadamente 1mL
de amostra/RNAlater para tubos contendo beads de lise (Lysing Matrix E; MPBio) e
homogeneizacao via disruptor por 1min30seg, com intervalos a cada 30seg e incubag¢do em
banho de gelo por 1min para evitar o superaquecimento da amostra. Apos a disruptura, as
amostras foram centrifugadas a 6.000g/10min a 4°C e o sobrenadante foi transferido para
um tubo de 1,5mL estéril. Uma aliquota de 150ulL de cada amostra do mesmo pool foi
reunida no corpo de uma seringa estéril acoplada a um filtro Millipore (Millex-HV —
0,45um — SLHV0135L; Merck) e seu contetdo foi filtrado em um novo tubo de 1,5mL
estéril. Uma etapa de separacdo do componente viral por gradiente de sacarose foi
realizada adicionando-se 200uL de sacarose 20% em um novo tubo de 1,5mL estéril e
500uL do material filtrado, com cuidado para ndo misturar com a sacarose, seguida por
centrifugacao a 35.000g/1h30min a 4°C. Cerca de 500uL do sobrenadante foi descartado,
preservando aproximadamente 200uL. do material, correspondente a por¢do que contém as

particulas virais.
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Para a realizacdo da digestdo de acidos nucleicos, com finalidade de reduzir a
quantidade de material genético contaminante, foi realizado tratamento enzimatico com o
uso dos seguintes reagentes: 4U RNase-FreeDnase (Promega, Wisconsin — EUA), 6U
Baseline Zero Dnase (Epicenter, Wisconsin EUA), 10ug Rnase A (Ambion, Califérnia
EUA) e 3U Benzonase (Sigma, Missouri EUA), 25ul. de 10x Baseline-Zero Buffer
(Epicenter, Wisconsin, EUA). Essa mistura de enzimas foi adicionada em cada pool das
amostras, com volume final de 40uL e foi incubada por 1h30min a 37°C sob agitacdo de
300rpm. Seguida por centrifugacdo rapida para remog¢do de goticulas presas na tampa e
adi¢do de 2ul da solucdo de inativagdo 10x Baseline-Zero Stop Solution; a amostra foi
centrifugada e incubada novamente por 10min a 65°C. Apds a segunda incubagdo, a
solucdo foi centrifugada 10.000g/2min a temperatura ambiente. Aproximadamente 200pL
do sobrenadante foi armazenado em tubo de 1,5mL estéril e utilizado na extracdo de acidos

nucleicos, certificando que o agente inativador ndo foi transferido junto.

2.5. Extragdo dos acidos nucleicos

Apos o enriquecimento viral, os acidos nucleicos foram extraidos, utilizando kit
proprio, o QlAamp MinElute Virus Spin Kit (QIAGEN, Hilden German) (Kohl et al.,
2015). Para tanto, foram seguidas as instru¢fes do fabricante com pequenas modificacdes
no protocolo para melhor aproveitamento das analises, como: i) a ndo utilizagdo do tampao
Carrier RNA no Buffer AL; ii) ressuspensdo da protease com o Buffer AVE, ndo com o de
Protease Resuspension Buffer; iii) ndo foi realizada a etapa de lavagem com o AW1; iv) o

material foi eluido em 20uL de 4gua ultrapura.

Em seguida, o material foi submetido a sintese de DNA complementar (DNAC),
utilizando o Kit Superscript 111 First Strand Synthesis Supermix (LifeTech; Thermo Fisher

Scientific; Massachusetts, EUA). A sintese da segunda fita de DNAc foi realizada com a
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KlenowFragment 3’-5 ‘exo (New England Biolabs Inc Massachusetts, EUA), seguindo as

instrucdes do fabricante.

2.6. Preparacgéo das bibliotecas

O material extraido foi submetido a uma etapa de purificacdo e concentracéo,
utilizando o Kit Agencourt AMPure XP (cat # A63881; BeckmanCoulter - New Jersey,
EUA), seguindo o protocolo estabelecido pelo fabricante. Para a quantificacdo do DNA de
fita dupla (dsDNA) purificado, utilizamos o QuBit dsSDNA HS Assay Kit (cat # Q32851;
Thermo Fisher Scientific Massachusetts, EUA). A biblioteca foi montada usando o
Nextera XT DNA Library Preparation Kit (Illumina - Califérnia, EUA). Uma nova etapa
de purificacdo foi realizada, acrescida de selecdo de fragmento, usando 0 mesmo Kit citado
anteriormente. A quantificacdo da biblioteca também foi feita no QuBit dsDNA HS Assay
Kit (LifeTech) e para a determinacdo do tamanho da biblioteca foi utilizado o NEBNext ®
Library Quant Kit (NEB).

O mix de bibliotecas foi montado de forma equimolar e 0 sequenciamento massivo
foi realizado duas vezes, inicialmente usando 8pM no cartucho MiSeq V2 300-cycle
(Mllumina), e um segundo momento usando 12pM no cartucho MiSeq V3 500-cycle

(Humina).

2.7. Bioinformatica

Os arquivos FastQ gerados foram introduzidos em uma pipeline desenvolvida pelo
LDDV (D’arc et al., 2020), que inicia com um filtro de qualidade no qual removera
sequéncias com qualidade menor que 30 phred score (Q) e tamanho menor que 50 pares de
bases. Em seguida, foi feita a filtragem do genoma dos hospedeiros usando como
referéncia sequéncias dos genomas de todos os PN depositadas na plataforma Ensembl.org

(Saimiri  boliviensis  boliviensis — GCA_000235385.1; Callithrix jacchus -
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GCA _002754865.1; Aotus nancymaae — GCA _000952055.2; Cebus capucinu simitator -
GCA _001604975.1). As sequéncias mapeadas foram descartadas e as ndo mapeadas foram
usadas na ferramenta BLASTXx contra um banco de dados interno de virus de vertebrados,
e posteriormente, foi realizada uma segunda rodada no BLASTx NR utilizando agora todas
as sequéncias do banco de dados do GenBank para confirmar a proveniéncia do virus.
Ap0s essa Ultima busca por similaridade, com o resultado gerado pelo segundo BLASTX
foi utilizado o software MEGAN v.X (Huson et al., 2007) e as leituras virais foram

manualmente analisadas.

A ferramenta BLAST é amplamente utilizada por todos os segmentos da genética
molecular, incluindo em trabalhos com viroma, pois permite a busca por similaridade de
sequéncia, alinhando novas leituras com sequéncias conhecidas. Porém, caso a espécie
fonte esteja faltando no banco de dados a sua precisdo pode cair drasticamente (Brady &
Salzberg, 2009). Para resolver esse problema, surgiram ferramentas que aprimoraram
algoritmos de pesquisa para aumentar a tratabilidade de classificagbes de milhdes de
leituras, como € o caso do Kraken (Wood & Salzberg, 2014; Rose et al., 2016), que € um
software de classificacdo rapida de sequéncia que utiliza um algoritmo de
mapeamento interno de k -mer para ancestral comum mais baixo, consultando bancos de
dados do NCBI RefSeq (abril de 2021) (Wood & Salzberg, 2014). Dessa forma, também
analisamos os arquivos FastQ na ferramenta Kraken 1.0, sendo os k-mers especificos de
clados de virus consultados. Os resultados das analises gerados no Kraken foram
visualizados no software Krona (Ondov et al., 2011) que gerou os graficos html interativos
para resultados de classificacdo hierarquica (Shen et al., 2021). Assim, foi executado o
Kraken em conjunto com o BLASTx a fim de classificar as leituras que nao foram

identificadas por algum deles.


https://thesequencingcenter.com/wp-content/uploads/2019/07/wood_kraken.pdf
https://en.wikipedia.org/wiki/K-mer
https://en.wikipedia.org/wiki/Most_recent_common_ancestor
https://thesequencingcenter.com/wp-content/uploads/2019/07/wood_kraken.pdf
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2.8. Abundancia e diversidade viral

Os dados gerados pelo Kraken foram utilizados para as andlises estatisticas, por
apresentar uma maior diversidade de familias virais identificadas nas bibliotecas. Foi feita
a classificagdo usando dados do hospedeiro da International Committee on Taxonomy of
Viruses - ICTV (abril de 2021) e para nosso estudo utilizamos apenas os dados gerados dos
virus associados a infec¢es de mamiferos.

Foi realizada uma andlise para verificar a composicao, riqueza e diversidade viral
de todos os nove grupos capturados. A riqueza do viroma e a diversidade alfa (Riqueza
normalizada e Shannon efetivo) foram calculadas para cada biblioteca no nivel da familia
de virus (relacionados a mamiferos) usando conjuntos de scripts Rhea modificados
(Lagkouvardos et al., 2017; Geoghegan et al., 2021), utilizando o R v3.4.0 integrado ao
RStudio v1.0.143. Em nosso trabalho, para visualizagGes e comparagOes estatisticas entre
as amostras, utilizamos como valor de diversidade alfa o Shannon efetivo, de acordo com
as recomendacdes de Lagkouvardos et al. (2017). O script Rhea realizou a normalizagéo
dos dados, pois como o sequenciamento geralmente resulta em um numero diferente de
sequéncias por amostras, esse procedimento é necessario para alinhar as contagens de
leitura antes da anélise, realizado por um procedimento denominado rarefacdo
(Lagkouvardos et al., 2017).

Para testar se a composicado do viroma dos grupos do mesmo fragmento florestal ou
mais proximos geograficamente sdo mais relacionados do que grupos mais distantes, foi
realizado uma anélise de Cluster de similaridade de Jaccard (Jaccard, 1912), considerando
presenca e auséncia, e o teste de Mantel (Mantel, 1967), testando apenas os virus de
mamiferos, através do pacote Vegan (Oksanen et al., 2020). Para verificar se ha relacdo

entre a diversidade viral com o tamanho do grupo, e com 0 nimero de amostras de animais
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no pool, tanto para todos os virus como para virus de importancia para mamiferos,

realizamos um teste de relacdo linear.

3. RESULTADOS

3.1. Viséo geral dos dados de sequéncia

O sequenciamento massivo gerou no agrupamento dos dois sequenciamentos das
nove bibliotecas um total de 27.740.940 leituras brutas que foram analisadas em duas
ferramentas distintas (Tabela 2). Os dados resultantes mostraram grande divergéncia,
sendo o Kraken a ferramenta que identificou em nivel de familias virais a maior
diversidade e abundancia, seguida pelo BLASTx. No geral, as familias virais encontradas
corresponderam a uma grande variedade de virus capazes de infectar uma gama de
hospedeiros, desde bactérias, arqueas, algas, fungos, plantas, invertebrados a vertebrados.

No BLASTX, apos filtragem de qualidade, tamanho e genoma do hospedeiro,
recuperamos 13.083.367 leituras (65,5%), que passaram por mais duas filtragens que
identificou como leituras para virus um total de 5.378 (0,04%). Enquanto que no Kraken os
dados gerados pelo sequenciamento, apds processamento de qualidade e tamanho,
recuperaram 10.638.127 leituras sequenciadas e, apos filtragem especifica para virus,
identificou 70.762 leituras (0,66%).

