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RESUMO

O coronavirus ¢ um tipo de virus da familia Coronaviridae sendo a mais diversa dentro da
ordem Nidovirales. O novo coronavirus da sindrome respiratoria aguda grave (SARS-CoV-2)
¢ um coronavirus altamente contagioso e patogénico que surgiu no final de 2019 e causou
uma pandemia de doenca respiratoria aguda conhecida como doenga "coronavirus 2019"
(COVID-19), uma ameaga a saide humana e seguranca publica, em 31 de Dezembro de 2021,
foram 198 milhdes de casos positivos e 3,5 milhdes de mortos no mundo, somente no Brasil,
tivemos 14.611.740 casos positivos e 424.107 mortes O SARS-CoV-2 ¢ um virus de acido
ribonucleico (RNA), cujo o material genético é representado por uma tinica molécula de RNA
senso positivo (RNA+). Aproximadamente 29 proteinas virais diferentes sdo identificadas,
entre elas as mais importantes sdo a glicoproteina de pico, reconhecida como proteina S, e a
proteina N, do nucleocapsideo viral. A glicoproteina de pico permite a entrada do virus na
célula hospedeira pela ligagdo no receptor celular e a fusdo na membrana. Milhares de
variantes do SARS-CoV-2 surgem todos os dias em todo o mundo, destacando os desafios de
reforcar a deteccdo oportuna, expansdao e fortalecimento da vigilancia epidemiologica,
vigilancia laboratorial e comunicagdo. A medida que as pesquisas em saude evoluem, formas
para prevenir e controlar doencas podem ser aperfeicoadas, como para a pandemia da
COVID-19. Ferramentas como NGS e PCR podem fortalecer as redes globais de vigilancia
gendmica, como uma das medidas de controle global da pandemia de COVID-19. Nesta
revisdo, descrevemos a virologia basica do SARS-CoV-2, incluindo recursos gendmicos e uso
de receptores, destacando suas principais diferencas em relagdo aos coronavirus conhecidos
anteriormente e destacamos o papel da vigilancia gendmica no combate a pandemia
principalmente na identificagdo de novas linhagens e mutagdes genéticas do virus. Ainda
abordamos as variantes mais preocupantes descritas como: Alpha, Beta, Gamma, Delta e

Omicron e as variantes de interesse denominadas: Mu e Lambda e seu impacto na pandemia.

Palavras-chave: Covid-19; Variantes; Pandemia; Coronavirus; SARS-CoV-2; Evolugao;
Vigilancia Genomica.



ABSTRACT

The coronavirus is a type of virus in the Coronaviridae family, being the most diverse within
the Nidovirales order. The new severe acute respiratory syndrome coronavirus (SARS-CoV-
2) is a highly contagious and pathogenic coronavirus that emerged in late 2019 and caused a
pandemic of acute respiratory illness known as "coronavirus 2019" (COVID 19), a threat to
human health and public safety. On December 31%, 2021, there were 198 million positive
cases and 3.5 million deaths in the world, in Brazil alone, we had 14,611,740 positive cases
and 424,107 deaths. SARS-CoV-2 is a ribonucleic acid (RNA) virus, whose genetic material
is represented by a single molecule of positive sense RNA (RNA+). Approximately 29
different viral proteins are identified, among them the most important are the spike
glycoprotein, recognized as the S protein, and the N protein, of the viral nucleocapsid.

The spike glycoprotein allows the virus to enter the host cell by binding to the cell receptor
and fusing into the membrane. Thousands of SARS-CoV-2 variants emerge every day around
the world, highlighting the challenges of bolstering timely detection, expanding and
strengthening epidemiological surveillance, laboratory surveillance and communication.
Quickly, as health research evolves, measures to prevent and control the pandemic can be
supported by COVID-19. Tool like NGS and PCR can strengthen global genome surveillance
networks as one of the measures to fund the global control of the COVID-19 pandemic. In
this review, we describe the basic virology of SARS-CoV-2, including genomic features and
receptor use, highlighting its main differences from previously known coronaviruses and
ribonucleic acid viruses. We also highlighted the role of genomic surveillance in combating
the pandemic primarily in identifying of new strains and genetic mutations of the virus. We
still address the most worrisome variants described as: Alpha, Beta, Gamma, Delta and
Omicron and the variants of interest called: Mu and Lambda and their impact on the course of

the pandemic.

Keywords: Covid-19; Variants; Pandemic; Coronavirus; SARS-CoV-2; Evolution; Genomic

Surveillance.
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1 INTRODUCAO
De acordo com as ultimas visdes no campo da microbiologia, virus sdo parasitas

intracelulares obrigatdrios que infectam fungos, protozoarios, arqueias e bactérias, plantas e
animais (Abe, Costa e Lucas, 2019). O termo virus vem do latim, significa veneno, de acordo
com Trabusli e Alterthum (2015). Antes da chegada do microscopio eletronico, se acreditava
que muitas doencgas seriam causadas por veneno. Embora os virus nao sejam células, eles tém
um genoma de acido nucleico que codifica as fungdes necessarias para sua replicagdo e uma
forma extracelular chamada virion, que permite que o virus se espalhe de uma célula
hospedeira para outra. O virus ndo pode se replicar, a menos que sua particula se espalhe em
uma célula hospedeira adequada, num processo denominado infec¢do. A particula de um virus
¢ composta por uma estrutura proteica denominada capsideo, que contém o genoma viral. A
maioria dos virus bacterianos apresenta apenas o capsideo e o genoma, enquanto muitos virus
que acometem os animais contém uma camada externa composta de proteinas e lipidios
chamada de envelope. No caso do virus envelopado, a estrutura interna composta de acido
nucléico e proteina do capsideo ¢ chamada de nucleocapsideo (Madigan et. al., 2016). Os
genomas virais podem ser compostos de DNA ou RNA, podem ser de fita simples, de dupla-
fita e circulares ou lineares (Madigan et. al., 2016).

Ao longo da histdria, diversas epidemias atormentaram a humanidade e forgaram
grandes mudangas nos habitos sociais, algumas das quais continuam até¢ hoje. No passado,
havia pouca informagdo e um campo da ciéncia dava o primeiro passo para entender certas
doengas, o que tornava as coisas mais complicadas (Gasque et. al., 2020). No entanto,
pandemias como a doenca do coronavirus de 2019 (COVID-19) nao sdo fendmenos
inteiramente novos.

Doengas infecciosas emergentes (e reemergentes) tém ameacado os humanos desde a
revolucdo neolitica, 12.000 anos atréas, quando cagadores-coletores humanos se estabeleceram
em aldeias para domesticar animais e cultivar plantagdes. Apenas um século atrés, a pandemia
de gripe espanhola matou 50 milhdes ou mais de pessoas, um dos eventos mais mortais na
historia humana registrada. A pandemia de HIV / AIDS, reconhecida em 1981, ja matou pelo
menos 37 milhdes de pessoas (Morens e Fauci, 2020). Assim como essas pandemias
mudaram o mundo, agora estamos passando por algo semelhante com a Doencga do
Coronavirus (COVID-19) (Morens e Fauci, 2020).

A pandemia da COVID-19, at¢ 31 de dezembro de 2021, j& afetou mais de 200
milhdes de pessoas, levando a morte mais de 4 milhdes no mundo; somente no Brasil sdo

mais de 22 milhdes de casos e 619 mil mortos. (OPAS/OMS, 2021).
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A COVID-19 ¢ causada por um novo tipo de coronavirus, agora denominado
Sindrome Respiratoria Aguda Grave Coronavirus-2 (SARS-CoV-2). A COVID-19 ¢ uma
doenca infecciosa respiratdria aguda, que se espalha principalmente pelo trato respiratorio. O
primeiro caso da doenga foi relatado no final de 2019, na cidade de Wuhan, China (Zhu et al.,
2020). Os coronavirus humanos sdao grandes virus de RNA e pertencem a familia
Coronaviridae, subfamilia Orthocoronavirinae, a qual ¢ dividida em quatro géneros (alfa,
beta, gama e delta) (ICTV, 2021). Estruturalmente, SAR-CoV-2 contém quatro proteinas
estruturais, que incluem espicula (S), envelope (E), membrana (M) e proteinas
do nucleocapsideo (N). Essas proteinas compartilham alta similaridade com as
correspondentes de SARS-CoV e MERS- CoV, ambos membros do género Betacoronavirus
(Nagvi, et al., 2020). O SARS-CoV-2 ¢ um virus de RNA de sentido positivo, cujo genoma ¢
de baixa estabilidade, portanto, ¢ mais propenso ao acumulo de mutagdes (OPAS/OMS,
2021). O surgimento de mutagdes ¢ um evento natural e esperado dentro do processo
evolutivo dos virus. Desde a caracterizacdo gendmica inicial do SARS-CoV-2, este virus se
dividiu em diferentes grupos genéticos ou clados. Desde a identificacdo inicial do SARS-
CoV-2 at¢é o momento, foram compartilhadas mais de 2.719.321 sequéncias gendmicas
completas no mundo todo, por meio de bancos de dados de acesso publico (GISAID). A
capacidade de monitorar a evolucdo viral quase em tempo real tem impacto direto na resposta
de satide publica a pandemia da COVID-19 (OPAS/OMS, 2021). Todos os virus, incluindo o
SARS-CoV-2, mudam com o tempo € com muita frequéncia. A maioria das mudangas tem
pouco ou nenhum impacto nas propriedades do virus, no entanto, algumas alteragdes podem
afetd-las, como a facilidade com que ele se espalha, a gravidade da doenga associada e
capacidade de evasdo da resposta imune. Ao fim de 2020, com surgimento de variantes que
representavam um risco maior para a saude publica global, a OMS estabeleceu a
nomenclatura de Variantes de Interesse (VOIs) e Variantes de Preocupagdo (Variants of
Concern), a fim de priorizar o monitoramento e a pesquisa globais e, em ultima instancia,
informar com maior clareza a resposta em andamento a pandemia de COVID-19 (Konings, et
al..2021). As VOCs, por meio de uma avaliagdo comparativa, demonstraram estarem
associadas a uma ou mais das seguintes alteragdes em um grau de significancia para a saude
publica global como aumento da transmissibilidade ou aumento da viruléncia. Atualmente sao
classificadas cinco variantes inclusas neste grupo: Alpha, identificadas no Reino Unido; Beta,

na Africa do Sul; Gamma, no Brasil; Delta, na India e mais recentemente a variante Omicron,
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detectada inicialmente na Africa do Sul (Dyer, 2021; Konings, F., Perkins, M.D., Kuhn,
J.H. et al..2021).

17



2 JUSTIFICATIVA
A justificativa para este trabalho se encontra em estudar a importancia da evolucao do

virus SARS-CoV-2, principalmente as VOCs, em como isso tem impactado no combate a
pandemia. O aparecimento de mutacdes ¢ um evento natural e esperado dentro do processo
evolutivo de qualquer virus, especialmente os que possuem acido ribonucleico (RNA) como
seu material genético, como ¢ o caso do SARS-CoV-2. Isto acontece em virtude de falhas que
sdo geradas pelo sistema de reparo de erros de sintese da fita de RNA, durante a replicacao
viral. Dada a evolugdo genética do SARS-CoV-2, grupos de pesquisadores desenvolveram
sistemas para a classificagdo das linhagens, entre eles o Pangolin (Phylogenetic assignment of
named global outbreak lineages), no qual sdo agrupadas as diversas variantes. A maioria das
mutacdes encontradas nas diferentes linhagens circulantes atualmente tem um impacto
significativo na disseminagdo do virus, algumas estdo sob vigilancia em todo o mundo, a fim
de compreender o seu papel, quanto ao aumento da transmissibilidade e viruléncia, e por

consequéncia, o impacto nos sistemas de saude com a elevagao das taxas de hospitalizagao
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3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo Geral
Realizar uma revisao da literatura sobre a evolugdo do SARS-CoV-2 e o impacto das

variantes de preocupacao, no curso da pandemia.

3.2 Objetivo Especifico
e Aprofundar no estudo sobre a pandemia da COVID-19, fazendo uma revisao

sobre a familia Coronaviridade, especificando a epidemiologia no mundo, no Brasil e
no estado de Minas Gerais;

e Descrever o genoma de SARS-CoV-2 e os mecanismos de evolugdo deste
virus, bem como as caracteristicas principais que definem as variantes de preocupagao;

e Analisar o impacto das variantes de preocupacdo de SARS-COV-2 na
progressao da pandemia;

e Analisar a importancia da vigilancia gendmica em meio a pandemia, através de

utilizacao de técnicas de biologia molecular como PCR e sequenciamento genético.



4 METODOLOGIA

Para produzir esta revisao foram realizados levantamentos de artigos cientificos nacionais
e internacionais, nas bases de PubMed, Scientific Eletronic Library Online (SCIELO),
National Center for Biotechnology Information (NCBI) e Scholar Google, Embrapa e World
Health Organization (WHO), Ministério da Satde e Secretaria de Satide do Estado de Minas
Gerais.
Foram usadas as palavras chave utilizadas para a busca de artigos foram: Covid-19;
Variantes; Pandemia; Coronavirus; SARS-CoV-2; Evolugdo; Vigilancia Genomica.
Esta revisao foi desenvolvida de forma critica, sempre buscando informagdes atuais,
bem como trabalhos antigos, porém de referéncias mundiais na producao cientifica sobre o

tema abordado.
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5 REFERENCIAL TEORICO
5.1 Familia Coronaviridae
Os membros da familia Coronaviridae sdao grandes virus envelopados de RNA de fita

simples. Eles sdo os maiores virus de RNA conhecidos, com um tamanho de genoma de 25 a
32 kb e um didmetro da particula viral de 118-140 nm. A familia ¢ dividida em duas
subfamilias, Letovirinae e Orthocoronavirinae. As particulas virais sdo aproximadamente
esféricas e recobertas pela proteina de espicula (S), uma glicoproteina que se estende a partir
do envelope do virus. O sistema de classificagdo atual coloca a familia na ordem Nidovirales.
Existem quatro géneros na subfamilia Orthocoronavirinae sendo comumente denominados de
alfa, beta, gama e deltacoronavirus. Os coronavirus sdo patdogenos entéricos e do trato
respiratorio, regularmente associados apenas a doencga leve (ou infecgdo inaparente).
Entretanto, o coronavirus relacionado a sindrome respiratoria aguda grave (SARS) e o
coronavirus relacionados a sindrome respiratéria do Oriente Médio (MERS) causam doengas
respiratorias graves (Payne, 2017; Srinivasan et al., 2020; Coronaviridae Study Group., 2020).
Mais de 60 coronavirus (CoV) foram isolados de morcegos (BtCoV), a maioria dos
quais pertencentes ao género Betacoronavirus. Os morcegos agem como grandes (e altamente
moveis) reservatorios de CoV; muitas espécies de morcegos possuem BtCoV exclusivos, o
que indica uma longa historia de coevolucdo (Sidell et al. 1983; Latinne, et al.,2020). A
distribuicao geografica de muitos coronavirus ¢ conhecida por se estender em varios
continentes e, provavelmente, em todo o mundo. As infecgdes sazonais ocorrem com certos
virus, nomeadamente o coronavirus humano e o virus da gastroenterite transmissivel. Os
coronavirus infectam principalmente seus hospedeiros vertebrados naturais sendo na maioria
dos casos pela via respiratoria ou fecal / oral. Foram relatadas infecgdes intrauterinas verticais
do virus da bronquite infecciosa e algumas cepas do virus da hepatite murina (Hann et al.,
2005; Lai, 2003). A disseminag¢do por roupas e equipamentos contaminados ¢ uma fonte
importante do virus da bronquite infecciosa e do coronavirus bovino. O coronavirus esta
relacionado a doencas de importancia econdmica e clinica, principalmente respiratorias e
gastrointestinais. O virus da peritonite infecciosa felina (PIF) causa peritonite em gatos,
enquanto o virus da encefalomielite hemaglutinante e algumas cepas do virus da hepatite
murina estdo relacionados a encefalomielite em seus hospedeiros (Sidell et al., 1983; Shereen
et al., 2020).
Desde a primeira ocorréncia relatada da sindrome respiratoria aguda grave — SARS -

no sul da China, as especulacdes sobre a origem do SARS-CoV tém amplamente focado nas
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espécies animais daquela regido (Lai, 2003). Uma vez que a sequéncia genética do SARS-
CoV ¢ distinta e distante de qualquer coronavirus conhecido em animais domésticos, este
provavelmente se originou de um animal selvagem. A busca por coronavirus na natureza em
animais eventualmente resultou na deteccdo de um coronavirus em gatos civetas em um
mercado na provincia de Guangdong, na China. O civet coronavirus esta intimamente
relacionado ao virus SARS, com mais de 99% de similaridade de sequéncia. Recentes
relatorios indicam que o SARS-CoV ¢ distinto do civet virus por delegdes e mutacdes
limitadas. A extensao da infeccdao por coronavirus entre animais selvagens ainda nao ¢ clara.
Os tratadores de animais parecem estar em risco de infec¢do visto que uma propor¢ao maior
deles possui anticorpos contra o SARS-CoV. No entanto, mais testes sdo necessarios para
confirmar esta hipotese (Lai, 2003; Sigla et al.,1999). Embora plausivel, o virus do gato civeta
como a origem do SARS-CoV ainda nio foi estabelecido. E possivel que civetas tenham sido
infectados com o virus de outra espécie de animal. Em qualquer caso, as questdes criticas sao
se ha transmissdo horizontal extensa entre animais, e se o salto do virus de animais para
humanos era um evento raro e acidental ou por pressagios a ocorréncias frequentes no futuro.
As respostas para essas questdes irdo determinar se esses animais sao reservatorios viaveis
para futuros surtos de SARS. Assim, estudos epidemiologicos de infecgdes por coronavirus
em animais selvagens sdo essenciais para o controle de futuros surtos de SARS (Singla et al.,
1999; Lai, 2003).

