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RESUMO

Introducdo: Em dezembro de 2019, as autoridades chinesas detectaram um novo tipo
de virus que pode causar infecbes em seres humanos. Desde a emergéncia do SARS-
CoV-2, pesquisadores tém monitorado suas mutacdes, tracos do genoma, evolugéo e
comportamento do virus através de diferentes ferramentas utilizadas no ambito da
vigilancia gendmica. Objetivo: Avaliar a introdugcdo e circulacdo das variantes
emergentes do SARS-CoV-2 em cinco cidades do Brasil (Niter6i-RJ, Campo Grande-
MS, Dourados-MS, Rondénia-RO, Recife-PE). Métodos: O presente estudo € uma
pesquisa descritiva, analitica, observacional de corte transversal; com dados primarios
submetidos a técnicas laboratoriais a partir de amostras positivas para infeccéo pelo
SARS-CoV-2. A analise filogenética foi composta por isolados identificados e um
conjunto representativo da diversidade viral numa arvore de alta verossimilhanca
utilizando as ferramentas Viral MSA e QI-TREE2 12. Foram coletados dados clinicos,
valores do ciclo limiar (Ct) e sorologia para comparar a frequéncia dessas variaveis
em individuos acometidos pelas Variantes de Preocupacédo (VOC) em comparacéo
com outras linhagens do SARS-CoV-2, em termos de transmissibilidade, sintomas
clinicos e escape imunolégico. Resultados: Foram incluidos 209 individuos, a maioria
mulheres, com média de idade de 39,8t13,5 anos e da cor branca. Foram
identificadas 13 cepas circulantes no periodo de outubro de 2020 a maio de 2021. As
variantes mais frequentes foram P.2 (46,4%), seguidas por P.1 (22%) e B.1.133
(11,4%). As VOC apresentaram um valor menor de Ct em comparagdo com outras
linhagens, o que pode significar uma maior transmisséo viral. Os individuos que foram
atingidos pelas VOC apresentaram soroconversao em menor proporcao em relacao
as outras cepas. Concluséo: Contextualizar os genomas sequenciados permitiu
analisar o espalhamento geografico e a dinamica viral em escalas local, regional e
nacional. Apesar de o sequenciamento genémico ter sido realizado em larga escala,
ainda existem lacunas do conhecimento que necessitam ser preenchidas para

compreender a histéria natural do SARS-CoV-2, bem como seus impactos globais.

Palavras-chave: SARS-CoV-2; Variantes Emergentes; Vigilancia Genémica



ABSTRACT

Introduction: In December 2019, Chinese authorities detected a new type of virus that
can cause infections in humans. Since the emergence of SARS-CoV-2, researchers
have monitored its mutations, genome traits, evolution and behavior of the virus
through different tools used within the scope of genomic surveillance.Objective: To
evaluate the introduction and circulation of emerging variants of SARS-CoV-2 in five
cities in Brazil (Niter6i-RJ, Campo Grande-MS, Dourados-MS, Ronddnia-RO, Recife-
PE). Methods: The present study is a descriptive, analytical, cross-sectional
observational research, with primary data submitted to laboratory techniques from
samples positive for SARS-CoV-2 infection. The phylogenetic analysis comprised
identified isolates and a representative set of viral diversity in a high-likelihood tree
using Viral MSA and QI-TREEZ2 tools.12 Clinical data, Ct values, and serology were
collected to compare the frequency of these variables in individuals affected by
Variants of Concern (VOC) compared to other SARS-CoV-2 strains regarding
transmissibility, clinical symptoms, and immune escape. Results: We included 209
individuals, mostly women, with a mean age of 39.8+13.5 years and of white color.
Thirteen circulating strains were identified from October 2020 to May 2021. The most
frequent variants were P.2 (46,4%), followed by P.1(22%) and B.1.133 (11,4%). VOC
showed a lower Ct value than other strains, which may signify greater viral
transmission. Individuals affected by VOC showed seroconversion in a lower
proportion than the other strains. Conclusion: Contextualizing the sequenced genomes
allowed us to analyze the geographic spread and viral dynamics on local, regional, and
national scales. Although genome sequencing has been performed on an
unprecedented scale, knowledge gaps still need to be filled to understand the natural
history of SARS-CoV-2 and its global effects.

Keywords: SARS-CoV-2; Emerging Variants; Genomic Surveillance
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1 INTRODUCAO

Em dezembro de 2019, as autoridades chinesas detectaram um novo tipo de
virus que pode causar infeccdo em humanos. O patégeno espalhou-se por todo o
territdrio chinés e por diversos paises, sendo considerado pela Organizacdo Mundial
da Saude (OMS) uma Emergéncia de Saude Publica de Importancia Internacional
(ESPII) (WHO, 2020).

O SARS-CoV-2 (Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus 2) € um
virus de RNA de fita simples e polaridade positiva, que exibe proteinas estruturais em
seu genoma (Giovanetti et al.,, 2021a). A doenca causada pelo SARS-CoV-2,
conhecida como COVID-19, pode se manifestar de forma assintomatica ou apresentar
diversas manifestacfes, desde quadros leves até faléncia multipla dos érgdos e morte.
O periodo médio de incubacédo do patdégeno é de 5 dias, podendo chegar a 12 dias. A
transmisséo pelos pacientes infectados pelo SARS-CoV-2 ocorre, em média, 7 dias
apos o inicio dos sintomas ou mesmo sem a presenca de sintomas. No entanto, essas
variaveis podem variar de acordo com as cepas circulantes (Lauer et al., 2020).

Desde a emergéncia do SARS-CoV-2, os cientistas tém monitorado as
variantes, tracos do genoma, evolugdo e comportamento do virus. A baixa diversidade
do SARS-CoV-2 no inicio da ESPII pode ser parcialmente explicada pelo mecanismo
de revisdo durante a replicacdo do RNA (proofreading) realizado por uma
exoribonuclease presente no complexo ndo estrutural (nsp10-nspl14), o qual aumenta
consideravelmente a fidelidade na incorporacdo de nucleotideos, mantendo a
integridade de seu genoma (Liu et al., 2021; Ogando et al., 2020).

Dessa forma, foi sugerido inicialmente que as vacinas que se baseiam em uma
Unica sequéncia da proteina Spike trariam protecdo imunoldgica para todas as cepas
circulantes (Dearlove et al., 2020). Algumas linhagens do SARS-CoV-2 emergiram em
2020, principalmente mutacdes de pico, alvo dos anticorpos neutralizantes (anti-
SARS-CoV-2) e do desenvolvimento de vacinas e outras terapéuticas, pois mediam a
interagdo com a enzima conversora de angiotensina tipo 2 (ECA-2) (Walls et al., 2020).

Considerando o cenario epidemiolégico de pessoas infectadas nas diferentes
regides do planeta e o fato de que o processo de evolugéo do virus pode gerar novas
variantes, a mobilizacdo de estratégias globais torna-se crucial para conter a

disseminagdo do virus, considerando as diferengas socioecondmicas entre as
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diferentes localidades, e os efeitos na saude publica. As organizacdes e servi¢os de
combate a pandemia incentivam a vigilancia e sequenciamento genémico. Desde
2020, o Brasil tem desempenhado um papel fundamental nas atividades de
monitoramento gendmico do SARS-CoV-2, levando em conta a sua capacidade
laboratorial, bem como a sua localizacdo geografica e diversidade populacional
(WHO, 2022; Brasil, 2021a).

Apesar dos esforgos colaborativos internacionais e locais para a descoberta
das origens do SARS-CoV-2, ainda ndo existem evidéncias suficientes para preencher
algumas lacunas do conhecimento. Mediante a dimensdo da pandemia do novo
Coronavirus, e o impacto das variantes emergentes do SARS-CoV-2, compreender o
surgimento e a propagacao dessas variantes, bem como avaliar seus impactos em
termos de transmissibilidade, manifestacdes clinicas e escape imunolégico podera
fornecer maior robustez aos estudos ja realizados, e auxiliar na compreensédo da

histéria natural do novo Coronavirus no pais.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 CORONAVIRUS

Os Coronavirus (CoVs) pertencem a ordem Nidovirales, subordem
Cornidovirineae e familia Coronaviridae, que é classificada em duas subfamilias,
Letovirinae e Orthocoronavirinae; A Orthocoronavirinae apresenta quatro géneros:
Alphacoronavirus (aCoV), Betacoronavirus (BCoV), Gammacoronavirus (yCoV) e
Deltacoronavirus (6CoV). Atualmente, sete espécies de CoVs sdo reconhecidas por
causar infecgcdo em seres humanos (HCoVs), sendo o primeiro caso reportado em
1960. Quatro espécies de HCoVs sao reconhecidas pela transmisséo por vias aéreas
e baixa patogenecidade (HCoV-229E, HCoV-HKU1, HCoV-NL63 e HCoV-OC43)
(Corman et al., 2018; CSG, 2020; Cui et al., 2019).

Outros HCoVs resultaram em consequéncias de alto impacto para saude
publica, quadros de gravidade e desfechos clinicos fatais. A Sindrome Respiratoria
Aguda Grave (Severe Acute Respiratory Syndrome-SARS-CoV) foi reconhecida em
novembro de 2002, na China, e sua possivel origem foi associada ao consumo de
carne de civetas. Um surto da sindrome ocorreu em Hong Kong, que resultou em
letalidade de 10%, e apds intervencdes de saude publica, a epidemia foi controlada
(De Wit, 2016; Dolin, 2007).

A Sindrome Respiratéria do Oriente Médio (Middle East Respiratory Syndrome
Coronavirus-MERS-CoV) foi a segunda epidemia causada por HCoV. O patégeno foi
detectado em 2012, na Arabia Saudita. A epidemia apresentou uma taxa de
mortalidade significativa (35%) (Al-Osalil et al., 2017).

