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RESUMO

SANTOS, Angela Maria Guimaraes dos. Dinamica das variantes do SARS-CoV-2 e
os diversos fenotipos da COVID-19 em uma coorte de pacientes atendidos na
Policlinica Piquet Carneiro no periodo de abril de 2020 a janeiro de 2022. 2022. 106
f. Tese (Doutorado em Biologia Humana Experimental) — Programa de Pés-
Graduacao em Biologia Humana e Experimental, Universidade do Estado do Rio de
Janeiro, Rio de Janeiro, 2022.

O estudo descritivo e observacional foi realizado com o objetivo de descrever
0s aspectos clinicos e epidemioldgicos dos pacientes infectados pelo SARS-CoV-2
assim como os aspectos filogenéticos do virus. A coorte de estudo foi baseada nos
casos detectados por SARS-CoV-2 dos pacientes atendidos na Policlinica Piquet
Carneiro nos periodos de abril de 2020 a janeiro de 2022. A partir das fichas de
cadastros, resultados de gRT-PCR, sequenciamento por NGS, titulagéo de anticorpos
circulantes e anticorpos neutralizantes, identificamos 406 amostras que foram
designadas ao estudo de geodistribuicdo das linhagens dentro da coorte. Dessas, 360
foram designadas ao estudo do perfil epidemiologico dos profissionais atendidos na
PPC, 22 amostras correspondem a pacientes com reinfeccdo e 5 amostras de 2
pacientes com infeccéo prolongada, nesses foram realizadas as analises filogenéticas
e perfil imunoldgico diante da vacinacao contra a COVID-19. Das 406 amostras foi
observada a disseminacédo de variantes de preocupacédo (VOC) por 17 municipios, as
principais linhagens encontradas foram Gamma (P.1), Delta (AY.99.2) e Omicron
(BA.1). Devido as analises filogenéticas foi possivel observar elevado acumulo de
mutacdes das linhagens Omicron e a rapida disseminacéo de acordo com o tempo de
evolucdo. Dentro desse estudo, observamos distribuicdes significativamente
diferentes entre o numero de substituicbes da linhagem Omicron e anticorpos
circulantes. Quanto as analises dos profissionais, constatamos que tanto o0s
profissionais da saude, quanto os profissionais de outras areas tiveram alta exposi¢ao
ao virus, porém os profissionais da satde foram os primeiros a se contaminar dentro
dessa coorte. Quanto aos dados dos pacientes com infeccdo prolongada e
reinfectados, concluimos que tanto os anticorpos circulantes, quanto os neutralizantes
apresentam tendéncia de queda com o tempo, mesmo com imunizacgéo prévia devido
a outra infeccdo ou vacinacgao, portanto, a imunizacao de reforco € essencial para o
controle da circulagdo de novas cepas. Esses dados destacam a importancia da
vigilancia genOGmica que possam auxiliar no rastreamento de novas variantes e
minimizar os impactos causados pelo SARS-CoV-2.

Palavras-chave: COVID-19. Sequenciamento de nova geracdo. Variante de
preocupacao. Analise gendmica. Epidemiologia. Anticorpo anti
SARS-CoV-2.



ABSTRACT

SANTOS, Angela Maria Guimaraes dos. Dynamics of SARS-CoV-2 variants and the
different phenotypes of COVID-19 in a cohort of patients seen at Policlinica Piquet
Carneiro from April 2020 to January 2022. 2022. 106 f. Tese (Doutorado em Biologia
Humana Experimental) — Programa de Pds-Graduacdo em Biologia Humana e
Experimental, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2022.

The descriptive and observational study was carried out with the objective of
describing the clinical, epidemiological and phylogenetic aspects of patients infected
with SARS-COV-2. The study cohort was based on the cases detected by SARS-CoV-
2 of patients seen at Policlinica Piquet Carneiro from April 2020 to January 2022. From
the registration forms, qRT-PCR results, NGS sequencing, titration of circulating
antibodies and neutralizing antibodies, we identified 406 samples that were assigned
to the study of geodistribution of lineages within the cohort. Of these, 360 were
assigned to the study of the epidemiological profile of professionals treated at the PPC,
22 samples correspond to patients with reinfection and 5 samples from 2 patients with
prolonged infection, in which phylogenetic analyzes and immunological profile were
performed in the face of vaccination against COVID-19. Of the 406 samples, the
dissemination of variants of concern (VOC) was observed in 17 municipalities, the main
lineages found were Gamma (P.1), Delta (AY.99.2) and Omicron (BA.1). Due to the
phylogenetic analysis, it was possible to observe a high accumulation of mutations of
the Omicron lineages and the rapid dissemination according to the time of evolution.
Within this study, we observed significantly different distributions between the number
of substitutions of the Omicron lineage and circulating antibodies. As for the analysis
of professionals, we found that both health professionals and professionals from other
areas had high exposure to the virus, but health professionals were the first to be
contaminated within this cohort. As for the data from patients with prolonged infection
and reinfected, we concluded that both circulating and neutralizing antibodies show a
tendency to decrease over time, even with previous immunization due to another
infection or vaccination, therefore, booster immunization is essential for the control the
circulation of new strains. These data highlight the importance of genomic surveillance
that can assist in the screening of new variants and minimize the impacts caused by
SARS-CoV-2.

Keywords: COVID-19. Next generation sequencing. Variant of concern. Genomic

analysis. Epidemiology. Antibody anti SARS-CoV-2.
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INTRODUCAO

Ha pelo menos trezentos anos, a sociedade convive com virus respiratorios. As
infecgdes respiratérias sdo as doengas mais frequentes em humanos e grande parte
destas infecgbes séo provocadas por virus (POTTER, 2001; SUDBRACK et al. 2007).

Em 11 de margo de 2020 foi caracterizado, pela Organizagao Mundial de Saude
(OMS), como estado de pandemia, o surto mundial da doenga causada pelo novo
coronavirus, que proporcionou aos servicos de saude um cenario de acdes em
assisténcia e seguranga a comunidade e profissionais envolvidos nos cuidados a
populagao (GALLASCH et al., 2020).

A busca de dados estatisticos acerca de agravos como infecgbes respiratorias
virais € uma questao de saude publica. Conhecer dados especificos permite tracar
agdes de politicas publicas eficazes no combate a agravos ocasionados por um
determinado virus.

Esta pesquisa tem como objetivo fornecer definicbes mais precisas sobre 0s
mecanismos epidemiol6gicos e genéticos que possam auxiliar as autoridades de
saude publica nas estratégias de combate a COVID-19, além de identificar a dinamica
das variantes do SARS-CoV-2 e as caracteristicas clinicas dos casos no complexo da
Policlinica Piquet Carneiro — Hospital Universitario Pedro Ernesto e UERJ no periodo
de 2020 a 2022.
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1 REVISAO DA LITERATURA

1.1 Historico dos virus respiratorios e SARS-Cov-2

Os virus respiratorios estado presentes na sociedade ha pelo menos trezentos
anos, que ja enfrentou diversas epidemias e pandemias ao longo dos tempos
(POTTER, 2001). A primeira registrada pandemia foi em 1918, originada pelo virus
Influenza A, conhecida como “gripe espanhola” que acarretou em 500 milhdes de
pessoas infectadas e 50 milhdes mortes (ANDERSON et al., 2021). A segunda
pandemia registrada ocorreu em 1957, originada pela cepa H2N2 IAV gue acarretou
1,1 milhdo de mortes em todo o mundo (ABDELRAHMAN; LI; WANG, 2020). Cerca
de quase 9 anos depois (1968) o mundo enfrentou a terceira pandemia, causada pelo
virus H3N2 Cepa IAV originada em Hong Kong, resultando em aproximadamente 1
milhdo de mortes (ABDELRAHMAN; LI; WANG, 2020). Entre 2009 e 2010, tivemos a
quarta pandemia, causada pelo virus influenza A (H1N1) que resultou em
aproximadamente 575,4 mil mortes em todo o mundo (ABDELRAHMAN; LI; WANG,
2020; RODRIGUEZ-MORALES et al., 2020).