As caracteristicas genomicas dos coronavirus incluem uma grande, molécula de RNA
com capeamento 5’ e cauda poliadenilada e genes que codificam a proteina do envelope (E),
do complexo replicase / transcriptase, espicula (S), — membrana (M), — nucleocapsideo (N).
As proteinas S, E M estdo incorporadas no envelope viral, com M sendo mais abundante no
envelope, enquanto N € a tnica proteina do nucleocapsideo viral helicoidal. Como o genoma
¢ coberto e poliadenilado, ele esta pronto para traducdo uma vez introduzido no citoplasma da
célula (Borges, 2020). Dependendo das espécies virais, uma variedade de quadros de leitura
aberta (ORFs) menores para genes acessorios sdo encontrados nas regides intergénicas das
proteinas estruturais. O genoma dos CoVs ¢ um RNA de fita simples de sentido positivo
(ssRNA) que ¢ maior do que qualquer outro virus de RNA conhecido até o momento. A
proteina do nucleocapsideo (N) forma o capsideo que recobre genoma e este estd envolto por
um envelope lipidico que estd associado a trés proteinas estruturais M, S, E dezesseis

proteinas ndo estruturais (Helmy et al., 2020; Morgello,2020; Chan et al., 2020).
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5.2 SARS-CoV-2
O SARS-CoV-2 pertence ao género Betacoronavirus ¢ ¢ o agente causador da

COVID-19, a terceira doenca grave relacionada aos coronavirus humanos registrado até o
momento. O primeiro surto foi devido ao SARS-CoV, que foi originado de morcego e gato
civeta ocorrido durante 2002-2003 e o segundo surto foi do MERS-CoV, que comecou na
Arébia Saudita com aproximadamente 2.500 casos, 800 mortes e ainda ndo erradicado.
Estruturalmente, o SARS-CoV-2 tem forma redonda ou eliptica e frequentemente
pleomorfica, com um didmetro de 60-140 nm aproximadamente e ¢ sensivel aos raios
ultravioleta e ao calor. A estrutura completa consiste principalmente em quatro proteinas
estruturais: espicula (S), nucleocapsideo (N), membrana (M) e envelope (E) (Figura 1)

(Zeidler and Karpinski, 2020).

SARS-CoV 2 Structure

Spike (S1 & 52)

Nucleocapsid (N)

Membrane (M)

Envelope (E)

ssRNA
(+ sense, ~30kb in length)

Figura 1: Estrutura da particula viral de SARS-CoV-2. O RNA do virus esta localizado no interior da particula
viral e encontrase associado a proteinas denominadas nucleocapsideos (N). Na superficie do envelope estdo as
proteinas de membrana (M), as glicoproteinas spike (S) e a proteina de envelope (E). Abaixo o diagrama da

proteina S. (Fonte: Cascella et al., 2021)

A andlise genética e estrutural entre as sequéncias de diferentes coronavirus existentes
mostram que SARS-CoV-2 ¢ um novo tipo de coronavirus derivado da selecdo natural.
Anadlises de bioinformatica mostram que o SARS-CoV-2 possui caracteristicas tipicas da

familia dos coronavirus. No inicio da epidemia de pneumonia de Wuhan, os cientistas
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obtiveram sequéncias completas do genoma de cinco pacientes infectados com SARS-CoV-2.
Essas sequéncias do genoma t€m 79,5% de identidade de sequéncia com o SARS-CoV (Shi et
al., 2020). Comparativamente a outros coronavirus, o SARS-CoV-2 possui maior
proximidade genética a dois coronavirus derivados de morcegos, bat-SL-CoVZ(C45 e bat-SL-
CoVZXC21 (cerca de 88% de correspondéncia genética), e mais distante de SARS-CoV
(cerca de 79% de identidade) e MERS-CoV (cerca de 50% de identidade) (Shi et al., 2020;
Duarte,2020). Os cientistas compararam a sequéncia completa do genoma do SARS-CoV-2 e
outros genomas de B-coronavirus disponiveis. Os resultados mostraram que o SARS-CoV-2
tem a relacdo mais proxima com a cepa de coronavirus semelhante ao BatCov RaTG13, com
uma similaridade de 96%. Esses estudos indicam que o SARS-CoV-2 pode ter se originado
em morcegos, € 0 SARS-CoV-2 pode ter evoluido naturalmente do coronavirus de morcego
RaTG13 (Wang et al., 2020).

O primeiro genoma completo do SARS-CoV-2 (Figura 2) foi relatado como sendo de
29,9 kb, que consiste em seis principais ORFs que sdo comuns aos CoVs e uma série de

outros genes acessorios.
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Figura 2: Representacdo esquematica da organizagdo do genoma do SARS-CoV- 2 e os mRNA subgenomicos e
a estrutura viral. O terminal 5' do genoma de CoV contém dois quadros de leitura aberta (ORFs) sobrepostos:
ORF la e ORF 1b, abrangendo dois ter¢cos do comprimento do genoma. ORF la e ORF lab podem ser
traduzidos em duas poliproteinas (pp), ppla e pplab, que sdo posteriormente clivadas em 16 proteinas nao
estruturais (Nsps). O terminal 3' do genoma de CoV codifica quatro proteinas estruturais principais na ordem de
proteinas spike (S), envelope (E), membrana (M) e nucleocapsideo (N). As proteinas acessorias especificas do
género também sdo codificadas no terminal 3' do genoma do CoV.

(Fonte: Kim et al., 2020)

Quatro ORFs do genoma de SARS-CoV-2 codificam quatro proteinas estruturais

essenciais: (1) glicoproteina S ¢ dividida em duas subunidades S1 e S2. A regido S1 contém o
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dominio de ligagdo do receptor, do inglés, Receptor Binding Domain (RBD), que medeia a
ligacdo de virus a receptores nas células hospedeiras e ¢ fundamental para determinar o
tropismo celular e a transmissibilidade do virus. Finalmente, a regido S2 consiste em um
peptideo de fusdo, responsavel pela adsorcdo da particula viral com a membrana celular;
proteina E ¢ a menor de todas as proteinas € presente no virion em menor quantidade que as
outras proteinas estruturais, apesar de ser expressa em grande quantidade durante a replicacdo
na célula hospedeira, estd associada ao desencadeamento do processo de montagem da
particula viral e brotamento; proteina M ¢ presente em maior quantidade do envelope
desempenha um papel na montagem de particulas virais e determina o local de brotamento do
virus e a forma do envelope viral; sua interagdo com a proteina N estabiliza o nucleocapsideo.
A glicoproteina de espicula de CoVs forma homotrimeros projetando-se da superficie viral e
mediando a entrada do genoma do virus nas células hospedeiras. Portanto, constitui o alvo dos
anticorpos neutralizantes apos a infeccdo e, entdo, o foco de diversos projetos de
desenvolvimento de vacinas (Lu et al., 2020; Lauxmann et al., 2020; Srinivasan et al., 2020).
Ao contrario de outros virus de RNA, CoVs incluindo o SARS-CoV-2 tém o maior genoma
de RNA da virosfera o qual ¢ traduzido em proteinas estruturais e ndo estruturais (nsps). Essas
proteinas ndo estruturais cooperam com a replicacio do genoma de SARS-CoV-2.
Poliproteinas complexas de SARS-CoV-2 e outros coronavirus sdo devidas a construgdo de
diversas sequéncias de RNA com atividades enziméticas variadas (Ogando et al., 2020).

O SARS-CoV-2, por ser um virus, necessita obrigatoriamente de uma célula para que
possa replicar seu material genético, pois ndo possui maquinaria enzimatica suficiente para
que isso aconteca, ¢ assim sdo denominados parasitas intracelulares obrigatorios. Fora da
célula o virus dispde de uma meia-vida varidvel em algumas superficies. Estudos recentes tém
demonstrado que o SARS-CoV-2 possui uma viabilidade em aerossoéis de cerca de 3 horas, no
cobre de 4 horas, de 24 horas em papeldo, de 72 horas em plasticos e de 48 horas em ago
inoxidavel. Essas informagdes sdo de suma importdncia para as acdes de mitigacdo da
pandemia, enfatizando a necessidade da higienizagdo das maos e objetos (Pala, 2021).

O SARS-CoV-2 usa como receptor, a enzima conversora de angiotensina 2 (ACE2),

(figura 3) a mesma proteina usada pelo SARS-CoV para infectar humanos.
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Figura 3: Ciclo de multiplicagdo do SARS-CoV-2 — a) A particula do SARS-CoV-2 consiste em quatro proteinas
estruturais, Spike (S), envelope (E), membrana (M), nucleocapsideo (N) e, para alguns betacoronavirus,
hemaglutinina-esterase (ndo mostrada) e o genoma ¢ de RNA fita simples de sentido positivo (+ssRNA). b) O
SARS-CoV-2 se liga ao receptor ACE2 na célula-alvo, que funde a membrana plasmatica com o envelope viral
onde em envolto por um endossomo e retira 0 RNA gendémico. Alternativamente, os virus podem entrar nas
células por outras formas como TMPRS2 e pela furina. As poliproteinas ppla e pplab sdo posteriormente

traduzidas e clivadas, formando um complexo replicase-transcriptase e facilitando a sintese de RNAs gendmicos



e subgendmicos virais. As proteinas estruturais M, E e S s@o traduzidas e entram no Ergic, onde, juntamente com

o RNA gendmico associado a proteina N, formam virions maduros, que serdo exocitados.

A ACE2 ¢ uma metaloprotease expressa nas células do pulmado, intestino, figado,
coracdo, endotélio vascular, testiculo e rim. Além disso, 0 SARS-CoV-2 tem um RBD que se
liga com alta afinidade ao ACE2 de humanos e outras espécies com alta similaridade de
receptor. Seis aminoacidos presentes no RBD da proteina de espicula sdo essenciais para a
ligagdo aos receptores ACE2 do hospedeiro e para estabelecer a variedade do hospedeiro de
virus semelhantes ao SARS-CoV (Albini et al., 2020; Bourgonje et al., 2020; Ni et al., 2020
Lauxmann et al., 2020).

A propagagao deste virus ocorre pelo contato pessoa a pessoa, principalmente pelo
contato direto, através de espirro, tosse, goticulas da saliva, aperto de mao. Mas além desses,
também pode ocorrer através de objetos contaminados com fluidos, bem como individuos
assintomaticos podem ser veiculos de transmissao desta infeccao. O SARS-CoV-2 apresenta
uma taxa de transmissdo superior em comparacdo ao SARS-CoV, em decorréncia de uma
recombinacdo genética na proteina S. E em relagdo a taxa de mortalidade esta
aproximadamente de 3,6% ¢ menor quando comparada ao SARS-CoV e MERS-CoV,
aproximadamente 10 e 34% respectivamente. Portanto, o SARS-CoV-2 vem demonstrando
uma taxa de infectividade maior quando comparada aos outros coronavirus responsaveis por
desencadear quadros respiratérios agudos graves (Souza et al,.2021).

Inicialmente o genoma viral atua como mRNA e as regides ORFla e 1b sdo
diretamente traduzidas pelos ribossomos gerando as poliproteinas ppla e pp 1b. Essas
poliproteinas sdo entdo clivadas por proteinases virais levando a formacao de 16 proteinas nao
estruturais, todas essenciais a replicacdo e transcricdo, que se arranjam em vesiculas de
membrana dupla, dentro das quais a sintese de RNA genomico e subgendmico ocorre. A
sintese RNA acontece de duas formas: a replicagdo do genoma total e a transcrigdo do RNA
subgendmico. Na replicagdo o RNA de senso positivo € transcrito em um molde de RNA
senso negativo, logo apos varios RNA senso positivo sao produzidos. A transcrigdo do RNA
subgenomico acontece com um modelo de transcricdo descontinuada onde a RNA polimerase
RNA dependente (RpRd) pode prosseguir a polimeriza¢do ou parar a transcri¢ao. Os moldes
de RNA senso negativo que foram produzidos, serdo usados para gerar RNAs senso positivo
na traducdo de proteinas virais estruturais e ndo estruturais (Alexandersen et al., 2020). A
montagem do virion acontece dentro das vesiculas que se juntam a membrana plasmatica

liberando novos virus (Uzunian, 2020; Barbosa, 2015). Segundo Bergmann et al., a replicacao

27



dos CoVs acontece quase integralmente no citoplasma da célula infectada. (Bergmann et al.,

2006; Palu, 2021).

5.3 COVID-19
Em dezembro de 2019 (Figura 4), a Organizagdo Mundial da Saude (OMS) foi

notificada de um surto de pneumonia em Wuhan, provincia de Hubei, China, de causa
desconhecida. Em 30 de janeiro de 2020, a OMS declarou a epidemia do Novo-Coronavirus
2019 (nCoV-2019) como uma emergéncia de saude publica de preocupagdo internacional. Em
11 de fevereiro de 2020, a OMS nomeou oficialmente o atual surto de doenca do coronavirus
2019 (COVID-19), e o Comité Internacional de Taxonomia de Virus (ICTV) nomeou o virus
de SARS-CoV-2 (Coronaviridae Study Group, 2020). De acordo com os dados recebidos
pelas autoridades nacionais € a OMS, em poucos meses, o numero de casos de COVID-19
confirmados ultrapassou 37 milhdes e o numero de mortos ultrapassou 1 milhao
(OPAS/OMS. 2021; Wang et al., 2020). De acordo com Ciotti et al, a disseminagao global do
SARS-CoV-2 e as milhares de mortes causadas pela COVID-19 levaram a OMS a declarar
uma pandemia em 12 de margo de 2020 e até o presente momento, 0 mundo pagou um alto

preco por esta pandemia em termos de vidas humanas perdidas, repercussdoes econdmicas e

aumento da pobreza (Ciotti et al., 2020)
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Figura 4: Linha do tempo dos acontecimentos marcantes no inicio da pandemia da COVID-19. (Adaptado de

Wang et al., 2020).
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Os sintomas clinicos iniciais da COVID-19 sdo febre e tosse, geralmente seca, muito
parecido com um quadro gripal. Relatérios recentes também descrevem infecc¢des
assintomaticas e sintomas gastrointestinais, especialmente em criancas e adolescentes entre 4-
14 anos (Souza, Al et al., 2020. O periodo de incubagdo varia de 1 a 14 dias, com um
intervalo médio de 5 - 6 dias. No inicio do surto, foram confirmados casos obtidos em 50
provincias de Whuan, China (181 casos na sua totalidade), calcularam que o periodo de
incubac¢do tinha uma média de 5,1 dias. Aproximadamente 97,5% dos pacientes com COVID-
19 desenvolveram os sintomas no prazo de 11,5 dias apds a infeccdo e aproximadamente
2,5% dos pacientes sdo calculados para desenvolver os sintomas no prazo de 2,2 dias (Lauer
et al., 2020). Segundo o Ministério da Saude, o periodo de incubacdo ¢ estimado entre 1 a 14
dias, com mediana de 5 a 6 dias. (Brasil, Ministério da Saude, 2021). Os sintomas especificos
revelam que o periodo de incubagdo até o inicio da febre ¢ de 5,7 dias. Um fator importante a
se destacar ¢ que o periodo de incubacdo pode variar de pessoa para pessoa (Lauer et al.,
2020). Em pacientes sintomaticos, as manifestacdes clinicas da doenga geralmente comegcam
dentro de uma semana e incluem febre, tosse, congestdo nasal, fadiga e outros sinais de
infeccdo do trato respiratorio superior. A pneumonia aparece entre a segunda e a terceira
semana de uma infec¢do sintomadtica. Sinais relevantes de pneumonia viral incluem o nivel
baixo da saturacdo de oxigénio, desvios de gases sanguineos, mudangas visiveis por meio de
radiografias de torax e outras técnicas de imagem, com anormalidades em vidro fosco,
consolidagdo irregular, alveolar exsudatos e envolvimento interlobular, eventualmente
indicativos de deterioracdo crescente. A linfopenia parece ser comum, € marcadores pro-
inflamatorios como as citocinas estdo aumentadas. (Velavan e Meyer, 2020; Tan, et al., 2020).
Embora o SARS-CoV-2 seja menos letal do que o MERS-CoV, as pessoas com mais de 60
anos e aquelas com morbidades médicas subjacentes tém maior probabilidade de desenvolver
uma doenga grave caracterizada por pneumonia intersticial e sindrome do desconforto
respiratério de agudo (SDRA) ou mesmo choque séptico. Da mesma forma, ¢ comum
observar altos niveis de marcadores de fase aguda e caracteristicas da sindrome de ativacdo
macrofagica, como hiperferritinemia, disfuncdo hepatica e coagulacdo intravascular difusa

(figura 5) (Lauxmann et al., 2020).
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Figura: 5 Potencial papel da ferritina durante a inflamacdo apos a infeccdo por COVID-19. A
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produgdo ativa de ferritina por macrofagos e citocinas pode levar a hiperferritinemia, que por
sua vez, pode promover a produgdo de varias citocinas pro-inflamatorias (IL-1B) e anti-
inflamatorias. Fonte: Gomez-Pastora et al., 2020.