No final de 2019, na cidade de Wuhan, China, foram relatados casos de
infeccdo em humanos, com manifestacdes clinicas especificas e origem etioldgica
desconhecidas. A doenca causada pelo novo Coronavirus, ou SARS-CoV-2, se
espalhou por todo o globo terrestre e foi classificada pela OMS como uma ESPIlI em
11 de margo de 2020 (WHO, 2020).
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2.2SARS-CoV-2

2.2.1 Morfogénese

O SARS-CoV-2 é um virus de RNA de fita simples, com aproximadamente 125
nandémetros (nm) de didmetro. Ele possui polaridade positiva, é esférico e revestido
por uma camada lipoproteica (Figura 1). Possui em média 29.900 bases nitrogenadas,
que codificam 29 proteinas estruturais, ndo estruturais e acessorias. O patégeno
apresenta quatro proteinas estruturais essenciais em sua estrutura morfolégica
(Figura 1) (Lima et al., 2020; Vellingiri et al., 2020):

Figura 1 — Estrutura morfolégica do SARS-CoV-2. A proteina Spike (S) faz ligacdo com o receptor, a
membrana (M) é a proteina estrutural mais abundante que pode atingir 64,896,6 nm de diametro; O
envelope (E) é a menor proteina estrutural e, junto com a membrana, forma o envelope viral, auxiliando
no processo maturagdo viral e patogénese. O nlcleocapsideo (N) é composto por 30 a 35
ribonucleoproteinas (RNPs) em formato de G reverso, com 15 nm de didmetro por virion

Envelope (E)

Nuclecapsideo (N)
e Gendma viral (RNA)

Fonte: Adaptado de https://www.scientificanimations.com/coronavirus.

A proteina S reconhece as proteinas receptoras de membrana, viabilizando a
entrada do patégeno na célula hospedeira. Ela possui um aspecto globular trimérico
gue abrange trés segmentos: ectodominio, uma ancora transmembrana de passagem
Unica e uma cauda intracelular. Conforme Li et al. (2020), o ectodominio é dividido em
uma subunidade S1, que exibe dois dominios independentes (um dominio N-terminal
— S1-NTD, e um dominio C-terminal — S1-CTD). Na subunidade S2, ocorre a fusdo da

membrana resultante de rearranjos estruturais.
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A proteina de menor superficie, a hemaglutinina esterase (HE), também foi
identificada na estrutura morfolégica do virus. Em seu interior, a proteina N protege o
RNA e auxilia na formacdo do capsideo e de toda a estrutura viral (Vashist, 2020;
Vellingiri et al., 2020). O termo “coronavirus” foi designado devido ao aspecto de uma
coroa, decorrente da organizacdo estrutural de suas glicoproteinas, que formam
estruturas circulares chamadas projecdes ou espiculas (Weiss; Navas-Martin, 2005).

O genoma do SARS-CoV-2 possui entre 26 e 32 kilobases (kb) e é altamente
conservado em relacdo a outros CoVs. Ele segue a mesma ordem na molécula de
RNA e possui pelo menos dez quadros de leitura aberta, conhecidos como Open
Reading Frames (ORF) (Li et al., 2020). Analises gendmicas revelam uma similaridade
de 80% do SARS-CoV-2 com 0 SARS-CoV, e aproximadamente 96% de similaridade
com o virus sequenciado de morcegos, o BatCoV RaTG13. As principais regides
codificadoras (ORFla/b, S, 3a, E, M, 6, 7a, 7b, 8, N, 10) e sequéncias reguladoras de
transcricdo (TRSs) estao representadas na ordem em que se apresentam no genoma,
conforme a figura 2 (Kim et al., 2020; Zhou et al., 2020).

Figura 2 - Representa¢cdo gendmica do SARS-CoV-2

0 S000 10000 15000 20000 25000 29903
7a 7b_10
L ORF1a ORF1b S 33 EM6]I8N| _3'UTR
B 1 ¥ r‘rlzjﬂlq!_:-‘j
- e I g
TRS-L TRS-B

Fonte: Adpatdo de Kim et al, 2020.

O primeiro gene codifica a replicase (ORFlab), seguido dos genes que
codificam as proteinas S, Envelope, Membrana e Nucleocapsideo. O RNA viral possui
as mesmas propriedades de maturacdo do RNA da célula hospedeira e apresenta
uma capa na extremidade 5 e uma cauda poli-A na extremidade 3’, que sao
necessarias para a integridade da molécula. A estrutura do genoma indica que dois
tercos de toda a sua estrutura correspondem as ORFs (na diregéo 5’) e destinam-se
a producdo de proteinas de replicacdo (De Wit et al., 2016).

De acordo com Fehr e Perlman (2015), as sequéncias que correspondem a
uma menor propor¢do na diregdo 3° do RNA estdo vinculadas aos genes de
codificac@o das proteinas estruturais do virion, como as glicoproteinas S do sitio de

reconhecimento das células hospedeiras, e 0s genes para 0os envoltdrios proteicos
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gue protegem o genoma. A sequéncia que codifica a poliproteina ORFlab é a mais

extensa, ocupando 72% do genoma e apresentando em sua composicdo 16 proteinas

nao-estruturais em uma sequéncia (nspl a nspl6), que constitui a replicase

dependente de RNA (RdRP) (Kim et al., 2020). A compreensao das caracteristicas

funcionais de cada nsp foi considerada a partir de estudos realizados com outros

HCoVs (Quadro 1).

Quadro 1 - Regides codificadoras do SARS-COV-2. Lista dos genes incluindo sua posicdo no genoma

e funcdo
Gene / orf Posicédo (nt) Funcéo
Inicio Fim
ORFla nspl 266 805 Acelera a degradacdo doO mRNA, bloqueia
respostas imunes inatas.
nsp2 806 2719 Sofre pressao seletiva positiva.
nsp3 2720 8554 Liga as proteinas do hospedeiro, media a
replicagéo viral.
nsp4 8555 10054 Media a interagdo com membranas celulares.
nsp5 10055 | 10972 A principal protease com atividade de
processamento da poliproteina dos CoVs.
nsp6 | 10973 | 11842 Restringe a expresséo do autofagossomo.
nsp7 11843 | 12091 Forma complexo com nsp8, estabilizando-a.
nsp8 12092 | 12685 | Forma complexo com nsp7, catalisa a sintesede
iniciadores de RNA.
nsp9 | 12686 | 13024 Proteina de ligagcéo a acidos nucleicos.
nspl0 | 13025 | 13441 | Interage com nspl4 e nspl6, regula a funcdoda
replicase viral.
nspll | 13442 | 13480 Funcéo desconhecida.
ORF1b nspl2 | 13442 | 16236 Catalisa a sintese do RNA viral.
nspl3 | 16237 | 18039 Interage com nsp8 e nspl2, regula a atividade
da helicase.
nspl4 | 18040 | 19620 Exonuclease. Diminui a incidéncia de
nucleotideos mal pareados.
nspl5 | 19621 | 20658 Atividade de RNAse. Degrada RNA viral.
nspl6é | 20659 | 21552 Atividade de 2-O-Mtase. Escapa da imunidade
inata.
S 21563 | 25384 Liga-se aos receptores celulares do hospedeiro,
media a ligagéo e fusdo do envelope e
membrana celular do hospedeiro.
ORF3a 25393 | 26220 Induz apoptose, patogenicidade e liberacdo dos
virions, media a ativacédo do inflamassomo.
ORF3b 25814 | 25882  Estarelacionado a ativacdo de AP-1 pelas vias

ERK e JNK.
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E 26245 | 26472 Interage com a proteina de membrana para
constituir o envelope.
M 26523 | 27191 Determina a forma do virion. E central na
organizacao da constituicdo da estrutura dos
CoVs.

ORF6 27202 | 27387 Inibe a tradug&o das proteinas celulares.
ORF7a 27394 | 27759 Relacionado a interacao virus-hospedeiro.
ORF7b 27756 | 27887 Relacionado a interacao virus-hospedeiro.

ORF8 27894 | 28259 Interfere com 0s mecanismos antivirais do

hospedeiro
N 28274 | 29533 A fosfoproteina do nucleocapsideo protege o
genoma do RNA viral e esta envolvida no
empacotamento do RNA em particulas virais
ORF10 29558 | 29674 Desconhecido. Nao foram identificadas
transcricbes
3'UTR 29675 | 29903

Fonte: Adaptado de Chen, Liu e Guo (2020) apud Gomez (2021).

2.2.2 Replicacao viral

O ciclo de replicacdo do patégeno (Figura 3) ocorre pelo reconhecimento
celular do epitélio nasal e bronquial e pela ligacdo com a proteina S, por meio do
contato com o dominio de ligacdo ao receptor (RBD) localizado em S1, juntamente
com o dominio extracelular do receptor de membrana ECA-2. A proteina S € ativada
no sitio especifico da subunidade 2 (S2) pela protease transmembrana serina 2
(TMPRSS2), que cliva a proteina por meio da fusdo com a membrana endossémica,
permitindo a entrada do virus na célula hospedeira por endocitose e a liberacédo e
replicacdo do RNA genémico no citoplasma celular. Também ocorrem processos de
expressao génica viral, por meio da transcricdo e traducdo génica, que resultam na
formacdo de proteinas para o metabolismo viral e sua replicacdo (Hartenian et al.,
2020; Walls et al., 2020).
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Figura 2: Etapas da infec¢éo posteriores a entrada do genoma viral na célula hospedeira. Etapas da
infeccao posteriores a entrada do genoma viral na célula hospedeira: Esquema ilustrando a ligacédo
entre a glicoproteina Spike (proteina S) do SARS-CoV-2

a Particula viral %ﬂ P

b
Ligacdo e
neutralizacdo do virus q .Y.
Ligacdo ao receptor o
ACE2—y @ P
U ¥ \
TMPRSS2
— RNA de fita
Inibidores de protease et
do hospedeiro Cap
e L O ORFla e
/ﬂ .Z% Fuso e () ORF1b
4 o3 D uncoating oo
. ‘
\ \’ Proteina N
\@' y Traducdo e
Endossomo — processamento da

Inibidoresde [ poliproteina
protease do virus
RNA de fita Gnica + —
N

Bioteinastioos RNA de fita tnica +
estruturais replicativas c | ——

ap o
raducdo
=== Cap:v:— An
Inibidores da Si 4o RNA viral L
replicase viral HESERE e

Complexo da replicase

Cap . An
/ . : e | Tradugdo do mRNA

subgenémico

DMVs Cap ?{}.—— An l
Cap Eu:J—An =
=5 Proteinas
Cap=f— An acessérias para
Cap=l Ao /| interacdo com o
L hospedeiro

Fonte: adaptado de V’kovski et al. 2021.