A partir das analises em ambas as ferramentas, verificamos que a familia viral
Coronaviridae foi bastante abundante, com ndmero de leituras brutas de 3.820 (70% das
leituras) no BLASTX e 4.022 (6,06% das leituras) no Kraken, neste tltimo sendo detectada
em todos os grupos de animais trabalhados. Porém, esse numero correspondia em quase
sua totalidade ao virus SARS-CoV-2 (do inglés Severe Acute Respiratory Syndrome
Coronavirus type 2), tendo alta homologia identificada em ambas as plataformas. Por
estarmos em pandemia ativa e o laboratdrio onde foram realizadas as analises laboratoriais

estar trabalhando com o diagndstico de SARS-CoV-2, acreditamos fortemente em um
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sequenciamento ndo especifico devido a contaminacdo ambiental das bibliotecas por este
virus, inclusive pelo fato de algumas das amostras terem sido coletadas antes da pandemia
em Manaus. Isso foi corroborado por Sacchetto et al. (2021) que ao analisar 0s mesmos 26
sauins correspondentes a quatro dos nove grupos aqui estudados, com amostras de sangue
coletadas durante a pandemia de COVID-19, ndo encontraram evidéncias da presenca de
SARS-CoV-2. Por conta disso, realizamos a retirada desta familia viral na apresentacdo
subsequente dos dados e analises estatisticas. Vide o material suplementar S2 para melhor

explanacao sobre a putativa contaminagdo ambiental por SARS-CoV-2.
3.1.1. BLASTX

Com a retirada de todas as leituras para Coronaviridae restaram 1.575 leituras
(29,3%), correspondendo a 16 familias virais. O nimero de leituras para cada pool
sequenciado variou de 42 a 424 leituras (Tabela 2). ldentificamos sequéncias de cinco
familias virais associadas a hospedeiros vertebrados (74%), bem como outras familias que
infectam bactérias (24%), plantas (1%) e sem classificacdo (1%) (material suplementar
S3). As familias virais de importancia para vertebrados foram: Adenoviridae,
Herpesviridae, Papillomaviridae, Poxviridae e Retroviridae. Destas, Herpesviridae foi a
que apresentou maior abundancia de leituras (1.026; 65%), presente em cinco dos grupos
analisados. Para bacteriofagos, a familia viral com maior nimero de leituras foi a

Siphoviridae, com 158 leituras (10%), presente em todos 0S grupos.

3.1.2. Kraken

No total foram identificadas 95 familias virais, apos a retirada de Coronaviridae.
As familias com importancia para infecgdes de mamiferos apresentaram 37.290 leituras
(59,8%) de um total de 29 familias virais; quatro familias de importancia para outros
vertebrados (peixes, anfibios e aves) e 62 familias virais correspondentes principalmente a

bactérias, plantas, fungos e invertebrados (material suplementar S4-S5) também compdem
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a diversidade viral encontrada utilizando-se esta ferramenta. As familias virais de interesse
para mamiferos que apresentaram resultados mais expressivos no numero de leituras foram
a Poxviridae (29.285; 47%), Herpesviridae (3.975; 6,37%) e Retroviridae (3.298; 5,3%).
Essas familias estavam presentes em todos 0s grupos trabalhados.

3.2. Diversidade e abundancia de virus de mamiferos

Inicialmente realizou-se a normalizacdo dos dados gerados pelo Kraken utilizando
a pipeline Rhea (Lagkouvardos et al., 2017), a fim de remover viés devido aos diferentes
tamanhos das amostras. Apos normalizacdo, a riqueza reduziu de 95 para 71 familias virais
para todos os virus (material suplementar S6), e daquelas familias virais de importancia
para mamiferos foi de 29 para 22 familias virais (Tabela 3; material suplementar S7). Com
relacdo a abundancia, os virus de mamiferos representaram 62% dos viromas, enquanto 0s
virus bacteriofagos corresponderam a 35% (com maior representatividade de Siphoviridae
e Myoviridae). Os outros virus representaram apenas 3% (Fig. 2).

Para as analises estatisticas foi utilizado apenas os valores atribuidos as 22 familias
de virus associados a hospedeiros mamiferos. Focamos as analises apenas nesses Vvirus,
pois provavelmente estavam infectando diretamente 0s grupos de sauins-de-coleira
amostrados, em vez de estarem associados ao ambiente, dieta ou parasitas co-infectando
(Geogeghan et al., 2021). Destas familias virais, sete corresponderam a virus de DNA,
enguanto 15 corresponderam a virus de RNA.

Em todos os grupos de sauins-de-coleira, a familia viral encontrada em maior
abundancia foi a Poxviridae (79% dos virus de mamiferos encontrados), seguida por
Herpesviridae (9%), Retroviridae (8%) e Adenoviridae (1%). Outras familias virais
encontradas em menor abundancia foram Phenuiviridae, Picornaviridae, Reoviridae,
Polyomaviridae, Flaviviridae, Caliciviridae, Circoviridae, Rhabdoviridae, Tobaniviridae,

Parvoviridae, Papillomaviridae, Peribunyaviridae, Arenaviridae, Picobirnaviridae,


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lagkouvardos%20I%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28097056
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Hantaviridae, Paramyxoviridae, Orthomyxoviridae e Arteriviridae (totalizando 3%) (Fig.
3).
3.3. Variacdo na diversidade viral entre grupos e efeitos da distancia geografica

A riqueza normalizada dos grupos variou de seis a 17 familias virais,
correspondentes aos grupos SUMS e CIGS, respectivamente. A diversidade alfa variou de
3,77 a 1,16, dos grupos CIGS e JQ, respectivamente (Tabela 4; material suplementar S8).
As informac0es sobre valores de riqueza e diversidades de todos 0s grupos encontram-se
no material suplementar S9.

A curva de rarefacdo gerada pela pipeline Rhea mostrou que apenas quatro dos
grupos trabalhados atingiram a estabilizacdo (MUSA, SUMN, SUMS e VV). Os demais
grupos apresentaram uma curva de amostragem da diversidade ainda em crescimento
(CIGS, FCA, JQ, PQ e TA), sendo o grupo CIGS o que possui a curva menos estavel

(material suplementar S10).

As analises de regressao linearindicaram que ndo ha relacdo significativa entre a
diversidade viral com o tamanho do grupo (N=9; R?=0,168; p=0,273), nem com o nlimero
de animais por pool (N=9; R?=0,219; p=0,205) (material suplementar S11). A riqueza
normalizada de familias virais também nado apresentou relacdo significativa com o nimero
de animais por grupo (N=9; R?=0,0; p=0,989) e nem com o niimero de animais por pool

(N=9; R?=0,141; p=0,319) (material suplementar S12).

Através da analise de cluster, ndo foi encontrado um padrdo de agrupamento entre
os grupos dos fragmentos florestais mais préximos, nem mesmo dentro do mesmo
fragmento, com excecéo dos grupos JQ e VV, do fragmento florestal da UFAM. Entretanto
0 grupo FCA, presente no mesmo fragmento, mostrou pouca similaridade com os demais
grupos desse fragmento, agrupando-se com o grupo PQ, em um fragmento bem distante.

De forma semelhante, os dois grupos vizinhos dentro do Parque Sumauma (SUMN e
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SUMS) tiveram maior similaridade com grupos de outros fragmentos florestais distantes
do que entre si (Fig. 4) (a matriz de Jaccard encontra-se no material suplementar S13).
Através do teste de Mantel (r= 0.2099, p=0.2594), também néo foi verificada a influéncia

da distancia entre os grupos e a diversidade viral.

4. DISCUSSAO

As pesquisas realizadas sobre 0s virus em Saguinus bicolor na natureza estavam
restritas a utilizacdo de técnicas de PCR, buscando virus especificos na espécie (Solorio,
2015). Apesar desses resultados, o conhecimento do viroma do sauim-de-coleira ainda era
desconhecido, havendo uma grande lacuna sobre a diversidade viral desses animais. Neste
estudo foi utilizada de forma inédita 0 sequenciamento massivo seguido por analise de

metagendmica para descrever o viroma fecal do primata sauim-de-coleira.

Apesar de ainda ser menos aplicada do que a PCR, a metagendmica aplicada ao
estudo do viroma permite a captura de uma grande diversidade de virus. Esse método
virtualmente possibilita 0 acesso a todas as sequéncias dos acidos nucleicos virais
presentes em uma determinada amostra bioldgica, proporcionando a expansdo do Nnosso
conhecimento sobre a diversidade e distribuicdo viral e possibilita também a descoberta de
variantes relacionadas a virus conhecidos e até os ainda ndo descritos (Fancello et al.,
2013; Anthony et al., 2013; Geoghegan et al., 2021; Salmier et al., 2017; Santos et al.,

2020).

Neste estudo foram utilizadas duas ferramentas distintas em conjunto para analisar
os dados gerados pelo sequenciamento, gerando resultados ainda mais relevantes para
maximizar a sensibilidade das analises (Wood & Salzberg, 2014). Das ferramentas
utilizadas, o Kraken permitiu a classificacdo de uma maior diversidade de familias virais

gerais e daquelas de importancia para mamiferos. Apesar de ser um método recente, essa
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ferramenta vem sendo utilizada com bastante eficiéncia em trabalhos para analise dos
dados sequenciais de viromas tanto de humanos como de outros animais (Chen et al., 2018;
Han et al., 2018; Park & Kim, 2020; Nantel-Fortier et al., 2021; Shen et al., 2021), tendo
Otima precisdo possibilitada pelo alto e ainda crescente nimero de genomas microbianos
sequenciados no seu banco de dados (Wood & Salzberg, 2014). Evidenciando que a
escolha das ferramentas bioinformaticas para a analise de metagenomas virais podem

influenciar fortemente a visdo da diversidade viral (Tangherlini et al., 2016).

A utilizacdo das fezes para determinar a presenca de patdgenos tem apresentado
dados confiaveis nas pesquisas com primatas selvagens (Davoust et al., 2018), sendo
comumente utilizadas na caracterizacao de viroma de diversas espécies por apresentar uma
maior diversidade viral (Bodewes et al., 2013; Lojki¢ et al., 2016; Salmier et al., 2017)
qguando comparado a outras amostras (Xiao et al., 2020). Para algumas especies de
animais, inclusive de primatas de maior porte, as fezes ja foram utilizadas sem necessidade
de captura, pois como trata-se de amostras ndo invasivas, pode-se ter uma maior facilidade
de coleta no ambiente, abrindo também novas possibilidades na pesquisa de epidemiologia
molecular e na analise evolutiva de doengas infecciosas (D’arc et al., 2018; Davoust et al.,

2018).

Geralmente a dominancia do viroma fecal é constituida pelos virus bacteriéfagos
(D’arc et al., 2018; Chen et al., 2019; Zhao et al., 2019; Sawaswong et al., 2019; Campbell
et al, 2020). Em estudos comparativos dos viromas das fezes de macacos
verdes (Clorocebus sabeus), babuinos (Papio papio) e bugios (Alouatta macconnelli) foi
revelado que a heterogeneidade dos viromas foi dominado por virus bacteriéfagos para
babuinos e bugios, ao contrario dos viromas de macacos verdes, que continha maioria
correspondente a uma familia viral eucarionte (Davoust et al., 2018), assim como no caso

do viroma fecal de Saguinus bicolor que apresentou nos dois métodos utilizados uma
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dominéncia por virus de eucariontes, com altos valores de leituras de virus de mamiferos
que corresponderam principalmente a familia Poxviridae no Kraken e Herpesviridae no

BLASTX.

A familia Poxviridae compreende virus envelopados de DNA capazes de infectar
uma variedade de hospedeiros invertebrados e vertebradose podem ser patdgenos
importantes de alto impacto para a satde publica (Kroon et al., 2011; Wanzeller et al.,
2017; Abrahdo et al., 2009; Oliveira et al., 2017). No Brasil, ja foram registrados poxvirus
em uma gama de espécies tanto da fauna doméstica como na silvestre, detectando desde
anticorpos de virus ja conhecidos como na identificacdo de novas espécies (Fonseca, 1998;
Trindade et al., 2007; Kroon et al., 2011; Peres et al., 2013; Barbosa et al., 2014; Peres et
al., 2016; Dutra et al., 2017; Miranda et al., 2017; Hora et al., 2021). A infeccéo patogénica
de poxvirus em PN no Brasil ainda é desconhecida. Apesar de ja ter sido encontrado uma
alta prevaléncia de ortopoxvirus em Sapajus apella e Allouata caraya, no leste da
Amazonia (Abrah&o et al., 2010), ndo foi possivel verificar a relacdo entre a prevaléncia e
o0 surgimento de infec¢Bes patogénicas nos animais, além de infec¢bes zoonoticas. Porém,
em calitriquideos cativos mantidos na Europa e EUA, ha relatos de surtos desses virus com
alta morbidade e mortalidade (Métz-Rensing et al., 2006). Apesar da familia Poxviridae
corresponder a maior abundancia na composi¢do do viroma dos grupos de Saguinus
bicolor do nosso trabalho, correspondendo a 79% dos virus de mamiferos, ndo podemos
afirmar que todos esses virus encontrados sejam patogénicos para 0s primatas, sendo
necessario identificar em nivel de espécie. Em outros trabalhos de caracterizacdo de
viroma de primatas do género Sapajus no Brasil foi encontrado poxvirus compondo a
microbiota oral dos animais (Santos et al., 2020) e fecal (Moreira, 2016). Em primatas
cativos j& foram identificadas sequéncias genéticas muito semelhantes com um poxvirus

identificado inicialmente em um roedor amazonico, o0 BeAn 58058 (BAV) (Fonseca et al.,
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1998) e que ainda ndo foi atribuido a um género dentro da familia (Wanzeller et al., 2017,
D’arc 2021, comunicagdo pessoal). Alguns pesquisadores sugerem que os roedores e
marsupiais, podem ser reservatdrios de poxvirus importantes (Abrahdo et al., 2009;
Oliveira et al., 2017; Miranda et al., 2017) e como esses animais possuem vasta
distribuicdo nas nossas areas trabalhadas (Malcolm, 1991) com altos registros deles nas
plataformas de capturas dos sauins-de-coleira, podemos acreditar que eles podem ser

potenciais transmissores desses virus para 0s primatas.