Ao longo da progressao da pandemia da COVID-19, ¢ claro que nem todos os
pacientes infectados sdo tratados de forma igualitaria. Os resultados da infec¢do pelo SARS-
CoV-2 variam muito, e a maioria dos jovens sofre de uma doenga leve. Além disso, o sexo ¢é
importante; pacientes do sexo masculino sdo mais comuns com doengas graves,
provavelmente devido a diferencgas nas respostas imunoldgicas induzidas (Rodriguez et al.,
2020). Comorbidades como obesidade, hipertensdo, doenca pulmonar obstrutiva crénica e
doenga cardiovascular estdo todas relacionadas a quadros da COVID-19 grave (Ejaz et al.,
2020). E relatado que o numero de copias gendmicas do SARS-CoV-2 no diagnéstico de
pacientes com COVID-19 grave ¢ maior do que o de pacientes com COVID-19 leve. Fumar ¢
outro fator de risco: a fumaca do cigarro induz a expressio da enzima conversora da
angiotensina-2 (ECA2), receptor para penetracdo viral além de afetar negativamente a funcao
pulmonar geral. Embora o risco de doengas graves aumente com a idade, uma pequena
proporc¢ao de pessoas jovens ¢ de meia-idade sofre de COVID-19 grave, caracterizada por
uma ma saturagao de oxigénio e expressivo quadro de inflamagao nos pulmdes. Esses casos

requerem tratamento de emergéncia e terapia intensiva, e alguns estudos tém tentado
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desvendar os mediadores das manifestacdes dessa doenca altamente inflamatoria (Rodriguez
et al., 2020).

Além das diferencas na gravidade dos pacientes com COVID-19 grave, novos dados
mostram que muitos outros resultados podem ocorrer ap6s a infecgao inicial com SARS-CoV-
2. Ap6s um longo periodo de terapia intensiva e ventilagdio mecanica, anestesia geral e
doencas graves, ¢ esperado que o paciente demore mais para sua recuperacao. No entanto,
agora também estd claro que algumas pessoas com sintomas iniciais leves de COVID-19
podem apresentar sintomas variaveis e debilitantes dentro de alguns meses apos a infecg¢ao
inicial. Essa condicdo ¢ popularmente conhecida como COVID longa. Nao existe uma
definicdo exata, mas normalmente os sintomas com duragdo superior a 2 meses sao
considerados como COVID longa (Reveendran, et al, 2021). A condicao envolve uma série de
sintomas como fadiga persistente, mialgia, desregulacao autondmica que se manifesta como
sindrome de taquicardia ortostatica postural, termorregulagdo anormal, distirbios intestinais e
manifestagdes cutdneas. Esta sindrome p6s-COVID tem semelhanga com sindromes pos-
infecciosas que se seguiram a surtos de Chikungunya e Ebola, por exemplo, e sintomas
selecionados se sobrepdem a encefalomielite midlgica, uma doenca que também ¢
frequentemente desencadeada por infeccdo e ativagdo imunoldgica e se manifesta como um
sistema nervoso autonomo desregulado e parametros imunes perturbados (Reveendran, et al,
2021; Valle et al., 2019).

A resposta imune do hospedeiro ao COVID-19 ¢ similar ao da Sindrome do
Desconforto Respiratorio Agudo (SDRA) e, portanto, as formas de tratamento podem ser
benéficas no tratamento de pacientes com COVID-19. A SDRA ¢ definida clinicamente como
infiltrados neutrofilicos bilaterais observados em exames de imagem, hipdxia aguda e edema
pulmonar. A SDRA ¢ causada por uma resposta imune desregulada com um componente
fibroproliferativo devido a niveis excessivos de citocinas, quimiocinas e espécies reativas de
oxigénio (Gibson, et al., 2020; Batah e Fabro, 2021). Pacientes SDRA-positivos exibem
niveis elevados de citocinas pro-inflamatorias, incluindo IFN-y, IL-6, IL-12 e IL-1 em
comparac¢do com pacientes com infecgdes nao complicadas por COVID-19. Um estudo feito
em camundongos positivos para SDRA confirmou esses achados, em que o fluido de lavagem
broncoalveolar de cepas de camundongos positivos para SDRA tinham altos niveis de TNF-a,
IL-6 e fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) com niveis reduzidos de IL-10 em
comparacdo com os controles (McGonagle et al., 2020). Desta maneira, os pacientes

hospitalizados com infecgdes graves por COVID-19 tém perfis de citocinas elevados que

31



refletem o que define uma "tempestade de citocinas". A tempestade de citocinas € o resultado
de uma resposta imune descontrolada devido a inflamacdo sist€émica e instabilidade
hemodinamica devido a abundancia de citocinas pro-inflamatérias que incluem IL-1, IL-6, IL-
18, IFN-y e TNF-a. Como resultado, novas terapias sao necessarias para impedir a resposta
imune exacerbada, incluindo imunomodulacao ndo convencional para controlar o aumento de
citocinas pro-inflamatorias que resulta em um acimulo de macrofagos, neutrofilos e células T
da circulagdo para o pulmao, destruindo a interagdo célula-célula resultando em casos graves
de SRDA. Esses achados sugerem que os pacientes que sofrem de SDRA e COVID-19 grave
tém uma resposta anti-inflamatoria defectiva que contribui para o dano inflamatério excessivo
causado por uma série de citocinas pro-inflamatorias que causam estragos no tecido pulmonar
(McGonagle et al., 2020). Danos extensos as células epiteliais e endoteliais do pulmao
desencadeiam a destrui¢ao apoptotica levando a mudancas nas jungdes celulares no tecido
alveolar, aumentando assim a permeabilidade vascular e, finalmente, o vazamento de fluido
alveolar. Consequentemente, essas alteracdes celulares resultam no edema pulmonar
classicamente visto em pacientes com SDRA, que ¢ ainda mais complicado por um aumento
na remodelacdo de células epiteliais desreguladas contribuindo para a fibrose pulmonar, uma
causa comum de mortalidade em pacientes com SDRA (Gibson et al., 2020; Pollard, et al.,
2020).

Outra condi¢do pos-infecciosa rara e grave que pode ocorrer de 2 a 6 semanas apos a
infeccdo por SARS-CoV-2 ¢ a sindrome inflamatoria multissistémica pediatrica associada a
COVID-19, descrita pela primeira vez em criangas (SIM-P) e mais recentemente em jovens
adultos (MIS-A) (Brodin, 2021). Essa sindrome hiperinflamatoria compartilha caracteristicas
clinicas com a doenga de Kawasaki, mas afeta também criancgas mais velhas do que o paciente
tipico com doenca e que mais frequentemente apresentam envolvimento intestinal e
insuficiéncia miocardica e choque (Brodin, 2021). Pesquisas serdo necessarias para
compreender a patogénese de todas essas condi¢des pds-infecciosas, incluindo COVID longa
(Brodin, 2021; Carfi et al., 2020). Compreender as implicagdes genéticas subjacentes a
infeccdo grave por COVID-19 requer estudos bioquimicos € imunologicos mais complexos
(Pollard et al., 2020).

Testes em massa para casos suspeitos para identificar pessoas infectadas com COVID-
19 ¢ essencial para prevenir a propagacdo da infec¢do. O diagnoéstico in vitro com base na
deteccao de acido nucleico viral usando a reagdo em cadeia da polimerase de transcriptase

reversa em tempo real (RT-qPCR) (sensibilidade ~ 95%) ainda € o padrdo ouro de referéncia
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(Menezes et al., 2020). Outros ensaios de diagndstico in vitro, como imunoensaios s€ricos
(Fast Lateral Flow Immunoassay (LFIA), Automatic Chemiluminescence Immunoassay
(CLIA) e (Manual ELISA) podem detectar a proteina viral SARS-CoV-2 e anticorpos no soro
ou plasma, como IgM e IgG. Além disso, outros exames de sangue de rotina sao usados para
monitorar o estado da infecgao por COVID-19, como fungao hepatica e renal, marcadores do
miocardio, mioglobina, ferritina, taxa de hemossedimentagdo, proteina C reativa (PCR),
procalcitonina (PCT), lactato, D-dimero, hemograma completo, perfil de coagulacdo, exame
de rotina de urina, creatina quinase, lactato desidrogenase, eletrdlitos e fatores inflamatorios
interleucina (Lauxman, et al., 2020). O acompanhamento dos niveis de PCR e PCT ajudam a
distinguir se houve infec¢do bacteriana no pulmao. O D-dimero infere o risco de coagulagdo
do sangue e / ou embolia tromboética. Foi observado que na maioria dos pacientes com
COVID-19 graves, o nivel de dimero D estd significativamente aumentado, mostrando
disturbios de coagulacdo frequentes e formagcdes microtromboticas (Vahist, 2020; Lauxman,

et al., 2020; Chu et al., 2020).

5.4 Epidemiologia
5.4.1 Mundo
Desde o surto de COVID-19 em dezembro em Wuhan, China, a infec¢ao se espalhou

exponencialmente para outros lugares do mundo (Figura 6), € o numero crescente de casos

sugere claramente que a doenga ainda esta se espalhando continuamente.

Casos confirmados no Mundo

1.200.000

B Europa
1.000.000
800.000 B B Américas
600.000 ® Pacifico Oriental
400.000 l I Mediterraneo Oriental
200.000 _ = Kerica

0

e]
=
Led
o
=]
o
-
=]

=
'_

1 2 3
DATA/31/12/2021

Figura 6: Numero de casos de COVID-19 até¢ 31 de Dezembro de 2021. Fonte: OPAS/OMS

Inicialmente, varios casos (> 50 pessoas) de pneumonia aguda associada a COVID-19

foram relatados na China, que estavam ligados a um mercado de frutos do mar na provincia
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de Wuhan. Desde entdo, o numero de infectados atingiu mais de 200 milhdes, o que ainda
pode ser uma subestimativa, visto que existe uma grande possibilidade de exposi¢des nao
rastreadas e individuos assintomaticos (Khan et al., 2020). A anélise baseada em sequéncia de
isolados de pacientes levou a identificacdo do agente causador como uma nova forma de
coronavirus. Além disso, a tecnologia de sequenciamento e outras técnicas t€ém ajudado
significativamente no diagnéstico correto da infecg@o viral. Inicialmente, os individuos que
visitaram o mercado de frutos do mar ou consumiram a comida preparada com os animais
infectados deveriam estar infectados com o SARS-CoV-2. Mais tarde, uma analise mais
aprofundada e rastreamento de contato de pacientes positivos para COVID-19 revelaram que
varios individuos sem historico de viagens para o mercado de frutos do mar também foram
testados como positivos para a doenga COVID-19. Esses resultados apontaram para a
possibilidade de transmissao do virus de pessoa para pessoa, que foi subsequentemente
relatada em mais de 200 paises ao redor do mundo. (Khan et al., 2020).

Nos estagios iniciais da propagacao global do COVID-19, os casos identificados fora
da China eram em sua maioria viajantes infectados no pais e que viajavam para areas fora da
China. Os paises fora da China que inicialmente relataram casos COVID-19 associados a
viagens foram Cingapura, Japao, Republica da Coréia, Malasia, Vietna, Australia, Estados
Unidos da América, Alemanha, etc. A COVID-19 comecou a se espalhar internamente na
Coréia do Sul, Italia, Ird e Japao a partir de meados de fevereiro de 2020. Particularmente, na
Republica da Coréia, a disseminagdo do COVID-19 foi bem administrada até meados de
fevereiro. O nimero de casos confirmados na Coreia do Sul foi 31 em 18 de fevereiro de 2020
e a maioria desses casos eram viajantes da China ou seus contatos proximos. No entanto,
infecgdes por COVID-19 entre um grupo religioso na area metropolitana de Daegu e um
hospital préximo desencadearam uma propagacdo repentina para outras grandes cidades
domésticas na Coreia do Sul em meados de fevereiro. Como resultado, uma semana depois,
os casos confirmados subiram para 763 e 74,6% desses casos foram vinculados ao evento (em
24 de fevereiro de 2020). Em 1° de marco, o nimero total de casos confirmados chegou a
3.526, dos quais 59,5% pertenciam a casos relacionados a grupos religiosos (Ahn et al.,
2020).

A taxa de mortalidade estimada do SARS-CoV-2 (3,8%) ¢ menor do que a do SARS-
CoV (10%) ou MERS-CoV (37,1%). Relatorios cumulativos mostram que o SARS-CoV-2
pode ser transmitido por pessoas assintomaticas ou oligossintomaticos. Essas caracteristicas

podem explicar a propagacgao repentina do virus (Ahn et al., 2020; Rothe et al., 2020). Alguns
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termos como distanciamento social, quarentena e lockdown, sdo usados para se referir a
tomada de medidas para controlar a pandemia de COVID-19. Esses termos ndo sdo novos e
estdo relacionados a medidas de saude publica ndo relacionadas a drogas, historicamente, a
fim de controlar epidemias, principalmente quando ndo hé vacinas e medicamento antiviral,
as chamadas intervengdes nao farmacoldgicas (Wilder-Smith e Freedman, 2020). Os trés
primeiros casos de COVID-19 na Europa foram registrados na Franca no dia 24 de janeiro.
Também houve relatos em 15 de janeiro. Em fevereiro, a primeira morte naquele continente.
Uma semana depois, outros oito paises registraram casos. A propagac¢ao da epidemia na Italia
apresentou uma tendéncia dramatica. Espanha e Franca, onde se desenvolveu rapidamente
para crises graves de satde, com muitos casos de falecimentos e o consequente esgotamento
de recursos do sistema de satde. Isso acelerou a adogdo de medidas de controle, o que ndo
aconteceu a0 mesmo tempo, com grandes diferengas entre os paises (Aquino et al., 2020).
Ap6s 1 milhdo de casos confirmados e 100.000 mortes na Europa, a pandemia da
COVID-19 comegou a diminuir no continente em abril de 2020. Este declinio tdo esperado ¢é
causado pelas politicas nacionais sem precedentes de isolamento social (que ficou conhecido
popularmente como "ficar em casa") na maioria dos paises, incluindo o fechamento de
fronteiras, proibicdo de arrecadacdo de fundos publicos, fechamento de escolas e locais de
trabalho e restricdes temporarias a livre circulacdo de cidaddos (Voko e Pitter, 2020). Devido
ao rapido surgimento da epidemia de COVID-19, muitas medidas de controle da epidemia
foram introduzidas ao mesmo tempo, com varios graus de conformidade em diferentes paises.
Portanto, ¢ dificil avaliar a eficacia das interveng¢des individualmente. De um modo geral, a
pesquisa na literatura cientifica, atualmente, envolve modelagem matematica da dinamica de
transmissao da doenga, com base em dados observados e simulagdes de cenarios hipotéticos,
segundo os quais as intervencoes serdo capazes de reduzir a propagacao do virus (Aquino et

al. 2020).

5.4.2 Brasil
No Brasil, a COVID-19 foi introduzida em fevereiro e foi declarado uma emergéncia

de saude publica de importancia nacional (ESPIN), e uma série de medidas de satide foram
implementadas para conter a propagagao da doenca (Cardoso et al., 2020; Cavalcante et al.,
2020).

Uma importante questdo epidemioldgica diz respeito a elevada infectividade do
SARS-CoV-2, agente etiologico da COVID-19, cuja velocidade de propagagao baseada no Ro

pode variar de 1,6 a 4,1. A alta taxa de infeccdo do SARS-CoV-2 e a auséncia de uma vacina
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contra esse virus fizeram com que o aumento do nimero de casos fosse exponencial. E em
fun¢do da inexisténcia de medidas preventivas ou terapéuticas especificas para a COVID-19,
e sua rapida taxa de transmissdo e contaminagdo, a OMS recomendou aos governos a adog¢ao
de intervengdes ndo farmacolédgicas (INF), as quais incluem medidas de alcance individual
(lavagem das maos, uso de mascaras e restricdo social), ambiental (limpeza rotineira de
ambientes e superficies) e comunitario (restricdo ou proibi¢do ao funcionamento de escolas e
universidades, locais de convivio comunitario, transporte publico, além de outros espacos
onde pode haver aglomeracdo de pessoas). Entre todas, destaca-se a restri¢do social. No
Brasil, diversas medidas foram adotadas pelos estados e municipios, como o fechamento de
escolas e comércios ndo essenciais. Trabalhadores foram orientados a desenvolver suas
atividades em casa, alguns municipios e estados encerraram-se em seus limites e divisas.
Autoridades publicas locais chegaram a decretar bloqueio total (lockdown), com puni¢des
para estabelecimentos e individuos que ndo se adequassem as normativas. A restricdo social
resulta ser a medida mais difundida pelas autoridades, e a mais efetiva para evitar a
disseminagdo da doenga ¢ achatar a curva de transmissdo do coronavirus. Geralmente, a
repercussao clinica e comportamental dessa obrigagao implica mudancas no estilo de vida e
pode afetar a saide mental dos cidadaos (Malta et al., 2020).

Uma pesquisa ecoldgica descritiva analisou o Brasil e suas macrorregides, unidades
federativas e outros nove paises com maior nimero de casos, e concluiu que o Brasil ¢ um dos
paises com maior numero de casos confirmados e 6bitos, com diferencas regionais. Desde
janeiro de 2020, a Organizacdo Pan-Americana da Satde (OPAS) apoia as agdes do
Ministério da Saude. Experiéncia em vigilancia, aten¢do a saude e comunicagao de risco. No
Brasil, até 25 de dezembro de 2021, 13 estados apresentavam um panorama de deterioragao,
formando uma linha vermelha, onde gestores e cientistas se concentravam no combate a
pandemia. Dentre esses estados, a maior parte dos casos confirmados de COVID-19 (Figura
7) concentra-se na regido Sudeste e Sul, principalmente nos estados de Siao Paulo, com
4.450.315 casos, no estado de Minas Gerais, que tem 2.218.695 casos, Parana, 1.549.979, Rio
Grande do Sul com 1.500.183. Santa Catarina com 1.239.177 e no Rio de Janeiro com
1.350,792 para um total de 12.982.458 casos confirmados. Em seguida, a maior contribui¢ao
veio do Nordeste, com destaque para o Estado da Bahia com 1.264.804; o Estado do Ceara
954.518; Estado de Pernambuco, 644.071; Estado da Paraiba, 463.560; Rio Grande do Norte
386.038 ¢ Maranhdo 370.188 com um total de 4.083.179 casos. Outras regioes contribuiram
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com 2.396.135 pessoas no Centro-Oeste e 1.918.208 pessoas na regido Norte (Cardoso et al.,
2020).