Nas ultimas quatro décadas o mundo testemunhou a pandemia causada pelo
virus (HIV-1) que pode levar a sindrome da imunodeficiéncia adquirida (AIDS em
inglés). Desde o inicio na década de 80 até o final de 2020, 40 milhdes de pessoas
morreram em todo mundo por decorréncia do virus ou gravidade da doenca
(ANDERSON et al., 2021).

Além das pandemias, também enfrentamos epidemias, como por exemplo,
Ebola de 2013-2016 na Africa Ocidental (RODRIGUEZ-MORALES et al., 2020) e na
Republica Democratica do Congo em 2018-2020, que apesar de ter uma taxa de
letalidade por infeccdo muito alta, pode ser controlada pelo sistema de rastreamento
eficaz e quarentena (ANDERSON et al., 2021). O virus da Zika transmitido pelo
mosquito Aedes aegypti também teve destaque mundial, afetando principalmente o
continente Americano e Africano, se disseminou por um total de 86 paises em outubro
de 2015 (RODRIGUEZ-MORALES et al., 2020). No Brasil associou-se 0 virus a

doenca microcefalia acometida em recém-nascidos. Embora a doenca cause
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morbidade grave, nenhuma vacina eficiente foi desenvolvida até o momento pela
Organizacdo Mundial da Saude (OMS) (CRODA et al.,, 2020; ANDERSON et al.,
2021).

Outras epidemias também tiveram grande destaque, como a sindrome
respiratoria aguda grave causada pelo B-coronavirus (SARS-CoV), que iniciou no sul
da China e se espalhou para 29 paises ocasionando 774 mortes antes de ser
controlada em julho de 2003 (SOFI; HAMID; BHAT, 2020). Em 2012, a Sindrome
Respiratoria do Oriente Médio (MERS), originaria na Arabia Saudita também por um
B-coronavirus, que se espalhou para 27 paises e causou 2.519 infec¢des e 866 mortes
(ACTER et al., 2020; MACHHI et al., 2020).

Em dezembro de 2019, foi observado um acumulo de casos de pneumonia de
causa desconhecida causada por B-coronavirus (identificado por fluido de lavagem
bronco alveolar), inicialmente chamado de nCov (novo Coronavirus) e posteriormente
por 2019-nCoV por ter sido descoberto no ano de 2019 (MACHHI et al., 2020; TAN et

al., 2020), representado na Figura 1.

Figura 1 — Historico das pandemias geradas pelos virus da Influenza A, SARS-
CoV, MERS-CoV e SARS-CoV-2
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Nota: Linha do tempo das epidemias e pandemias dos virus SARS-CoV, MERS-CoV e Influenza A e
SARS-CoV-2, reservatérios naturais e nimero total de mortes causada por esses virus.
Fonte: Adaptada de ABDELRAHMAN, 2020.
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Em fevereiro de 2020 as autoridades internacionais (OMS) oficializaram o nome
da doenca pela Sindrome Respiratéria Aguda Grave causada pelo SARS-CoV-2 (HU
et al., 2020). A OMS anunciou o nome oficial desta doenca para comunicacfes
publicas como COVID-19 (HU et al., 2020), onde CO significa corona, VI para virus,
D para doenca e 19 para o primeiro ano de surto dessa doencga (ACTER et al., 2020).

Podemos classificar o coronavirus em quatro géneros principais: a-coronavirus
(alfa), B-coronavirus (beta), y-coronavirus (gama), e &-coronavirus (delta) (LIU et al.,
2020; MACHHI et al., 2020). A diferenca entre eles € que o a-coronavirus e [3-
coronavirus, infectam principalmente mamiferos (incluindo Humanos) (ACTER et al.,
2020), enquanto y-coronavirus, e d-coronavirus infectam predominantemente aves
(SOFI; HAMID; BHAT, 2020). Os géneros a-coronavirus e [-coronavirus podem
causar infec¢des no trato respiratorio e gastrointestinal humanos, podendo se agravar
e causar morte (LIU et al., 2020).

O género a- e B-coronavirus englobam também os coronavirus humanos
HCoV-229E, HCoV-NL63, HCoV-OC43 e HCoV-HKU1 (ACTER et al., 2020; SOFI;
HAMID; BHAT, 2020). Os coronavirus humanos HCoV-0OC43 e HCoV-229 causam o
resfriado comum, o HCoVNL63 e HCoV-HKU1l causa infec¢des leves do trato
respiratério, porém podendo também causar infec¢des graves no trato respiratério
inferior (SOFI; HAMID; BHAT, 2020). Ambos afetam diversas faixas etéarias
principalmente individuos com comorbidades (MACHHI et al., 2020). A transmissao
entre diferentes hospedeiros permite varias replicacbes e mutacdo antes da
transmissao para humanos (ACTER et al., 2020; MACHHI et al., 2020).

O SARS-CoV-2 foi primeiro identificado na Provincia de Hubei, cidade de
Wuhan na China (BHAT, 2020;(LIU et al., 2020; MACHHI et al., 2020; SOFI; HAMID;
BHAT, 2020). O mercado atacadista de frutos do mar de Huanan foi associado
epidemiologicamente ao surto, devido a comercializacado de animais selvagens vivos
e frutos do mar vendidos ilegalmente, sem fiscalizagdo sanitaria (SOFI; HAMID;
BHAT, 2020; TAN et al., 2020). Foram encontradas altas cargas virais provenientes
do ambiente e de vendedores locais, entretanto ainda néo ficou claro em quais animais
iniciaram as primeiras infecgdes (LIU et al., 2020).

Os B-coronavirus (SARS-CoV, MERS-CoV e SARS-CoV-2) possuem
semelhante transmissao zoondtica (de animais para humanos), tendo como possiveis

hospedeiros naturais os morcegos e dromedarios (SARS-CoV e MERS-CoV,
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respectivamente). Quanto ao SARS-CoV-2, ainda ndo esta totalmente clara sua
origem zoondética podendo ter se originado a partir da civeta, pangolim, cobra ou outro
animal infectado (ABDELRAHMAN; LI; WANG, 2020). Embora as civetas tenha sido
o principal hospedeiro intermediario no surto de SARS, o papel dos pangolins no surto
de COVID-19 nédo estéa totalmente elucidado (WHO, 2021). A principal sugestao do
ciclo de contaminacdo é a de que os CoVs sejam oriundos de morcegos e que por
ventura infectaram os pangolins, e em funcédo de algumas variacdes genéticas como
mutacdes e fatores de recombinacéo evoluiram para transmissdo em humanos, tendo
0s animais como principais hospedeiros intermediarios (HALAJI et al., 2021).