Outra familia viral que apresentou grande composi¢do do viroma observado nas
ferramentas analisadas, foi a Herpesviridae, virus de DNA de fita dupla. Em relacdo a essa
familia viral, sabe-se que eles tém potencial patogénico limitado ap6s a infeccdo priméria
de seus hospedeiros naturais, geralmente ndo causam infeccbes graves em animais
saudaveis, sendo a maioria dessas infec¢bes assintomaticas (Fleckenstein & Ensser, 2007,
Aswad & Katzourakis, 2014; Eberle & Jones-Engel, 2017). Embora a maioria das
infeccbes cruzadas de espécies sejam provavelmente abortivas (ou seja, 0 virus ndo pode
completar seu ciclo replicativo para produzir uma infeccdo ativa ou latente ou causar
doencga clinica), alguns herpesvirus podem produzir infeccbes graves ou letais quando
transmitidos a uma espécie hospedeira ndo natural (Eberle & Jones-Engel, 2017). Os
primatas sdo naturalmente infectados com varios herpesvirus (Eberle & Jones-Engel,
2017), porém apenas o herpesvirus macacino 1 (virus B) que ocorre naturalmente em
macacos asiaticos do género Macaca € conhecido por ser patogénico para humanos
(Huemer et al., 2002; Huff& Barry, 2003; Eberle & Jones-Engel, 2017). Os humanos séo o
hospedeiro original do herpesvirus humano 1 (HHV-1), sendo este virus ja registrado
causando infeccdo fatal em Callithrix jacchus em cativeiro (Huemer et al., 2002; Matz-
Rensing et al., 2003; Casagrande et al., 2014) e em vida livre (Bruno et al., 1997; Longa et

al., 2011). Pelas analises do Kraken, essa familia viral estava presente em todos 0s grupos



52

e pelo BLASTX foi identificada em cinco grupos. Em nosso estudo, a maioria dos sauins-
de-coleira estavam clinicamente saudaveis, porém alguns apresentavam verrugas unicas na
face (um macho do grupo VV), na regido genital (uma fémea do grupo FCA, um macho do
grupo JQ e um macho do grupo VV) e Ulcera unica na mucosa oral (uma fémea do grupo
TA), esta Ultima observada em outros trabalhos de primatas com sintomatologia e
diagnosticado para herpesvirus (Longa et al., 2011), o que talvez possa ser um indicativo
dessa patologia nesses animais. Porém, ndo podemos descartar que essas Ulceras podem ser
decorrentes de infecc¢do por outro virus, como o papilomavirus, ou até mesmo outro agente
etioldgico ndo viral. A familia Papilomaviridae também foi encontrada em quatro grupos,
porém com menor abundancia, virus esses que ja foram identificados em outros primatas e

recentemente descritas novas cepas no Brasil (Silvestre et al., 2016; D’arc et al., 2020).

As familias Retroviridae e Adenoviridae também foram encontradas com ambas as
ferramentas, no Kraken esta compondo porcentagem significativa do viroma dos S.
bicolor, presente em todos os grupos e em cinco grupos, respectivamente. Os retrovirus
sdo virus envelopados de RNA inteiramente restritos aos hospedeiros vertebrados e estdo
presentes na maioria das espécies de primatas (Keita et al., 2014), inclusive os PN. Esses
virus podem ser enddgenos ou exdgenos, sendo 0 espumavirus o Unico retrovirus exdgeno
conhecido por infectar PN (Santos et al., 2019), ja identificado em uma gama de
hospedeiros de primatas brasileiros cativos e de vida livre (Muniz et al., 2013; Muniz et al.,
2015; Miranda et al., 2019). A familia Adenoviridae, virus DNA n&do-envelopado, também
ja foi isolada ou detectada em representantes de varias espécies de vertebrados (Harrach et
al., 2019), inclusive em PN (Podgorski et al., 2018). Nos PN hé relatos de ocorréncia tanto
em animais de vida livre, porém ainda pouco se sabe sobre alteracbes patologicas neles
(Wevers et al., 2011), e em infecgcbes em animais cativos, sem e com sintomatologias,

como pneumonia e diarreia (Shroyer et al., 1979; Chen et al., 2011; Hall et al, 2012; Gél
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et.,, 2013). Em trabalho de Duarte e colaboradores (2019) com espécies de mamiferos e
aves selvagens no Brasil, essa familia viral foi a que apresentou maior nimero de contigs

virais obtidos.

Outras familias virais de importancia zoonética presentes em alguns grupos de
sauins-de-coleira, encontradas apenas no Kraken, foram as familias Reoviridae e
Hantaviridae, ambos virus de RNA, que também foram encontradas em alguns individuos
da espécie por Solorio (2015) com teste de PCR (18,75% individuos positivos para
rotavirus tipo A e 9,3% para hantavirus) de individuos provenientes de fragmentos urbanos
de Manaus e, como em nosso trabalho, nenhum animal apresentava sintomatologias
compativeis para nenhum dos virus. Em relacdo aos rotavirus (Familia Reoviridae)
conhecemos poucos estudos que pesquisam o0 patdgeno ou anticorpos contra esse virus em
PN (Souza et al., 2012; Molina et al., 2019). Porém sabe-se que esses sdo um dos agentes
etioldgicos mais importantes causadores de diarreia em humanos e que é capaz de infectar
uma grande variedade de espécies animais (Pimentel & Costa, 2010) tendo sua transmissao
oral-fecal, por 4gua e alimentos contaminados. Sobre os hantavirus, infec¢Ges naturais de
primatas em recintos ao ar livre na Alemanha ja foram diagnosticadas (Mertens et al.,
2011), porém ndo existem relatos da presenca de hantavirus em PN de vida livre, além
deste estudo anterior com sauins-de-coleira (Solorio, 2015). Entretanto, alguns hantavirus
ndo tiveram ainda a sua patogenicidade determinada em animais, podendo ser apatogénicos
(Rovid-Spickler, 2018). Os roedores sdo 0s principais reservatorios naturais de
hantavirus (Laenen et al., 2019) e em experimento realizado por Suzan e colaboradores
(2008) com esse virus em roedores selvagens no Panama, foi verificado que os
reservatorios do virus foram mais encontrados em habitats perturbados e de borda do que
em areas florestais mais preservadas, sugerindo que a perda e fragmentacdo de habitat e a

diversidade de espécies estdo alterando a dinamica desta doenca.
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Os roedores e marsupiais podem servir como hospedeiros amplificadores de
diversos patogenos (Miranda et al., 2017; Shivaprakash et al., 2021), como algumas
familias virais encontradas em nosso estudo. Esses pequenos mamiferos, em areas
fragmentadas e perturbadas, frequentemente aumentam sua abundancia e mostram uma
relativa falta de separacédo entre suas distribuigdes no espaco vertical (Lambert et al., 2006;
Mendes-Oliveira et al., 2015). Cenario que pode estar aproximando esses animais aos
grupos de primatas que trabalhamos, ja que as areas estudadas sdo caracterizadas pelo

intenso impacto antrépico (Gordo et al., 2013).

Apesar de o sequenciamento de viromas fecais de animais selvagens vir revelando
muitos virus eucariéticos, para a maioria desses ainda é desconhecido o potencial
patogénico, sendo uma tarefa desafiadora e um foco para futuras investigagdes clinicas e
de patogénese (Sawaswon et al., 2019; Lecuit & Eloit, 2013). Fator este que apontamos em
nosso estudo, pois apesar de termos registrado uma grande diversidade de familias virais
de interesse para infeccGes de mamiferos e os grupos de sauins trabalhados apresentavam-
se aparentemente saudaveis no momento das capturas, para termos uma maior nogao se 0S
virus aqui caracterizados sdo potenciais patogénicos sera necessario realizarmos trabalhos
futuros para identificacdo dos virus em nivel de espécie e de associacdo com

desenvolvimento patogénico.

Nosso estudo ndo mostrou correlacdo da diversidade viral com o numero de
amostras por pool, demonstrando que as diferencas amostrais ndo afetaram os resultados.
Também ndo houve relacdo da diversidade viral com o tamanho do grupo (nimero de
individuos), resultado também observado pelo trabalho de Bergner e colaboradores (2020)
com amostras de fezes de populacGes de morcegos. Neste contexto, ainda sdo poucos 0s
estudos com primatas que relacionam o tamanho do grupo e o risco de transmissdo de

doengas, sendo importante ter uma visdo menos simplista e comecar a considerar outras
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variaveis importantes, como as caracteristicas do ambiente, 0 modo de transmissdo do
patdgeno e os padrdes reais de contato dentro dos grupos (Nunn & Altizer, 2006). Além
disso, como estamos tratando a comunidade viral em nivel de grupo, a compreensdo dos
fatores em nivel individual (sexo, idade, status hierarquico, estado reprodutivo e estresse)
pode fornecer um quadro mais completo dos determinantes da diversidade viral (Bergner et
al., 2020).

A composicdo viral também ndo esteve relacionada com a proximidade espacial
dos grupos trabalhados. Segundo Farias e colaboradores (2015) individuos de sauins-de-
coleira de diferentes fragmentos florestais de Manaus representam geneticamente uma
populacdo panmitica, que ndo estdo geneticamente estruturadas nos diferentes fragmentos
florestais devido ao alto fluxo génico que continuou ocorrendo ao longo do tempo, apesar
do isolamento recente desses fragmentos. Essa pode ser uma das explicagdes para que essa
composi¢do do viroma dos grupos em nivel de familia viral ndo seja diferente nos grupos
analisados na paisagem, entretanto a identificacdo dos virus em nivel de espécie deve ser

avaliada no futuro para confirmar essa hipotese.

Dos grupos trabalhados, o CIGS foi 0 que apresentou maior riqueza e diversidade
de familias virais, apesar de este ser 0 grupo que apresentou menor nimero de amostras em
sua composicdo. Acreditamos que esse grupo por estar inserido em um fragmento florestal
ao lado de um zooldgico, pode estar exposto a diversos patdgenos pela probabilidade de
maior contato direto ou indireto com primatas de outras espécies e outros animais
silvestres cativos. O espectro de patdgenos em animais em zooldgicos, inclusive primatas,
pode ser distinta das populacGes selvagens devido a diversas condi¢bes, como fatores
estressores e exposicdo a outras espéecies de animais ndo tipicamente encontradas em um
ambiente natural, consequentemente ao possivel contato com agentes infecciosos diversos

(Bailey& Mansfield, 2010). Porém, serd necessario avaliar outras variaveis para se ter uma
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melhor compreensao dos possiveis fatores que levaram esse grupo a apresentar essa grande

diversidade.