Casos confirmados no Brasil
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Figura 7: Distribuicdo de casos confirmados de COVID-19 no Brasil até¢ 25 de
Dezembro de 2021. Fonte: Adaptado de Cardoso et al., 2021.

A rapida descoberta de imunizantes seguros e eficazes deparou-se ndo apenas com a
dificuldade de se colocar disponivel a populagdo em virtude da capacidade de produgdo
insuficiente para atender a demanda mundial por vacinas, mas também com a hesitagdo e
recusa decorrentes da desconfianca estimulada pela desinformagdo e fake news (Brito et al.,
2021). Embora o tempo de desenvolvimento da vacina anti-Covid-19 seja muito curto, deve-
se ressaltar que, em 2002, a China relatou a primeira infec¢do por um coronavirus relacionado
a SARS. A tecnologia usada para combater a SARS, ja estava em producdo desde 2003,
quando surgiu o primeiro surto global de envolvendo um coronavirus. Em 2012 outro
coronavirus apareceu, com a MERS, desta mesma forma que em 2003, dezenas de
companhias fizeram vérios testes clinicos, porém a pandemia acabou antes de uma
imunizacdo coletiva ser usada. Com o advento do SARS-CoV-2, a tecnologia para combater o
coronavirus ja existia, o que os pesquisadores fizeram foi aprimorar a tecnologia existente,
observando que este novo virus possui uma proteina Spike (proteina S) diferente dos outros
coronavirus. Os resultados de pesquisas mais avancadas mostram que as vacinas existentes
tém potencial imunolédgico, principalmente para prevenir doengas clinicas graves, que podem
exercer uma enorme pressdo sobre o sistema de saude e, muitas vezes, levar & morte de

pessoas infectadas (Castro, 2021). No Brasil, estudo realizado no primeiro trimestre de 2021
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pelo Instituto Butantan em Serrana, Sdo Paulo, mostrou que quase 96% da populagdo da
cidade foi exposta a vacina contra o coronavirus e o nimero de mortos na cidade foi reduzido
em 95% O diagndstico de casos sintomaticos diminuiu 80%, enquanto o numero de
internacdes diminuiu 86%. Os resultados também mostram que a vacinagdo pode proteger
adultos que receberam duas doses de imunizagdo e criancas e adolescentes menores de 18
anos que nao foram vacinados, devido a uma menor carga viral ¢ o menor tempo de
eliminagdo do virus o que impacta diretamente na transmissibilidade. (Brito et al., 2021).

Um estudo feito por Brasil (2020), entre as semanas epidemioldgicas (SE) 1 e 18 de
2020, registrou-se 107.895 hospitalizagdes por Sindrome Respiratoria Aguda Grave (SRAG)
no Brasil. Desse total, 27.086 (25%) eram casos confirmados de COVID-19. Dentre os casos
de SRAG por COVID-19, 7.514 (28%) evoluiram para 6bito. Em média, 41,8%  dos
pacientes com COVID -19 desenvolvem SDRAG. Os casos de SDRAG sao leves
(35,8%), moderados (45,3%) e graves (18,9%). A mortalidade aumenta conforme a gravidade
da doenga, sendo que as pessoas acima de 65 anos de idade apresentam maior grau de
SDRAG e s3o mais vulneraveis ao obito. No Brasil, o levantamento das hospitalizagdes
apontou um crescimento importante das internagdes em decorréncia de SRAG com o
surgimento da pandemia, visto que se configura como uma complicacdo comum da COVID-
19. Sendo assim, o acompanhamento das mudangas epidemiologicas da COVID-19 no Brasil
(Tabela 1) e no mundo por andlises estatisticas aponta que a doenca ainda ndo estd sob

controle. (Sousa et al.,2020).

Comparagao dos casos de COVID-19

Dez/20 Jun/21 Dez/21
Norte 17.443 43.223 1.918.208
Nordeste 46.485 105.257 4.937.825
Sul 20.011 78.188 4.334.339
Sudeste 85.323 238.193 8.648.119
Centro-Oeste 17.094 47.874 2.396.135

Tabela: 1 Comparagdes de casos positivos para COVID-19 nas cinco regides do Brasil em trés épocas distintas.

Fonte: Boletins Epidemiolégicos do Ministério da Saude
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5.4.3 Minas Gerais
Minas Gerais ¢ um dos estados federais com maior nimero de casos e 6Obitos pela

doenca em 2021 (Souza et al., 2021). Minas Gerais ¢ o estado com a segunda menor taxa per
capita de detec¢@o de coronavirus no Brasil. Sua capital, Belo Horizonte, registrou o primeiro
caso de COVID-19 em 16 de margo de 2020, porém somente em 20 de abril de 2020 que a
Prefeitura de Belo Horizonte comegou a emitir boletins epidemiologicos diarios (Miranda et
al., 2021).

Um estudo epidemiologico que correspondeu ao periodo de marco de 2020 a julho de
2021, o Brasil era o terceiro pais do mundo em ntimero de casos de COVID-19 (18.386.894) e
o segundo em numero de oObitos (512.735). (Brasil, 2021; Moraes et al., 2021) Em Minas
Gerais, no mesmo periodo, embora o nimero de casos eram de (1.966.524), observa-se que
em comparacdo com os demais estados, ainda registra um nimero alto de obitos (8.171, cerca
50.461). As cidades com mais casos em Minas Gerais eram: Uberlandia (106.956), Belo
Horizonte (252.449), Contagem (40.749), Montes Claros (39.958) e Juiz de Fora (38.316)
(Minas Gerais, 2021). As caracteristicas epidemioldgicas dos casos de dbito em Minas Gerais
indicam que a populacdo mista (44%) e os homens (57%) e os casos acima de 60 anos (80%)
apresentam ligeira vantagem. Além disso, 75% dos casos apresentam algum tipo de
comorbidades, sendo a cardiopatia (64%) a mais comum (Nascimento et al., 2021).

Nota-se que a Belo Horizonte ainda apresenta uma propensdo de novas infecg¢des
diarias e que as politicas de isolamento e distanciamento social realmente sejam efetivas e
colaboram para o controle e diminuicdo do numero de reproducao efetivo da COVID-19.
Nesse sentido, observa-se que a COVID-19 no ambito do estado de Minas Gerais, apesar de
uma estabilidade nos casos, ainda continua a ser um problema muito sério e complexo, e,
portanto, os Orgdos responsaveis precisam permanecer em alerta, principalmente no perfil
epidemioldgico apresentado (homem, pardo, acima de 60 anos com alguma comorbidades)
para que a pandemia seja controlada efetivamente € ndo ocorra um novo aumento como ja se

observa em alguns paises da Europa (Miranda et al., 2021; Nascimento et al., 2021).

5.5 Evoluciao
5.5.1 Mecanismos de Evoluc¢ao Viral
Os virus de RNA também sdo um dos principais grupos de patogenos associados a

doencas infecciosas, e apresentam-se como importantes modelos que podem favorecer nossa
compreensdo do processo evolutivo. Em particular, a evolucdo dos virus de RNA ¢

caracterizada pela geragdo e fixacdo de mutacdes ao longo do tempo. Essas mutagdes sdo
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adequadas para observagdo humana direta, o que contrasta com a maioria das mudangas
evolutivas que ocorrem em organismos superiores. Portanto, os virus de RNA fornecem um
laboratorio natural util para a visualizagdo em tempo real dos processos evolutivos, incluindo
durante surtos de doengas unicas. A utilidade dos virus de RNA em analises experimentais ¢
aumentada por seus pequenos genomas, onde as mutacdes frequentemente levam a
importantes efeitos fenotipicos. Portanto, ndo ¢ surpreendente que os virus de RNA tenham
sido usados para testar varias teorias evolutivas e sejam exemplos poderosos de
desenvolvimento de novos métodos de andlise de bioinformatica (Geoghegan e Holmes,
2018). Embora também haja uma grande quantidade de literatura sobre a evolugao dos virus
de DNA, sua taxa de mudanga evolutiva ¢ geralmente baixa, comparada com os virus de RNA
(Geoghegan e Holmes, 2018).

Os virus sofrem alteragdes genéticas por varios mecanismos, incluindo mutagao
pontual (a fonte final da variacdo genética) e recombinacao. Em geral, os virus de RNA tém
genomas menores do que os virus de DNA, provavelmente como consequéncia de suas taxas
de mutacdo mais altas (Holmes, 2003). A razdo para essa relagdo inversa entre o tamanho do
genoma ¢ a taxa de mutacdo deve-se a incapacidade de grandes virus de RNA de se
replicarem sem gerar mutacoes letais (Belshaw et al., 2007; Sanjuan et al.,, 2010). Em
contraste, os virus de DNA geralmente tém genomas maiores devido a maior fidelidade de
suas enzimas de replicacdo (Pérez-Losada et al., 2015).

Os virus de RNA s3o conhecidos por sofrerem rapidas mudancas genéticas. O
mecanismo mais comum de mudanga € por meio de substituicdes de nucleotideos resultantes
da frequéncia de erro, relacionada a alta taxa de erro durante a sintese de RNA pela enzima
RNA polimerase dependente de RNA. Isso leva ao conceito de virus de RNA sendo
"quasispécies", que consistem em cole¢cdes de RNAs de virions com sequéncias de
nucleotideos ligeiramente divergentes. Além disso, € responsavel pela deriva de sequéncia de
varios virus de RNA sob certas pressdes de selecdo (Bentley e Evans, 2018).

Os virus de RNA s3o onipresentes na natureza devido a sua capacidade de evoluir
rapidamente e se adaptar a novos ambientes. Por sua vez, essa rapida evolugdo depende, em
certa medida, da alta diversidade genética que serve como simbolo das populagdes de virus de
RNA. Esta diversidade se deve principalmente a natureza propensa a erros da RNA
polimerase dependente de RNA viral (RdRp). No processo de replicacdo do genoma, eles irdo
introduzir substitui¢des, insercdes e delecdes e, geralmente, a taxa de erro por nucleotideo

polimerizado é de 10 a 10 > (Bentely e Evans, 2018). No entanto, por meio de um processo
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semelhante de rearranjo e recombinag¢do em virus de RNA segmentado, mutagdes em larga
escala podem ser introduzidas na populagdo de virus, o que pode ocorrer em familias de virus
de RNA segmentado e ndo segmentado (Bentely e Evans, 2018). Os virus de RNA que
contétm genomas segmentados também podem sofrer evolugdo genética por rearranjo dos
segmentos de RNA. De acordo com a natureza do RNA envolvido e outros locais de
cruzamento, a recombina¢do do RNA pode ser dividida em trés tipos (Han e Worobey, 2011).

I) Recombinagdo homologa ou legitima ocorre quando duas particulas virais
semelhantes trocam segmentos homologos de RNA em segmentos que ocupam a mesma
posicdo no genoma (Vasconcelos e Figueiredo, 2017). II) Recombinagdo aberrante acontece
quando duas particulas virais semelhantes (ndo iguais) permutam segmentos ndo homoélogos
no genoma, um mecanismo exclusivo de virus de RNA e esta recombinacao provoca uma
grande alteracdo na estrutura gendmica do patdégeno (Thomas e Hassold, 2003). III) A
recombinagdo ilegitima ou ndo homologa sdo particulas virais distintas que trocam segmentos
genOmicos entre si. Portanto ¢ um dos principais mecanismos de evolucdo dos virus
(Vasconcelos e Figueiredo, 2017).

A capacidade extraordinaria de alguns virus de se adaptarem a novos hospedeiros e
ambientes depende muito de sua capacidade de gerar nova diversidade em um curto periodo
de tempo. A taxa de mutacao espontanea dos virus varia muito. Os virus de RNA mutam mais
rapido do que os virus de DNA, os virus de fita simples mudam mais rédpido do que os virus
de fita dupla e o tamanho do genoma parece estar negativamente correlacionado com a taxa
de mutacdo. As taxas de mutacdo viral sdo reguladas em diferentes niveis, incluindo
fidelidade da polimerase, contexto de sequéncia, estrutura secundaria do modelo,
microambiente celular, mecanismo de replicacdo, revisao e reparo poOs-replicacdo. Além
disso, alguns elementos geradores de diversidade codificados por virus citidina/adenina
desaminase codificados por hospedeiro podem introduzir um grande nimero de mutacdes
(Sanjuén e Domingo-Calap, 2016).

A taxa de mutacdo de um organismo ¢ definida como a probabilidade em que as
alteragdes na informagao genética sejam transmitidas para a proéxima geracdo. Em virus, uma
geragdo ¢ geralmente definida como o ciclo de infeccao celular, incluindo adesao a superficie
celular, penetragdo, expressdo génica, replicacdo, encapsidagdo e liberacdo de particulas
infecciosas (Duffy et al., 2008; Sanjuan e Domingo-Calap 2016). As mutag¢des ndo se limitam
a replicagdo, pois também podem ser causadas por edigdo de material genético ou dano

espontaneo de acido nucléico. A taxa de muta¢dao ndo deve ser confundida com a frequéncia
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em que as mutacdes encontradas em uma determinada populacdo de virus (Sanjuan et
al.,2016). Este ultimo ¢ uma medida de variacdo genética, que necessita de muitos outros
processos, como selecdo natural, deriva genética aleatoria, recombinacdo e assim por diante.
Uma taxa de mutagdo mais alta leva a uma maior diversidade genética, mas, a menos que em
circunstancias especiais, ¢ impossivel inferir a taxa de mutacao diretamente da frequéncia de
mutacao observada na populacdo. Embora a diversidade genética dependa de vérios fatores, a
taxa de mutagdo ¢ particularmente interessante porque constitui a fonte final da variacdo
genética. Da mesma forma, a taxa de mutacdo nao deve ser confundida com a taxa de
evolugdo molecular. A teoria neutra da evolugdao molecular assume que existe uma relacao
linear entre essas duas taxas, mas embora a mutacdo seja um processo bioquimico / genético,
a evolugdo molecular se refere a fixagdo de novos alelos em uma populacdo (Dufty et al.,
2008; Sanjuan e Domingo-Calap 2016).

O conhecimento do processo por trds das taxas de mutacdo viral ¢ importante para
compreender e controlar a resisténcia aos medicamentos, escape imunoldgico, vacinagdo,
patogénese e o surgimento de novas doencas. De acordo com a classificacdo de Baltimore
para os virus, as seguintes categorias sdo determinadas de acordo com o material genético
contido no virion: virus de RNA de fita positiva (ex: hepatite C), virus de RNA de fita
negativa (ex: Ebola), virus de RNA de fita dupla (ex: rotavirus), retrovirus (ex: HIV), virus de
DNA que realizam transcrigdo reversa (ex: hepatite B), virus de DNA de fita simples
(parvovirus) e virus de DNA de fita dupla (ex: poxvirus) (Sanjuan ¢ Domingo-Calap, 2016).
Os virus sdao o sistema bioldgico com a maior alteragdo na taxa de mutagdo, e a diferenca
entre os virus de RNA ¢ DNA ¢ a maior. Os virus de DNA de fita simples tendem a sofrer
mutagdo mais rapido do que os virus de DNA de fita dupla, embora essa diferenga seja
baseada em estudos de bacteriéfagos, porque nenhuma estimativa da taxa de mutacdo dos
virus de DNA de fita simples estd disponivel. Portanto, a taxa de mutagdo do virus ndo ¢
causada apenas por erros de polimerase, mas também pela capacidade do virus de corrigir
incompatibilidades de DNA por meio de correcdo e / ou reparo pds-replicagdo (Copolla et al.,

2015; Sanjuan et al., 2010).