Apés estudos foi verificado que o virus Bat-CoV-RaTG13, encontrado na
espécie de morcego Rhinolophus affinis é 96% idéntico ao genoma do SARS-CoV-2,
sugerindo sua origem (LIU et al., 2020; SOFI; HAMID; BHAT, 2020), além disso, foi
verificado que grande numero de morcegos da espécie Rhinolophus mehelyi
(morcego ferradura) possui cepas virais com a mesma sequéncia CoVs relacionados
a SARS (SOFI; HAMID; BHAT, 2020), porém o contato direto entre humano e morcego
€ raro, sugerindo a existéncia de hospedeiro intermediario para essa infeccao (LIU et
al., 2020). Essa teoria se confirmou em estudo dirigido por Liu (2020) onde através de
analises filogenéticas e sequéncias de aminoacidos no gene S do SARS-CoV-2 foi
possivel confirmar similaridade com as sequéncias de pangolin-CoV-2020, e que 0s
pangolins podem ser um hospedeiro natural para 3-coronavirus por apresentaram o
receptor ACE2, que tem o papel essencial no inicio da infeccdo viral e na
determinacao do tropismo do hospedeiro (LI et al., 2020).

A origem exata do SARS-CoV-2 permanece um assunto polémico e de intensas
especulacdes, que rapidamente se tornou emergéncia de saude global apresentando
desafios aos sistemas de saude (SOFI; HAMID; BHAT, 2020). Foi verificado a
necessidade de revisdo das politicas de utilizacdo de animais selvagens como fonte
de alimento humano (BEIG PARIKHANI et al., 2021), e um aumento do controle,
sanitizacdo e impedimento da caca desses animais sera fundamental para evitar

novos surtos e epidemias locais (LIU et al., 2020).
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1.2 Epidemiologia

A COVID-19 é considerada uma doenca que traz potencial ameaca a saude
humana (ACTER et al., 2020). O novo virus foi considerado mais contagioso que
SARS, MERS e Influenza devido numero de infecgbes ser maior do que o nimero
total de casos suspeitos e, pela rapida propagacéao e gravidade da doenca (ACTER et
al., 2020). O surto de pneumonia relacionada a SARS-CoV-2 foi observado pela
primeira vez em Wuhan, China (LAN et al., 2020). Este surto foi declarado como a
sexta emergéncia de saude publica pela OMS (RAUF et al., 2020), provocando 198
infeccbes confirmadas e trés casos fatais do inicio do surto até 20 de janeiro de 2020
(BISCAYART et al., 2020). Segundo epidemiologistas, a epidemia causada pelo
SARS-CoV-2 tornou-se pandemia devido a rapida propagacdo entre continentes e
surgimento de novas cepas (ACTER et al., 2020).

ApoOs o primeiro caso da doenca relatado na regido da China, foi confirmado
outros casos na Tailandia e Japdo em 13 e 16 de janeiro, respectivamente. Com a
finalidade de reduzir a transmissao fora da China, Wuhan e outras cidades fizeram um
lockdown em 23 de janeiro de 2020 (ACTER et al., 2020; BISCAYART et al., 2020;
HU et al., 2020). Japao, Vietna e Taiwan implementaram bloqueio rigoroso no inicio
do surto (HUYNH, 2020), ignorando os danos econdmicos nacionais. Essa estratégia
de contencdo da doenca foi confirmada como eficaz, contudo comportamentos
culturais de cada regidao influenciaram no fracasso ou sucesso no controle da doenga
(SHOAIB et al., 2021). Os paises asiaticos aplicaram uma abordagem punitiva aos
gue ndo cumprissem o distanciamento social (SHOAIB et al., 2021), porém mesmo
com o bloqueio realizado, o virus se espalhou para outras cidades da Asia, Europa,
América do Norte, América do sul, Africa e Oceania (ACTER et al., 2020; BISCAYART
et al., 2020; HU et al., 2020). O Governo sul-coreano interviu rapidamente assim que
tomou conhecimento do primeiro caso no pais, no final de janeiro de 2020 (FISHER;
SANG-HUN, 2020). Imediatamente foi iniciada a producdo de testes de coronavirus
para atender a populacédo, e isso permitiu isolar e tratar com rapidez as pessoas
infectadas (FISHER; SANG-HUN, 2020). Além disso, para evitar a sobrecarga de
hospitais e clinicas, as autoridades sul-Coreanas abriram 600 centros de teste para

examinar o maximo de pessoas 0 mais rapido possivel. Estacdes montadas de Drive



22

thru (servico dentro do carro) permitiu que pacientes fossem testados com mais
seguranca dentro dos proprios veiculos (FISHER; SANG-HUN, 2020). Restaurantes,
escritorios e hotéis se adaptaram com cameras de imagem térmicas e aplicativos de
celular para verificar a temperatura de clientes antes de aceita-los (FISHER; SANG-
HUN, 2020). O Governo também rastreou os passos dos pacientes que testaram
positivo, conseguindo assim, isolar qualquer pessoa com quem o detectado teve
contato (FISHER; SANG-HUN, 2020). O governo sul-Coreano conseguiu conter a
propagacédo do virus com mais eficiéncia que em outros paises da Asia (FISHER;
SANG-HUN, 2020; KWON et al.,, 2020). Os casos na Asia foram aumentando
ligeiramente a partir de 25 de marco (ACTER et al., 2020). O governo Russo aplicou
penalidades contra a violacdo das instrucdes governamentais, e os governos da india
e Filipinas foram mais rigorosos, aplicando voz de prisdo as pessoas que nao
seguissem o distanciamento social (HUYNH, 2020; SHOAIB et al., 2021). Os paises
asiaticos atingidos depois da China foram, Turquia, Ird, india, Israel, Arabia Saudita,
Japao e Coreia do Sul (ACTER et al., 2020).

Quando a situacdo se estabilizou na China, a Europa foi considerada o
epicentro da COVID-19 (RAUF et al., 2020). O primeiro caso na Europa foi relatado
em 24 de janeiro de 2020 em Bordeaux, Franca (RAUF et al., 2020), e logo foram
relatados novos casos na Alemanha e Finlandia (ACTER et al., 2020). Na Italia o surto
da doenca iniciou em 21 de fevereiro de 2020, principalmente na cidade de Mildo,
segunda cidade mais populosa do pais. A partir de 13 de marco de 2020 os casos
comecaram a aumentar principalmente na lItalia, Franca, Alemanha e Espanha,
porém, todos os paises da Europa foram afetados. Depois de 20 de abril de 2020, a
Espanha teve seu maior pico de morte (21.282), os casos aumentaram rapidamente
a medida que a pandemia se espalhou pela Europa (ACTER et al., 2020).

A COVID-19 atingiu maior magnitude na Europa e América, onde teve maior
namero de mortes entre os continentes (ACTER et al.,, 2020). No continente
americano, todos os paises da América do Norte relataram casos de infec¢do pelo
SARS-CoV-2. Em 23 de Janeiro de 2020 o primeiro caso foi confirmado nos Estados
Unidos (RAUF et al., 2020), e a partir de entdo, em abril de 2020, os EUA teve o maior
namero de casos confirmados em todo mundo. Todos os 50 estados relataram casos
de COVID-19 para o Centro de Controle e Prevencédo de Doencgas (CDC). Os EUA
ndo adotaram inicialmente politicas restritivas de seguranca contra a COVID-19, como
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0 incentivo ao distanciamento social (SHOAIB et al., 2021). Segundo Huynh (2020),
se tivesse praticado o distanciamento moderado em 4 meses poderia ter evitado a
morte de 1,76 milhdes cidaddos americanos em 2020 (GREENSTONE; NIGAM, 2020;
HUYNH, 2020). Canada e México foram o segundo e terceiro paises mais afetados
pela COVID-19 na América do Norte (ACTER et al., 2020; RAUF et al., 2020).