Segundo Hartenian et al. (2020), a proteina S abriga um sitio adicional de
clivagem, reconhecido pela proteina furina no complexo de Golgi, e esta envolvida na
maturacdo das proteinas de superficie viral. Em seguida, os virus sdo agrupados e,
apos a maturacao, sao transportados para a superficie celular em vesiculas, migrando
para os pneumdocitos, especialmente para o tecido epitelial alveolar do tipo Il, e
liberados por exocitose (Shang et al., 2020).

O sistema respiratério € o principal alvo na infeccdo pelo SARS-CoV-2. O
patdgeno também compromete outros sistemas organicos, resultando em falha
multissistémica e desfechos clinicos fatais em uma determinada populacdo de
individuos. Giovanetti et al. (2022a) descreve que fatores ambientais, como

temperatura, densidade populacional e poluicdo do ar, foram associados a
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disseminacéo viral e ao aumento nas curvas de incidéncia de morbidade/mortalidade.
As pesquisas de Ogando et al. (2020) e Wang et al. (2020) atribuem a correlacéo entre
a amplificacao da expressao da ECA2 em grupos populacionais e fatores de risco para
desfechos clinicos graves da infeccdo pelo SARS-CoV-2, especialmente em

individuos com comorbidades e idosos.

2.3 COVID-19

2.3.1 Pandemia do novo Coronavirus

A pandemia do novo Coronavirus expressou uma diversidade de dados
epidemioldgicos relacionados a casos, hospitalizacdes e 6bitos. Conforme a OMS, até
21 de setembro de 2023, um total de 770.778.396 casos acumulados e 6.958.499
Obitos foram notificados globalmente. No Brasil, o primeiro caso confirmado da doenca
ocorreu na cidade de Sdo Paulo em 26 de fevereiro de 2020. Em 20 de marco, foi
declarada que a transmissao comunitaria ocorria em todo o territério brasileiro, e até
setembro de 2023, os dados preliminares corresponderam a 37.717.062 casos e
704.659 obitos (Croda; Garcia, 2020; WHO, 2023).

A disseminacdo do patégeno no Brasil ocorreu por diferentes rotas de
transmissao, principalmente por meio de aeroportos internacionais localizados nas
grandes metrépoles da costa atlantica brasileira, viagens procedentes do continente
europeu e outras vias de transmissédo do virus pelo pais, como as rodovias federais e
estaduais (Candido et al., 2020). Uma modelagem matematica evidenciou a cidade de
S&o Paulo como responsavel por mais de 85% da transmisséo. Apés a incluséo de 16
cidades nas analises, os resultados estimaram a transmissdo do virus para outras
regibes entre 98% a 99% durante os trés primeiros meses da pandemia no pais
(Nicodelis et al., 2021).

Os centros urbanos foram associados a transmissdo do SARS-CoV-2 devido a
sua relagdo com os fluxos globais densamente povoados, além dos espacos
fronteiricos e litoraneos (Candido et al., 2020; DIRUR, 2020). Diante de sua extensao
continental, pesquisadores indicam que a disseminacdo do SARS-CoV-2 no Brasil
ocorreu de forma heterogénea, por meio de diferentes rotas de transmissao ao longo

de seu territério (Pereira et al., 2020).
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2.3.2 Vigilancia Gendmica

A Vigilancia Gendmica (VG) consiste no uso de ferramentas que utilizam
informacbes do patdgeno para 0 Seu monitoramento e rastreamento, e esta
diretamente relacionada a evolucao (Alberts, 2004). O método de sequenciamento do
genoma foi descrito pela primeira vez por Sanger et al. (1977) e abrange um conjunto
de processos bioquimicos que permite identificar cada nucleotideo em uma cadeia de
DNA ou RNA.

Ao longo dos anos, umas variedades de inovacfes foram desenvolvidas pelas
industrias visando o aprimoramento dessa técnica. Para que a técnica seja executada
com exceléncia, o0 sequenciamento gendmico demanda uma infraestrutura
especializada em robdtica, bioinformatica, banco de dados e recursos materiais
(Mardis, 2008).

Os pesquisadores reconheceram a necessidade da criagcao e compartilhamento
de perfis gendbmicos de patdgenos de interesse médico, com o objetivo de preencher
lacunas do conhecimento em pesquisas epidemiolégicas. A pesquisa genética em
estudos clinicos e epidemiologicos carece de compreender as técnicas de tipagem
envolvidas, associadas a integracao eficiente dos resultados nas tomadas de decis6es
clinicas e de saude publica. Posteriormente, o termo "Vigilancia Gendmica" passou a
ser utilizado em pesquisas relativas ao monitoramento de patdégenos, porém, sem uma
ferramenta normatizada para sua execucao (Sintchenko et al., 2019).

Ferramentas tecnoldgicas utilizando o Sequenciamento de Préxima Geracéo
(Next-Generation Sequencing - NGS) vém sendo utilizadas para comparar sequéncias
de acidos nucleicos de importancia epidemiologica (Deng; Den Bakker; Hendriksen,
2016). As pesquisas com genomas virais podem ser conduzidas de diversas
maneiras, incluindo a avaliagdo das taxas de evolucdo de virus de RNA em rapida
evolucdo, a detecdo de mutacdes resistentes em vacinas e terapias, além da
reconstrucao da filogenia de linhagens de virus em estreita conexao para identificar e
conectar epidemiologicamente os pacientes infectados durante um surto ou evento de
transmissao (Lam; Hon; Tang, 2010).

O sequenciamento do genoma do SARS-CoV foi crucial para compreender as

relacbes evolutivas entre diferentes isolados de pacientes por meio de analises
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filogenéticas (Rota et al., 2003). A combinacao de dados genéticos e epidemiolbgicos
permitiu as autoridades chinesas identificar as diversidades genotipicas que
influenciam a transmisséao de virus (Ruan et al., 2003).

Durante a pandemia do novo Coronavirus, devido a sua capacidade de
propagacéo viral a curto prazo, causada pela rapida mobilidade humana pelo globo
terrestre, esforcos internacionais colaborativos tém permitido a disponibilizacdo de
genomas sequenciados em diversas provincias e paises. Essa ferramenta rastreia a
evolucao e dispersdo geografica do virus, para que as medidas de saude publica
sejam eficazes. Além disso, auxilia nas medidas de controle da propagacéao do virus,
no desenvolvimento de métodos diagndsticos e terapéuticas contra a doenca (Hu et
al., 2021).

A Rede Regional de Vigilancia Genomica da COVID-19 dos Estados-Membros
da América Latina e Caribe, da Organizacdo Pan-Americana da Saude (OPAS), foi
criada em 2020 com o objetivo de fortalecer a capacidade de sequenciamento dos
laboratérios e incentivar os paises a implementarem a vigilancia genémica. A estrutura
da rede combina paises com capacidade de sequenciamento interno e aqueles que
enviam amostras para seguenciamento externo nos Laboratorios Regionais de
Sequenciamento (Fundacdo Oswaldo Cruz/FIOCRUZ — Brasil e Instituto de Saude
Publica/ISPCH-Chile) (PAHO, 2023).

A disponibilidade de dados gendmicos para responder a questdes evolutivas
emergentes oferece informacdes genémicas e geograficas, fornecem pistas sobre a
evolucdo dos organismos, incluindo sua dispersdo regional e o entendimento de
eventos evolutivos como especiacao, radiacdo adaptativa e extincdo (Bermingham;
Moritz, 1998; Knowles, 2009). A partir da integracdo entre dados filogenéticos e
geograficos, surgiu o conceito de filodinamica, que é a analise estatistica de dados
populacionais de espécies intimamente relacionadas para inferir parametros e

processos populacionais (Yang; Rannala, 2012).

2.3.3 Filogenia e evolugéao viral

A filogenia compreende o estudo das relagbes de parentesco evolutivo entre os
organismos e a organizacao das formas de vida, conforme as caracteristicas de seu

material genético, além do desenvolvimento de técnicas para seu estudo (Domingos;
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Perales, 2019). As andlises filogenéticas foram, historicamente, fundamentadas em
caracteristicas facilmente observadas, posteriormente, em dados de sequéncias
moleculares de DNA, RNA e proteinas (Pevsner, 2015).

Os pesquisadores tém utilizado varios métodos para alinhar e comparar os
genomas sequenciados, com o objetivo de responder a questdes relevantes sobre a
funcdo e evolucdo dos organismos, area que ficou conhecida como genémica
comparativa (Miller et al., 2004). As etapas da constru¢cdo de um fluxo de andlise
filogenética molecular, bem como os principais métodos usados para sua construcao,

foram representadas no quadro 2.

Quadro 2 - Etapas para construcdo de andlise filogenética

Fluxo para anélise

filogenética Principais métodos
(Pevsner, 2015)
S:Ii%i?:igi Métodos baseados em distancia: analisam alinhamentos em
homglo as para pares das sequéncias e usam as distancias genéticas para
anégllise'p inferir a filogenia (Felsenstein, 1984);

Maxima parcimdnia (MP): método baseado em caracteres no
gual colunas de residuos sédo analisadas no alinhamento
multiplo para identificar a &rvore com 0 menor comprimento total
de ramos possivel (Czelusniak et al., 1990);

Méxima verossimilhanga (ML): abordagem estatistica baseadas
Escolha do método | em modelos, projetada para determinar a topologia da arvore e

Alinhamento mdltiplo
das sequéncias de
interesse;

e da ferramenta de comprimentos de ramos que tém a maior probabilidade de
inferéncia produzir o conjunto de dados observados, a partir do célculo da
filogenética; verossimilhanga para cada residuo em um alinhamento com a

especificacdo de um modelo evolutivo (Felsenstein, 1981);
Inferéncia Bayesiana: abordagem estatistica para modelagem
da incerteza em modelos complexos, a qual calcula a

Especificacdo de um probabilidade dos dados fornecidos pelo modelo
modelo evolutivo; P(dados|modelo), ou seja, busca a probabilidade condicional de
uma arvore em relacéo aos dados fornecidos (Huelsenbeck et

al., 2001).
Avaliacao das *Cada método possui uma variedade de ferramentas que os
filogenias geradas. implementam.