5.5.2 Filogenia
A busca pelas origens humanas parecia dar um passo adiante com o lancamento da

arvore global do DNA mitocondrial humano. No entanto, logo ficou claro que o método de
construgdo de arvores ndo permitia uma interpretacdo clara dos dados. Isso levou ao

desenvolvimento de métodos de rede filogenética que podem visualizar um numero infinito
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de arvores 6timas no inicio da década de 1990. Esta abordagem de rede, com base em dados
mitocondriais e do cromossomo Y, nos permitiu reconstruir movimentos populacionais pré-
historicos que povoaram o planeta. A abordagem da rede filogenética de 2003 foi usada para
reconstruir a pré-histéria da linguagem. Agora ¢ a hora de aplicar a abordagem de rede
filogenética aos dados viroldgicos para examinar como esse método pode ajudar a entender a
evolucdo do coronavirus (Forster et al., 2020). A epidemia de SARS aumentou o interesse na
pesquisa sobre a biodiversidade e gendmica do coronavirus. Antes de 2003, existiam somente
10 coronavirus com genomas completos disponiveis (Woo et al., 2009). Apos a epidemia de
SARS, até¢ dezembro de 2008, tivemos um aumento de 16 coronavirus com genomas
completos sequenciados, nos quais incluem dois coronavirus humanos (coronavirus humano
NL63 e coronavirus humano HKUT), 10 outros coronavirus de mamiferos [coronavirus SARS
de morcego, coronavirus de morcego (morcego-CoV) HKU2, morcego-CoV HKU4,morcego-
CoV HKUS, morcego-CoV HKUS, morcego CoV HKU9, morcego-CoV 512/2005, morcego-
CoV 1A, coronavirus equino e coronavirus de baleia beluga] e quatro coronavirus aviarios
(coronavirus de peru, coronavirus bulbul HKU11, coronavirus de sabid HKU12 e coronavirus
de passaro manon HKU13) (Woo et al., 2009). Recentemente, foi relatado um coronavirus de
morcego intimamente relacionado com 96,2% de similaridade de sequéncia com virus
humanos. Recentemente, o Coronavirus Study Group do International Committee for
Taxonomy of Viruses (ICTV) propos trés géneros, Alphacoronavirus, Betacoronavirus e
Gammacoronavirus, (figura 8) para substituir os grupos tradicionais 1, 2 e 3

coronavirus (Zhou et al., 2020).
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Figura 8: Arvore filogenética dos coronavirus. Arvore filogenética de coronavirus (o contetido em vermelho é a
mais recente adicdo do SARS-CoV-2 recém-surgido e 0 WSFMP Wuhan-Hu-1 ¢ usado como referéncia na
arvore); A arvore filogenética que mostra a relacdo de Wuhan-Hu-1 (indicada em vermelho) com o coronavirus
selecionado ¢ baseada em sequéncias de nucleotideos do genoma completo. Os virus sdo agrupados em quatro
géneros (prototipo mostrado): Alphacoronavirus (azul celeste), Betacoronavirus (rosa), Gammacoronavirus
(verde) e Deltacoronavirus (azul claro). Os grupos de subgrupos sdo rotulados como la e 1b para o
Alphacoronavirus e 2a, 2b, 2c e 2d para o Betacoronavirus. Esta arvore ¢ baseada nas arvores publicadas de
Coronavirinae e reconstruida com sequéncias da regido codificadora de RNA polimerase dependente de RNA
completa dos novos coronavirus representativos (método de maxima verossimilhanga usando o software MEGA
7.2). coronavirus da sindrome respiratoria aguda grave (SARS-CoV); coronavirus relacionado a SARS (SARSr-
CoV); o coronavirus da sindrome respiratoria do Oriente Médio (MERS-CoV); virus da diarreia entérica suina
(PEDV); Pneumonia do mercado de frutos do mar de Wuhan (Wuhan-Hu-1). Bat CoV RaTG13 Mostrou alta

identidade de sequéncia para SARS-CoV-2. Fonte: Shereen et al, 2020

De acordo com Silva e Almeida foram encontradas 99 sequéncias completas de

SARS-CoV-2 langado em 25 de margo de 2020. Os virus foram isolados em 13 paises e dos



99 encontrados, 51% sdo dos Estados Unidos, 30% da China, 4% da Espanha, 3% da Taiwan,
2% India, 2% Vietna e 1% Coréia, Coréia do Sul, Paquistdo, Australia, Brasil, Suécia e Nepal
em cada pais. O principal material bioldgico utilizado para o isolamento do RNA viral foi o
lavado broncoalveolar (Silva e Almeida, 2020). Para o céalculo da identidade, foi realizada
uma comparagao de sequéncias emparelhadas usando, a sequéncia de referéncia utilizada foi
NCO045512, a primeira a ser publicada no inicio do surto de COVID-19, em dezembro de
2019, em Wuhan, China. A andlise da arvore filogenética do SARS-CoV-2 encontrada nesta
pesquisa mostra uma estreita relagdo evolutiva entre os virus sequenciados no Brasil e na

Italia, por serem do mesmo clado (Figura 9).
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Figura 9: Mapa filogenético: Rede filogenética de 160 genomas de SARS-CoV-2. O n6 A ¢ o conglomerado de
raizes obtido do isolado de coronavirus de morcego BatCoVRaTG13 da provincia de Yunnan. As areas dos
circulos sdo proporcionais ao numero de taxa, e cada entalhe nas ligagdes representa uma posicao de nucleotideo
mutado. O intervalo de sequéncia em consideragdo ¢ de 56 a 29.797, com numeracao de posi¢ao de nucleotideo
(np) de acordo com a sequéncia de referéncia Wuhan 1. Foram utilizados o algoritmo de rede de juncdo mediana
e o algoritmo de Steiner, ambos implementados no pacote de software Network5011CS, com o parametro
epsilon definido como zero, gerando esta rede contendo 288 arvores mais parcimoniosas com 229 mutacdes de

comprimento. As reticulagdes sdo causadas principalmente por mutagdes recorrentes em npl11083. Os 161 taxons
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(160 virus humanos e um virus de morcego) produzem 101 sequéncias genomicas distintas. (Fonte: Forster et al.,

2020).

Foi possivel verificar que todas as sequéncias t€ém mais de 99% de identidade para a
sequéncia de referéncia. Além disso, apenas um sequenciamento apresentou 100% de
identidade com a sequéncia de referéncia (MN908947), publicado na China em 18 de margo
de 2020. O pais que apresentou o sequenciamento com maior percentual de identidade foram
os EUA, com 99,98% (MT163719), langcado em 6 de abril. O primeiro sequenciamento
publicado no Brasil, 6 de abril (MT126808) apresentava uma identidade de 99,90%. A taxa
de similaridade entre SARS-CoV-2 e Betacoronavirus foi maior que 47,97%. Em 40% de
outros Betacoronavirus tendo uma similaridade maior que 55% e 6% dos Betacoronavirus
mostrou uma similaridade com SARS-CoV-2 maior que 80% (Silva e Almeida, 2021).

Uma pesquisa conduzida por Guo e colaboradores, em comparacdo com o
sequenciamento do genoma SARS-CoV-2 de RaTG13, uma similaridade de 96,2% foi
encontrada, indicando que o genoma do morcego (Bat-SL-CoVZC45 e Bat-SL-CoVZXC21) e
o genoma humano podem compartilhar um ancestral comum (Guo et. al., 2020). Além disso,
comparando sequéncias de proteinas e analises filogenéticas, residuos semelhantes a
receptores foram observados em muitas espécies, indicando a possibilidade de substituicao de
hospedeiros intermedidrios, como tartarugas, pangolins e cobras (Silva, Simonato e Ramos,
2020). Outro fator importante ¢ que a similaridade do genoma SARS-CoV-2 dos pangolins
(pangolin-CoV GD / P1L e pangolin-CoV GD / P2S) vendidos ilegalmente na China ¢ de
85,5% a 92,4% (Malik, 2020; Lam, 2020). Em outra andlise filogenética do SARS-CoV-2 o
caracteriza como betacoronavirus distantes do SARS-CoV em 79% e do MERS CoV em 50%
(Zanardini e Zanardini, 2021). Portanto, com o processo evolutivo, o SARS-CoV-2 pode
infectar diferentes espécies, em humanos através da proteina de membrana (ACE2), e
apresenta tendéncia a infectar mais homens do que mulheres e mais adultos do que criangas,
porém ¢ mais mortal para idosos com outras doengas.

Como todos sabemos, os homens sdo mais suscetiveis a gripe e ao resfriado comum do
que as mulheres da mesma idade. Dois outros coronavirus que também causam doencas
respiratorias graves, como SARS-CoV-2, SARS-CoV e MERS-CoV, sua identidade de
nucleotideo ¢ igual ao SARS-CoV-2, um total de 79 e 50% de similaridade respectivamente,
visam a ser mais mortais a homens do que as mulheres (Tomasovi¢ et al., 2021).

Além dos fatores de estilo de vida, as diferengas especificas de género na

suscetibilidade ao coronavirus e nos resultados da doenca sdo causadas por diferencas de
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género nas respostas imunes inatas e adaptativas. Uma das explica¢des para essa diferenca de
género na suscetibilidade ao COVID-19 sdo os cromossomos: 0s cromossomos X contém
mais genes relacionados ao sistema imunoldgico do que os cromossomos Y, e a ativagdo
desses genes leva a uma resposta imunoldgica mais forte a infec¢des virais em mulheres.
Outra explicagdo sao os hormonios: hormonios como o estrogénio, que as mulheres produzem
mais do que os homens, ajudam a combater os coronavirus, como MERS-CoV, SARS-CoV e
SARS-CoV-2 (Conti e Younes, 2020).

Os estudos de infec¢ao e manejo clinico relatam diferencas de género na gravidade da
doenca e no resultado do COVID-19. No entanto, no processo de evolugdo, quando um virus
se introduz em uma nova espécie, ele primeiro causa doengas mais sérias e, em seguida, passa
por um processo de adaptacdo mais brando para que possa transmitir seus genes (Silva e

Almeida, 2020; Wu et al., 2020; Shi et al., 2020).

5.6 Variantes SARS-CoV-2
5.6.1 Variante de preocupacio
Todos os virus sofrem mutacao e, eventualmente, produzem novas variantes, incluindo

0 SARS-CoV-2. Quando ocorre a replicagao do virus, essas mudangas genéticas ocorrem para
que ele se espalhe cada vez mais em nosso corpo, porém isto ndo ¢ sempre. Dentre essas
mutacoes, algumas ndo possuem significancia (pressao de selecdo negativa), enquanto outras
podem torna-las mais virulentas para humanos e facilitar a transmissao (pressdao de selecao
positiva). Até no momento da identificagdo do SARS-CoV-2 e até o més de janeiro de 2022,
j& foram mais de 7,5 milhdes sequéncias completas do genoma, através de dados de base de
acesso publico (Michelon, 2021). No Brasil, a rede do genoma da Fiocruz identificou mais de
60 genomas de virus. (Michelon, 2021; Freitas, Giovanetti ¢ Alcantara, 2021).

A OMS, em colaboragdo com parceiros, redes de especialistas, autoridades nacionais,
institui¢des e pesquisadores tem monitorado e avaliado a evolugdo da SARS-CoV-2 desde
janeiro de 2020. Durante o final de 2020, o surgimento de variantes que representavam um
risco maior para a saude publica global solicitou a caracterizagdo de Variantes de Interesse
(VOlIs), do inglés Variants of Interest) e Variantes de Preocupacao (VOCs do inglés Variants
of Concern) especificas, a fim de priorizar o monitoramento e a pesquisa global e, em tltima
analise, informar a resposta em andamento a pandemia da COVID-19 (WHO, 2021). A OMS
e suas redes internacionais de especialistas estdo monitorando as mudancgas no virus para que,
se substituicdes significativas de aminoacidos forem identificadas, possam informar os paises

e o publico sobre quaisquer mudangas que possam ser necessarias para responder a variante e
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prevenir sua disseminacdo. Reduzir a transmissao por meio de métodos / medidas de controle
de doencas comprovadas e estabelecidas, bem como evitar a introdu¢do em populagdes
animais, sdo aspectos cruciais da estratégia global para reduzir a ocorréncia de mutagdes que
tém implicagdes negativas para a satude publica (WHO, 2021)

As estratégias e medidas atuais recomendadas pela OMS como distanciamento e
isolamento social, uso de méscaras cobrindo nariz e boca, higiene das maos e superficies com
solugdes a base de alcool (>65%), continuam a funcionar contra as variantes do virus
identificadas desde o inicio da pandemia (Soares et al., 2021). Evidéncias de varios paises
com transmissdo extensa de CoVs indicaram que medidas de saude publica e sociais (PHSM),
incluindo medidas de prevenc¢do e controle de infeccdo (IPC), foram eficazes na reducao de
casos de COVID-19, hospitalizagdes e mortes. As autoridades nacionais e locais sao
encorajadas a continuar a fortalecer as medidas existentes de PHSM e IPC. As autoridades
também sdo incentivadas a fortalecer as capacidades de vigilancia e sequenciamento e a
aplicar uma abordagem sistematica para fornecer uma indicagao representativa da extensdo da
transmissao das variantes do SARS-CoV-2 com base no contexto local e para detectar eventos
epidemiologicos incomuns. (WHO, 2021).

A OMS atribuiu nomenclaturas simples, faceis de pronunciar e lembrar para as
principais variantes do SARS-CoV-2, utilizando letras do alfabeto grego. A OMS atribui
nomenclaturas as variantes designadas como VOI ou VOC. As nomenclaturas ndo substituem
nomes cientificos existentes (por exemplo, aqueles atribuidos pelas iniciativas GISAID,
Nextstrain € Pango), que transmitem informagdes cientificas importantes e continuardo sendo
usadas em pesquisas.

Uma variante do SARS-CoV-2 que atende a defini¢ao de uma VOC (Tabela 1) e, por
meio de uma avaliagdo comparativa, demonstrou estar associada a uma ou mais das seguintes
alteragdes em um grau de significancia para a saude publica global: (1) Aumento da
transmissibilidade ou alteragcdo prejudicial na epidemiologia da COVID-19; (2) Aumento da
viruléncia ou mudanga na apresentagdo clinica da doenca;(3) Diminui¢do da eficacia das

medidas sociais e de saude publica ou diagnoésticos, vacinas e terapias disponiveis.
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Tabela 2: Variantes de Preocupagao

World Health Organization PANGO lineage* First discovered in:
label

Alpha B:1.1.7 United Kingdom
Beta B.1.351 South Africa
Gamma P Brazil

Delta B.1617.2 India

Omicron B.1.1.529 South Africa

Fonte: Public Health Ontario

5.6.1.1 Variante Alpha
Em 14 de dezembro de 2020, departamentos do Conselho de Estado do Reino Unido

notificaram a OMS uma variante designada pelo Reino Unido como SARS-CoV-2 VOC
202012/01 ou B.1.1.7 (OPAS/OMS, 2021). O Reino Unido possui um sistema de vigilancia
da COVID-19 que inclui perfis gendmicos sobre a COVID19 Genomics Consortium UK
(CoGUK). Como parte de uma pesquisa epidemiologica que investiga a tendéncia crescente
de casos de COVID-19 que se iniciou em setembro de 2020 no Reino Unido, foram
analisados os dados gendmicos de 255 casos disponiveis em Kent, Inglaterra (um condado no
Sudeste) (Chand et al, 2020). Um grande agrupamento filogenético de 117 casos
genomicamente semelhantes foi descoberto a partir de amostras de 255 casos nos dados de
Kent coletados entre 10 a 18 de novembro, que eram bem diferentes do restante do conjunto
de dados do Reino Unido (Rambaut et al., 2020; Kim et al., 2021). No conjunto de dados
britanico (genomas disponiveis de 915 casos na data de analise de 8 de dezembro de 2020),
um grupo diferente de Kent foi observado principalmente a partir de novembro (828 casos,
90,5%) e em menor medi¢do em outubro (79 casos, 8,6 %), os primeiros registros em
setembro (4 casos, 0,4%). As duas primeiras amostras foram coletadas de Kent em 20 de
setembro e da grande Londres em 21 de setembro de 2020 e as amostras continuaram a ser
detectadas até o inicio de dezembro de 2020. A variante envolve mutagdes ou dele¢des nao
sindnimas (por exemplo, N501Y, delecdo 69/70, P681H e a mutagdo do codon de parada da
ORF8) no dominio de ligacdo do receptor (RBD) da proteina spike, que pode induzir um
aumento da afinidade do receptor ACE2 de a proteina de pico de SARSCoV?2 nas vias aéreas.

(Kim et al., 2021)

49



A variante B.1.1.7 foi significativamente mais transmissivel do que outras variantes de
SARS-CoV-2 no Reino Unido se espalhando rapidamente pelo mundo, causando um aumento
repentino de casos infectados. Como resultado, severas restricdes a viagens e bloqueios de
estradas nacionais foram postas em pratica em muitos paises (Rambaut et al., 2020; Chand et
al., 2020; Starr et al., 2020). Desde a primeira semana, quando a B.1.1.7 foi relatada no Reino
Unido e em todos os continentes, o nimero de dias necessarios para atingir uma taxa positiva
de 20% nas sequéncias enviadas ao GISAID foi de 47 dias no Reino Unido, 59 dias na
Oceania, ¢ 83 dias na Europa (excluindo o Reino Unido) e 89 dias na América do Norte. O
Reino Unido encontrou o aumento mais rapido para 50% desde o primeiro relatério hd uma
semana, seguido pela Europa (excluindo o Reino Unido), América do Norte e Oceania, que
levou 84 dias, 116 dias e 125 dias, respectivamente (Kim et al., 2021).

A média geral de B.1.1.7 ¢ de 178 dias, que ¢ 50% da sequéncia relatada pelo GISAID.
Na Asia, a taxa de crescimento de B.1.1.7 foi inferior 4 média global: atingiu uma taxa de
crescimento positiva de 20% de B.1.1.7 em 140 dias, e ndo atingiu 50% em 12 de dezembro.
Maio de 2021 (Kim et al., 2021). B.1.1.7 ¢ definido por 23 mutacdes genéticas da cepa
original que foi detectada pela primeira vez em Wuhan, China. Além do acido aspartico (D)
para a mutagao da glicina (G) na posi¢do 614 (D614G) do pico da proteina de superficie (S),
que domina os casos COVID-19 relatados desde o verdao de 2020, B.1.1.7 contém oito
mutagdes adicionais na proteina S. A mutagdo asparagina (N) para tirosina (Y) na posi¢ao 501
(N501Y), localizada no motivo de ligagao ao receptor (RBM), que faz parte do RBD que esta
relacionado com as interagdes fisicas diretas com ACE2 humano para iniciar a entrada viral
nas células hospedeiras. B.1.1.7 contém oito mutagdes adicionais na proteina S.