No Brasil, em 3 de fevereiro de 2020, a COVID-19 foi declarada emergéncia de
saude publica levando cidades mais populosas como Séao Paulo e Rio de Janeiro a
estimular as restricbes sociais (RODRIGUEZ-MORALES et al., 2020; SICILIANO et
al., 2020; CASSAO et al., 2021), seguindo a lei n° 13.979/20 (Lei da Quarentena)
aprovada pelo Ministério da Saude (MS) (CRODA et al., 2020). O primeiro caso no
Brasil notificado no dia 25 de fevereiro de 2020, em S&o Paulo (RODRIGUEZ-
MORALES et al., 2020; CASSAO et al., 2021), logo depois todo o pais passou a
realizar bloqueio parcial (CRODA et al., 2020; CROKIDAKIS, 2020; SHOAIB et al.,
2021).

No Rio de Janeiro, em 16 de marco de 2020, escolas e universidades foram
fechadas, empresas adotaram e recomendaram aos seus empregados o home office
(trabalho em casa) (DANTAS et al., 2020) e eventos publicos foram cancelados. Essas
medidas foram adotadas para diminuir a circulagdo de pessoas na rua e
consequentemente o contagio (CROKIDAKIS, 2020; SICILIANO et al., 2020).

Em 19 de marco de 2020, um novo decreto determinou o bloqueio parcial das
atividades ndo essenciais, como bares, restaurantes, praias, shopping centers e
comeércio, enquanto 0s servicos basicos e relacionados a saude foram mantidos para
atender a populacdo (mercados, farmacias, atividades industriais e construcao)
(CROKIDAKIS, 2020; SICILIANO et al., 2020). O transporte publico também foi
afetado com a diminuicdo das frotas e a circulagédo entre cidades foi restrita aos
usuarios (DANTAS et al., 2020) exceto para os profissionais de saude ou essenciais
(policias e bombeiros) (CRODA et al., 2020; SICILIANO et al., 2020). O Numero de
casos da doenca aumentaram em todo pais, e até 31 de margo, 5.933 casos e 206
Obitos haviam sido registrados (CRODA et al., 2020). Depois desse periodo nenhum
bloqueio (lockdown) mais restritivo foi imposto pelo governo, que solicitou que a
populacao ficasse em casa, e 0s 0rgaos de defesa publica realizaram monitoramento
nos bairros para evitar aglomeracdes e rapida disseminagéo do virus (CROKIDAKIS,

2020). Varios paises que adotaram politica de lockdown precocemente, como
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Tailandia mostrou-se eficiente na diminui¢do dos casos de infeccdo por COVID-19,
por meio de implementagé&o de intervengdes nédo farmacéuticas estritamente aplicada
(ANDERSON et al., 2021). Em estudo de Crokidakis (2020), que utilizou como modelo
a cidade do Rio de Janeiro, verificou se que para observar o declinio no nimero de
casos, era necessario o distanciamento social de pelo menos 7 dias (CROKIDAKIS,
2020). Vérios paises adotaram o distanciamento e o isolamento social, manter a
distancia entre individuos infectados e saudaveis € uma das principais medida de
contencéo para evitar a propagacdo do virus (LEAO et al., 2021). Outra fonte de
infeccdo da COVID-19 sdo os pacientes sintométicos e os assintomaticos. Os
sintomaticos recebem o auxilio médico e isolamento mais eficiente porque é mais facil
de ser identificado, ja os assintomaticos ndo apresentam sintomas clinicos ébvios que
pode atrasar o diagndsticos e disseminar o virus mais rapidamente (WANG et al.,
2021).

Até 29 de abril de 2020, o Brasil ainda ndo aparecia no ranking dos paises mais
afetados pela pandemia, enquanto os EUA eram o pais mais infectado em termos de
casos confirmados (983.457), seguido por Espanha (210.773) e lItalia (201.505). Na
contagem de mortes relatadas, os EUA (50.492) permaneceu em primeiro lugar, a
Italia (27.359) em segundo superando a Espanha (23.822) (KUMAR et al., 2020).

No Brasil, as tensdes politicas entre a atual Presidéncia e o Ministério da Saude
levaram a divisdo da populacédo e a um aumentou na desconfianca e descumprimento
das medidas de enfrentamento, dificultando a coordenacao dos esforcos no combate
a pandemia (DE LIMA; PEREIRA; MACHADO, 2020). A incompatibilidade das acdes
entre os poderes, levou estados e municipios a tracar novas estratégias e planos de
contingencia para a doenca de forma autbnoma (DE LIMA; PEREIRA; MACHADO,
2020; DE OLIVEIRA et al., 2020). No Estado do Rio de Janeiro por exemplo, o
isolamento social foi flexibilizado em concordancia entre especialistas, cientistas e o
governo estadual, liberando grande parte do comercio para evitar colapso econémico
(DANTAS et al., 2020). Em consequéncia disso o nimero de casos aumentou e 0
virus disseminou mais rapidamente (DE OLIVEIRA et al., 2020). Segundo o Boletim
Epidemioldgico dos casos da COVID-19 no estado do Rio de Janeiro, em 2020 foram
notificados 624.329 casos (incidéncia acumulada de 3.595,1 casos por 100 mil
habitantes); e em 2021, até 30 de outubro, foram notificados 688.773 casos
(incidéncia acumulada de 3.944,1 casos por 100 mil habitantes) (RJ, 2021). No ano
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de 2020, o estado passou por duas ondas de alta transmissédo, a primeira onda teve
picos entre as semanas epidemioldgicas 16, 17 e 18, incluindo os meses de abril e
maio; a segunda onda teve picos entre as semanas 48, 49 e 50, na transi¢cao entre 0s
meses de novembro e dezembro (RJ, 2021). Em 2021, a terceira onda apresentou
picos entre as semanas 10, 11 e 12, referente ao final de margo e entre as semanas
31, 32 e 33, referente a agosto, também se observou novo aumento de casos (RJ,
2021). Entretanto, houve reducdo e manutencdo de queda que foi observada nos
meses de setembro (menos 68% comparado com agosto) e outubro (menos 77%

comparado ao més de setembro) de 2021, observados na Figura 2 (RJ, 2021).

Figura 2 — Numero de casos de COVID-19 por semana epidemioldgica do Estado do

Rio de Janeiro nos anos 2020 e 2021
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Fonte: BOLETIM EPIDEMIOLOGICO, 2022.