Fonte: Adaptado de Pevsner, 2015; Felsenstein, 1981; Czelusniak et al., 1990.

Dado que os virus sdo amplamente difundidos e causam infegcdes em humanos,
a demografia desempenha um papel significativo na determinagdo da variacao
genética das populacdes virais. Os padrbes de variagdo genética viral sdo afetados

tanto pela selecao natural atuando sobre os genomas virais quanto pela rapidez com
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gue a transmissdo ocorre e pelas medidas adotadas para conté-la (Volz; Koelle;
Bedford, 2013). Esses padrdes espaciais de dispersdo podem ser recuperados pelas
andlises filodinamicas.

Devido a taxa de mutacao elevada e a diversidade viral, a taxonomia dos virus
apresenta desafios em promover uma abordagem universal que classifique sua
diversidade genética. Essa variedade € agrupada em "clados” ("subtipos”, "genaotipos”,
"grupos” e "tipos virais"), que correspondem a grupos monofiléticos em uma &rvore
filogenética (ICV, 2022).

Um conjunto de regras para diferenciar as linhagens do SARS-CoV-2 foi
proposto por Rambaut et al. (2020a) e posteriormente adotado pela comunidade
cientifica, denominado como sistema de nomenclatura Pango. Conforme os autores,
um suposto clado ou uma nova linhagem emergente deve exibir evidéncia filogenética,
ser descendente de um clado ancestral e apresentar evidéncias de ganho evolutivo,
em termos de aumento de sua ancestralidade (Figura 4).

Duas linhagens do SARS-CoV-2 foram detectadas inicialmente nas primeiras
amostras sequenciadas em Wuhan (linhagem A em 05-01-2020 e a linhagem B em
26-12-2019). As primeiras analises genbmicas revelaram dois nucleotideos
conservados no clado A (posicdo 8782 na nsp4 da ORF1a e posicao 28144 na ORF8)
e sua relacdo com as linhagens de CoV mais proximas que infectam morcegos
(RaTG13 e RmYNO02). Embora o clado B tenha sido detectado primeiro, n&do dispde
de nucleotideos em ambas as posi¢des, sugerindo que o clado A constitui 0 ramo mais
antigo do SARS-CoV-2 (Rambaut et al., 2020b).



Figura 4 - Reconstrucao filogenética das primeiras linhagens do SARS-CoV-2
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Fonte: Rambaut et al., (2020a).
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O fendtipo de um organismo é determinado pelo seu genétipo, bem como pelas

influéncias ambientais sobre esses genes, e essas alteracdes podem refletir no

comportamento do virus em relagdo ao hospedeiro. Giovanetti et al. (2022a)

descrevem que as causas relativas as mutagdes no genoma do SARS-CoV-2 estédo

relacionadas a recombinagdo com o material genético de outros virus que coinfectam

a mesma célula, inducdo por sistemas de modificacdo no RNA hospedeiro e

replicacdo viral. Esses fatores contribuiram para que geragfes subsequentes de

linhagens fossem aptas a se ligar a proteina de superficie das células, que o virus

utiliza como receptor.
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2.3.4 Variantes Emergentes

O processo de evolucdo e mutagcdo do virus resulta em novas variantes, que
podem apresentar riscos para o hospedeiro humano, tornando crucial a avaliacéo de
suas alteracdes fenotipicas, disperséo e impactos na sadde publica. A medida que
uma variante se propaga por diferentes regides do globo e infecta individuos em taxas
significativas, ela se torna uma linhagem. Além dos processos de microevolugao e
pressodes de selecdo do virus, que podem gerar mutacdes adicionais, resultando em
distincbes dentro de uma linhagem filogenética (GENOMAHCOV, 2022; WHO,
2021a).

O Grupo Técnico Consultivo sobre a Evolugcdo do Virus SARS-CoV-2
(Technical Advisory Group on SARS-CoV-2 Virus Evolution — TAG-VE) da OMS foi
estabelecido com foco nas variantes do SARS-CoV-2, seu fendtipo e impactos nas
medidas de saude publica (WHO, 2021). Com o crescimento de variantes que
representavam risco para saude publica global, a OMS passou a caracteriza-las e
dispor de nomenclaturas aderidas na comunidade cientifica para facilitar sua
identificacdo e mitigar estigmas geograficos. As principais variantes monitoradas
descritas nos quadros 3 e 4 foram classificadas pela OMS (WHO, 2021a):

e Variante de Interesse (Variants of Interest - VOI): Uma variante do SARS-CoV-
2 com alteracbes genéticas previstas por afetar caracteristicas como
transmissibilidade, gravidade, escape imune, diagnéstico ou terapéutica;
responsavel pela transmissdo comunitaria significativa ou multiplos casos de
transmissdo em varios paises com prevaléncia relativa crescente, ou outros
impactos epidemiol6gicos para sugerir risco emergente para saude publica global.
e Variante de Preocupacéao (Variants of Concern - VOC): Uma variante de SARS-
CoV-2 que atende a definicdo de VOI e que demonstre estar associada a uma ou
mais das seguintes mudancas em grau de importancia para a saude publica: I)
Aumento da transmissibilidade ou alteragcdo prejudicial na epidemiologia da
COVID-19; II) Aumento da viruléncia ou alteracdo da apresentacdo clinica da
doenca; Ill) Diminuicdo da eficacia das medidas sociais de saude publica ou

diagndsticos disponiveis, vacinas ou terapéuticas.



Quadro 3- Variantes de interesse (VOI) do SARS-COV-2

Rotulo
OMS
EPSILON

ZETA

ETA

THETA

LOTA

KAPPA

LAMBDA

MU

Linhagem

Pango
B.1.427
B.1.429

P.2

B.1.525

P.3

B.1.526

B.1.617.1

C.37

B.1.621

Mutacbes
Monitoradas
(L452R, D614G) na B.1.427;(S13l,
W152C, L452R, D614G) na B.1.429
(Zhang et al., 2021)

(L18F, T20N, P26S, F157L, E484K,
D614G, S9291 e V1176F) na proteina S
(GISAID, 2022)

Mutacdo E484K e F888L, no dominio
S2, da proteina S
(GISAID, 2022)

(delecdo 141-143, E484K N501Y e
P681H) na proteina S (GISAID, 2022)

(E484K e S477N) na proteina S
(GISAID, 2022)

(T95I1, G142D, E154K, L452R, E484Q,
D614G, P681R e Q1071H) na proteina
S
(GISAID, 2022)

(G75V,T761, A246252, L452Q,
F490S,D614G, T859N) na proteina S
(GISAID, 2022)

21 mutagdes, nove (T95I, Y144S,
Y145N, R346K, E484K, N501Y,
D614G, P681H e D950N) na proteina S
(GISAID, 2022)

Fonte: Adaptado de WHO, 2022
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Pais/Data
designhacao
Estados Unidos,
marco de 2020;
VOI:05-03-2021
VOI anterior:
06-07-2021
Brasil, abril de 2020;
VOI:17-03-2021
VOI anterior:
06-07-2021
Vérios paises,
dezembro 2020;
VOI:17-03-2021
VOI anterior:
20-09-2021
Filipinas, janeiro de
2021;
VOI:24-03-2021
VOI anterior:
06-07-2021
Estados Unidos,
novembro de 2020;
VOI:24-03-2021
VOI anterior:
20-09-2021
india, outubro de
2020;
VOI:04-04-2021
VOI anterior:
20-09-2021
Peru, dezembro de
2020;
VOI:14-06-2021
VOI anterior:
09-03-2022
Colébmbia, janeiro de
2021;
VOI:30-08-2021
VOI anterior:
09-03-2022



Quadro 4 - Variantes de Preocupacéo (VOC)

Rétulo OMS Linhagem
Pango
B.1.1.529
*Sublinhagens
(BA.1, BA.1.1,
BA.2, BA.3,BA.4
e BA.5);
Recombinantes,
XE, XD, BQ.1 e
XBB
(CDC, 2023;
Chakraborty et
al., 2022)
B.1.1.7

OMICRON*

ALFA

BETA B.1.351

GAMMA P.1

DELTA B.1.617.2

Fonte: Adaptado de WHO, 2022.