A mutagdo asparagina (N) para tirosina (Y) na posi¢do 501 (N501Y), localizada no
motivo de ligacdo ao receptor (RBM), que faz parte do RBD, ¢ particularmente interessante
que esta envolvida em interacdes fisicas diretas com ACE2 humano para iniciar a entrada
viral nas células hospedeiras (Hoffman et al., 2020). Embora as implica¢des funcionais das
mutagdes restantes ainda ndo tenham sido estabelecidas, a delecdo de histidina 69 e valina 70
(AH69 / V70) dentro do dominio N-terminal (NTD) da proteina S também esta presente na
variante associado ao vison, detectado na Dinamarca, que causou transmissdes zoonoticas
para infectar humanos, resultando no massacre de mais de 17 milhdes de visons em novembro
de 2020 (Munnink, 2021). Uma mutagdo de prolina em histidina na posi¢cdo 681 (P681H)

imediatamente a montante do local de clivagem da furina polibasica pode afetar o

50



processamento da proteina S, que ¢ importante para a fusdo e entrada na membrana viral.
Pouco se sabe sobre as contribui¢des potenciais das mutagdes restantes (Yang et al., 2021).

Até o momento, a cepa foi encontrada em 70 paises / regides, dos quais 29 paises /
regides tém transmissdo local. E responsével pela deterioragio da situagdo epidemiologica no
Reino Unido, Portugal e outros paises europeus entre dezembro de 2020 e janeiro de 2021.
No Brasil foi detectada em 14 UF brasileiras: Paraiba, Sergipe, Bahia, Minas Gerais, Espirito
Santo, Rio de Janeiro, Sdo Paulo, Parana, Santa Catarina, Mato Grosso do Sul, Mato Grosso,
Goias, Distrito Federal e Rio Grande do Sul (Brasil, Informe semanal n° 23).

Uma descoberta preocupante relacionado a esta linhagem, foi o aumento da proporcao
de casos entre criangas e jovens (Freitas et al., 2021). Entre 1 de marco e 31 de maio de 2020,
20 criangas e jovens (com 18 anos ou menos ¢ SARS-CoV-2 positivo) foram admitidos no
King's College Hospital e entre 1 de novembro de 2020 e¢ 19 de janeiro de 2021, foram
admitidas 60 criangas e jovens. Nao houve diferencas significativas na idade, porcentagem de
pacientes com comorbidades, porcentagem de pacientes negros, asiaticos e de minorias
étnicas ou pontuagao de privagdo entre os grupos. A assisténcia ventilatoria foi rara em ambas
as ondas e foi menor na taxa de hospitalizacao total na segunda onda do que na primeira
(Brookman et al., 2021). Embora os primeiros relatdrios ndo tenham encontrado nenhuma
evidéncia de impacto na gravidade da doenga, uma atualizagdo emitida pela Agéncia de Saude
Publica NERVTAG (Grupo Consultivo de Ameagas de Virus Respiratorios Emergentes) em
janeiro de 2021 um estudo de corte constatou que, em comparagdo com casos nao B.1.1.7, o
risco relativo de morte para individuos infectados com cepas B.1.1.7 foi de 1,65. (Rambaut et
al., 2021; P, Horby et al., 2020).

De acordo com um estudo publicado da revista The Lancet, os pacientes que sofrem de
episodios da variante Alfa apresentam um risco maior de admissdo na UTI (Unidade de
Terapia Intensiva) e mortalidade em 28 dias, se comparados com pacientes com cepas nao-
alfa do virus. O estudo também afirma que, para aqueles que recebem cuidados intensivos, “a

mortalidade parece ser independente da cepa do virus” (Patone et al., 2021).

5.6.1.2 Variante Beta
Em 18 de dezembro de 2020, as autoridades nacionais da Africa do Sul anunciaram a

deteccao de uma nova variante do SARS-CoV-2 denominada B.1.351 (ou 501Y.V2), devido a
presenca da mutacdo N501Y (OPAS/OMS, 2021). Admite-se que o aumento naquele periodo
de casos COVID-19 em todo o Reino Unido tenha sido causado principalmente por uma nova

variante do SARS-CoV-2 altamente transmissivel (B.1.1.7 / VUI-202.012 / 01), mas outra
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variante do SARS-CoV-2 também altamente transmissivel, a B.1.351 / 501Y.V2 da Africa do
Sul j& detectada na populacido do Reino Unido (Tegally et al., 2021; Louis et al., 2021; Freitas
et al.,2021). Em 11 de janeiro de 2021, a Africa do Sul fechou 20 travessias de fronteira
terrestre para entrada e saida geral até 15 de fevereiro, quando os casos de COVID-19
aumentaram devido a propagacao de uma nova variante do SARS-CoV-2.

Infeccdes e mortes aumentaram, especialmente quando as pessoas retornaram ao
trabalho apds o periodo de festas de fim de ano (Pearson et al., 2021) Como o centro
econdmico regional, a Africa do Sul é um local atrativo para diversos migrantes. As
passagens de fronteira domésticas sdo muito cheias, principalmente as seis mais
movimentadas: Beitbridge, Lebombo, Maseru Bridge, Oshoek, Ficksburg e Kopfontein.
Muitas pessoas foram expostas a infec¢des por COVID-19 enquanto esperavam varias horas
para cruzar a fronteira. A Organizagdo das Nacdes Unidas para a Alimentagdo e Agricultura
(FAO) avisou que as restrigdes atingiram Lesoto de forma particularmente forte, que importa
a maior parte dos seus bens e servigos da Africa do Sul, segundo a qual mais de 580.000
pessoas numa populacio de 2,2 milhdes de habitantes encontram-se em situacdo de
inseguranca alimentar. (Tegally et al., 2021).

Na Africa do Sul, a COVID-19 ja causou a morte mais de 37.000 pessoas e mais de
1,3 milhdo de casos de COVID-19 foram registrados nos ultimos 10 meses. Mais de 148 mil
pessoas foram internadas no hospital com a doenca. Uma nova variante do SARS-CoV-2
(501Y. V2) que foi descoberta pela primeira vez na Africa do Sul aumentou a preocupagdo
com novas infec¢des. Em novembro de 2020, os médicos alertaram os cientistas sul-africanos
sobre um répido aumento no nimero de pessoas com COVID-19 na regido de Nelson
Mandela Bay, na provincia de Eastern Cape, levando a identificacdo de uma nova variante do
virus na Africa do Sul. Desde 1° de janeiro de 2021, o pais registrou quase 190.000 novas
infecgdes por SARS-CoV-2 e mais de 90.000 mortes por COVID-19 até dezembro de 2021
(O’Toole et al., 2021).

O Escritorio Regional da OMS para a Africa afirma que a nova variante em circulagio
na regido foi detectada em Botswana, Gambia e Zambia, mas estudos preliminares nao
mostram evidéncias de que essa variante cause doengas mais graves (O’Toole et al., 2021). A
segunda onda de epidemia de SARS-CoV-2 na Africa do Sul teve inicio em meados de
outubro de 2020, algumas semanas apds o nimero de casos registrados todos os dias apds o

primeiro pico (Tegally et al., 2021).
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A Africa do Sul relatou seu primeiro caso confirmado por PCR de infecgdo por SARS-
CoV-2 em 5 de margo de 2020 e, desde entdo, experimentou uma primeira onda, com pico em
julho de 2020, e uma segunda onda maior, em janeiro de 2021 Pico, em junho 2021, entrando
na terceira onda. Um estudo feito nas semanas de 5 de marco de 2020 até 27 de margo de
2021 um total de 1.545.431 casos de SARS-CoV-2 e 227.932 internagdes por COVID-19
foram relatados na Africa do Sul. Dois periodos de onda foram identificados e cinco periodos
de onda definidos: pré-onda 1, onda 1, poés-onda 1, onda 2 e pos-onda 2. Apos o pico da
primeira onda de casos na semana epidemiologica 28, houve um ressurgimento comegando na
provincia de Eastern Cape a partir da semana 40, seguido por todas as outras provincias

posteriormente, atingindo o pico na semana 1 de 2021 (Jassat et al., 2021) (figura 10).
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Figura 10: Incidéncia de casos relatados de SARS-CoV-2, internagdes por COVID-19 e mortes
hospitalares por semana epidemiologica de diagndstico na Africa do Sul, 5 de margo de 2020 a 27 de marco de

2021 (Jassat et al., 2021).

No pico da epidemia nacional em meados de julho de 2021, havia mais de 13.000
casos confirmados todos os dias e quase 7.000 mortes em excesso todas as semanas. Os perfis
epidemioldgicos das trés provincias (Eastern Cape, Western Cape e KwaZulu-Natal) focados
nesta analise sdo aproximadamente proximas, embora Western Cape tenha aparecido cada vez
mais cedo na primeira onda (Tegally et al., 2021). No final da primeira onda da epidemia no
inicio de setembro, o numero de mortos no Cabo Oriental ultrapassou 10.000 (1510 por
milhdo de pessoas) - o maior entre todas as provincias. Para conter a propagagdo da segunda

onda, a Africa do Sul sustentou as restrigdes como a proibicao da venda e circulacdo de alcool
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e um limite no nimero de pessoas autorizadas a comparecer as reunides publicas. A maioria
das reunides internas e externas permanecem proibidas, incluindo eventos religiosos e
politicos, mas ndo funerais - apesar das evidéncias de um risco aumentado de transmissao
nesses eventos - que sao limitados a 50 pessoas e protocolos rigidos, incluindo distanciamento
fisico, higienizagdo das maos e uso de méscara (Makoni, 2021).

A variante sul-africana 501Y.V2 ¢ caracterizada por trés mutacdes na proteina S:
K417N (uma substitui¢do de lisina por asparagina na posi¢ao de aminoacido 417 na proteina
S), E484K (um acido glutdmico por lisina substituicdo na posicdo de aminoacido 484 na
proteina S) e N501Y (uma substitui¢ao de asparagina por tirosina na posi¢ao de aminoacido
501 na proteina S). Esta ultima mutagdo também estd presente na variante UK VUI-202.012 /
01. (Tang et al., 2021; Nelson et al., 2021).

Uma hipdtese sobre a origem dessa variante ¢ através da evolugdo viral intra-
hospedeiro devido a infeccao prolongada em um hospedeiro imunocomprometido. De fato,
neste relato de caso, o aparecimento das mutacdes E484K e N501Y foi descrito apds 75 e 128
dias de infeccdo, respectivamente. Entretanto, este ndo deve ser o unico mecanismo, ja que
varias outras mutacdes estdo presentes que impuseram contribuicdes de outras linhagens
virais. Mutagdes adicionais em outros genes virais também sao possiveis de serem mutagdes
secundarias que podem ter surgido como mutagdes 'compensatorias' para reduzir qualquer
penalidade de aptidao resultante dessas alteracdes na proteina S (K417N, E484K, N501Y)
(Tang et al., 2020; Choi et al., 2020). A variante 501Y.V2 foi considerada uma cepa altamente
transmissivel devido a rapidez com que se tornou predominante nesta populacao sul-africana

em apenas algumas semanas, (Tang et al., 2020).

5.6.1.3 Variante Gamma

A pandemia COVID -19 criou uma crise critica global, em um nimero alto de mortos,
uma crise econdmica e social. A pandemia afetou severamente as regioes da América Latina e
do Caribe. Nessa regido, o primeiro caso foi registrado no Brasil e tornou-se o primeiro pais
da América Latina a declarar a doenca em 25 de fevereiro de 2020. No final de 2020, uma
nova variante do SARS-CoV-2 foi encontrada no Brasil. Esta variante foi identificada como
linhagem P.1 (B.1.1.28.1). As mutacdes essenciais na espicula incluem a glicoproteina RBD,
E484K, K417T e N501Y (Burki, 2020; Martinez-Valle, 2021). Um estudo feito por Faria et
al. relataram dez mutagdes unicas acumuladas na proteina S, que compreende E484K e

N501K. Além dessas trés mutagdes significativas, algumas outras mutagdes sao registradas na
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linhagem P.1. Essas mutagdes sdo L18F, T20N, P26S, D138Y, R190S, D614G H655Y,
T1027I e V1176F. Esta variante foi detectada pela primeira vez no Japao por quatro viajantes,
que voltaram do estado do Amazonas em 2 de janeiro de 2021 e acabou criando infec¢des
extensas na cidade. A variante também chegou ao Japao por meio de viajantes. Também foi
detectado nos Estados Unidos, que posteriormente identificada como Gamma segundo a
nomenclatura utilizada pela OMS (Faria et al., 2021).

Imediatamente ap6s a descoberta da variante, as autoridades de saude publica
alertaram para o risco potencial da doenga por coronavirus (COVID-19) se espalhar mais
rapidamente ou piorar os resultados clinicos. A propor¢do de amostras de pacientes com
COVID-19 de Manaus (capital do estado do Amazonas, regido norte do pais) identificadas
como a cepa P.1 aumentou de 52,2% em dezembro para 85,4% em janeiro de 2021. Nesse
contexto, um aumento repentino no nimero de pessoas internadas com COVID-19 em
Manaus fez com que o sistema de satide local entrasse em colapso (Freitas, 2021).

Estudos preliminares estimam que a linhagem P.1 pode ser 1,4 a 2,2 vezes mais
contagiosa que seus precursores, o que pode ajudar a explicar a rapida deterioragao da
epidemiologia na regido (Freitas, 2021). No segundo trimestre do ano de 2020 (primeira

onda), foram registrados 46.342 casos, ja em janeiro de 2021(segunda onda), apos a deteccao
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Figura 11: Casos semanais confirmados de COVID-19 no Estado do Amazonas (marco de 2020 a

janeiro de 2021) (Fonte: Freitas et al., 2021)
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As trés variantes recentes do SARS-CoV-2 que circularam amplamente na América
Latina durante o primeiro semestre de 2021 incluem a linhagem P.1, a linhagem P.2 ¢ a
linhagem B.1.1.7. Todos os paises latino-americanos se concentraram nas variantes do Brasil
para lidar com a crise pandémica COVID-19 de forma eficiente. Analise de dados da rede
Fiocruz Genomics, reune pesquisadores de diversas areas Instituto Fundagdo Osvaldo Cruz,
confirmaram que desde o aparecimento das linhagens P.1 e P.2 em outubro de 2020, em
apenas quatro meses estas linhagens equivaliam a 75% de todos as linhagens analisadas em.
Na cidade de Manaus estas duas linhagens juntas corresponderam a 97,8% das amostras de
virus que foram sequenciadas em janeiro 2021 (Voloch et al., 2021).

Os esforcos de sequenciamento da variante P.1 foram com uma menor intensidade no
Brasil do que para a variante B.1.1.7 no Reino Unido. Estudos indicam que a variante havia
sido detectada em apenas 940 casos de 26 paises, com apenas dois eventos de exportagdao
relatados, para Japao e Italia, contudo sdo necessarios mais dados sobre a presenga global da
variante P.1 e sobre sua dindmica de disseminacdo (Fujino et al., 2021; Maggi et al., 2021,
Campoy 2021).

Portanto, uma melhoria das agéncias reguladoras de saude latino-americano ¢
essencial para gerar mais dados sobre as variantes brasileiras do SARS-CoV-2. No entanto,
sd0 necessarias mais pesquisas sobre a variante P.1, que pode nos informar sobre as
propriedades como caracteristicas epidemiologicas (transmissibilidade da gravidade e risco de
reinfeccao), escape imunologico de impacto, provavel impacto na gravidade da doenga, estes
dados ajudarao a projetar estratégias futuras e a acabar com a pandemia (Chackaraborty et al.,

2021).

5.6.1.4 Variante Delta

A variante Delta (B.1.617.2) foi relatada pela primeira vez na India em dezembro de
2020, e tornou a variante mais temida devido a sua transmissibilidade aperfeicoada e maior
viruléncia.

Havia mais de 400.000 (Figura: 12) casos didrios no inicio de maio, € o numero de
novas infecgdes didrias caiu recentemente para menos de 100.000, 8 medida que uma segunda
onda mortal da pandemia devasta o pais. A India registrou 67.208 novos casos em apenas um
dia, elevando seu total para 29,7 milhdes, com 381.903 mortes. A capital, Nova D¢lhi, foi
uma das areas mais atingidas do pais durante o surto de abril a maio. H4 uma grave escassez
de oxigénio, medicamentos ¢ leitos hospitalares. A medida que o numero de casos caiu, a

cidade comegou gradualmente a aliviar as restricdes de bloqueio, permitindo a reabertura de
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shoppings e mercados e permitindo que metrds e restaurantes operem com 50% da capacidade

(Sharma, Kiran 2021).
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Figura 12: Casos diarios de COVID-19 na India julho 2020 a junho de 2021. Fonte: Sharma, Kiran
2021.

De acordo com a plataforma GISAID vinculada a Organizagdao Mundial da Satude, no
Brasil, a variante delta domina, respondendo por 90% das amostras sequenciadas globais. Por
exemplo, gama (P.1, Amazdnia), no Brasil o delta ndo causou tanto efeito quanto o esperado,
isto pode ter ocorrido por duas hipdteses: (1) a vacinagdo pela coronavac e (2) a variante
gamma pode ter ajudado a suavizar o impacto da variante delta, pois a esta variante infectou
muitas pessoas, o que resultou em dezenas de mortes, entdo provavelmente gerou uma
imunidade contra a variante delta (Butantan, 2021).