Quanto ao numero de 6bitos por COVID-19 registrados no estado do Rio de
Janeiro, em 2020, foram 33.355 (192,1 6bitos por 100 mil habitantes), e em 2021,
foram 34.984 (200,3 ébitos por 100 mil habitantes). Houve aumento de 5% nos 6bitos
em 2021. O més de marco de 2021 registrou 0 maior numero de 6bitos (7.708) e maior
mortalidade (44,1 por 100 mil habitantes), observados na Figura 3 (RJ, 2021).
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Figura 3 — Numero de internagbes e O6bitos de COVID-19 por semana

epidemioldgica do Estado do Rio de Janeiro nos anos 2020 e 2021
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Em muitos paises, um grande numero de casos foi relatado no final de 2020 e
inicio de 2021, devido ao surgimento de variantes com maior poder de transmisséo,
como a Delta, e as flexibilizacbes das medidas de prevencao e distanciamento
imposta por cada pais, além dos efeitos sazonais como o inverno do hemisfério Norte
gue influenciaram diretamente no comportamento e atividades locais (ANDERSON et
al., 2021). Devido a rapida propagacdo do virus e o surgimento de variantes de
preocupacdo, a corrida pelo desenvolvimento de vacinas contra 0 SARS-CoV-2
levaram a uma aceleracdo nos ensaios clinicos e liberacdo de vacinas para a
populacdo (VOYSEY et al., 2021). No final de 2020, trés vacinas que concluiram a
fase 3 foram aprovadas e puderam ser distribuidas para uso, inicialmente na Europa
e América do Norte (ANDERSON et al., 2021; VOYSEY et al., 2021).

No Brasil a Campanha Nacional de Vacinagdo contra a COVID-19 foi
oficialmente iniciada em 18 de janeiro de 2021 (MINISTERIO DA SAUDE, 2021). A

primeira vacina liberada para populagéo brasileira, foi a Coronavac do fabricante
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Sinovac (BRASIL, 2021). A vacina teve a proposta de 77,9% de protecdo contra a
COVID-19 com duas doses de aplicagédo com intervalo de 28 dias para a imunizagao
completa (BRASIL, 2022). Ja a vacina AstraZeneca desenvolvida pela Universidade
de Oxford, segunda vacina liberada em larga escala, apresentou >99% de imunizacao
e teve a proposta também de duas doses de imunizagdo com intervalo de 3 meses
(BRASIL, 2022). Para a vacina Comirnaty, desenvolvida pelos laboratérios Pfizer e
BioNTech, o intervalo proposto entre as duas doses foNHI9i de 3 semanas e
apresentou eficacia de 95% (BRASIL, 2021). A ultima vacina liberada para imunizacao
no Brasil foi desenvolvida pelo laboratério Janssen Cilag com 93,1% de eficacia e
esquema vacinal de dose Unica (BRASIL, 2022). O individuo é considerado totalmente
vacinado 2 semanas apos a segunda dose da vacina de duas doses, ou 2 semanas
apos a vacina de dose Unica (BSOUL; LOOMER, 2022).

Paises do mundo todo, no decorrer do ano de 2020-2021 flexibilizaram as
medidas de restricdo conforme a vacinagdo em massa foi avangando (ANDERSON et
al., 2021). O numero de novos casos foi facilmente observado com o reflexo da
flexibilizacdo e afrouxamento das medidas restritivas, surgimento e disseminacao de
novas variantes, principalmente nos paises com auséncia de acdo governamental
(ANDERSON et al., 2021; MURPHY et al., 2022).

Em fevereiro de 2021 foi observado um aumento geral no nimero de casos e
mortes pela COVID-19 na maioria dos estados brasileiros, surgindo uma nova variante
(P.1) que segundo especialista tem alto poder de transmissao (MARQUITTI et al.,
2021). Em estudo abordado pelas principais vacinas aplicadas a populacao brasileira,
CoronaVac e AstraZeneca, foi demonstrado que essas vacinas oferecem protecao
contra casos graves com as variantes B.1.351 (de origem africana) e P.1 (brasileira),
entretanto foi observado aumento do nimero de casos em varias regiées do pais
sobrecarregando o sistema hospitalar e as unidades de terapia intensiva, tanto da
rede publica de saude, quanto das redes privadas, causando novamente um colapso
nos estados (MARQUITTI et al., 2021). A nova variante altamente transmissivel foi
confirmada na Bélgica, Italia, Colémbia e rapidamente disseminada para outros paises
(MARQUITTI et al., 2021). A imposicéo tardia de bloqueios nacionais em paises como
EUA e Reino Unido, elevou o nimero de infecgcdes e mortes, exigindo em ultima

analise, intervencfes mais longas e rigorosas (ANDERSON et al., 2021).
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As variantes de preocupagdo surgiram e se tornaram dominantes em muitos
paises desde 2021, com a Delta, Alfa e Beta sendo as variantes mais virulentas. Em
dezembro de 2021 surgiu a linhagem Omicron, uma variante de preocupacdo, com
capacidade de escape imune que pode permitir que ela se espalhe por meio de
infecgOes, possivelmente permitindo-lhe coexistir com a variante Delta, que infecta
mais frequentemente os nao vacinados (BSOUL; LOOMER, 2022).

Segundo dados da WHO, em janeiro de 2022 foi observado aumento global de
71% no namero de novos casos em relacdo a dezembro de 2021, e queda de 10% no
ndamero de mortes (WHO, 2022a). No continente americano registrou 3,2 milhdes de
novos casos principalmente no EUA, Argentina e Canada. No entanto os paises que
apresentaram maior niumero de mortes foram EUA, Brasil e México (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2022a).

Em 26 de junho de 2022, mais de 541 milhdes de casos confirmados e 6,3
milhdes de Obitos foram relatadas em todo mundo. Esses dados devem ser
interpretados com cautela, pois varios paises vém realizando estratégias diferentes
para 0 monitoramento da doenca, gerando mudancas na politica de testagem do
SARS-CoV-2, que pode promover dados que n&o condizem com a situacéo real, ou
seja, a baixa demanda de teste de SARS-CoV-2 pode resultar em menor nimero de
casos detectados (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2022b).

1.3 Estrutura genémica do SARS-Cov-2

Na taxonomia, a composi¢do do acido nucléico, nucleocapsideo, bem como a
presenca ou auséncia de envoltorio lipidico, permite classificar os virus em ordem e
familias (MOHAN et al., 2021). O comité Internacional de Taxonomia de Virus (ICTV
em inglés), reconhece a seguinte hierarquia viral: ordem, familia, subfamilia, género e
espécie. Sendo assim, o SARS-CoV-2 foi agrupado na ordem Nidovirales, familia
Coronaviridae, subfamilia Orthocoronavirinae e género Betacoronavirus (BEIG
PARIKHANI et al., 2021), subgénero Sarbecovirus (ZANDI; SOLTANI, 2022).

O SARS-CoV-2 possui dois componentes semelhantes a qualquer virus: regiao

central onde se localiza o material genético e uma capa proteica denominada
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capsideo que protege o material (MOHAN et al., 2021). E um virus de RNA de fita
simples de sentido positivo (SSRNA +), ou seja, traduz diretamente uma proteina
atuando como RNA mensageiro (BEIG PARIKHANI et al., 2021).

O SARS-CoV-2 possui formato esférico e poliédrico, que variam de 80 a 160nm
de diametro (KUMAR et al., 2021). Em sua superficie h4, projecdes semelhantes a
peplémeros (compostos de trimeros na proteina Spike) que podem ser evidenciados
em imagens de microscopia eletronica (BEIG PARIKHANI et al., 2021). No geral, o
SARS-CoV-2 apresenta um genoma de ~30 kb de tamanho que codifica 9.860
aminoacidos (SATARKER; NAMPOOTHIRI, 2020).