O S. bicolor, como uma espécie tipica de calitriquideo, vem conseguindo
sobreviver em areas fragmentadas e com alto grau de perturbacdo (Gordo et al., 2013),
entretanto este cenario pode ser favoravel a uma maior transmissao de patégenos, inclusive
de etiologia viral (Solorio, 2015; Balasubramaniam et al., 2020). Assim, a investigagdo em
populacdes saudaveis pode fornecer um nivel basico do conhecimento sobre os virus que
estdo presentes em hospedeiros sadios, 0 que pode ajudar a compreender o papel de certos
patégenos em caso de um surto de doencgas infecciosas em animais selvagens (Bodewes et
al., 2013). Além dos expostos, o conhecimento do viroma fecal de sauins-de-coleira de
vida livre pode gerar informagdes importantes para elucidar sobre um dos principais
problemas de doencas recorrentes, aindade etiologia desconhecida, que afeta essa espécie e
outros calitriquideosmantidos em cativeiro, conhecida como sindrome do emagrecimento
progressivo (SEP) que é acompanhada de diarreia cronica, anemia, atrofia muscular,
alopecia e, muitas vezes, leva ao obito dos animais (laleggio & Baker, 1995; Richards-Rios
etal., 2021).

Neste contexto, os estudos sobre os agentes virais presentes em animais ameacados
de extincdo podem proporcionar informacgdes valiosas para uma melhor compreensédo das
ameacas potenciais a sua saude e, assim, poder sustentar esforcos essenciais para a sua
conservacao e para a prevencao, controle e monitoramento das doengas. Além disso, esses
dados mais abrangentes sobre a composicéo viral presente nos animais selvagens, também
podera fornecer informacdes para subsidiar estratégias para, quando possivel, evitar ou
minimizar o impacto de potenciais doencas de origem da fauna, desenvolvendo politicas de

salde publica e animal (Bueno et al., 2017; Wu et al., 2018).



57

5. CONSIDERACOES FINAIS

Por ser o primeiro estudo que caracteriza o viroma populacional de uma espécie de
primata amazonico de vida livre, esse estudo é bastante relevante pois mostra que esses
animais podem abrigar uma grande diversidade de familias virais. Muitas dessas
comunidades virais foram distintas entre os grupos de saiuns-de-coleira, sugerindo que a
composicdo do viroma desses animais pode estar relacionada com diversas variaveis, desde
individuais até ambientais. Sendo, assim, importante salientar que sera necessario trabalhos
futuros com maior esfor¢co amostral, com coleta de amostras bioldgicas de outros grupos
inseridos em diferentes gradientes florestais para também poder inferir se a composi¢éo do

viroma é decorrente de varidveis ecoldgicas ou fatores estocasticos.

O aprofundamento das pesquisas nas familias virais identificadas em nosso trabalho
sera essencial para verificar se 0s virus que estdo ocorrendo nesses animais sdo de

importancia patogénica para a conservacao da espécie e para a saude publica.
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TABELAS

Tabela 1. Informagdes gerais sobre os grupos de S. bicolor trabalhados, com data de coleta, tamanho do grupo e coordenadas em graus decimais.

Cadigo do Data de N°animais  N° amostras Coordenadas Local Informagdes sobre os locais
Grupo coleta no grupo no pool geogréficas
CIGS 01/08/2019 4 2 -3.101853° -60.044209° Zooldgico do Centro de Mata secundéaria em torno do Zoo CIGS, em
Instrucdo de Guerra na Selva matriz totalmente urbana.
FCA 12/09/2019 6 4 -3.101931°-59.976403° Faculdade de Ciéncias Mata secundéria, forte efeito de borda e areas
Agrarias / Setor Sul - UFAM antropicas.
JQ 04/07/2019 13 8 -3.091092° -59.961239° Jaqueira / Setor Norte - Mata secundéria, forte efeito de borda e areas
UFAM antrépicas.
MUSA 02/10/2019 7 5 -3.006981° -59.939718° Museu da Amazonia — Area de floresta priméria e borda na fronteira com
Reserva Adolpho Ducke bairro da cidade.
PQ 21/07/2020 5 5 -3.059167° -59.840278°  Bairro Puraquequara— Sitio Mata secundaria em bairro periurbano com
Bela Vista vegetacdo de terra firme e areas igap6/varzea as
margens do rio Puraquequara.
SUMN 10/11/2020 10 6 -3.034917° -59.980000° Parque Sumalma - area Mata secundéria (52 ha), inserido em matriz
Norte urbana e com muito efeito de borda.
SUMS 09/11/2020 10 8 -3.037411° -59.980939°  Parque Sumalma -area Sul Mata secundaria (52 ha), inserido em matriz
urbana e com muito efeito de borda.
TA 11/08/2020 6 6 -3.023861° -60.070417° Bairro Taruma (Sitio Park Mata secundaria em bairro periurbano, préximo a
Fun Pet) sitios e conjuntos habitacionais.
vV 06/06/2019 8 7 -3.101050° -59.973139° Viveiro (&rea florestal) / Mata secundéria, forte efeito de borda e areas
Setor Sul - UFAM antrépicas.
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Tabela 2. Descricdo por grupo dos resultados do sequenciamento massivo e das leituras filtradas reconhecidas para virus nas ferramentas
BLASTX e Kraken.

Grupo Numero de leituras Leituras filtradas para Leituras filtradas para
brutas sequenciadas virus (BLASTX) virus (Kraken)

CIGS 3.925.636 42 1.692
FCA 2.164.176 163 4.094
JQ 2.982.096 49 6.057
MUSA 2.892.640 265 7.311
PQ 4.757.772 28 9.708
SUMN 2.406.594 395 7.910
SUMS 1.435.212 141 3.989
TA 1.779.078 68 1.949
\AY 5.397.736 424 19.624

Para os resultados de leituras filtradas nas duas ferramentas foram retirados os valores correspondentes a Coronaviridae.
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Tabela 3. Valores de abundancia relativa normalizado dos virus associados a infec¢gdes de mamiferos gerados na anélise pelo Kraken.

Familia viral CIGS FCA JQ MUSA PQ SUMN SUMS TA vV
Adenoviridae 2,03125 2,794538  0,040331 0,196512 0,029244 0 0 1,098901  0,100129
Arenaviridae 0 0,031756  0,060496 0 0,014622 0 0 0,799201  0,042912
Arteriviridae 0 0 0,080661 0 0 0 0 0 0
Caliciviridae 1,25 0 0,040331 0 0,029244 0 0 0,999001  0,028608
Circoviridae 1,875 0,031756  0,020165  0,073692 0 0 0 0 0
Flaviviridae 1,5625 0 0,141157 0 0,131598  0,015272  0,323415 0 0,200257
Hantaviridae 0 0 0,241984 0,319332 0,014622 0,106903 0 0 0,100129
Herpesviridae 4,21875 0,825659  0,282315  22,00933 0,731101 21,35003 1597671  2,097902  15,00501
Orthomyxoviridae 0,3125 0 0 0 0 0 0 0 0
Papillomaviridae 0,625 0 0,221819 0 0,014622 0,106903 0 0 0,286082
Paramyxoviridae 0,15625 0,063512 0,060496 0,24564 0,014622 0 0 0 0,085825
Parvoviridae 0,3125 0 0,020165 0 0,058488 0,16799 0 0,699301 0
Peribunyaviridae 0 0,190537 0,201654 0,442152 0,190086 0,091631 0 0 0
Phenuiviridae 5,15625 0 0 0,024564 0 0 0,032342 0,1998 0,028608
Picobirnaviridae 0 0 0 0 0 0 0 0,799201 0
Picornaviridae 2,1875 0,063512 0,060496 0,221076 0 0,015272 0,42044  1,398601  0,042912
Polyomaviridae 1,5625 0 0,080661 0 0 0 0 0 0,972679
Poxviridae 69,0625 89,96507 98,06413 65,21739 96,87089 7472511 7752264  83,31668  53,54027
Reoviridae 0,3125 0 0,120992 0 0,029244 0 0,032342  1,998002  0,128737
Retroviridae 8,125 5493808  0,080661 10,73446 1,710776 3,40562 5530401  6,493506  29,40924
Rhabdoviridae 0,46875 0,539854 0,100827 0,196512 0,102354 0 0 0 0,014304
Tobaniviridae 0,78125 0 0 0,319332 0 0 0,161708 0,0999 0

A normalizagdo dos dados considerou valores de p > 0,05, os dados em negrito foram aqueles reconhecidos ap6s normalizagdo. As familias virais que ndo foram consideradas

apos

normalizacdo

foram

retiradas

para

melhor

visualizacéo

dos  dados.

A  tabela

original

encontra-se

no  material

suplementar.
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Tabela 4. Valores de riqueza e diversidade dos virus de mamiferos dos grupos de S.

bicolor.

Cddigo do grupo Riqueza Normalizada Diversidade Alfa
CIGS 17 3,77
FCA 8 1,57
JQ 14 1,16
MUSA 11 2,64
PQ 7 1,2
SUMN 7 2,01
SUMS 6 2,03
TA 12 2,17
VvV 10 2,99
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FIGURAS

Figura 1 Mapa de Manaus com o0s pontos de amostragem dos grupos de Saguinus
bicolor. Legenda dos cédigos dos grupos: CIGS (Centro Integrado de Guerra na Selva);
FCA (Faculdade de Ciéncias Agrarias); JQ (Jaqueira); MUSA (Museu da Amazonia);
PQ (Puraquequara); SUMN (Sumauma Norte); SUMS (Sumaudma Sul); TA (Taruma);

VV (Viveiro).

Figura 2 Abundéncia total padronizada do viroma no agrupamento de familias virais
associadas a mamiferos, bactérias e outros virus (plantas, fungos, invertebrados e outros
vertebrados) (A) do agrupamento de todos os grupos examinados e (B) separada por

grupo examinado.

Figura 3 (A) Valores normalizados da familia viral Poxviridae, que representou a mais
abundante em todos os grupos examinados. (B) Abundancia dos outros virus associados

a infecgcbes de mamiferos gerados

Figura 4 Cluster de similaridade de Jaccard dos grupos de Saguinus bicolor,

considerando a composi¢do das comunidades de familias virais.
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Diversidade do viroma fecal de grupos de Saguinus bicolor: um primata criticamente
ameacado de extingdo, da Amazonia brasileira

MATERIAL SUPLEMENTAR 1

Dados gerais dos sauins-de-coleira dos grupos trabalhados.

Codigodo  N° de animais N° de animais/ N° de animais/ N° de animais N° de animais por sexo e
Grupo capturados Sexo Faixa etaria (amostras)/pool faixa etaria/pool
CIGS 4 F(2:M(2) J();A(3) 2 FJ (1); FA (1)

FCA 6 F(4):; M (2 J(1); A (5) 4 FJ (1); FA (3)
JQ 13 F (6); M (7) 1(2);3(4); A7) 8 FJ (1); MJ (1); FA (3); MA
©)
MUSA 7 F (1); M (6) J(1); A (6) 5 MJ (1); FA (1); MA (4)
PQ 5 F(2);M(@3) J(2);A(3) 5 FJ (1); MJ (1); FA (1); MA
)
SUMN 6 F(4); M (2 J(1); A(5) 6 MJ (1); FA (4); MA (1)
SUMS 10 F(4); M (2 J(1); A (5) 8 MJ (1); FA (4); MA (1)
TA 6 F4); M2 J(3); A(3) 6 FJ (2); MJ (1); FA (2); MA
o)
\AY 8 F (4); M (4) 1(2);J(2); A4 7 FI (1); M1 (1); FJ (2); FA
(1); MA(3)

Legenda: F (fémea); M (macho); | (infante); J (juvenil); A (adulto); FI (fémea infante); MI (macho
infante); FJ (fémea juvenil); MJ (macho juvenil); FA (fémea adulta); MA (macho adulto).
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MATERIAL SUPLEMENTAR 2
NOTA - Contaminacéo das bibliotecas por SARS-CoV-2
O coronavirus da Sindrome respiratdria aguda grave tipo 2 (SARS-CoV-2, do
inglés — Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus type 2), agente causador da
COVID-19 (do inglés, Coronavirus Disease 2019), é o responsavel pela pandemia atual
que vem ocasionando diversos impactos sociais, na satde publica e na economia global
(Melin et al., 2020). Acredita-se que esse virus tenha se originado de morcegos,
entretanto a espécie animal intermediaria responsavel pela transmissdo aos humanos

ainda é desconhecida (Delahay et al., 2021).