Mutacbes
Monitoradas
S1/RBD e S2 (A67V, T951, G142D,

G33D, S371L, S373P, S37F,
K417N, N440K, G44S, S477N,
T478K, E484A, Q493K, G496S,
Q498R, N501Y, Y505H, T547K,
D614G, H655Y, N679K, P681H,
N764K, D796Y, N856K, Q954H,

N969K, L981F); delecdes e uma
insercao (A67-70, A143-145, A211-
212, ins214EPE)
(Vaughan, 2021)

17 mutacdes em seu genoma
(delecaoA69-70, delecao A144,
N501Y, A570D, P681H, T716l,
S982A, D1118H) na proteina S

(Cascella et al., 2022)
Proteina S (L18F, D80A, D215G,
LAL 242-244 del, R2461, K417N,
E484K, N501Y, D614G e A701V),

Envelope (P71L), ORF1la (K1655N),
N (T205I)
(Tegally, 2021; Freitas, 2021)

35 substituicdes de aminoacidos,
com 10 na proteina S (L18F, T20N,
P26S, D138Y, R190S, K417T,
E484K, N501Y, H655Y e T10271)
(Faria et al., 2021)
MutacBes na proteina S (T19R,
(V70F*, T95I, G142D, E156-, F157-,
R158G, (A222V*), (W258L*),
(K417N¥*), L452R, T478K, D614G,
P681R, D950N)

(CDC, 2023)
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Pais/Data
desighacao
Vérios paises;
Novembro,2021
VUM: 24-11-2021
VOC: 26-11-2021

Reino Unido,
setembro 2020;
VOC:18-12-2020
VOC anterior:
09-03-2022
Africa do Sul, maio
2020;
VOC:18-12-2020
VOC anterior:
09-03-2022

Brasil, novembro
2020; VOC:11-01-
2021; vOC
anterior:09-03-2022

India, outubro 2020:;
VOC:11-05-2021;
VOC anterior:07-06-
2022
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2.3.5 Epidemiologia global e cenario brasileiro

Desde o sequenciamento do primeiro genoma do SARS-CoV-2, esforgos
internacionais permitiram que sequencias gendmicas fossem armazenadas no banco
de dados da Iniciativa Global de compartilhamento de todos os dados da Influenza
(Global Initiative on Sharing All Influenza Data - GISAID). Até junho de 2023, um total
de 15.759.242 sequéncias de genomas do SARS-CoV-2 foram disponibilizadas. As
linhagens A e B, detectadas inicialmente em Wuhan, se espalharam por todo o
territdrio chinés e por outras regides do mundo. No inicio da pandemia, as linhagens
descendentes do clado B eram predominantes, principalmente na regido europeia,
devido a mutagbes que aumentaram a disseminacao viral. Em fevereiro de 2020, as
linhagens B.1 e B.1.1 foram relatadas como cepas prevalentes na Itdlia (GENOMCOV,
2023; GISAID, 2023; WHO, 2020a). A América Latina, e especialmente o Brasil,
tornou-se um epicentro da pandemia, apresentando altos indices de morbidade e
mortalidade relacionados a doenca. Durante a pandemia, a medida que novos
genomas eram sequenciados no pais, houve uma mudanca no cenario epidemiolégico

das variantes emergentes do SARS-CoV-2 (Figura 5).

Figura 5 - Circulacé@o das principais linhagens do SARS-CoV-2 por periodo de amostragem
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Segundo Paiva et al. (2020), inicialmente, as linhagens derivadas do clado B,
como B.1.1.28 e B.1.1.33, foram responsaveis pelo aumento da disseminacéo viral. A
linhagem B.1.1.33 representou 33% das amostras coletadas até abril de 2020 em
alguns estados brasileiros, como Rio de Janeiro, Pernambuco, Para e Sergipe
(Resende et al., 2021; Dos Santos et al., 2021).

Uma pesquisa conduzida por Candido et al. (2020) sequenciou 490 genomas,
dos quais 99% das amostras eram descendentes do clado B. Os resultados
mostraram trés clados emergentes durante o periodo analisado: clado 1, concentrado
no estado de Sao Paulo; clado 2, disseminado por 16 estados, contribuindo para a
transmissao local; e clado 3, centrado no Ceara. Os resultados também indicaram que
as variantes detectadas no Brasil se alternaram com cepas introduzidas de outros
paises (Giovanetti et al., 2022a).

O Brasil enfrentou um cenario epidemiolégico conturbado com o crescimento
da segunda onda de casos e 6bitos no final de 2020, decorrente do afrouxamento das
medidas de restricdo, que atingiu seu apice em marco do ano seguinte. As variantes
Gamma e Zeta, ambas derivadas de B.1.1.28, foram detectadas e foram responséaveis
por 75% das amostras sequenciadas em fevereiro de 2021 (GENOMAHCOV, 2022).
A variante Zeta foi identificada em outubro de 2020 e se disseminou em todas as
regides do pais, especialmente no Sul e Sudeste. A variante Gamma foi responsavel
por 96% dos casos notificados no primeiro semestre de 2021, com mudltiplas
introducdes da cepa em diferentes estados. Os autores concluiram que individuos que
residiam nas regifes Norte e Sudeste atuaram como propagadores da variante para
outras regifes (Giovanetti et al., 2022a).

A variante Delta foi detectada em julho de 2021 e apresentou uma capacidade
de infeccdo peculiar em relagcdo a outras cepas que circulavam anteriormente no
territério brasileiro. Silva et al. (2022), observaram que, 16 semanas ap6s sua
deteccgdo, a variante ultrapassou a Gamma em numero de casos confirmados e, até
agosto de 2021, foi responsavel por até 60% das infec¢des pelo patdgeno no pais.
Em outubro de 2021, a variante Delta foi sequenciada em 90% das amostras, e sua
rapida dissemina¢ao ndo resultou em um aumento proporcional de infec¢des e obitos,
como observado em outros paises. Esses achados foram associados a introducdo da
vacinacdo em massa na populacéo brasileira e a imunidade natural adquirida apés

infeccdo prévia com a variante Gamma (Giovanetti et al., 2022b).
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A variante Omicron foi detectada em 2021 e atingiu altos niveis de evasio
imune na populacéo brasileira. Inicialmente, a sublinhagem BA.1 era responséavel pelo
maior numero de casos, e subsequentemente a BA.2 se disseminou rapidamente a
partir de janeiro de 2022. As linhagens BA.4 e BA.5 foram detectadas em amostras
coletadas na Africa do Sul e outros paises, juntamente com outras
subvariantes/sublinhagens de Omicron, principalmente BA.2.11 e BA.2.12.1. Duas
subvariantes recombinantes (BQ.1 e XBB) foram detectadas circulando na regiédo
europeia, China e EUA. No Brasil, a BQ.1 foi detectada no Rio Grande do Sul e elevou
0 numero de casos confirmados. O primeiro 6bito pela BQ.1 no Brasil foi registado em
Séo Paulo (Yamasoba et al., 2022; Brasil, 2022a).

As variantes Alfa, Beta, Gamma e Delta, que foram previamente classificadas
como VOC, apresentaram um declinio significativo em sua circulacdo e passaram a
ser classificadas pela OMS como variantes de preocupacao previamente circulantes.
Ja a variante Omicron e suas subvariantes sdo consideradas “variantes de
preocupacao atualmente circulantes” (WHO, 2022; Brasil, 2022a).

No Brasil, as derivadas de Omicron XBB.x (incluindo a XBB.1.5) e a FE.1, foram
as principais cepas sequenciadas no Brasil em setembro. Observa-se também uma
reducao significativa de sequenciamentos realizados no pais. No dia 5 de maio de
2023, a OMS decretou o fim da ESPIlI da COVID-19, justificado pela reducdo das
hospitalizacbes e internagcbes em unidades de terapia intensiva relacionadas a
doenca, bem como os altos niveis de imunidade da populacdo (Brasil, 2023;

Genomacov, 2023).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

e Avaliar a introducéo e circulacdo das variantes emergentes do SARS-CoV-2

em cinco cidades do Brasil, por meio de um estudo de vigilancia genémica.

3.2 Objetivos especificos

e Descrever o perfil demografico de individuos positivos pela infec¢cdo do SARS-
CoV-2 em cinco cidades do Brasil;

e Obter genomas completos do SARS-CoV-2 a partir de amostras positivas pela
infeccdo do patégeno viral;

e Realizar andlises filogenéticas de alta verossimilhanca em genomas de SARS-
CoV-2, a fim de compreender os padrdes geograficos e temporais das variantes

emergentes ao nivel local e regional;

e Discutir o impacto das Variantes de Preocupacado (VOC) em relacdo a outras
linhagens do SARS-CoV-2 em termos de transmissao, sintomas clinicos e

evasado imunoldgica.
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4 MATERIAIS E METODOS

Esta pesquisa € descritiva, analitica, observacional, de corte transversal, com
dados primarios submetidos a técnicas laboratoriais. A presente investigacao faz parte
do “Estudo Multicéntrico da Histéria Natural do novo Coronavirus SARS-CoV-2 no
Brasil” (REBRACOVID).

4.1 Populacéo e amostra

O estudo ocorreu em Centros de Pesquisa, integrados a Rede de Pesquisa
Clinica e Aplicada de Chikungunya (REPLICK), que abrangem as 5 regides
geograficas do Brasil. Nesta pesquisa, a infraestrutura de recursos fisicos e humanos
do REBRACOVID de cinco cidades brasileiras foi utilizada. A pesquisadora
responsavel conduziu uma série de etapas, que incluiram a abordagem e
recrutamento de participantes, coleta e registro de dados em documento fonte,
gerenciamento de fluxo de participantes, coleta, identificacdo, gerenciamento e
processamento de amostras bioldgicas.

Foram recrutados individuos com sindrome gripal (caracterizada pela presenca
de febre e sintomas respiratérios) juntamente com seus contatos domiciliares. Todos
0s participantes que concordaram e consentiram em participar da pesquisa foram
submetidos a avaliacao clinica e laboratorial. Apos o diagndéstico de SARS-CoV-2, os
participantes foram acompanhados pelos centros recrutadores, conforme o protocolo
estabelecido no REBRACOVID (ANEXO A). A sele¢cédo da populacdo do estudo foi
realizada por meio de uma amostragem nao probabilistica, por conveniéncia, a partir

dos critérios de selecéo descritos na “Figura 6”.
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Figura 6 - Fluxograma de selecéo da populagéo de estudo.

CENTROS DE PESQUISA

-Niter6i-RJ (INI-FIOCRUZ)

+Campo Grande-MS (FIOCRUZ-MS/UFMS)
*Dourados (HU-UFGD)

*Rondbnia-RO (CEPEM/FIOCRUZ-RO/UNIR)
*Recife-PE (UFPE)

SELEGAO DA POPULAGAO DE ESTUDO

rt-PCR+ para SARS-CoV-2
na inclusdo da pesquisa (D0)
Periodo amostral: n=508 participantes
01-10-2020 a 31-05-2021
n=1.530 participantes

RECRUTAMENTO

SELEGCAO DAAMOSTRA BIOLOGICA

-Coleta da amostra entre 0 a até 7 dias de sintomas;
-N&o ter IGg+ na inclusdo da pesquisa (D0)
-Genomas elegiveis para sequenciamento (Ct < 35)

n= 209 participantes do estudo

4.2 Aspectos Eticos

A pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica e Pesquisa envolvendo seres
humanos da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, sob parecer n°4.383.724,
CAAE 32874720.8.2001.0021.