Cerca de dois tergos do RNA do SARS-CoV-2 compreende a regido ORFl1a/b
na porcdo 5 do genoma, que com 16 proteinas nao estruturais (nspl-16) é
considerado a maior ORF (fase de leitura aberta, do inglés open Reading frame)
(SATARKER; NAMPOOTHIRI, 2020; GIOVANETTI et al., 2021). A maioria das nspsl1-
16 tém grande contribuicdo durante o processo de replicacao viral. As nspl-nspl6
unidas, formam dois grandes polipeptidios, polipeptidio 1 (ppla) e polipeptidio 2
(pplb) (CHEN; LIU; GUO, 2020). O terco restante do genoma proximo ao terminal 3'
contém ORFs que codificam proteinas estruturais e acessorias (RAHIMI,
MIRZAZADEH; TAVAKOLPOUR, 2021). As proteinas nao-estruturais séo codificadas
dentro da célula infectada e desempenham papel importante no processo de
replicacdo viral, regulacdo genica (ELLIS et al., 2021). J& as proteinas estruturais
codificam as proteinas S (Spike), proteina E (envelope), proteina N (nucleocapsideo)
e proteina M (membrana), todas necessarias para a completa estruturacdo da
particula viral (ELLIS et al., 2021).

A glicoproteina Spike (proteina S) do coronavirus € uma glicoproteina trimérica
pertencente as proteinas de fusdo da classe I. Durante a infec¢éo é clivada em duas
subunidades S1 e S2 (TROYANO-HERNAEZ; REINOSA; HOLGUIN, 2021), utilizada
como principal alvo de anticorpos de neutralizagdo. A proteina S tem como fungéo se
ligar ao seu receptor e mediar a fusdo da membrana e a entrada do virus na célula
hospedeira (CHEN; LIU; GUO, 2020; GIOVANETTI et al., 2021). O agrupamento na
superficie do virus de diversos trimeros confere uma forma de coroa (corona; coroa
em latim) (SATARKER; NAMPOOTHIRI, 2020; KUMAR et al., 2021). A entrada viral
na célula é realizada através da ligacdo da subunidade S1 contendo o dominio de
ligacdo ao receptor (RBD) diretamente ao dominio da peptidase (PD) da enzima
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conversora de angiotensina 2 (ACE2) (YAN et al.,, 2020). Quando S1 se liga ao
receptor ACE2 do hospedeiro (WALLS et al., 2020), outro sitio de clivagem em S2 é
exposto e clivado por proteases do hospedeiro, processo critico para infeccao viral
(LAN et al., 2020; YAN et al., 2020). A subunidade S2 é responsavel pela fusdo da
membrana (WALLS et al., 2020; TROYANO-HERNAEZ; REINOSA; HOLGUIN, 2021).
A entrada do coronavirus nas células suscetiveis € um processo complexo que requer
a acao combinada de ligacdo ao receptor (Figura 4) e processamento proteolitico da
proteina S para promover a fusao virus-célula (WALLS et al., 2020). A ativacdo da
ligacdo é realizada pela enzima furina, presente em varios 6rgdo humanos incluindo
pulmdes, figado e intestino delgado (LAN et al., 2020; KUMAR et al., 2021). A
participacdo da enzima furina na expansdo de células e tecidos auxilia na
transmissibilidade e patogenicidade (WALLS et al., 2020).

Figura 4 — Mecanismo de infeccao e ciclo de replicacdo do SARS-CoV-2
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A proteina do envelope viral (proteina E) € a menos abundante no virion, porém
tem papel primordial na montagem do virus e liberacdo de particulas por meio da
proteina M (de membrana) e, esta intimamente ligada aos aspectos criticos do ciclo
de vida viral (CHEN; LIU; GUO, 2020; TROYANO-HERNAEZ; REINOSA; HOLGUIN,
2021). Possui dominio hidrofébico e uma cadeia C-terminal (SATARKER,;
NAMPOOTHIRI, 2020; KUMAR et al., 2021). A cauda hidrofébica se encontra em
direcéo ao citoplasma formando complexos proteicos a partir da ligacdo de cadeias
peptidicas originando poros através das membranas (RAHIMI; MIRZAZADEH,;
TAVAKOLPOUR, 2021). Essa estrutura proteica, as viroporinas (proteinas de
natureza hidrofébicas e de pequena arquitetura) sdo essenciais para a montagem
viral, junto com sua libera¢do, denominado brotamento (MOHAN et al., 2021; RAHIMI;
MIRZAZADEH; TAVAKOLPOUR, 2021). As proteinas do envelope séo virus-
especificas, ou seja, carregam informacéo para completa estruturacdo da particula
viral, podendo codificar dois tipos de proteinas: as proteinas estruturais e as nao
estruturais, além de produzirem citotoxicidade (SATARKER; NAMPOOTHIRI, 2020;
RAHIMI; MIRZAZADEH; TAVAKOLPOUR, 2021). A interacdo das proteinas nao
estruturais 2 e 3 (nsp2 e nsp3), € essencial na inducao da curvatura na membrana do
reticulo endoplasmatico (RE), e a co-expressdo das proteinas M e E facilitando o
processo de producdo de particulas Vvirulentas esféricas (SATARKER;
NAMPOOTHIRI, 2020).

A proteina de Membrana (proteina M) esta presente em todos coronavirus, e
desempenha um papel importante na montagem, promove a curvatura da membrana
e se liga ao nucleocapsideo (CHEN; LIU; GUO, 2020). Suas propriedades de
alteracdo de membrana dependem da interagdo com outros componentes virais, cComo
as proteinas N, S e o RNA viral (TROYANO-HERNAEZ; REINOSA; HOLGUIN, 2021).
A analise estrutural da proteina M mostra que ela existe em duas formas: longa e
curta, que sao originalmente homodimeros do ectodominio do N-terminal e
endodominio do C-terminal (KUMAR et al., 2021). Os residuos de tirosina na posicao
211 do genoma viral, podem ser essenciais para a estabilidade da forma longa da
proteina, que sugere a formacéao da espicula, esse processo consiste na dobra da
membrana criando uma estrutura esférica que circunda a ribonucleoproteina
(SATARKER; NAMPOOTHIRI, 2020). Entender melhor o mecanismo da proteina M

no ciclo de vida viral, pode ser considerada como uma opc¢ao terapéutica para inibir a
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formagcdo de virions e prevenir reagfes inflamatérias em células hospedeiras
(SATARKER; NAMPOOTHIRI, 2020).

A proteina do Nucleocapsideo viral (proteina N) também possui dois dominios
principais: N-terminal e C-terminal (MOHAMMAD et al., 2021), os quais podem se ligar
ao genoma do RNA do virus por meio de diferentes mecanismos (CHEN; LIU; GUO,
2020). O nucleocapsideo envolve o genoma viral formando uma camada protetora,
composta por proteinas denominadas capsdmeros. Essa estrutura possui
configuracédo helicoidal (formato espiral) formando arranjos longos e flexiveis ao redor
do genoma (MOHAN et al., 2021). O nucleocapsideo interage com a proteina da
membrana (M) durante a montagem viral (SATARKER; NAMPOOTHIRI, 2020). E
relatado que a proteina N pode se ligar a proteina nsp3 para ajudar a ligar o genoma
ao complexo de replicacdo-transcricio e empacotar o0 genoma encapsidado em
virions (CHEN; LIU; GUO, 2020).