A transmissdo de pessoa para animal SARS-CoV-2 vem ocorrendo em muitas
ocasifes (Delahay et al., 2021), envolvendo espécies de animais domésticos (Newman
et al., 2020, Sit et al., 2020) e selvagens mantidos em zooldgicos ou criadouros
(McAloose et al., 2020; Oreshkova et al., 2020; Gibbons, 2021). Embora a transmissao
de humanos para animais selvagens de vida livre tenha menos oportunidades de ocorrer,
a transmissao indireta também pode representar riscos significativos (Delahay et al.,
2021). Entretanto, as evidéncias ainda s&o muito limitadas sobre as infec¢des da fauna
livre (OIE, 2021), tendo até o momento relato apenas em uma espécie de mustelideo

infectado nos Estados Unidos (Aguil6-Gisbert et al., 2021).

A suscetibilidade de varias espécies animais, inclusive os humanos, pelo SARS-
CoV-2 esté relacionada com a conformagdo da enzima conversora 2 da angiotensina
(ACE2) e a ligacdo com a proteina S viral (proteina spike) (Melin et al., 2020;
Mathavarajah & Dellaire, 2020; Stout et al., 2020; Shi et al., 2020; Bhattacharjee et al.,
2021). Em relagdo aos primatas, os do grupo Catarrhini, que corresponde aos primatas
africanos e asiaticos, exibem o mesmo conjunto de doze residuos de aminoacidos chave

que o ACE2 humano, enquanto os PN (Platyrrhini) diferem em quatro amino&cidos


https://sciprofiles.com/profile/1533530
about:blank
about:blank
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(Melin et al., 2020). Em experimento realizado por Bhattacharjee e colaboradores
(2021) foi feito ensaios e analise da estrutura da proteina para avaliar o efeito de cada
variante de ACE2 de humanos e de ambos 0s grupos de primatas, evidenciando que 0s
Catarrhini, como a maioria dos humanos, sdo suscetiveis ao SARS-CoV-2, enquanto 0s
Platyrrhini sdo resistentes. Também verificado em experimento com uma espécie de
PN, o Callithrix jacchus, infectado experimentalmente com significativa carga do virus,
porém nado exibindo sinais clinicos da doenca e um menor dano aos pulmdes do que 0s

primatas asiaticos (Lu et al., 2020).

Em nosso estudo, os grupos de Saguinus bicolor trabalhados apresentaram para
ambas as ferramentas Kraken e BLASTx (em todos 0s grupos e sete grupos,
respectivamente) leituras correspondentes a familia Coronaviridae, esta que teve a
maior abundancia de nimero de leituras totais de todas as bibliotecas. Porém, quando
verificamos os dados sequenciais em menor nivel taxonémico, foi possivel confirmar
que tratava-se quase em sua totalidade ao SARS-CoV-2, confirmada também por uma
ferramenta online de atualizagdo recorrente do banco de dados especifico para
coronavirus, o Genome Detective (Vilsker et al, 2019). Entretanto, somado aos nossos
esforgos, Sacchetto e colaboradores (2021) realizou testes moleculares e soroldgicos dos
mesmos quatro grupos de sauins-de-coleira que trabalhamos durante o periodo
pandémico, ndo verificando nenhuma evidéncia de infeccdo por este virus. Além disso,
como o0s outros cinco grupos foram capturados em periodo pré-pandémico,
consideramos que ocorreu contaminacdao ambiental de todas as bibliotecas por este virus
no momento da confeccdo das mesmas. Além de estarmos em intenso periodo de
transmissdo viral humano-humano, o laboratério onde foram realizadas as andlises
laboratoriais deste trabalho estava também bastante atuante com o diagndstico de

infeccoes de SARS-CoV-2 em humanos. Desta maneira, acreditamos que a
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contaminacdo possa ter ocorrido pelo material genético presente ainda no ambiente
laboratorial, provavelmente na utilizacdo de algum equipamento de uso comum com as
outras equipes de pesquisa, pois 0 RNA do SARS-CoV-2 pode ser facilmente detectado
em superficies e fémites (Onakpoya et al.,, 2021). Também observado por
Montgomery e colaboradores (2021) que sugere que o cDNA viral de SARS-CoV-2
pode persistir em superficies de laboratdrio apos a descontaminacdo. Como exposto
anteriormente, os PN (Platyrrhini) possuem baixa suscetibilidade a esse virus, ainda nao
tendo relatos de infeccdo natural (Guimarées et al., 2020; Abreu et al., 2021). Por conta
disso, filtramos as leituras das bibliotecas para total retirada da familia Coronaviridae e
ndo a incluimos nas analises estatisticas por considerar que o valor alto de leituras pode
gerar vieses nos resultados das analises.
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MATERIAL SUPLEMENTAR 3

Dados gerados pela analise no BLASTX das sequéncias de virus dos grupos de sauim-de-coleira.

Familia viral Hospedeiro natural CIGS FCA JQ MUSA PQ SUMN SUMS TA \AY
Adenoviridae Vertebrados 0 118 0 0 0 0 0 0 0
Autographiviridae Bactérias 0 0 2 0 4 10 0 35 0
Coronaviridaet Vertebrados 1226 1013 141 30 610 50 12 738 0
Herpesviridae Vertebrados 0 0 5 204 0 331 135 0 351
Microviridae Bactérias 32 5 0 1 0 0 0 0 0
Myoviridae Bactérias 0 0 8 25 11 0 0 21 0
Papillomaviridae Vertebrados 0 0 0 0 0 0 0 0 3
Phycodnaviridae Algas 2 2 0 0 0 0 0 0 0
Podoviridae Bactérias 6 0 12 11 0 42 1 0 0
Poxviridae Vertebrados e Invertebrados 0 0 5 0 0 0 0 0 0
Retroviridae Vertebrados 0 0 0 0 0 0 2 0 2
Siphoviridae Bactérias 2 26 2 24 11 12 3 12 66
Solemoviridae Plantas 0 0 15 0 0 0 0 0 0
Na&o classificado - 0 2 0 0 0 0 0 0 0
Cressdnaviricota
Na&o classificado - 0 10 0 0 0 0 0 0 2
Na&o classificado - 0 0 0 0 2 0 0 0 0
virus ssDNA

TOTAL 1268 1176 190 295 638 445 153 806 424

+A familia Coronaviridae ndo foi considerada como infecgdo natural dos animais, pois acredita-se fortemente que ocorreu contaminacgdo laboratorial das bibliotecas, sendo

retirada das analises.
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MATERIAL SUPLEMENTAR 4

Resultados do sequenciamento analisado na ferramenta Kraken mostrando a familia viral e o nimero de leituras brutas em cada grupo de sauim-
de-coleira examinado.

Familia viral Hospedeiro natural CIGS FCA JQ MUSA PQ SUMN SUMS TA \YAY
Ackermannviridae Bactérias 1 12 7 0 9 4 0 5 13
Adenoviridae Vertebrados 13 88 2 8 2 0 0 11 7
Adomaviridae Peixes e répteis 0 0 2 9 0 0 0 0 0
Alloherpesviridae Peixes 5 0 8 4 0 0 20 0 2
Alphaflexiviridae Plantas e fungos 0 0 1 0 0 4 14 0 0
Alphasatellitidae Plantas 0 0 0 1 0 0 0 0 0
Alphatetraviridae Mariposas e borboletas 0 0 0 0 0 0 0 0 3
Anelloviridae Vertebrados 0 0 1 0 0 0 0 0 0
Arenaviridae Mamiferos 0 1 3 0 1 0 0 8 3
Arteriviridae Vertebrados 0 0 4 0 0 0 0 0 0
Artoviridae Artrépodes 0 0 0 0 13 0 0 0 0
Ascoviridae Insetos 0 1 0 0 11 0 0 0 14
Asfarviridae Mamiferos 0 0 0 0 1 0 0 0 0
Aspiviridae Plantas 0 0 2 0 0 0 0 0 0
Astroviridae Vertebrados 0 0 1 0 0 1 0 0 0
Autographiviridae Bacteérias 53 37 20 47 39 28 42 29 33
Baculoviridae Artropodes 52 40 57 45 67 2 20 24 49
Benyviridae Plantas 0 0 0 0 0 4 0 0 0
Betaflexiviridae Plantas e fungos 2 0 3 0 0 0 0 0
Bicaudaviridae Arqueas 0 0 3 0 4 0 0 0
Botourmiaviridae Plantas e fungos 0 0 1 0 0 0 0 2
Caliciviridae Vertebrados 8 0 2 0 2 0 0 10 2
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Marseilleviridae
Medioniviridae
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Polydnaviridae Vespas 14 3 6 4 12 0 0 28 19
Polyomaviridae Mamiferos e aves 10 0 4 0 0 0 0 0 68
Potyviridae Plantas 0 3 3 0 5 0 13 1 0
Poxviridae Vertebrados e artropodes 442 2833 4863 2655 6625 4893 2397 834 3743
Reoviridae Vertebrados, invertebrados, plantas e fungos 2 0 6 0 2 0 1 20 9
Retroviridae Vertebrados 52 173 4 437 117 223 171 65 2056
Rhabdoviridae Vertebrados, invertebrados e plantas 3 17 5 8 7 0 0 0 1
Roniviridae Crustéceos 0 0 0 0 0 0 0 0 3
Rudiviridae Arqueas 0 0 1 0 0 0 0 0 1
Secoviridae Plantas 0 11 0 13 6 3 23 9 0
Siphoviridae Bactérias e arqueas 276 422 456 2643 1163 1020 529 599 11660
Sphaerolipoviridae Bactérias e arqueas 0 0 0 0 3 0 0 0 0
Tobaniviridae Vertebrados 5 0 0 13 0 0 5 1 0
Togaviridae Mamiferos, aves e insetos 0 0 1 0 0 0 0 0 0
Tolecusatellitidae Plantas 0 0 2 0 0 0 0 0 0
Tombusviridae Plantas 0 0 0 3 0 0 0 0 0
Tospoviridae Plantas 0 0 2 0 0 7 0 0 0
Totiviridae Fungos e protozoarios 4 0 2 0 0 0 0 3 0
Turriviridae Arqueas 5 0 0 0 0 0 0 0 0
Tymoviridae Plantas 0 0 0 0 6 0 0 0 0
Virgaviridae Plantas 0 0 1 0 0 1 0 0 0
Total 3152 5031 6203 7334 10265 7946 4025 2772 19628

+A familia Coronaviridae ndo foi considerada como infec¢do natural dos animais, pois acredita-se fortemente que ocorreu infeccdo laboratorial das bibliotecas, sendo retirada

das analises.



MATERIAL SUPLEMENTAR 5

Graficos gerados no Krona de ambos os sequenciamentos de cada pool analisado no Kraken.
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MATERIAL SUPLEMENTAR 6

Normalizacdo dos dados gerados pelo Kraken de todos os virus.