4.3 Recrutamento e Coleta de dados

Os participantes foram recrutados através de testagens drive-Tru, midias
sociais e lista dos casos suspeitos de SARS-CoV-2, disponibilizados pela vigilancia
epidemioldgica do municipio. A inclusdo e seguimento dos participantes ocorreram
em ambito domiciliar. Foram registrados dados sociodemograficos e histéria clinica, e
coleta de amostras biologicas que foram transportadas para os laboratérios de
referéncia de cada centro recrutador.

Os participantes foram submetidos a coleta de amostras bioldgicas, que
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envolveu a obtencdo de uma amostra bilateral com swab nasofaringeo,
posteriormente alicotadas, transferidas para criotubos de poliestireno (identificados
com o nome do participante, nUmero do registro, data da coleta e identificagdo do
profissional que realizou o procedimento), e armazenadas em freezer - 80° C, com o
propoésito de realizar os testes moleculares.

Foram coletados 42 mL de sangue venoso apos procedimento de assepsia,
por puncdo em veia periférica, e centrifugadas em temperatura ambiente a 3000 rpm,
por 5 -10 minutos, conforme o protocolo clinico. Apos centrifugacdo o soro foi
transferido para criotubos de poliestireno (identificados com as iniciais do participante,
namero do registro e data da coleta), que foram armazenados em freezer a -20° C,

para a realizacdo dos ensaios sorolégicos.

4.2.1 Critérios de elegibilidade

Foram incluidos individuos com 18 anos ou mais, com infeccdo de SARS-CoV-2
confirmada laboratorialmente. Os individuos que ndo tinham disponibilidade para
receber visitas programadas, com transtornos mentais graves, dificuldade de
comunicacao ou que nao permitiam a coleta de informac¢des, ndo foram incluidos na

pesquisa.

4.4 Andlise laboratorial

4.4.1 Ensaio Sorologico

A analise dos anticorpos totais presentes no soro foi realizada na Unidade de
Apoio e Diagnoético de COVID-19 (UNADIG-RJ), utilizado o ensaio SARS-CoV-2 IgG
Il Quant, imunoensaio de microparticulas quimioluminescente (CMIA). Este ensaio
foi utilizado para determinar qualitativamente e quantitativamente a imunoglobulina G
(IgG) do SARS-CoV-2, medindo quantitativamente anticorpos IgG contra o dominio
de ligacdo do receptor da proteina spike (RBD) do SARS-CoV-2 pelos sistemas

Alinity e ARCHITECT i, conforme as instru¢des do fabricante.
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4.4.2 Biologia Molecular

As amostras foram submetidas a extracdo de RNA total utilizando kits
comerciais (ReliaPrep Viral TNA Miniprep AX4820, Promega e/ou QlAamp Viral RNA
Mini Kit 52906, Qiagen), segundo as instrucbes do fabricante. Em seguida, as
amostras foram submetidas a deteccédo qualitativa do RNA viral (SARS-CoV-2) por
meio da amplificacdo por RT-gPCR

(PCR em tempo real/one step) da regidao do genoma viral conhecida como
nucleocapsideo (N), padronizada pelo CDC, seguindo as instru¢cdes do protocolo
2019-nCoV EUA-01. Para isso o RNA extraido e purificado, foi transcrito em cDNA e
subsequentemente amplificado por RT-gPCR utilizando o mix GoTag Probe 1-Step
RT-gPCR Systems, Promega, e primers e sondas especificas (IDT). As reacbes de
RT-gPCR foram realizadas no termociclador QuantStudio 6 Pro (Applied Biosystems).

As amostras foram cedidas para andlise dos marcadores de replicacéo viral
com base no valor do ciclo limiar (Cycle Threshold - Ct), para avaliar se niveis elevados
de carga viral estdo associados a maior transmissibilidade (considerando a relagéo

inversa utilizada na pratica clinica, Ct baixo = carga viral elevada) (Brasil, 2021a).

4.2.3 Anadlise filogenética

As amostras de RNA total positivas para SARS-CoV-2 foram cedidas ao
Instituto Oswaldo Cruz (IOC/FIOCRUZ-RJ), para o sequenciamento dos genomas
completos. A andlise da linhagem foi conduzida utilizando o software Pangolin lineage
classification (Rambaut et al., 2020a). Neste estudo, foram avaliados 209 isolados
recém-identificados, comparando-os com um conjunto diversificado de sequéncias
genodmicas (n=3.326) coletadas de diversas regides do mundo até 15 de dezembro de
2021. Para garantir a qualidade das sequéncias gendmicas utilizadas, somente foram
considerados genomas com tamanho superior a 29.000 pares de bases (pb) e com
menos de 1% de ambiguidades. Essa selecdo assegura uma maior precisao
filogenética nos resultados obtidos.

O alinhamento das sequéncias foi realizado utilizando a ferramenta ViralMSA
(Moshiri, 2021; Minh et al., 2020), enquanto analise filogenética foi conduzida com o

IQ-TREE2 verséo 12, utilizando a abordagem de maxima verossimilhanca (Minh et al.,
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2020). Posteriormente, a topologia da arvore de maxima verossimilhanca foi
transformada em uma arvore datada utilizando o software TreeTime (Sagulenko,
2018). Para esse processo, utilizou-se uma taxa média constante de 8,0 x 10"-4
substituicdes de nucleotideos por ano. Além disso, sequéncias atipicas foram

excluidas do conjunto de dados para garantir resultados mais confiaveis.

4.3 Processamento e analise dos dados

Os dados foram coletados e armazenados na plataforma de gerenciamento de
dados REDCap® (Research Electronic Data Capture). Foram consideradas as
variaveis dependentes (cidade, sexo, faixa etaria, raca/cor da pele, sinais e sintomas)
e independentes (Ct valor e IgG). O processamento e andlise dos dados foram
realizados em programas estatisticos R 4.1.2 e R Studio 2021.09.1-372, por meio de
estatisticas descritivas simples, estratificadas pela mediana.

As prevaléncias das variaveis foram calculadas com intervalo de confianca de
95%. Para testar as hipéteses, foi utilizado o teste qui-quadrado de Person, para
comparar as variaveis categoricas, e se eram divergentes entre si; e o teste de
Wilcoxon, para comparacdes entre os dois agrupamentos. O coeficiente de correlacéo
linear de Pearson, foi utilizado para verificar o grau de correlacéo entre duas variaveis
da escala métrica (-1 e 1). O sinal indica a dire¢&o da correlagéo, negativa ou positiva,
e a relacdo com seu valor de magnitude (quanto mais proximo de 1, maior a
associacao linear entre as variaveis; quanto mais perto de 0, menor o nivel de adeséo)
(Paranhos et al., 2014).
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5 RESULTADOS

5.1 Caracteristicas da populacdo estudada

Foram obtidas 209 sequencias de genomas completos de amostras positivas
de SARS-CoV-2 para esta pesquisa, que abrangeu o periodo de outubro de 2020 a
maio de 2021. Essas amostras foram provenientes de 5 cidades brasileiras (Niteroi-
RJ, n=94; Recife-PE, n=57; Dourados-MS, n=24; Campo Grande-MS, n=23; Porto

Velho-RO, n=11), correspondendo a quatro das cinco regides do pais (Figura 7).

Figura 7 — Localizacéo geografica da populacéo de estudo de cinco Centros de Pesquisa vinculados a
REPLICK, Brasil 2021-2022.
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Foram sequenciadas amostras de individuos do sexo feminino (n=117) e do

sexo masculino (n=92), com idade média de 39,8+13,5 anos (variagdo: 18 a 77 anos).

A tabela 1 apresenta as caracteristicas sociodemograficas, estratificadas por VOC e

outras linhagens. A maioria da populacdo era do sexo feminino (56%), e da raca

branca (52%). As cidades de Niteroi e Recife, corresponderam a maioria das amostras

deste estudo, 45% e 27,3% respectivamente.

Tabela 1 Dados sociodemograficos de individuos positivos para SARS-COV-2, Brasil. Dados originais

seguidos pelo p-valor; medidas da mesma coluna que ndo se diferem entre si estatisticamente pelo

teste qui-quadrado Person.

Participantes

) do estudo
VARIAVEL
n (%)
Sexo
) 92(44)
Masculino
- 117(56)
Feminino
Raca/Cor da pele
109 (52,2)
Branca
72(34,4)
Parda
19(9,1
Preta ®.1
L 7(3,3)
Asiatico
2(1)

Indigena

VOC
(Delta + Gamma)

n (%)

19 (41,3)

27 (58,7)

21 (45,7)

18(39,1)

3(6,5)

3(6,5)

1(2,2)

QOutras linhagens

n (%)

73 (44)

90 (55,2)

88 (54)

54(33,1)

18(9,8)

4(2,5)

1(0,6)

p-valor

0,80

0,41
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Tabela 1- Continuacao

Idade (anos)

18.29 57 (27,3) 14 (30,4) 43 (26,4)

20.39 57 (27,3) 11 (23,9) 46 (28,2)

40-49 43 (20,6) 10 (21,7) 33 (20,2) 0,96
Cidade 209 (100) 46 (22) 163 (78)

Niteroi 94 (45) 9 (19,6) 85 (52,1)

Recife 57 (27,3) 18(39,1) 39 (23,9) <0,001
Dourados 24 (11.5) 0 (0) 24 (14,7)

Campo Grande 23 (11) 18 (39,1) 5(3,1)

Porto Velho 11 (5,3) 1(2,2) 10 (6,1)

5.2 Linhagens do SARS-CoV-2 identificadas na populacdo do estudo

Para compreender a dinamica de disseminacao das linhagens de SARS-CoV-
2 através da analise filodindmica, combinamos dados que abrangem isolados recém-
identificados (n=209) do presente estudo, mais 3.326 genomas representativos de
SARS-CoV-2, coletados em todo mundo até 15 de dezembro de 2021 para
representar a frequéncia das variantes, por meio de uma arvore datada. Os novos
genomas obtidos estéo representados de acordo com sua classificagao e linhagem.