O nucleocapsideo viral (proteina N + RNA) é sintetizado no citoplasma,
enquanto as outras proteinas estruturais, como as proteinas S, M e E, séo transcritas
e traduzidas no reticulo endoplasmatico (RE) além de serem transportadas para o
aparelho de complexo de Golgi (Troyano-Herndez, Reinosa, and Holguin 2021). Essa
proteina € a mais abundante e expressa em amostras do hospedeiro durante os
primeiros estagios da infeccdo (SATARKER; NAMPOOTHIRI, 2020), além de possuir
diversas funcfes que sdo fundamentais para o processo de replicacao, transcricdo e
montagem do virus, também desempenha um papel importante na patogénese viral,
desencadeando resposta do hospedeiro a infeccao viral (MOHAN et al., 2021), além
disso, pode ativar a Ciclo-oxigenase-2 (COX-2) e gerar uma resposta inflamatéria nos
pulmdes (SATARKER; NAMPOOTHIRI, 2020).

E fundamental entender o principal papel de cada proteina da estrutura do
SARS-CoV-2, para entender os processos inflamatérios do hospedeiro, coibir a
replicacdo viral e mutacdes (ELLIS et al., 2021). Aléem disso, a compreensdo da
genética por tras do surgimento do virus sera fundamental para gerar terapéuticas

especificas e limitara o surgimento de novos CoVs futuramente (ELLIS et al., 2021).
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1.4Transmissao

Desde o inicio do primeiro surto do SARS-CoV-2 originado em Wuhan, o
mercado de frutos do mar foi considerado como principal origem da doenga (ROTHAN;
BYRAREDDY, 2020). Acredita-se que 0s pacientes acometidos com a doenca
possam ter ingeridos animais infectados e a transmissao do virus ter ocorrido de
pessoa a pessoa por meio de tosse, espirro e disseminagao de goticulas respiratorias
e aerossoOis (LOTFI; HAMBLIN; REZAEI, 2020). O termo aerossol pode ser
classificado por pequenas particulas (liquidas ou sélidas) com tamanho de <5—10um
gue podem permanecer suspensas no ar por segundos a horas (<5 um), e ser
carregadas por longos e curtos trajetos através das correntes de ar (> 1 m) (MOHAN
et al., 2021). AerossoOis menores tem uma tendéncia maior de serem inaladas,
aumentando o risco de contagio (MOHAPATRA et al., 2021). A faixa intermediaria de
10-20um pode se estabelecer ou permanecer suspenso no ambiente (ANDERSON
et al., 2020), e as goticulas maiores (>20um) sedimentam sob for¢a gravitacional
(JARVIS, 2020; KWON et al., 2020). Quanto a velocidade de sedimentacao, particulas
de diametros 1-3 ym podem permanecer suspensa quase indefinidamente, 10 ym
podem demorar 17 minutos, 20 um - 4 minutos e 100 ym podem decantar em 10
segundos até a superficie do chdo (ANDERSON et al., 2020).

Com o avanco de pesquisas de doencas respiratérias foi possivel observar que
a respiracdo normal e a fala também pulverizam goticulas no ambiente
(EVANGELISTA et al., 2021a; MORENO et al., 2021). Goticulas do tamanho de
aerossol (1-3um) sao produzidas no trato respiratorio inferior e na regido da laringe
(EVANGELISTA et al., 2021a). Meio minuto de conversagéo pode liberar volume de
secrecdo salivar compativel a uma tosse, e a intensidade pode ser maior durante o
canto (ANDERSON et al., 2020). Durante a pratica de exercicios fisicos a emissao de
goticulas também é consideravel (JARVIS, 2020). O tamanho das goticulas expelidas
pela fala variam com o volume e a articulacdo da face (JARVIS, 2020). Em estudo
realizado em restaurante em Jeonju, Corea, foi observado a transmissao
aerodindmica entre pessoas com distanciamento entre 4,8 e 6,5 m em ambiente
fechado, sendo essa uma das primeiras evidéncias de transmissao aérea no inicio da
pandemia da COVID-19 (KWON et al., 2020).
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Uma série de condi¢cdes ambientais afetam o tamanho e viabilidade desses
aerossois no ar, impactando no tempo de secagem no ambiente podendo variar de
acordo com umidade relativa, temperatura, teor de sal, intensidade da luz ultravioleta
(UV) e agua (JARVIS, 2020; EVANGELISTA et al., 2021a; MOHAPATRA et al., 2021;
MORENO et al., 2021). Também foi observado crescentes surtos de COVID-19 em
locais em que hé& altos niveis de poluicdo como Itélia, China, EUA e Ird, pois a
absorcéo de particulas porosas de carbono (fuligem) daria protecao contra luz solar
gue poderia degradar as particulas do virus (JARVIS, 2020). O componente UV da luz
solar reduz a meia-vida em aerossois do SARS-CoV-2, considerando a inativacdo
mais eficaz (JARVIS, 2020). Acumulo de aerossois infecciosos em espacos fechados
onde a ventilacdo é inadequada ou amplamente recirculada significa que o tempo de
exposicao € um fator chave (JARVIS, 2020; MORENO et al., 2021).

Estudos sobre a exposicdo de esgoto a céu aberto também tem sido alvo dos
pesquisadores (AHMED et al., 2020; EVANGELISTA et al., 2021b; MOHAPATRA et
al., 2021). A diarreia foi descrita como sintoma inespecifico da doenca, podendo
conter carga viral derivada de pessoas infectadas que ao ser exposto podem
contaminar o ambiente com virus (MOHAN et al., 2021). Em geral, particulas menores
sdo geradas durante descargas de vasos sanitarios e de pessoas doentes, enquanto
particulas maiores sao liberadas das esta¢cbes de tratamento (MOHAPATRA et al.,
2021). Em estudo brasileiro realizado por Evangelista et al.cl (2021), foi possivel
detectar SARS-CoV-2 em fracao de aerossol entre 0,25 e 0,5um (carga baixa de virus
- Ct: 40), que pode ser facilmente transportado através das correntes de ar
(EVANGELISTA et al.,, 2021b). Entre aglomeracdes de casas em comunidades
carentes (Favelas) existe a presenca de esgoto a céu aberto que se espalha entre
vielas e passagens de pedestres (EVANGELISTA et al.,, 2021b). A sanitizagao
precaria nesse ambiente resulta em grande producao de aerossol contendo nuvens
de particulas de matéria organica contaminada (MOHAN et al., 2021). Essas
microparticulas podem atingir o interior de residéncias onde as pessoas nao usam
mascara de protecao, ficando expostas por longo tempo ao virus (EVANGELISTA et
al., 2022). Assim, a transmisséo fecal-oral do virus também é uma possibilidade
(MOHAPATRA et al., 2021).

A transmissdo por fémite (objetos) também é considerada importante
(MOHAPATRA et al., 2021), pois o virus pode sobreviver muito tempo em superficies
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como o aco inoxidavel (~5h) e o plastico (~6h) podendo se estender por até 9 dias em
temperatura ambiente (ABRAHAO et al., 2021; MOHAPATRA et al., 2021). A
contaminagdo em massa que ocorreu com a tripulacéo do navio de cruzeiro Diamond
Princess (origem japonesa) foi associada a fomites contaminados, sendo que a
contaminagdo permaneceu nas superficies por até 17 dias ap6s o desembarque dos
passageiros (MOHAPATRA et al., 2021).

A transmissdo em transporte publico também €& preocupante, barras de aco,
macanetas e botbes de embarque sdo regularmente tocados por passageiros
(ABRAHAO et al., 2021; MORENO et al., 2021). Em estudo realizado por Moreno e
Col. (2021) foi testado o ar e superficies dos 6nibus que realizam o transporte publico
na cidade de Barcelona e foram detectados tracos do virus SARS-CoV-2 tanto em
superficies dentro do veiculo e quanto no ar ambiente (MORENO et al.,, 2021).
Maneiras Obvias de reduzir o risco de infeccdo em espacos fechados tipicos envolvem
o aumento da ventilacdo, desenvolvimento de protocolos mais eficientes de
desinfeccéo em terminais e no interior dos transportes (ABRAHAO et al., 2021), e uso
de mascara para protecao pessoal (MORENO et al., 2021).