Familia viral CIGS FCA JQ MUSA PQ SUMN SUMS TA VvV
Ackermannviridae 0,059102 0,293112 0,115569 0 0,092707 0,050569 0 0,256542 0,066245
Adenoviridaei 0,768322 2,149487 0,03302 0,109424  0,020602 0 0 0,564392 0,035671
Adomaviridae 0 0 0,03302 0,123102 0 0 0 0 0
Alloherpesviridae 0,295508 0 0,132079 0,054712 0 0 0,501379 0 0,010192
Alphaflexiviridae 0 0 0,01651 0 0 0,050569  0,350965 0 0
Alphasatellitidae + 0 0 0 0,013678 0 0 0 0 0
Alphatetraviridae ¥ 0 0 0 0 0 0 0 0 0,015287
Anelloviridae t 0 0 0,01651 0 0 0 0 0 0
Arenaviridaet 0 0,024426 0,049529 0 0,010301 0 0 0,410467 0,015287
Arteriviridaet 0 0 0,066039 0 0 0 0 0 0
Artoviridae 0 0 0 0 0,13391 0 0 0 0
Ascoviridae 0 0,024426 0 0 0,113309 0 0 0 0,071341
Asfarviridae 1 1 0 0 0 0 0,010301 0 0 0 0
Aspiviridae f 0 0 0,03302 0 0 0 0 0 0
Astroviridae 1 0 0 0,01651 0 0 0,012642 0 0 0
Autographiviridae 3,132388 0,903762 0,330196 0,642867 0,401731 0,353982  1,052895 1,487943 0,168161
Baculoviridae 3,073286 0,97704 0,94106 0,615511 0,690152 0,025284  0,501379 1,231401 0,249694
Benyviridae 0 0 0 0 0 0,050569 0 0 0
Betaflexiviridae 0,118203 0 0,049529 0 0 0 0 0 0
Bicaudaviridae 0 0 0,049529 0 0,041203 0 0 0 0
Botourmiaviridae ¥ 0 0 0,01651 0 0 0 0 0 0,010192
Caliciviridaez 0,472813 0 0,03302 0 0,020602 0 0 0,513084 0,010192
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Caulimoviridae ¥
Chaseviridae
Chrysoviridae
Circoviridae}
Closteroviridae
Cystoviridae
Demerecviridae
Dicistroviridae
Drexlerviridae
Endornaviridae
Filoviridae ¥
Flaviviridae}
Fuselloviridae
Geminiviridae
Genomoviridae
Hantaviridaei
Herelleviridae
Herpesviridaet
Hytrosaviridae
Iflaviridae
Inoviridae
Iridoviridae
Kitaviridae ¥
Lipothrixviridae
Luteoviridae +

Malacoherpesviridae f

0

0

0
0,70922
0,295508

0
0,591017

0
0,591017

0

0
0,591017
0,059102
0,059102

0

0
1,950355
1,595745

0
0,472813

0
0,35461

0

0
0
0

0

0

0
0,024426

0

O O O O O o o

0
0,024426
0
0
0,683928
0,635076
0,073278
0,073278
0
0
0
0,195408
0
0

0,03302
0,082549
0,115569

0,01651
0,115569
0,066039
0,148588

0
0,099059
0,03302
0
0,115569
0
0,082549

0,01651
0,198118
0,775962
0,231138

0
0,099059

0,03302
0,082549

0,01651

0
0
0,01651

0

0

0
0,041034

0

0
0,218848

0
0,013678

0

0

0

0
0,013678

0
0,177814
0,246204
12,25551

0

0

0
0,054712

0

0

0
0,013678

0,010301
0,010301
0
0
0,041203
0
0,092707
0,092707
0,030902
0,154512
0
0,092707
0
0,092707
0
0,010301
0,79316
0,515039
0
0,082406
0,504738
0,030902
0

0
0
0

O O O ©O o o o

0
0,012642
0
0
0,012642
0,012642
0
0
0,088496
0,151707
17,67383
0
0,012642
0
0,012642
0
0
0
0,025284

o

0,025069
0
0,050138
0
0
0,250689
0
0,22562
0
0
0,025069
12,38406
0
0,325896
0
0,300827
0

0
0
0

o O O

0
0,153925
0
0
0
0,102617
0

O O O o o

0
0,102617
1,077476

0

0

0
0,153925

0

0
0
0

0,045862

0

0

0

0

0
0,081533

0
0,056054

0
0,005096
0,071341

0
0,040766

0
0,035671
0,275173
5,345495

0

0

0
0,005096

0
0,005096
0,015287

0
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Marseilleviridae
Medioniviridae
Mesoniviridae
Microviridae
Mimiviridae
Mitoviridae
Myoviridae
Mypoviridae
Nairoviridae %
Nanoviridae
Nimaviridae +
Nudiviridae
Nyamiviridae
Orthomyxoviridaet
Papillomaviridaef
Paramyxoviridaet
Partitiviridae
Parvoviridaet
Peribunyaviridae}
Phasmaviridae
Phenuiviridae}
Phycodnaviridae
Picobirnaviridaet
Picornaviridaet
Pithoviridae
Podoviridae

0,118203

0

0
1,950355
0,768322

0
25,47281

0

0

0

0
0,118203
0,413712
0,118203
0,236407
0,059102
0,059102
0,118203

0

0
1,950355
2,186761

0
0,827423
0,059102
2,304965

0

0

0
0,146556
0,048852

0
8,573522

0

0

0

0
0,024426

0

0

0
0,048852

0

0
0,146556

0

0
0,146556

0
0,048852
0,024426
0,146556

0,165098
0,132079
0
0,099059
0,214628
0,01651
4,820868
0
0
0
0,049529
0,082549
0
0
0,181608
0,049529
0,01651
0,01651
0,165098
0,01651
0
0,330196
0
0,049529
0,03302
0,825491

0

0

0
0,396663
0,20517

0
3,898236

0

o O O o o o

0
0,13678
0
0
0,246204
0
0,013678
0,082068
0
0,123102
0,013678
1,285734

0

0

0
0,072105
0,113309
0,123609
12,07252

0
0,030902

0
0,020602
0,103008
0,010301

0
0,010301
0,010301

0
0,041203
0,13391
0,010301

0
0,113309

0

0
0,061805
1,133086

0

0

0
0,11378
0,11378

0
2,402023

0

0

0

0
0,012642

0

0
0,088496

0

0
0,139064
0,075853

0

0
0,126422

0
0,012642
0,012642
0,644753

0,025069
0
0,150414
0,175483
0,025069
0
4,336927
0

O O O O O O o o o o o

o

0,025069
0,150414
0
0,325896
0,025069
0,075207

0,051308
0
0
0,153925
0,461775
0
11,08261
0

O O O O O o o o

0
0,359159
0
0
0,102617
0
0,410467
0,718317
0
0,564392

0,005096
0,005096
0,035671
0,127395

0

0
2,51223
0,005096

0
0,050958

0
0,020383

0

0
0,101916
0,030575

0

0

0

0
0,010192
0,112108

0
0,015287
0,071341
0,779658
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Polydnaviridae
Polyomaviridaet
Potyviridae
Poxviridae}
Reoviridaet
Retroviridae}
Rhabdoviridae}
Roniviridae
Rudiviridae
Secoviridae
Siphoviridae

Sphaerolipoviridae

Tobaniviridaet
Togaviridae 1

Tolecusatellitidaet

Tombusviridae
Tospoviridae
Totiviridae
Turriviridae
Tymoviridae
Virgaviridae

0,827423
0,591017
0
26,12293
0,118203
3,073286
0,177305
0
0
0
16,31206
0
0,295508
0
0
0
0
0,236407
0,295508
0
0

0,073278
0
0,073278
69,19883
0
4,225696
0,415242
0
0
0,268686
10,30777
0

O O O O O o o o

o

0,099059
0,066039
0,049529
80,28727
0,099059
0,066039
0,082549
0
0,01651
0
7,528479
0
0
0,01651
0,03302
0
0,03302
0,03302
0
0
0,01651

0,054712

0

0
36,31514

0
5,977294
0,109424

0

0
0,177814
36,15101

0
0,177814

0

0
0,041034

0

0

0

0

0

0,123609
0
0,051504
68,24269
0,020602
1,205192
0,072105
0
0
0,061805
11,97981
0,030902
0

o O O o o

0
0,061805
0

0

0

0
61,85841

0
2,819216

0

0

0
0,037927
12,89507

0

0

0

0

0
0,088496

0

0

0
0,012642

0

0
0,325896
60,09025
0,025069
4,286789

0

0

0
0,576586
13,26147

0
0,125345

0

O O O o o o

o

1,436634
0
0,051308
42,79117
1,026167
3,335044
0
0
0
0,461775
30,73371
0
0,051308
0
0
0
0
0,153925
0
0
0

0,09682
0,346514
0
19,07358
0,045862
10,47697
0,005096
0,015287
0,005096
0
59,41704
0

O O O O O o o o o

Legenda: Valores de abundancia relativa considerou valores de p > 0,05. Familias virais consideradas apds normalizagao estdo em destaque.

1 Essas familias virais foram aquelas que ap6s normalizagdo, ndo foram consideradas.

1 Familias virais associadas a infecgdes de mamiferos.
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MATERIAL SUPLEMENTAR 7

Normalizacdo dos dados gerados pelo Kraken de virus associados a infec¢des de mamiferos.

Familia viral CIGS FCA JQ MUSA PQ SUMN SUMS TA \AY;
Adenoviridae 2,03125 2,794538 0,040331 0,196512 0,029244 0 0 1,098901 0,100129
Anelloviridae ¥ 0 0 0,020165 0 0 0 0 0 0
Arenaviridae 0 0,031756 0,060496 0 0,014622 0 0 0,799201 0,042912
Arteriviridae 0 0 0,080661 0 0 0 0 0 0
Asfarviridae 0 0 0 0 0,014622 0 0 0 0
Astroviridae 1 0 0 0,020165 0 0 0,015272 0 0 0
Caliciviridae 1,25 0 0,040331 0 0,029244 0 0 0,999001 0,028608
Circoviridae 1,875 0,031756 0,020165 0,073692 0 0 0 0 0
Filoviridae ¥ 0 0 0 0 0 0 0 0 0,014304
Flaviviridae 1,5625 0 0,141157 0 0,131598 0,015272  0,323415 0 0,200257
Genomoviridae 0 0 0,020165 0 0 0 0 0 0
Hantaviridae 0 0 0,241984 0,319332 0,014622 0,106903 0 0 0,100129
Herpesviridae 4,21875 0,825659 0,282315 22,00933 0,731101 21,35003  15,97671 2,097902 15,00501
Nairoviridae + 0 0 0 0 0,043866 0 0 0 0
Orthomyxoviridae 0,3125 0 0 0 0 0 0 0 0
Papillomaviridae 0,625 0 0,221819 0 0,014622 0,106903 0 0 0,286082
Paramyxoviridae 0,15625 0,063512 0,060496 0,24564 0,014622 0 0 0 0,085825
Parvoviridae 0,3125 0 0,020165 0 0,058488 0,16799 0 0,699301 0
Peribunyaviridae 0 0,190537 0,201654 0,442152 0,190086 0,091631 0 0 0
Phenuiviridae 5,15625 0 0 0,024564 0 0 0,032342 0,1998 0,028608
Picobirnaviridae 0 0 0 0 0 0 0 0,799201 0
Picornaviridae 2,1875 0,063512 0,060496 0,221076 0 0,015272  0,42044 1,398601 0,042912
Polyomaviridae 1,5625 0 0,080661 0 0 0 0 0 0,972679
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Poxviridae 69,0625
Reoviridae 0,3125
Retroviridae 8,125
Rhabdoviridae 0,46875
Tobaniviridae 0,78125
Togaviridaet 0

89,96507
0
5,493808
0,539854
0
0

98,06413
0,120992
0,080661
0,100827
0
0,020165

65,21739
0
10,73446
0,196512
0,319332
0

96,87089
0,029244
1,710776
0,102354
0
0

74,72511
0
3,40562
0
0
0

77,52264

0,032342

5,530401
0

0,161708
0

83,31668
1,998002
6,493506
0
0,0999
0

53,54027
0,128737
29,40924
0,014304
0
0

Valores de abundéncia relativa considerou valores de p > 0,05. Familias virais consideradas ap6s normalizagdo estdo em destaque.

+Familias virais desconsideradas ap6s normalizacéo.

103



MATERIAL SUPLEMENTAR 8
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Valores de riqueza, diversidade Shannon e Diversidade de Simpson, gerados apds normalizagdo dos dados das familias virais associadas a
mamiferos (Kraken) analisados na pipeline Rhea.

Grupo Riqueza Riqueza Riqueza indice de Shannon  Shannon Efetivo  Indice de Simpson ~ Simpson Efetivo  Equitabilidade
Normalizada Efetiva

CIGS 17 17 16 1,327030159 3,77 0,490043945 2,04 0,324658648
FCA 6 8 5 0,448711422 1,57 0,813272442 1,23 0,173585273
JQ 11 14 2 0,148022121 1,16 0,961688182 1,04 0,042787989
MUSA 10 11 6 0,972287675 2,64 0,485353955 2,06 0,292687755
PQ 6 7 3 0,185378733 1,2 0,938750303 1,07 0,071714283
SUMN 7 7 3 0,698280181 2,01 0,605132383 1,65 0,248732419
SUMS 6 6 5 0,707632841 2,03 0,629590991 1,59 0,273749751
TA 12 12 10 0,775396459 2,17 0,699820659 1,43 0,216291372
\AY 10 10 5 1,095600729 2,99 0,39577315 2,53 0,329808683
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MATERIAL SUPLEMENTAR 9

Valores de riqueza, diversidade Shannon e Diversidade de Simpson, gerados apds normalizacdo dos dados de todos os virus (Kraken) analisados
na pipeline Rhea.