A arvore de méaxima verossimilhanga mostrou uma diversidade evolutiva de
sequéncias do SARS-CoV-2. Foram detectadas 13 variantes do SARS-CoV-2, que
foram distribuidas de acordo com sua atribuicdo e linhagem. As linhagens
sequenciadas foram introduzidas de outros paises, sobretudo do continente europeu,
e cepas que evoluiram de uma ancestral comum no Brasil, mas de forma
independente foram disseminadas durante o periodo amostral. A filogenia datada

indica multiplos eventos de introducdo, e reintroducdo de variantes emergentes nas
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diferentes cidades estudadas durante o periodo amostral (Figura 8).

Figura 8 - Reconstrugdo Filogenética. Arvore filogenética incluindo os novos isolados SARS-CoV-2
(n=209) obtidos neste estudo e 3326 genomas representativos até 15 de dezembro de 2021. Arvore
filogenética datada, e a legenda da cor esta a esquerda da arvore.
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A variante Zeta ou P.2, foi a cepa prevalente (n= 97; 46,4%) entre a populacéo
do estudo, seguida pela variante Gamma/P.1 (n=46;22%), e B.1.1.33 (n=24,11,4%).

A arvore filogenética indica que inicialmente, as amostras foram determinadas pela

circulacdo das linhagens B.1.1.33 e B.1.1.28, e posteriormente, substituidas pelas

variantes Zeta e Gamma, que evoluiram de sua linhagem ancestral (B.1.1.28). A

variante Zeta foi a cepa predominante entre as amostras sequenciadas, enquanto a

variante Gamma foi detectada posteriormente e apresentou maior circulagdo nos

meses subsequentes, de acordo com o relégio molecular. Outras linhagens foram

detectadas, mas com menor frequéncia na populacao de estudo.
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5.3 Infeccéo pelo SARS-CoV-2

Neste estudo, foram coletados dados das manifestagdes clinicas, valores de Ct
e sorologia para comparar a frequéncia dessas variaveis em individuos acometidos
pelas VOC em relacdo a outras linhagens do SARS-CoV-2, em termos de
transmissibilidade, sintomas clinicos e escape imunoldogico.

Os valores de Ct variaram de 16 a 35, com uma meédia de 24. Para fins de
analise paramétrica, analisamos se individuos afetados pelas VOC apresentaram uma
carga viral mais elevada em comparacao com outras linhagem circulante. As medidas
nao se diferiram estatisticamente pelo teste de Wilcoxon entre os grupos avaliados
(VOC-mediana 23; variacao interquartil (IQR) 20,25-26) (outras linhagens - mediana
24; 1QR 21-27) (p =0,14), conforme representado pela “Figura 9.

Figura 9 — Valor de Ct de individuos com SARS-CoV-2, coletados na DO com <7 dias de sintomas,
entre outubro de 2020 a maio de 2021

Wilcoxon, p =0.14
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O modelo de regressao linear na figura 10, foi utilizado para uma analise
aprofundada dos valores de Ct, tendo em vista o inicio das manifestacdes clinicas
relatadas e o dia de coleta do material biolégico. Os resultados mostraram um
aumento significativo do valor de Ct entre o primeiro e sétimo dia de sintomas.

A escala métrica entre os grupos foi baixa, e as medidas se diferiram
estatisticamente (VOC R=-0,34; outras linhagens R=-0,19) e (p=0,04), sugerindo que
individuos afetados pelas VOC apresentaram valores de Ct menores do que outras

linhagens, o que resulta numa maior carga e disseminacgédo de virus.

Figura 10 - Intervalo entre sintomas até a data de inclusao (D0), onde foi coletada a amostra biolégica
de individuos com SARS-CoV-2 entre outubro de 2020 a maio de 2021. Dados originais e p-valor.

15 R=-0.23,p=012

20 ° °

Grupo de linhagem

== Delta + Gamma
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30 .

39
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Intervalo entre inicio dos sintomas e data do recrutamento

A maioria dos participantes relatou cefaleia (80,9%) e tosse (70,3%). A fadiga,
mialgia e artralgia (p=0,03, p=0,01 e p=0,01, respectivamente) sdo distintas entre os
grupos amostrais, sendo esses sintomas mais frequentes em individuos infectados
por outras linhagens do SARS-CoV-2 (Tabela 2).
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Tabela 2 - Distribuicdo de sintomas clinicos relatados por individuos acometidos pelo SARS-COV-2 de
acordo com os grupos Brasil. Dados originais seguidos pelo p-valor.

Sinais e sintomas VOC Outras Participantes
(Delta + Gamma) linhagens do estudo p-value
n (%) n (%) n (%)

Cefaleia 169 (80.9) 35(76.1) 134 (82,2) 0,47
Tosse 147 (70,3) 28 (60,9) 119 (73) 0,15
Fadiga 139 (66,5) 24 (52,2) 115 (70,6) 0,03
Mialgia 133 (63,6) 21 (45,7) 112 (68,7) 0,01
Congest&o nasal 131 (62,7) 24 (52,2) 107 (65,6) 0,13
Anosmia 121 (57.9) 26 (56.5) 95 (58,3) 0,96
Febre 120 (57,4) 27 (58,7) 93(57,1) 0,97
Amigdalite 114 (54,5) 27 (58,7) 87 (53,4) 0,63
Disgeusia 107 (51,2) 22 (47,8) 85 (52,1) 0,72
Sonoléncia 103 (49,3) 19 (41,3) 84 (51,5) 0,29
Anorexia 78 (37,3) 16 (34,8) 62 (38) 0,81
Diarreia 72 (34,4) 14 (22,6) 58 (35,6) 0,63
Artralgia 57 (27,3) 5(10,9) 52 (31,9) 0,01
Dispneia 51 (24,4) 9 (19,6) 42 (25,8) 0,50
Vomito/Nausea 51 (24,4) 11 (23,9) 40 (24,5) 1

Dor toracica 39 (18,7) 7(15,2) 32 (19,6) 0,64

Sibilos 18 (8,6) 1(2,2) 17 (10,4) 0,14
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A soroconversao foi examinada por meio da pesquisa de IgG (figura 11),
utilizando amostras da segunda visita de acompanhamento (D14) do protocolo clinico,
gue ocorre em média 15 dias apds o inicio das manifestacdes clinicas. Os dados
demostraram que houve soroconversao em 36% (n=75) das amostras. Os individuos
infectados pelas VOCs, soroconverteram em menor propor¢ao (IgG Delta + Gamma
= 313,8; IQR 133,7-518,3) (Outras linhagens = 579,2; IQR 188,6-1121,1), mas sem
diferenca significativa (p= 0,11).

Figura 11 — Sorologia de individuos com SARS-CoV-2 entre outubro de 2020 a maio de 2021. Dados
originais e p-valor.
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6 DISCUSSAO

O estudo teve como objetivo conduzir uma investigacdo sobre a vigilancia
gendmica do virus SARS-CoV-2, durante a primeira e segunda onda pandémica em
cinco cidades brasileiras.

Foram sequenciados novos genomas do SARS-CoV-2, que foram classificados
posteriormente em 13 linhagens. As analises filogenéticas revelaram mudltiplos
eventos de introducdo e reintrodugdo das cepas circulantes. As amostras
sequenciadas eram provenientes de individuos que residiam em quatro regides do
Brasil (Norte, Nordeste, Sudeste e Centro-Oeste). De acordo com Nicolelis et al.
(2021), a disseminacao do virus no pais ocorreu de forma multifatorial, por diferentes
rotas de transmisséo ao longo do territério. No inicio da pandemia, as rodovias e 0s
centros urbanos, especialmente aqueles conectados com a regido Sudeste, foram
citados como as principais fontes de disseminacéo inter-regional do virus, uma vez
gue sao altamente conectados aos fluxos globais (Candido et al., 2020; DIRUR, 2020).

Até a Semana Epidemioldgica 21 de 2021, periodo que compreende o fim do
recrutamento, a regido Sudeste obteve um dos maiores indices de casos confirmados,
e o0 estado do Rio de Janeiro apresentou um dos maiores indices de Obitos pela
doenca. O Rio de Janeiro, foi a cidade com maior quantidade de genomas
sequenciados (45%) (Brasil, 2022a).

A regido Centro-Oeste, considerada uma das regibes menos populosas do
territério brasileiro apresentou taxas de incidéncia elevadas, e o estado de Mato
Grosso do Sul obteve a maior taxa de incidéncia e mortalidade pela doenca. A regido
Norte apresentou taxas de morbimortalidade significativas, decorrente da deteccdo da
variante emergente (P.1 ou Gamma) que culminou em impactos significativos na
saude publica. As regides Norte, Sudeste e Nordeste foram responsaveis por
disseminar a circulacdo da variante Gamma para outras regides do pais em janeiro de
2021 (Brasil, 2022a; Giovanetti et al., 2022a).

Os resultados revelaram que as VOC nédo foram prevalentes no recrutamento
(22%), dado divergente com boletins epidemiologicos, onde foi observado aumento
nas taxas de incidéncia, internagdo e Obitos pelo SARS-CoV-2 em regides que
englobam as cidades desta pesquisa. Esses achados reforcam o impacto das

variantes circulavam no Brasil durante o periodo amostral (Brasil, 2021b; FIOCRUZ,
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2022; PAHO, 2020).

A arvore filogenética reflete uma mudanca no perfil genémico das linhagens do
SARS-CoV-2, o0 que corrobora com outros genomas identificados no pais
(GENOMAHCOV, 2022; Giovanetti et al., 2022a; Paiva et al., 2020). Os resultados
indicam a ocorréncia de multiplos eventos de introducdo e reintroducdo dessas
linhagens entre as diferentes cidades, associados as caracteristicas fenotipicas do
SARS-CoV-2, que aumentou sua transmissao e disseminacéo (Lan et al., 2020; Zhou
et al., 2020).