Foi descrito em 84 paises, na regido do Américas foi relatado nos EUA (52 estados),
Canadé, México, Brasil, Argentina, Peru e Chile. De acordo com dados do GISAID, a partir
de 4 de julho de 2021, mais de 111 mil amostras foram detectadas sequenciado desta variante
em todo o mundo (Mora et a., 2021; Hendaus e Jomha, 2021). A variante B.1.617.2 foi
inicialmente identificada na India em dezembro de 2020 e, eventualmente, em vérios paises
nos seis continentes. Varias mutagdes na proteina spike da variante Delta foram identificadas
(L452R, tbl478K, D614G, tbl19R, A157-158, P681R e D950N). De acordo com as evidéncias
disponiveis até o momento esta variante ¢ 40-60% mais transmissivel do que a variante Alfa
(B.1.1.7). Também pode ser associado com maior risco de hospitalizagdo (Mora et al., 2021).

Duas sub-linhagens da variante Delta que se destacam por a mutacdo K417N na proteina
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Spike (“Deltaplus”), que foram nomeados AY.1 (B.1.617.2.1) e AY.2 (B.1.617.2.2), descrito
pela primeira vez em abril e mar¢o de 2021. Acumulam até 28 de janeiro de 2022 mais de 4
milhdes sequéncias no banco de dados GISAID. Deve ser mencionado que esta mutacao
K417N ¢ compartilhada com outros sub-linhagens da variante Beta (B.1.351), que mostrou,
por um lado, uma menor afinidade entre 0 RBD com ACE2, bem como uma menor afinidade
para anticorpos neutralizantes, evitando assim a resposta imune. Deve-se ressaltar que
provavelmente esta menor afinidade para RBD, ¢ compensado pelas mutacdes do variante
delta no RBD que permite uma maior afinidade com o receptor, otimizando assim sua

transmissao (Fratev, 2021).

5.6.1.5 Variante Omicron
A nova variante Omicron foi descoberta pela primeira vez em Gauteng, Africa do Sul,

em 25 de novembro de 2021, aproximadamente 23 meses apds o primeiro caso COVID-19 ter
sido relatado, com uma estimativa de 260 milhdes de casos e 5,2 milhoes de mortes em todo o
mundo. A infraestrutura avangada de sequenciamento do genoma da Africa do Sul facilita a
detecgdo precoce e o relato de novas variantes para o mundo. Em 15 de dezembro de 2021,
variantes dmicron apareceu em cerca de 77 paises / regides, a maioria no Reino Unido, Africa
do Sul e Estados Unidos. Casos positivos de dmicron também foram observados na India. O
Reino Unido relatou a primeira morte de uma nova variante em 13 de dezembro de 2021
(Thakur e Ratho, 2021; Karim e Karim, 2021).

Como discutido no topico 4.5.1, os virus de RNA sofrem mutacdo e evoluem
rapidamente para se adaptar e sobreviver em um ambiente em constante mudanca. As
principais preocupagdes em relagdo a dmicron incluem se ela ¢ mais contagiosa ou se resulta
em quadros clinicos mais sérios do que outras VOCs e se pode contornar a protecdo conferida
pelas vacinas em uso. Embora ndo haja dados imunoldégicos e clinicos para fornecer
evidéncias claras, podemos extrapolar as informacdes conhecidas sobre as mutagdes da
Omicron para fornecer sinais preliminares de transmissdo, gravidade e escape imunologico.
(Karim e Karim, 2021). A caracteristica mais perturbadora da variante dmicron é que ela
contém mais de 50 mutagdes, das quais cerca de 30 estdo localizadas na proteina S, a mais
preocupantes sao os 15 locais de mutacdo no RBD, que interagem com as células humanas
antes de entrar na célula e podem aumentar a capacidade de propagacao (Takhur e Ratho,
2021). Outras mutagdes com efeitos conhecidos conferem maior capacidade de transmissdo e
afetam a afinidade de ligacdo. E importante ressaltar que o impacto da maioria das mutagdes

restantes nao esta claro, levando a uma grande incerteza sobre como a combinacdo completa
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de dele¢des e mutagdes afetara o comportamento do virus e a suscetibilidade & imunidade
natural e mediada por vacina (Karim e Karim, 202; Harvey et al., 2021).

O primeiro caso sequenciado de Oomicron foi relatado em Botswana em 11 de
novembro de 2021, e outro caso sequenciado de um viajante da Africa do Sul foi relatado em
Hong Kong alguns dias depois (Karim e Karim. 2021; Kandeel et al., 2021). Devido a delecao
69-70del, semelhante a variante alfa, a variante estd relacionada a falha em direcionar o gene
S em um teste de PCR especifico. O primeiro caso conhecido de dmicron na Africa do Sul foi
um paciente que foi diagnosticado com COVID-19 em 9 de novembro de 2021, embora seja
possivel que haja casos desconhecidos em muitos paises ao redor do mundo antes disso. Na
Africa do Sul, uma média de 280 casos de COVID-19 por dia na semana anterior a detecgio
do 6micron aumentou para 800 por dia na semana seguinte, em parte devido ao aumento da
vigilancia. Os casos de COVID-19 em Gauteng, Africa do Sul, estdio aumentando
rapidamente; o tempo de duplicacdo inicial da quarta onda ¢ mais longo do que as trés
primeiras ondas no pais (Volz et al., 2021; Karim e Karim, 2021).

Desde a descoberta dessa variante na Africa do Sul, os cientistas vém tentando
encontrar evidéncias de sua origem e possivel trajetoria da pandemia. Com base na analise da
sequéncia do dmicron e de outras variantes do SARS-CoV-2, os pesquisadores especulam que
a Omicron parece ter evoluido em paralelo e provavelmente divergiu de outras cepas muito
cedo, possivelmente em meados de 2020 (Takur e Ratho, 2021). A analise do RBD mostra
que existem duas sub-ramificagdes desta variante. Além disso, a analise filogenética de 3590
sequéncias SARS-CoV-2 mostrou que a Omicron evoluiu da linhagem B.1.1.519 (clado 20B)
(Wang e Cheng, 2021). Pacientes com COVID-19 cronicamente infectados podem ter a
possibilidade de adaptagao, que esta relacionada a maioria das mutagdes na variante Omicron
observadas em pessoas infectadas pelo HIV imunocomprometidas. O fato de a Africa do Sul
ter uma alta taxa de prevaléncia de HIV (19%) pode ser um fator contribuinte para a
emergéncia da Omicron (Msomi et al., 2021; Healy, 2021).

Outras possibilidades podem ser a evolugdo de espécies ndo humanas ou o ciclo e
evolugdo de populagdes remotas sob enorme pressao evolutiva. A baixa cobertura vacinal ou
vacinacao desigual em paises desenvolvidos e em desenvolvimento pode fornecer um
ambiente fértil para a evolugdo da mutacdo. No entanto, devido a falta de evidéncias

experimentais fortes, a origem desta variante ainda nao esta clara (Takur e Ratho, 2021).
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5.6.2 Variantes de interesse

De acordo com a OPAS/OMS uma variante ¢ considerada como uma variante de
interesse (VOI) se, quando em comparagdo com a variante original, seu genoma contiver
mutagdes que mudem o fendtipo do virus e se: (1) Foi identificada como causadora de
transmissdo comunitaria, de multiplos casos ou de clusters (agrupamentos de casos) de
COVID-19 ou tiver sido detectada em varios paises; (2) ser de outra forma qualificada como
uma VOI pela OMS em consulta com o Grupo de Trabalho de Evolucao do SARS-CoV-2
(OPAS/OMS). As VOIs podem ser definidas também como variantes com marcadores
genéticos especificos que foram associados a mudancas que podem causar maior
transmissibilidade ou viruléncia, redug¢do na neutralizagao por anticorpos obtidos por infeccao
natural ou vacinagdo, a capacidade de evitar a deteccdo ou uma diminuicao na eficacia da
terap€utica ou vacinacdo. A atualiza¢do epidemioldgica semanal da OMS em 22 de junho de
2021, descreveu oito (VOIs), a saber, Epsilon (B.1.427 e
B.1.429); Zeta (P.2); Eta (B.1.525); Teta (P.3); Iota (B.1.526); Kappa (B.1.617.1)
e Lambda (C.37) e Mu (B 1. 621) (Cascella et al., 2021).

Em meados de outubro de 2021, a OMS diminuiu consideravelmente a quantidade de
cepas enquadradas como VOI, mantendo na categoria apenas a lambda e a mu, que tém

grande circulagdo na América Latina (Tabela 2) (Who, 2020).

Tabela 3: Variantes de interesse

GRM452QV1 216G Peru, Dec-2020  14-Jun-2021
Mu B.1.621 GH 21H gggmma; Jan- - o0 Aug-2021

Fonte: OPAS/OMS

Em dezembro de 2021, apenas duas variantes eram consideradas como VOI pela
OMS. A variante lambda (C.37) foi detectada pela primeira vez no Peru e foi designada como
VOI pela OMS em junho de 2021 devido a uma maior presenca desta variante na regiao sul-
americana (Cascella et al.,2021). A outra variante foi designada “Mu” em janeiro de 2021. A
linhagem foi documentada pela primeira vez na Colombia e foi nomeada como linhagem
B.1.621 (Xie et al., 2021). O seu genoma possui um total de 21 mutagdes, incluindo 9

mutacoes de aminoacidos, todas na proteina de espicula do virus: T95I, Y144S, Y 145N,



R346K, E484K ou a mutagdo de escape, N501Y, D614G, P681H e D950ON. Ela tem uma
inser¢do de um aminoacido na posicdo 144/145 da proteina Spike, dando uma mutacdo total
YY144-145TSN. Ela também apresenta uma dele¢do de deslocamento de quadro de quatro
nucleotideos em ORF3a que gera um codon de parada de dois aminoacidos. A mutagdo ¢
rotulada como V2561, N257Q e P258 (Messali et al, 2021).

Em 31 de agosto de 2021, a OMS divulgou uma atualizacdo que afirmava que "a
variante Mu tem uma constelagdo de mutagdes que indicam propriedades potenciais de escape
imunologico", observando que estudos preliminares mostraram alguns sinais disso, mas que

1sso precisa ser confirmado por mais estudos. (WHO,2021).

5.7 Vigilancia Genomica
Todos os dias, inimeras variantes do SARS-CoV-2 aparecem no mundo, destacando o

desafio de fortalecer as capacidades de detec¢do oportuna ao expandir e fortalecer a vigilancia
epidemiologica, a vigilancia laboratorial e a comunicagdo rapida, e o desenvolvimento da
pesquisa em saude. As medidas de prevencdo e controle para a pandemia da COVID-19
podem ser apoiadas. Embora o impacto total das novas variantes de COVID-19 no controle da
doenca nao seja claro, algumas mutagdes ou combinagdes podem fornecer ao virus vantagens
seletivas, que podem ajudar a aumentar a capacidade de transmitir ou evitar a resposta imune
do hospedeiro (Sallas et al., 2021). Desde a caracterizagdo inicial do genoma do SARS-CoV-
2, o virus foi dividido em diferentes grupos filogenéticos. O surgimento de mutagdes ¢ um
evento natural e esperado na evolugdo dos virus. Algumas mutagdes especificas definem
genomas virais ou cepas que estdo circulando globalmente. Devido a véarios processos
microevolutivos e pressoes seletivas, algumas muta¢des adicionais podem aparecer, criando
diferengas (chamadas variantes) dentro de cada genoma. No entanto, algumas mutacdes
podem ser benéficas para a disseminacdo do virus e alterar as manifestagdes clinicas ou
maléficas afetando a eficacia de vacinas, medicamentos antivirais ou ferramentas de
diagnostico. Desde o final de 2020, houve algumas variagdes que podem representar maiores
riscos para a saude publica global. Atualmente, a Organizagdo Mundial da Satide reconhece
cinco VOCs: Alpha, Beta, Gamma, Delta e Omicron. Devido ao impacto potencial na
vigilancia em saude publica, quando um VOC ou VOI ¢ detectado pela primeira vez em um
pais ou regido, ele precisa ser notificado a OPAS / OMS de acordo com o Regulamento
Sanitario Internacional (RSI). No entanto, a detec¢do inicial de VOC ou VOI pode ser
rastreada por sequenciamento ou RT-qPCR e ¢ baseada em andlises laboratoriais

relativamente complexas (Organizagdo Pan-Americana da Saude / OMS).
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O diagnostico laboratorial exerce um papel importantissimo tanto para o progndstico e
acompanhamento, bem como para estudos da epidemiologia molecular do SARS-CoV-2.

(Menezes et al., 2020).

5.7.1 RT-qPCR
O padrao ouro para identificacdo do agente patogénico da COVID-19, por se tratar de

um virus, ¢ o isolamento viral em cultura em tecido. Porém, o isolamento viral ndo € pratica e
leva pelo menos trés dias para apresentar os efeitos citopaticos em linhagens celulares, como
das células Vero-E6.

Ainda, esse método requer estrutura laboratorial com nivel de biosseguranca 3, que
usualmente ndo estd disponivel nas instituicoes de saude. Além disso, os relatos da China
corroboram instrugcdes do Centers for Disease Control and Prevention (CDC) e da OMS
quanto a utilizagdo da transcri¢do reversa seguida da reacdo em cadeia da polimerase em
tempo real (RT-qPCR) para o diagnoéstico laboratorial do SARS-CoV-2 (Menezes et al., 2020;
Chan JF et al., 2020).

Ao contrario da sorologia, a RT-qPCR fornece importantes informagdes nos estagios
iniciais da infecgdo, pois pesquisa o patégeno diretamente por meio da deteccdo de seu acido
nucleico quando o objetivo é prevenir a transmissibilidade e os anticorpos ainda ndo foram
produzidos. Permite, entdo, a deteccdo precoce e a diferenciacdo de outras viroses
respiratorias, apresentando alta sensibilidade e especificidade (Tahamtan e Ardebilli, 2020;
Younes et al., 2020)

O diagnostico do SARS-CoV-2 pode ser realizado em uma diversidades de amostras
clinicas, incluindo lavado broncoalveolar, biopsia pulmonar, escarro, esfregaco (swab)
nasofaringeo, esfregaco orofaringeo, fezes, urina, sangue e até saliva.(Bwire et al., 2020; Li e
Ren, 2020) Os estudos tém mostrado que o lavado broncoalveolar ¢ a melhor amostra, no
entanto, a coleta ndo ¢ pratica.(Bwire et al., 2020; Liu, et al., 2020) O escarro também ¢ uma
Otima amostra para o diagndstico laboratorial da COVID-19, seguida dos swabs nasofaringeo
e orofaringeo (Tahamtan e Ardebilli, 2020; Yang, Yang et al;. 2020). Por fim, a amostra que
tem tido mais praticidade e precisdo ¢ a de swab da nasofaringe (Younes et al., 2020; Xiao et
al., 2020; Bwire et al,.2020). Entretanto, vale destacar o risco de transmissao do SARS-CoV-2
aos profissionais de saude durante a coleta de amostras do trato respiratorio, mais

especificamente do inferior (Li e Ren 2020).
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Um resultado positivo para SARS-CoV-2 apresenta elevado valor preditivo positivo e
confirma o diagnostico de COVID-19, mesmo o paciente ndo apresentando sintomas
(Mitchell et al., 2020). Portanto, um tnico resultado ndo detectado na RT-qPCR para SARS-
CoV-2 em paciente sintomatico ndo exclui o diagnéstico da COVID-19, possui baixo valor
preditivo negativo e a retestagem pode ser apreciada (Tahamtan e Ardebilli, 2020; Younes et
al., 2020). Dois resultados negativos em 24 horas indicam a cura da COVID-19, no entanto,
esse protocolo ndo ¢ recomendado, pois ndo altera a conduta clinica caso ainda haja sinais e
sintomas. A RT-qPCR pode ser operada em larga escala e os resultados estdo geralmente
disponiveis dentro de algumas horas a dois dias (Younes et al., 2020; Byrne et al., 2020). No
entanto, a falta de reagentes no mercado e a alta demanda de amostras tém causado
sobrecarga aos laboratérios e atraso na liberagdo de resultados. As técnicas moleculares
exigem pessoal com conhecimento e treinamento técnico especializado para operar
sofisticados instrumentos sao de alto custo, e o laboratério deve atender aos requisitos de
biosseguranca classe de risco 3 (Li e Ren 2020; Oliveira et al., 2020).

A alta taxa de transmissao durante a pandemia de COVID-19 promoveu o surgimento
de variantes do SARS-CoV-2. A potencial diversidade genomica que define essas variantes
indica selecdo natural para mutagdes com significado fenotipico (Korber et al., 2021). Em
particular, as variantes relacionadas com a propagacao, aumento da viruléncia ou resisténcia
do hospedeiro, vacina ou imunidade antiviral t€ém grande significado para a satde publica
(Shen et al., 2021). Outras mutagdes também podem afetar a sensibilidade diagnostica.
Portanto, a vigilancia gendmica que representa a populagdo recém-infectada ¢ uma ferramenta
importante para responder a pandemia (Wang, et al., 2021).