Grupo Riqueza Riqueza Riqueza indice De Shannon  Shannon Efetivo  Indice Simpson  Simpson Efetivo Equitabilidade
Normalizada Efetiva

CIGS 44 44 29 2,3709585 10,71 0,16559012 6,04 0,434286692
FCA 24 21 12 1,220565203 3,39 0,49938392 2 0,266210509
JQ 53 35 8 0,966708955 2,63 0,65288223 1,53 0,168771365

MUSA 27 25 9 1,591262742 4,91 0,28298082 3,53 0,334658337
PQ 38 31 10 1,198720482 3,32 0,49510743 2,02 0,228417881

SUMN 20 19 7 1,207239703 3,34 0,43194938 2,32 0,279328965

SUMS 22 22 15 1,419418602 4,13 0,3979949 2,51 0,318295855
TA 29 29 19 1,680525714 5,37 0,29201093 3,42 0,345930895

A% 28 21 8 1,311710352 3,71 0,40398264 2,48 0,272854901
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MATERIAL SUPLEMENTAR 10

Curva de rarefacéo de todos os pools de S. bicolor geradas pela pipeline Rhea.
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MATERIAL SUPLEMENTAR 11

Regressdo LinearSimples entre diversidade efetiva de Shannon e o NUmero de
Individuos por grupo.
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Regressdo Linear Simples entre diversidade efetiva de Shannon e o Numero de
Individuos por pool.
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MATERIAL SUPLEMENTAR 12

Regressdo Linear Simples entre Riqueza normalizada e o NUmero de individuos por
grupo.
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MATERIAL SUPLEMENTAR 13
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Matriz de Jaccard, verificando presenca e auséncia, dos virus associados a infec¢des de
mamiferos de todos os grupos trabalhados.

CIGS FCA JQ MUSA PQ SUMN SUMS TA
FCA 0,72222
2
JQ 0,6 0,58333
3
MUSA 0,57894 0,4 0,6
7
PQ 0,72222  0,28571 0,45454  0,54545
2 4 6 5
SUMN 0,73684  0,55555 0,5 058333 0,55555
2 6 3 6
SUMS 0,64705 0,66666  0,69230  0,54545 0,5 0,7
9 7 8 5
TA 0,47368 0,71428 0,78947 0,625 0,8 0,73333 0,61538
4 6 4 3 5
\AY 0,5 0,66666 0,38461 0,57142 0,66666 0,58333 0,66666 0,70588
7 5 9 7 3 7 2
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Capitulo 2

Souza, A. R., D’arc, M., Santos, A. F. A. & Gordo, M. Analise do viroma de duas
espécies de primatas neotropicais vivendo em simpatria em um fragmento florestal
urbano de Manaus, Amazonas, Brasil. Manuscrito em preparacdo para Memdrias do

Instituto Oswaldo Cruz.
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RESUMO

A maioria das espécies de primatas vivem em grupos heterogénios e, quando em
areas florestais reduzidas, pode ocorrer sobreposicdo de espécies. Essa aproximacao
pode ser um fator predisponente ao compartilhamento de patdgenos, dentre eles virus,
microorganismos responsaveis por diversas doencas da fauna selvagem. Nesse contexto,
nosso estudo objetivou caracterizar o viroma, em nivel de familias virais de importancia
para mamiferos, com uso de sequenciamento massivo de dois grupos de primatas, o
sauim-de-coleira (Saguinus bicolor) e o mico-de-cheiro (Saimiri sciureus), que vivem
em area sobreposta de um fragmento florestal urbano do municipio de Manaus,
comparando também dois métodos de coleta de material biologico (material fecal e
esfregacos retais). Em nossos resultados, verificamos que ambos 0s grupos
compartilharam 12 familias virais, sendo seis familias encontradas apenas em sauim-de-
coleira e quatro apenas em mico-de-cheiro. O uso das duas técnicas de coleta de
material biol6gico mostraram ser complementares, entretanto, as fezes mostraram ser a

melhor escolha para estudo de riqueza do viroma.

Palavras-chave

Virus, Sequenciamento massivo, Primatas neotropicais, Simpatria, Amazonia central.
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Os primatas, em sua grande maioria, S0 animais sociais que vivem em grupos
heterogéneos, 0 que pode ampliar a probabilidade de propagacdo de patdgenos entre
eles 1?2, Associado a isso, espécies que habitam &reas florestais reduzidas e
fragmentadas podem possuir areas de vida que se sobrepdem, o que também pode
aumentar o contato interespecifico, predispondo a uma maior exposi¢do de doencas
infecciosas ©.

Dentre 0s microorganismos causadores de doencas infecciosas, 0s virus
merecem atencdo especial, pois compreendem patdgenos responsaveis pelo aumento
das doencas infecciosas na fauna, sendo os primatas reservatorios importantes de
muitos virus, podendo representar uma ameaca potencial a salde publica e ser
preocupantes para a conservacdo das espécies *. Por este motivo, varios esforcos
estdo em andamento para caracterizar o viroma e descobrir novos virus em primatas ©.

O sauim-de-coleira (Saguinus bicolor), espécie de primata da familia
Callitrichidae que possui uma das menores areas de distribuicio (~7.500 km?),
encontrado apenas em trés municipios do Amazonas, Brasil (Manaus, Rio Preto da Eva
e Itacoatiara) ®. Em contraste, 0 mico-de-cheiro (Saimiri sciureus), familia Cebidae, é
uma espécie de primata com uma maior area de distribuicdo geogréfica, ocorrendo na
Republica da Guiana, Guiana Francesa, Suriname e no Brasil (a0 norte do rio
Amazonas até os estados de Roraima, Amazonas, Para e Amapa) . Em alguns
fragmentos florestais urbanos do municipio de Manaus, ambas as espécies vivem em
simpatria, e € comum que algumas espécies de primatas simpétricos mantenham
associacdes poliespecificas ®, podendo favorecer, assim, uma maior probabilidade de
transmissdo de uma variedade de patdgenos.

Neste contexto, nosso estudo teve como objetivo caracterizar o viroma de dois
grupos de primatas, o sauim-de-coleira (Saguinus bicolor) e o mico-de-cheiro (Saimiri
sciureus), que vivem em um mesmo fragmento florestal urbano, comparando também

dois métodos de coleta de material biologico (material fecal e esfregacos retais).

O estudo foi realizado no fragmento florestal que esta localizado em torno das
dependéncias do Jardim Zooldgico do Centro de Instrucdo de Guerra na Selva (CIGS),
na area urbana de Manaus, Amazonas, Brasil. A area florestal possui 187,36 hectares e é
um dos mais antigos fragmentos florestais do municipio. As capturas dos animais foram
realizadas em armadilhas galvanizadas do tipo Tomahawk, sendo um grupo de sauim-

de-coleira com quatro individuos e um grupo de mico-de-cheiro com doze. Com 0s
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animais nas armadilhas, foi realizada a contencdo quimica individual, possibilitando a
manipulacdo dos animais de forma mais segura. Foi feita a coleta de esfregacgos retais
com uso de hastes flexiveis e algoddo, girando suavemente contra a circunferéncia
interna do anus, e as fezes foram coletadas individualmente a partir da defecacéo,
podendo ocorrer desde a captura até apds a realizacdo dos procedimentos. Essas
amostras foram armazenadas individualmente em Eppendorf (esfregacos) e tubo Falcon
(fezes) contendo RNAIlater (Life Technologies, Thermo Fisher, Califérnia, EUA). No
total foram coletados quatro esfregacos e duas amostras de fezes de sauins-de-coleira e
sete esfregacos e sete amostras de fezes dos micos-de-cheiro. O nimero de fezes de
sauins-de-coleira foi menor, pois durante os procedimentos apenas dois animais
defecaram. Todo o material foi mantido congelado a -20 °C e posteriormente
encaminhado para o Laboratério de Diversidade e Doencas Virais (LDDV) do
Departamento de Genética da Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ) onde

foram realizadas as andlises laboratoriais.

As amostras foram organizadas por grupo e tipo, formando quatro pools no total.
Inicialmente foi realizado uma etapa de enriquecimento viral com procedimentos de
filtragem (usando um filtro Millipore, Millex-HV — 0,45um — SLHVO0135L; Merck),
ultracentrifugacdo em gradiente de sacarose e tratamento enzimético (com mix de
nucleases das empresas Promega, Epicenter, Ambion e Sigma). Seguida da extracao dos
acidos nucleicos (usando QlAamp MinElute Virus Spin Kit, QIAGEN) e o material foi
submetido a sintese de DNA complementar (usando as enzimas doKit Superscript 111
First Strand Synthesis Supermix LifeTech,Thermo Fisher Scientific; e Klenow Fragment
3’-5 ‘exo, New EnglandBiolabs Inc), seguida pela preparacao das bibliotecas (usando
Nextera XT DNA Library Preparation Kit, Illumina) e o sequenciamento massivo foi
realizado na plataforma MiSeq Illumina®, seguindo todas as especificagdes dos
fabricantes nas diversas etapas de confeccdo e sequenciamento das bibliotecas. Os
arquivos FastQ gerados foram analisados com a ferramenta Kraken, que possibilitou a
atribuicdo das assinaturas taxondmicas através da analise de k -mers, para ancestral
comum em nivel de familia, consultando o banco de dados RefSeq de nucleotideos do
NCBI (abril de 2021) ©). Para as anélises estatisticas foram utilizadas apenas os virus
atribuidos a possiveis infecgoes de mamiferos, realizando a normalizacdo dos dados na

pipeline Rhea e em seguida foram feitas as andlises de abundancia e diversidade de
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viroma usando o pacote vegan no R v3.4.0 integrado ao RStudio v1.0.143 e plotando os
resultados usando o pacote ggplot2 @01,

O sequenciamento massivo apés limpeza (de qualidade, tamanho e sequéncias
para virus inespecificos para mamiferos) gerou um total de 10.375 leituras brutas de
sequéncias correspondentes as amostras de sauins-de-coleira, sendo 1.692 do pool de
fezes e 8.683 das amostras de esfregacos retais. As bibliotecas do grupo de mico-de-
cheiro geraram 12.463 leituras de sequéncias, das quais 4.050 eram do pool de fezes e
8.413 dos esfregacos retais, totalizando 57 familias virais (material suplementar S1-S2).
Apos a normalizacdo dos dados de virus associados a infecgdes de mamiferos foram
encontradas 22 familias virais (material suplementar S3). A riqueza normalizada
presente na juncdo dos dois pools para cada grupo gerou um total de 18 familias virais
para 0s sauins-de-coleira e 16 para os micos-de-cheiro. As amostras de fezes
apresentaram uma maior riqueza de familias virais, 17 familias nas amostras de sauim e
13 familias em mico, enquanto os esfregacos retais apresentaram seis e 10 familias
virais, respectivamente (Fig. 1). A diversidade alfa também foi maior nas amostras de
sauins-de-coleira (Shannon efetivo: fezes = 3,77; esfregaco retal = 2,56) quando
comparada com ambos os pools de micos-de-cheiro (Shannon efetivo: fezes = 1,7;
esfregaco retal = 2,16).

Ambos o0s grupos compartilharam 12 familias virais (Adenoviridae,
Circoviridae, Flaviviridae, Hantaviridae, Herpesviridae, Papillomaviridae,
Paramyxoviridae,  Parvoviridae, Poxviridae, Reoviridae, Retroviridae e
Rhabdoviridae), sendo seis familias encontradas apenas em sauim-de-coleira
(Caliciviridae, Orthomyxoviridae, Phenuiviridae, Picornaviridae, Polyomaviridae e
Tobaniviridae) e quatro apenas em mico-de-cheiro (Arteriviridae, Nairoviridae,
Smacoviridae e Togaviridae) (Fig. 2). No grupo de sauim-de-coleira foi observado nas
fezes a leitura de quase todos os virus identificados nos esfregacos retais, com exce¢do
apenas da familia Hantaviridae. Enquanto o pool de fezes dos mico-de-cheiro
identificou sete das familias virais presentes nos esfregacos, com auséncia de trés
(Nairoviridae, Rhabdoviridae e Smacoviridae). Em ambos o0s grupos, as fezes

representaram uma maior diversidade de familias virais para virus de mamiferos.