Este periodo foi demarcado pelo término do primeiro e inicio do segundo pico
pandémico, com a introducdo variantes emergentes do SARS-CoV-2 recém
identificadas, que evoluiram da mesma linhagem ancestral, mas de forma
independente e abrigou mutag¢des (L452R, E484K, N501Y, P681H/R) selecionadas
positivamente. Dessa forma, podem proporcionar vantagens adaptativas que levam a
evolucao convergente em diferentes linhagens, se espalhando pelo territorio brasileiro
e outros paises, 0 que teve um grande impacto na morbidade e mortalidade (Faria et
al., 2021; Martin et al., 2021; Rambaut et al., 2020b; Tegally et al., 2021).

As variantes Gamma e Zeta foram as cepas prevalentes na populacdo do
estudo, corroborando com os dados da Fiocruz (2021). Em fevereiro de 2021, com o
aumento do sequenciamento gendmico no pais, essas variantes representaram cerca
de 75% dos genomas sequenciados. A variante Zeta foi detectada pela primeira vez
no estado do Rio de Janeiro, e classificada como VOI devido a sua capacidade de
causar reinfeccéo, e abrigar mutacdes na proteina Spike que reduzem a neutralizacao
por tratamentos com anticorpos e soros vacinais (Giovanetti et al., 2022a; GISAID,
2022). A prevaléncia da variante Zeta foi superada pela introdu¢cdo da Gamma/P.1 no
pais em novembro de 2020, na cidade de Manaus, regido norte. Essa variante se
espalhou para as demais regides e foi responsavel por 96% dos casos notificados no
primeiro semestre do ano em curso (FIOCRUZ, 2022).

A variante Gamma possui mutacdes relevantes fenotipicamente adquiridas
independentemente de outras cepas circulantes (K417T, E484K, N501Y), o que
aumentou sua transmissao em 50% (Faria et al., 2021). A mutacdo E484K aumentou
a afinidade da proteina Spike com a ECA-2, alterando a carga na regido de loop
flexivel do RBD e sugerindo um potencial de aumento na transmisséo e reinfeccdo em

pacientes convalescentes (Nelson et al., 2021; Wang et al., 2021; Wu et al., 2021).
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A Rede Genbdmica da Fiocruz (2022) revela que a variante Delta foi detectada
circulando no pais em abril de 2021, mas comecou a apresentar maior incidéncia nos
meses seguintes. Essa variante abriga mutagdes singulares (P681R e L452R), e
foram associadas a uma maior infecciosidade do patdgeno. A proteina Spike é
associada a capacidade de entrada do patdogeno em células hospedeiras com baixos
niveis do receptor (Callaway, 2021; Liu et al., 2022).

A maioria dos participantes apresentou a forma leve da doenca, possivelmente
associada ao local e ao recrutamento precoce realizado em ambientes designados
para atendimento de individuos com quadros iniciais de sintomas respiratorios. As
VOC apresentaram um valor de Ct menor em comparacdo com outras linhagens,
indicando uma carga viral elevada, embora sem significAncia estatistica entre os
grupos. Resultados semelhantes foram encontrados em uma triagem das variantes do
SARS-CoV-2, embora com alguma variabilidade nessas descobertas (Antoneli et al.,
2021; Barek et al., 2020). Um estudo adicional relata que o valor de Ct da variante
Delta foi significativamente inferior quando comparado a outras VOC circulantes (Alfa
e Gamma) para os trés marcadores do SARS-CoV-2 avaliados (Hubler, 2022).

As evidéncias que avaliam os fatores associados a uma maior transmissao viral
das VOC ainda estdo em estudo pela comunidade cientifica. Faria et al. (2021),
utilizaram um modelo dindmico que integra dados de genotipagem e mortalidade e
estimaram que a variante Gamma pode ser de 1,7 a 2,4 vezes mais transmissivel do
que outras linhagens. Com relacdo a variante Delta, dados epidemiol6gicos estimam
gue ela é pelo menos 40% mais transmissivel do que a variante Alfa (Callaway, 2021).

As mutacBes que alteraram as caracteristicas fenotipicas do genoma viral
foram associadas a um aumento na propagacao viral e a infec¢do em um curto periodo
de incubacao, além de cargas virais elevadas (Callaway, 2021; Liu et al., 2022). Outras
pesquisas também revelaram um valor de Ct baixo entre individuos infectados com a
variante Delta e outras VOC, com diferenca significativa no valor de Ct da Delta em
comparacao com outros clados (Kim et al., 2021).

Neste estudo, trés sintomas (fadiga, mialgia e artralgia) foram
significativamente prevalentes em individuos afetados por outras linhagens, em
consonancia com a literatura. Os sintomas mais relatados correspondem aos
sintomas associados a COVID-19, de acordo com a OMS (WHO, 2021b). Resultados

semelhantes foram observados em uma coorte realizada por Antoneli et al. (2021), na
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qual dor de cabeca e fadiga foram os sintomas mais relatados. Em uma meta-analise
realizada por Barek et al. (2020), os sintomas corroboraram com 0s do presente
estudo, embora com uma diversidade na propor¢cdo em que foram relatados. Esses
achados reforgcam que a circulacdo das variantes emergentes do SARS-CoV-2 causou
impactos relevantes na clinica e na epidemiologia ao longo da pandemia.

As analises revelaram que os participantes afetados pelas VOC néao
soroconverteram significativamente, comparado com outras linhagens. O conjunto de
mutagbes presentes no genoma da variante Gamma foi associado a reducdo da
neutralizacédo de anticorpos no soro de camundongos imunizados com 0 RBD da cepa
original do SARS-CoV-2, e em pacientes em tratamento com plasma convalescente
(Vogel et al., 2021).

A mutacdo E484K reduziu a afinidade dos anticorpos neutralizantes em
relacdo ao RBD viral, e a presenca de delecdes na regido NTD alterou a ligacdo dos
anticorpos neutralizantes nessa regido, sugerindo um possivel mecanismo de escape
imunolégico (Wang et al. (2021; Wu et al., 2021). A variante Delta também apresentou
duas mutac¢des novas, previamente descritas, que foram relacionadas a uma reducéo
no potencial de neutralizacdo pelos anticorpos (Callaway, 2021; Kumar et al., 2021;
Liu et al., 2022).

A complexidade das variantes do SARS-CoV-2, evidenciam os desafios em
reforcar a capacidade de deteccdo oportuna, com ampliacdo e fortalecimento da
vigilancia genémica, epidemioldgica, vigilancia laboratorial e comunicacao rapida, com
desenvolvimento de pesquisas em saude que possam apoiar as medidas de
prevencdo e controle da COVID-19 (Sallas et al., 2021).

6.1 Limitagdes do estudo

Alguns fatores, como selecéo da populacdo do estudo, podem implicar em viés
ao estimar a frequéncia de variantes em uma determinada populagéo. A metodologia
empregada para avaliar a soroconversao, néo foi capaz de determinar se um individuo
recebeu ao menos uma dose da vacina, considerando que a vacinagao foi introduzida
no pais em janeiro de 2021.

Outra limitagcdo encontrada foi que as VOC nao foram prevalentes na

populacdo do estudo, possivelmente associado ao critério de selecdo da amostra
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biologica. A auséncia de producdes cientificas de analises filogenéticas do SARS-
CoV-2 associadas a metadados clinicos e laboratoriais, comparando VOC com outras
linhagens foi um fator limitante, que impossibilitou uma discussao robusta dos

resultados da pesquisa, com outros achados cientificos.

7 CONSIDERACOES FINAIS

Esse trabalho teve como objetivo compreender a distribuicdo das variantes
emergentes do SARS-CoV-2, bem como compreender os padrdes de espalhamento
geografico entre o final da primeira e inicio da segunda onda pandémica, e o impacto
dessas variantes, sobretudo, as VOC em comparagcdo com outras linhagens
circulantes. A partir de isolados identificados, e de um conjunto representativo da
diversidade viral depositadas no banco de dados GISAID, foi possivel contextualizar
0S genomas sequenciados e analisar o espalhamento geogréafico e dinamica das
cepas circulantes.

Durante a ESPII, o sequenciamento gendmico evidenciou a relevancia desta
ferramenta para andlises filodinamica e filogenética das variantes do SARS-CoV-2.
Embora a utilizacdo de métodos para compreender a evolucdo e a propagacao da
COVID-19 seja relevante, seus resultados devem ser interpretados com cautela
(Morel et al., 2021).

A extingdo da ESPII ndo significa que a infecgéo pelo SARS-CoV-2 tenha sido
eliminada, especialmente para os grupos vulneraveis. Dado que o virus continua em
circulacao no planeta, a OMS determinou que atualmente, a COVID-19 € um problema
de saude estabelecido. Sendo importante que estratégias de vigilancia instituidas e
preconizadas no Brasil para a doencga continuem sendo desenvolvidas e fortalecidas,
justificado pela possibilidade de emergéncia ou reemergéncia de VOC e/ou VOI. O
término da ESPII ndo significa que a pandemia tenha sido encerrada, uma vez que o
termo pandemia esta relacionado a distribuicdo geografica da doenca e ndo a sua
gravidade (Brasil, 2023; PAHO, 2020).
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ANEXO A - Etapas para as visitas programadas do estudo multicéntrico da histéria
natural do novo Coronavirus SARS-CoV-2 no Brasil (REBRACOVID).

Coorte Prospectiva

S 2 Primeiro Segundo
Primeiro més
semestre semestre

Recrutamento

Aplicacéo do TCLE

Coleta de Swab respiratério

Coleta de Paxgene e obtencao de PBMCs
Aplicagéo dos questinarios

Avaliacédo e seguimento clinico

Coleta de Soro

Aplicacdo de SF-12 e QHSG

Espirometria

Tomografia computadorizada de alta resolugao