Com base na evidéncia de transmissao aumentada, gravidade da doenca e eficacia
reduzida do tratamento, o CDC e o Centro Europeu para Prevencdo e Controle de doencas
(ECDC) definiram trés niveis de ameaca diferentes associados a mutacdes, incluindo VOI e
VOC (Neopane et al. 2021; Wang et al., 2021). Atualmente, as linhagens de SARS-CoV-2
foram confirmadas pelo sequenciamento do genoma completo de amostras positivas para
SARS-CoV-2, que detecta novas mutagdes e quaisquer novas alteragdes no genoma viral.
Este sequenciamento também ¢ considerado o método padrdo ouro para identificar novas
variantes de dissemina¢cdo do SARS-CoV-2 em escala global. No entanto, a disponibilidade
limitada torna a deteccdo oportuna de variantes de respostas de saude publica impraticavel,
como rastreamento de contato e determinacao da prevaléncia de variantes preocupantes na

comunidade (Neopane et al., 2021). A implementacdo de sequenciamento do genoma em
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laboratorios de diagnodstico também ¢ dificil, destacando a importincia de estratégias
complementares de vigilancia. Portanto, para deteccdo precoce e rastreamento da
disseminag¢do de cepas especificas, sdo necessarios métodos alternativos de triagem em
poucas horas. Além disso, métodos rapidos e eficientes de rastreamento da disseminagao de
certas cepas podem ser mais valiosos nos casos em que as mutagdes estdo associadas ao
aumento da disseminagdo, gravidade da doencga ou falha da vacina (Neopane et al., 2021).
Com o advento do COVID 19, a maioria dos laboratérios que oferece testes de
amplificacdo de acidos nucleicos (NAAT) tem o equipamento necessario € pessoal treinado
para realizar a extra¢do de acidos nucleicos e PCR em tempo real (Lind et al., 2021). Portanto,
um simples ensaio de genotipagem usando o sistema de deteccdo TagMan pode ser usado
para rastrear rapidamente variantes e ajudar a monitorar e controlar a infeccdo por SARS-
CoV-2. O sistema pode monitorar uma ou mais mutagdes SARS-CoV-2 por meio de um
processo que combina a tecnologia de genotipagem TagMan SNP com uma reagdo de PCR
em tempo real de uma etapa para detectar rapida e eficientemente mutacdes no material
genético em uma amostra (Lind et al., 2021). A maioria dos laboratérios que fornecem teste
de amplificacdo de acido nucléico possui o equipamento necessario € pessoal bem treinado
para realizar a extracdo de acido nucléico e PCR em tempo real. Portanto, o teste de
genotipagem simples usando o painel de sondas TaqMan pode ser usado para rastrear
mutacoes rapidamente e ajudar a monitorar e a circulacao de diferentes variantes ou linhagens

de SARS-CoV-2 (Lind et al., 2021; Neopane et al., 2021).

5.7.2 Sequenciamento genético
Desde o comego da pandemia de COVID-19, o sequenciamento do genoma completo

do SARS-CoV-2 tem sido realizado a uma taxa sem precedentes em todo o mundo com o uso
de métodos muito diversos de sequenciamento de proxima geragdo (NGS) (Charre et al.,
2020).

A 4rea da microbiologia clinica inclui tanto a microbiologia diagnostica, a
identificacao de patogenos a partir de amostras clinicas para orientar o manejo € as estratégias
de tratamento de pacientes com infec¢do, quanto a microbiologia de saude publica, a
vigilancia e monitoramento de surtos de doencas infecciosas na comunidade. As técnicas
classicas de diagndstico no laboratdrio de microbiologia incluem crescimento e isolamento de
microrganismos em cultura, deteccdo de anticorpos especificos do patdégeno (sorologia) ou
antigenos e identificacdo molecular de acidos nucléicos microbianos (DNA ou RNA), mais

comumente via PCR (Chiu e Miller, 2019). Enquanto a maioria dos ensaios moleculares visa
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apenas um numero limitado de patdgenos usando iniciadores ou sondas especificas, as
abordagens metagenomicas caracterizam todo o DNA ou RNA contida em uma amostra,
permitindo a andlise de todo o micobioma bem como o genoma do hospedeiro humano ou
transcriptoma em amostras de pacientes. Abordagens metagendmicas t€ém sido empregadas ha
décadas para caracterizar varios nichos, variando de ambientes marinhos a solos toxicos a
vetores de doencgas artropodes ao microbioma humano. Essas ferramentas também tém sido
usadas para identificar infecgdes em vestigios antigos, descobrir novos patdgenos virais e
caracterizar o viroma humano em estados de saude e doencga e para aplicagdes forenses (Chiu
e Miller, 2019; Pallen, 2014).

A capacidade de detectar todos os patdogenos potenciais - bactérias, virus, fungos e
parasitas - em uma amostra ¢ simultaneamente interrogar as respostas do hospedeiro tem
grande utilidade potencial no diagnéstico de doengas infecciosas. No entanto, foi o advento
das tecnologias de NGS em 2005 que deu inicio ao campo da metagenomica Pela primeira
vez, milhdes a bilhdes de sequéncias poderiam ser geradas em uma uUnica execugdo,
permitindo a andlise de todo o contetido genético de uma amostra clinica ou ambiental. O
aumento de instrumentos de sequenciamento disponiveis e diminui¢des exponenciais nos
custos de sequenciamento durante a década seguinte levou a rapida adogao da tecnologia NGS
(Voelkerding et al., 2009).

As tecnologias de sequenciamento NGS tornaram-se rapidamente o método de escolha
para diversas aplicacdes em virologia, incluindo a identificagdo de novos virus. A
reconstrucdo de sequéncias gendmicas virais completas ou parcialmente completas e a analise
da evolugdo viral (Chiara et al., 2020; Kohl et al., 2015). Uma das vantagens mais relevantes
das abordagens baseadas em NGS ¢ que os genomas virais podem ser reconstruidos mesmo
para virus desconhecidos ou mal caracterizados, a partir de preparagdes virais enriquecidas
em cultura ou diretamente de amostras clinicas. No caso do SARS-CoV-2, as tecnologias de
segunda e terceira geracdo de NGS foram aplicadas com sucesso, € varios protocolos de
preparagao de biblioteca gendmica especificos foram desenvolvidos de forma independente
por diferentes fabricantes. Até o momento, quatro abordagens conceitualmente diferentes
foram aplicadas: (1) metatranscriptomica shotgun, (2) captura-enriquecimento hibrido, (3)
sequenciamento de amplicon e (4) sequenciamento direto de RNA. (Pillay et al., 2020; Chiara
et al., 2020).

O sequenciamento metagenomico Shotgun € uma técnica independente de cultura que

pode vasculhar todo o DNA de uma amostra, permitindo a diferenciacdo de comunidades
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complexas de microrganismos, sem qualquer conhecimento anterior de suas sequéncias
genomicas (Chiara et al., 2020). O sequenciamento metagendmico ¢ uma ferramenta muito
poderosa para a identificagdo de patdgenos previamente ndo caracterizados. Ao oferecer
informacdes detalhadas e quantitativas sobre a composicdo das comunidades microbianas,
essa abordagem também fornece valor agregado em microbiologia clinica, onde pode ser
usada para informar estratégias terapéuticas (Chiara et al., 2020).

A metatranscriptomica Shotgun - sequenciamento de RNA de saturacdo - foi aplicada
com sucesso para obter conjuntos completos ou quase completos do genoma do SARS-CoV-2
a partir de varios tipos de amostras clinicas. Visto que a metagendmica / metatranscriptdmica
também pode identificar outros DNA / RNAs virais e bacterianos, esses métodos também nos
fornecem informagdes sobre infec¢des secundarias, potencialmente informando as decisdes de
tratamento e prevendo os resultados do paciente. Enquanto a maioria dos estudos empregou a
plataforma Illumina, a Oxford Nanopore Technology (ONT) também foi explorada para
metatranscriptdmica shotgun, por meio da modificagdo de um protocolo projetado para virus
influenza de amostras clinicas (Lewandowski et al., 2019). A abordagem metatranscriptomica
shotgun foi empregada na descoberta de SARS-CoV-2 e ¢, em muitos sentidos, o método de
escolha para sequenciar cepas emergentes de SARS-CoV-2 pois ndo requer conhecimento
prévio da sequéncia viral e evita efeitos potenciais de regides diferentes nas abordagens de
captura e amplicon (Butler et al, 2020).

O sequenciamento de amplicons permite que os pesquisadores limitem o alvo de suas
analises apenas a um numero / tipo limitado de sequéncias de escolha. Esta abordagem ¢
muito especifica, mas requer um conhecimento prévio significativo da sequéncia que deve ser
'direcionada'. Abordagens fundamentadas em amplicon para o sequenciamento de SARS-
CoV-2 adotam um fluxo de trabalho de enriquecimento que consiste na sintese da primeira
fita de cDNA seguida pela amplificacio do genoma com PCRs multiplex. O objetivo ¢
produzir pools de amplicons que cobrem todo o comprimento ou as por¢des discretas do
genoma viral. Varios projetos de PCR multiplex diferentes, diferindo no niimero e tamanho
dos amplicons, foram propostos para o SARS-CoV-2 (Chiara et al., 2020). Diversos kits
comerciais e protocolos nao comerciais estdo disponiveis para a preparacdo do amplicon
SARS-CoV-2, alguns dos quais sdo personalizados para plataformas NGS especificas. Como
a profundidade de sequenciamento ¢ uma consideragdo marginal, as bibliotecas podem ser
sequenciadas em plataformas de bancada com um rendimento médio (ou seja, Illumina

NextSeq e Miseq; plataformas de torrent Ion, etc.). Além disso, quando acordado com os
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tempos de resposta curtos de tecnologias de Sequenciamento de Molécula Unica (SMS),
como ONT e PacBio, o sequenciamento de amplicon de SARS-CoV-2 pode ser usado para
vigilancia rapida de cadeias de transmissdo, conforme exemplificado pela abordagem adotada
pela rede ARTIC para monitoramento em tempo real do surto COVID-19 no Reino Unido ,
onde um protocolo baseado em amplicon foi empregado com €xito a surtos virais anteriores
foi adaptado para SARS-CoV-2 (Chiara et al., 2020).

Sequenciamento de enriquecimento de captura hibrida ¢ similar ao sequenciamento
baseado em amplicon. A captura hibrida ¢ uma estratégia de sequenciamento que permite aos
pesquisadores planejar apenas sequéncias predefinidas ou regides de um genoma que sdo
imporantes para seus interesses especificos. Estratégias de enriquecimento de alvo usando
captura hibrida foram originalmente desenvolvidas para estudos gendmicos humanos, para
permitir o sequenciamento rapido e econdmico dos exons de genes codificadores de proteinas
(sequenciamento de exoma) (Albert, 2017). O sequenciamento do exoma ainda ¢ apontado
como o método de escolha para o estudo da variagdo genética em loci codificadores de
proteinas em humanos, uma vez que alcanga um bom equilibrio entre a especificidade do
enriquecimento baseado em amplicon e a sensibilidade (para diferentes tipos de genética
variantes) de sequenciamento de shotgun a custos significativamente mais baixos (Warr, et al.
2015).

Por fim tem-se o sequenciamento direto de RNA viral. Todas as estratégias ja
relatadas requerem retrotranscricdo de RNA e um maior ou menor grau de manipulagdo de
acidos nucleicos antes da construgdo da biblioteca e podem resultar na perda de informacdes,
incluindo modificagdes pos-transcricionais e representacdo precisa da estequiometria dos
transcritos. SMS ¢ um desenvolvimento relativamente recente em tecnologias de
sequenciamento, permitindo a determinacdo direta da sequéncia de moléculas de acido
nucleico simples, sem amplificacdo (por exemplo, o sequenciamento direto de RNA por
ONT). As tecnologias de SMS geralmente fornecem leituras mais longas do que os métodos
NGS 'classicos', mas com taxas de erro supostamente mais altas. Um protocolo de
sequenciamento de RNA direto configurado pelo ONT permite potencialmente a deteccao de
modificagdes pods-transcricionais. Além disso, em virtude das leituras longas, essas
tecnologias sdo capazes de fornecer reconstrugcdes muito precisas de transcricdes Unicas
maduras e precursoras ¢ de padrdes de transcricdo complexos, como aqueles que ocorrem
durante a infeccdo por coronavirus (recombinagdo, maturacdo alternativa do transcrito,

isoformas transcricionais raras, etc.). (Chiara et al., 2020).
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Em junho de 2020, o Food and Drug Administration (FDA) concedeu autorizagdao de
uso emergencial para o teste de NGS, COVID-19 da Illumina, a primeira autorizacdo para
diagnoésticos NG a ser usada no enfrentamento da pandemia. O teste COVIDSeq pode ser
estendido para triagem de grande volume e espera-se que a demanda aumente conforme os
paises e cidades reabrem. E uma versdo modificada do teste desenvolvido pela rede ARTIC,
que € um projeto cooperativo Wellcome Trust que visa simplificar a vigilancia durante a
epidemia. Ele usa 98 fragmentos de DNA ou amplicons para cobrir aproximadamente 30
quilobases no genoma SARS-CoV-2. Com varias reagdes, mais de 3.000 testes de amostra
nasofaringea ou orofaringea podem ser executados simultaneamente em um tempo de resposta
de 24 horas. A literatura da empresa afirma que o teste requer pelo menos 1.000 coépias do
genoma viral por mililitro e exibe uma sensibilidade de 98% e uma especificidade de 97%
(Coronaviridae Study Group, 2020).

Nas ultimas décadas, uma importante aten¢do politica tem se concentrado na
necessidade de identificar e limitar novos surtos que podem levar a pandemias e de expandir e
sustentar os investimentos para construir a preparacdo ¢ a capacidade de saude (GHASA,
2015). Nesse contexto, o método ultrarrapido e econdmico de reconstruir a sequéncia do
genoma de patdogenos emergentes representa uma ferramenta importante para monitorar e
combater a propagacdo de novas doengas infecciosas humanas, como os recentes SARS,
MERS, Zika virus e Ebola virus (Quick et al.,2016; Wit et al., 2016). O método NGS se
adaptou rapidamente ao paradigma SARS-CoV-2 e provou ser aplicavel a varios problemas
bioldgicos relacionados (Meredith et al., 2016; Zhang et al., 2021). A velocidade de geragdo e
andlise de dados ¢ sem precedentes, inimaginavel alguns anos atrds. A integracdo das
informacdes das variantes do genoma do virus e do hospedeiro, de preferéncia com outros
parametros clinicos, demograficos e sociais, pode fornecer informagdes mecanisticas e

agregar valor preditivo para os resultados clinicos (Chiara et al.,, 2020).

68



5 CONCLUSAO
Cerca de 75% das doengas infecciosas emergentes que afetam humanos sdo de origem

animal e cerca de 60% dos patdégenos humanos sdo zoonoticos. Uma doenca zoondtica € um
termo que se refere a uma infeccdo que ¢ transmitida aos seres humanos através de animais.
Embora permanegcam espagos em que condiz a origem evolutiva do SARS-CoV-2, estudos
evolutivos e moleculares demonstraram origem viral e transmissdo de animais hospedeiros. A
flexibilidade genética do genoma do SARS-CoV-2 permite a adaptagdo a diferentes
hospedeiros e rapida disseminacao global. O acimulo de muta¢des no genoma acaba levando
ao desenvolvimento de estratégias de evasdo da resposta imune do hospedeiro (Borges et al.,
2020).

De acordo com a pesquisa bibliografica, o curso da COVID-19 varia muito entre os
pacientes e também ¢é inconsistente entre os diferentes pacientes. E importante observar que a
deteccdo precoce que deve ser realizada ao diagnosticar pacientes durante uma pandemia ¢
um passo extremamente importante (Sharna,2021).

Com o conhecimento adquirido, at¢ o momento, sabe-se que mulheres tendem a se
infectar menos que os homens, pode-se afirmar que os cendrios futuros dependem de como se
comportara a transmissibilidade, da vulnerabilidade ao virus, da efetividade das medidas de
controle e da disponibilidade da vacina. As preocupagdes sobre a menor eficacia da vacina
devido a novas variantes mudaram nossa percep¢ao sobre o controle da COVID-19,
desapontando o mundo da nogdo de que a vacinagao global ¢ séria, por si sO, suficiente para
controlar a infec¢do por SARS-CoV-2.

De fato, as VoCs destacaram a importancia da vacinagdo em combina¢do com as
medidas de prevengdo de saude publica existentes, como mascaras e distanciamento social
como um caminho para a endemicidade viral.

A COVID-19 ¢ um problema global; portanto, as desigualdades no acesso as vacinas
entre paises desenvolvidos e paises com caréncias socioecondmicas podem levar ao
ressurgimento de novas variantes. Esforcos individuais, como usar mascaras bem ajustadas,

manter o distanciamento social adequado no meio da multidao, higienizar as maos e vacinar,
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continuardo sendo o principal objetivo para limitar a disseminacdo de variantes dentro da
comunidade.

A partir das evidéncias que podem ser vistas de que o SARS-CoV-2 continua a
evoluir, acredito que deve haver monitoramento continuo de mutagdes para esclarecer nao

apenas como o virus adoece as pessoas, mas também como os humanos respondem a

o~

infeccdo. A variabilidade ¢ importante para O campo da pesquisa de vacinas também
importante, especialmente no que diz respeito a modificacdo da glicoproteina-S, ajudando

assim os paises a se prepararem melhor para diagnosticos mais precisos e vacinas eficazes.
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6 PERSPECTIVAS

Desde dezembro de 2019, o mundo lida com diferentes variantes do SARS-CoV-2 ¢
experimentou as primeiras ondas da pandemia de COVID-19. No entanto, alguns paises ainda
estdo enfrentando a terceira onda devido a variante Delta. No processo, o surgimento de novas
variantes como a Omicron pode impactar negativamente a vida humana e os meios de
subsisténcia. Cientistas, especialistas médicos, trabalhadores da linha de frente e formuladores
de politicas publicas devem ser elogiados por seus esforcos incansaveis para enfrentar essa
pandemia. Nos ultimos dois anos, uma melhor compreensio do SARS-CoV-2 e suas
variantes, sua origem e estrutura, patogénese, sintomas associados em diferentes categorias de
pacientes foi muito benéfico. Vacinas eficazes aprovadas pelas agéncias reguladoras, opcoes
de tratamento e gerenciamento, melhor infraestrutura diagnostica e terap€utica e profissionais

de saude treinados podem facilitar o melhor manuseio das novas variantes.
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