Segundo Davies e Pedersen (2008) 2, os primatas tém maior probabilidade de
compartilhar comunidades de patdgenos entre si em casos de simpatria, tendo maior

probabilidade de compartilhar uma propor¢do maior de espécies de patdgenos, como
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observado nos nossos resultados. Apesar disso, observamos também familias virais
Unicas para cada espécie, futuros estudos investigando as familias virais a nivel
taxondmico de espécie sdo fundamentais para verificar as particularidades genéticas e

evolutivas de cada espécie viral possivelmente amostrada.

Na pesquisa molecular da microbiota bacteriana realizada por outros
pesquisadores, os esfregacos retais e as amostras fecais forneceram perfis de
composicdo do microbioma semelhantes 31419 Os esfregacos retais também foram
considerados amostras precisas, comparaveis as fezes, para a identificacdo baseada em
PCR em tempo real de uma ampla gama de patogenos entéricos 9. Entretanto, em
relacdo a composicdo do viroma ainda sdo escassos os trabalhos que comparam a

eficécia do uso de ambos os métodos.

Em trabalno com macacos rhesus (Macaca mulatta) foi utilizado tanto fezes
quanto esfregacos retais para verificar as diferencas na composi¢do do viroma entre
animais com diarreia e controles saudaveis ”. Porém, as metodologias de coleta no
foram padronizadas, sendo utilizadas fezes de animais doentes e esfregagos retais de
animais saudaveis, destes ultimos foi verificado maior nimero de leituras para membros
da familia Parvoviridae. Entretanto, esse valor pode ter decorrido do tipo de amostra
coletada, similar a nossa pesquisa, onde encontramos um maior numero de leituras
virais em esfregacos quando comparado as fezes. Provavelmente as fezes, apesar de
bem armazenadas, podem ter maior probabilidade do material genético viral presente
nelas estar mais degradado devido aos diversos componentes da amostra fecal (como
plantas, insetos e substancias oriundas da digestdo). No pool de esfregacos dos micos-
de-cheiro teve-se ainda uma maior porcentagem de numeros de leitura de sequéncias
observadas nas amostras, refletindo provavelmente a carga viral sequenciada 7, devido
ao numero de amostras coletadas no pool, de sete animais enquanto que de sauins-de-

coleira foram apenas quatro.

Pressupde-se que densidades mais altas do hospedeiro, maior proximidade ou o
contato entre os individuos, resultam em maiores taxas de transmissdo e diversidade de
agentes infecciosos transmitidos por contato social, contudo esse compartilhamento
dependera do modo de transmissdo do agente etioldgico e da biologia do hospedeiro
(1819 Com base nesta ldgica, prevé-se que mais hospedeiros sociais sofram maior

exposicdo aos parasitas. Entretanto, em nosso estudo, o grupo dos sauim-de-coleira
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mostrou maior diversidade de familias virais, apesar do grupo de mico-de-cheiro ter
mais do que o dobro do nimero de individuos. Outras varidveis individuais devem ser
analisadas futuramente para melhor inferir os potenciais determinadores dessa
composicdo do viroma de ambos os grupos. Embora a densidade e sobreposicdo
geografica possam ser importantes, a infeccdo bem-sucedida e a transmissdo do
patdgeno no novo hospedeiro dependerdo de fatores evolutivos e ecoldgicos
determinados pela biologia do hospedeiro e do patégeno 9. Como identificado no
Capitulo 1, evidenciando que o tamanho do grupo de sauins-de-coleira ndo mostrou ser

o fator determinante para maior riqueza em nivel de familia viral.

Este estudo é o primeiro a explorar o viroma fecal e esfregacos retais de duas
espécies de primatas amazonicos de vida livre com distribui¢do sobreposta. Os usos das
duas técnicas de coleta de material biologico mostraramserem complementares,
entretanto, as fezes mostraram ser a melhor escolha para estudo de riqueza do viroma,
pois possibilitaram encontrar uma maior riqueza e diversidade de familias virais, além

de ser uma técnica menos invasiva do que os esfregacos retais.
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FIGURAS

Figura 1 Riqueza de familias virais de importancia para mamiferos presentes nos
grupos de sauim-de-coleira (Saguinus bicolor) e mico-de-cheiro (Saimiri sciureus) de

acordo com o método de coleta.

Figura 2 Abundancia normalizada das familias virais deimportancia para mamiferos
nos grupos de sauim-de-coleira (Saguinus bicolor) e mico-de-cheiro (Saimiri sciureus)

de acordo com o método de coleta.
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INFORMACOES SUPLEMENTARES
Memérias do Instituto Oswaldo Cruz
MATERIAL SUPLEMENTAR

Analise do viroma de duas espécies de primatas neotropicais vivendo em simpatria em

um fragmento florestal urbano de Manaus, Amazonas, Brasil

Tabela S1 Dados de sequéncias de leituras brutas gerados no Kraken para todos os

virus.

Familia viral Sb Sb Ss Ss

fezes esfregaco retal fezes esfregaco retal

Ackermannviridae 1 2 12 3
Adenoviridae 13 23 5 9
Alloherpesviridae 5 11 3 11
Alphaflexiviridae 0 0 0
Anelloviridae 0 0 1
Arteriviridae 0 0 3 10
Ascoviridae 0 0 1 5
Asfarviridae 0 0 0 1
Autographiviridae 53 30 40 22
Baculoviridae 52 24 58 40
Betaflexiviridae 2 5 8 0
Bicaudaviridae 0 0 14 0
Caliciviridae 8 11 0 0
Circoviridae 12 0 4 0
Closteroviridae 5 0 0 0
Demerecviridae 10 8 1 7
Drexlerviridae 10 5 18 1
Endornaviridae 0 0 1 0
Flaviviridae 10 0 4 1
Fuselloviridae 1 0 2 0
Geminiviridae 0 9 0
Genomoviridae 2 0 0
Hantaviridae 8 11 0
Herelleviridae 33 0 26 3
Herpesviridae 27 721 41 1656
Hypoviridae 0 12 0 0
Iflaviridae 8 0 0 0
Inoviridae 0 3 4 0
Iridoviridae 6 0 1 4
Lipothrixviridae 0 0 3 1
Marseilleviridae 2 0 7 2
Mesoniviridae 0 0 1 0
Microviridae 33 15 14 3



Mimiviridae
Mitoviridae
Myoviridae

Nairoviridae
Nimaviridae
Nudiviridae

Nyamiviridae
Orthomyxoviridae
Papillomaviridae

Paramyxoviridae
Partitiviridae

Parvoviridae
Phenuiviridae

Phycodnaviridae
Picornaviridae
Pithoviridae
Podoviridae
Polydnaviridae
Polyomaviridae
Potyviridae
Poxviridae

Reoviridae
Retroviridae

Rhabdoviridae
Secoviridae

Siphoviridae
Smacoviridae
Tobaniviridae

Togaviridae
Tolecusatellitidae

Tospoviridae
Totiviridae

Turriviridae
Virgaviridae
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Legenda: Sb (Saguinus bicolor); Ss (Saimiri sciureus).
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Tabela S2 Dados de sequéncias de leituras brutas gerados no Kraken para os virus de

importancia para mamiferos.

Familia viral Sb Sb Ss Ss
fezes esfregaco retal fezes esfregaco retal

Adenoviridae 13 23 5 9
Anelloviridae 0 0 1 0
Arteriviridae 0 0 3 10
Asfarviridae 0 0 0 1
Caliciviridae 8 11 0 0
Circoviridae 12 0 4 0
Flaviviridae 10 0 4 1
Genomoviridae 0 2 0 0
Hantaviridae 0 8 11 0
Herpesviridae 27 721 41 1656
Nairoviridae 0 0 0 11
Orthomyxoviridae 2 0 1 0
Papillomaviridae 4 0 15 22
Paramyxoviridae 1 0 12 2
Parvoviridae 2 0 14 1
Phenuiviridae 33 0 0 0
Picornaviridae 14 2 0 3
Polyomaviridae 10 0 0 0
Poxviridae 442 2971 2212 5180
Reoviridae 2 0 14 5
Retroviridae 52 827 149 262
Rhabdoviridae 3 0 0 11
Smacoviridae 0 0 0 5
Tobaniviridae 5 0 0 0
Togaviridae 0 0 2 0
Total 640 4565 2488 7179

Legenda: Sb (Saguinus bicolor); Ss (Saimiri sciureus).



Tabela S3 Virus associados a infeccdes de mamiferos gerados pelo Kraken apds
normalizacdo dos dados.

Familia viral Sh Sb Ss Ss
fezes esfregaco retal fezes esfregaco retal
Adenoviridae 2,03125 0,503833516 0,20096463 0,12536565
Anelloviridae * 0 0 0,040192926 0
Arteriviridae 0 0 0,120578778 0,139295166
Asfarviridae * 0 0 0 0,013929517
Caliciviridae 1,25 0,240963855 0 0
Circoviridae 1,875 0 0,160771704 0
Flaviviridae 1,5625 0 0,160771704 0,013929517
Genomoviridae * 0 0,04381161 0 0
Hantaviridae 0 0,17524644 0,442122186 0
Herpesviridae 4,21875 15,79408543 1,647909968 23,06727957
Nairoviridae 0 0 0 0,153224683
Orthomyxoviridae 0,3125 0 0,040192926 0
Papillomaviridae 0,625 0 0,602893891 0,306449366
Paramyxoviridae 0,15625 0 0,482315113 0,027859033
Parvoviridae 0,3125 0 0,562700965 0,013929517
Phenuiviridae 5,15625 0 0 0
Picornaviridae 2,1875 0,04381161 0 0,04178855
Polyomaviridae 1,5625 0 0 0
Poxviridae 69,0625 65,08214677 88,90675241 72,15489623
Reoviridae 0,3125 0 0,562700965 0,069647583
Retroviridae 8,125 18,11610077 5,988745981 3,649533361
Rhabdoviridae 0,46875 0 0 0,153224683
Smacoviridae 0 0 0 0,069647583
Tobaniviridae 0,78125 0 0 0
Togaviridae 0 0 0,080385852 0

Legenda: Sb (Saguinus bicolor); Ss (Saimiri sciureus).

Valores de abundancia relativa consideraram valores de p > 0,05. As familias virais marcadas com *

foram aquelas que ap6s normalizacéo, nao foram consideradas.
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CONSIDERACOES FINAIS

O nosso estudo é de grande relevancia, pois é o primeiro a caracterizar o viroma
de duas espécies de primatas de vida livre da Amazonia brasileira, importante para a

conservacao das espécies e no contexto de saude Unica.

O sequenciamento massivo realizado nesse estudo gerou um grande volume de
dados, mostrando que o viroma do primata Saguinus bicolor é bastante diverso,
apresentando familias virais capazes de infectar uma gama de hospedeiros, de bactérias,
arqueas, algas, fungos, plantas, invertebrados e vertebrados. As informagdes obtidas
nesse estudo deverdo impulsionar novos trabalhos para a identificagdo, em nivel de

espécie, do maior nimero de virus de importancia para infeccdes de mamiferos.
Capitulo 1:

I. Em relacdo as familias virais importantes para infecgdes de mamiferos, foi
verificada grande diversidade compondo o viroma fecal, inclusive entre o0s
grupos de Saguinus bicolor;

Il.  Também foi verificado que o tamanho do grupo e 0 nimero de animais por pool
ndo foram fatores que influenciaram a diversidade das familias virais
encontradas, podendo estar relacionada com diversas variaveis, desde
individuais até ambientais;

1. A composicdo viral dos grupos analisados nédo teve relagdo com a proximidade
geogréfica entre eles;
IV. A ferramenta Kraken mostrou ser a melhor opcdo para caracterizar a diversidade

do viroma em nivel de familia.

Capitulo 2:

V.  Ambos os grupos de Saguinus bicolor e Saimiri sciureus compartilham familias
virais, entretanto, o S. bicolor apresentou maior riqueza;

VI. O uso das duas tecnicas de coleta de material biolégico mostraram ser
complementares, entretanto, as fezes mostraram ser a melhor escolha para

estudo de riqueza do viroma.