Ha evidéncias epidemioldgicas de que as mascaras individuais reduzem a
transmissdo/contagio. Qualquer protecdo facial irA proteger de grandes particulas
virais, mas particulas de aerossol, por exemplo, seguem o fluxo de ar e escapam pelas
aberturas nas bordas (JARVIS, 2020). A fabricacdo de materiais filtrantes, eficazes
para particulas menores dependem de varios fatores complexos como interacdes
eletrostaticas, adesao de superficie e designer, que podem influenciar o custo de
fabricacéo e eficiéncia de protecédo (JARVIS, 2020). Portanto o distanciamento social
e mascaras bem ajustadas ajudam a reduzir a transmissdo de aerossol
(CROKIDAKIS, 2020), bem como grande transmissao de goticulas (JARVIS, 2020). A
transmissao do virus SARS-CoV-2 por meio de expiracdo, tosse e espirro podem
percorrer por distancias longas em curto periodo de tempo (VAN DOREMALEN et al.,
2020) . Portanto as normas de distanciamento estabelecidas pela OMS (2 metros)

podem n&o ser suficientes para conter a transmissao viral (MOHAPATRA et al., 2021).
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1.5Diagndstico pela Reacédo em Cadeia da Polimerase (PCR)

A deteccéo rapida, triagem e diagnéstico dos casos positivos sdo essenciais
paro o controle da transmisséo do virus (RABAAN et al., 2021). A deteccdo do SARS-
CoV-2 pode ser realizada por diferentes métodos laboratoriais (ADE et al., 2021) . A
deteccao do virus € realizada por método sensivel da reacdo em cadeia de polimerase
(PCR), que é considerado padrdo em todo mundo (YUAN et al.,, 2020). A PCR
convencional fornece andlise qualitativa dos resultados, permitindo somente a
distincdo entre amostras com SARS-CoV-2 detectado ou ndo detectado, enquanto o
gRT-PCR quantitativo pode mensurar a carga viral (RABAAN et al.,, 2021). Foi
verificado que os valores quantitativos seriam vantajosos no diagnostico para estimar
a infecciosidade das pessoas infectadas (SOCIEDADE BRASILEIRA DE PATOLOGIA
CLINICA E MEDICINA LABORATORIAL, 2020).

O teste gRT-PCR do virus SARS-CoV-2 fornece a quantificacdo em tempo real
pela transcri¢cao reversa do RNA em cDNA (etapa RT) (SHEIKHZADEH et al., 2020)
e, em seguida, realiza o qPCR (quantitativo), emitindo um sinal de fluorescéncia que
aumenta proporcionalmente a quantidade de acido nucléico amplificado, permitindo a
guantificacdo do RNA na amostra (MINA et al., 2020). O valor de Ct é definido como
o numero de ciclos de amplificacdo necessarios para que a fluorescéncia de um
produto de PCR cruze um limiar (do inglés, cicle threshold) (YUAN et al., 2020;
ENGELMANN et al., 2021), se a fluorescéncia atingir o limite especificado dentro de
um certo namero de ciclos de PCR (valor Ct), a amostra é considerada positiva (MINA
et al., 2020; ENGELMANN et al., 2021). Este valor de corte do Ct é calculado por um
algoritmo que interpreta automaticamente varios parametros do processo de
amplificagéo (RABAAN et al., 2021). Para confirmar a detec¢gdo do SARS-CoV-2 um
ou dois alvos do virus devem ser detectados, garantindo a qualidade do teste. Os
métodos gRT-PCR séo geralmente projetados para amplificar os genes S, E, N, RdRp
e ORFla/b enquanto, sendo que os genes ORFla/b e E foram os usados com mais
frequéncia (SHEIKHZADEH et al., 2020). Os genes ORFla/b e N s&o utilizados
regularmente enquanto os genes N1, N2 e N3 e os genes E, N e RdRp sdo mais
aplicados (SHEIKHZADEH et al., 2020) (Figura 5).
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Figura 5 — Etapas do processo pré-analiticos e pos-execucao da amplificacédo
por qRT-PCR do SARS-CoV-2
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O valor de Ct foi sugerido como alternativa para interpretar o diagnostico
correlacionando com a carga viral, ou seja, com a dinamica viral, replicacdo e
transmissibilidade (SHEIKHZADEH et al., 2020; ROMERO-ALVAREZ et al., 2021),
porém o Ct ndo reflete necessariamente a infecciosidade (ADE et al., 2021).

O valor de Ct depende de fatores pré-analiticos, analiticos, e variaveis pés-
analiticas (RABAAN et al., 2021). Variaveis pré-analiticas incluem técnica de coleta,
tipo de amostra, tempo da amostra coletada e cinética viral, condi¢cdes de transporte
e armazenamento antes do teste (ENGELMANN et al., 2021). Variaveis analiticas
incluem, eficacia de extracdo de acido nucleico, carga de RNA viral nas amostras
coletadas, desenho de primer, natureza do RNA alvo, eficiéncia de PCR em tempo
real e método de determinacdo do valor Ct, enquanto as variaveis pés-analiticas
incluem, interpretacdo e relato dos resultados (SOCIEDADE BRASILEIRA DE
PATOLOGIA CLINICA E MEDICINA LABORATORIAL., 2020). Todas essas variaveis
podem influenciar no resultado do qRT-PCR e consequentemente no diagnostico do
paciente (RABAAN et al.,, 2021). Foi verificado que variantes na regidao da
glicoproteina spike podem influenciar na deteccdo do virus por RT-PCR

(ENGELMANN et al., 2021), apresentando resultado falso-negativo. O uso de varios
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primers podem ajudar a resolver esse problema, assim como a vigilancia de mutacao
e genotipagem frequente do virus, preservando a validade e utilidade do teste de PCR
como padréo-ouro para detectar o SARS-CoV-2 (RABAAN et al., 2021).

O tempo de execucdo do PCR é relativamente demorado podendo variar de 6
a 8 horas entre o processamento e a liberacéo do laudo, dependendo da demanda do
laboratério (SOCIEDADE BRASILEIRA DE PATOLOGIA CLINICA E MEDICINA
LABORATORIAL., 2020).

1.6 Sistema Unico de Salde durante a pandemia da COVID-19

O Sistema Unico de Satde (SUS) foi criado em 1988, inspirado no Servigo
Nacional de Saude do Reino Unido (DONIDA; DA COSTA; SCHERER, 2021),
reconhecido por autoridades internacionais como o maior e mais eficiente sistema de
salde publico do mundo (BOLINA; BOMFIM; LOPES-JUNIOR, 2020). Foi criado para
oferecer servicos a todos os brasileiros, distribuidos em 5.570 municipios, prestando
assisténcia a saude para aproximadamente 190 milhGes de usuarios (BOLINA,;
BOMFIM; LOPES-JUNIOR, 2020).

Em resposta a situacdo pandémica enfrentada pelo Brasil em marco de 2020,
foi exigida a construcéo e implementacéo de estratégias da Atencado Priméaria a Saude
(APS) com apoio primordial do Ministério da Saude (MS), Secretaria de Atencao
Priméria a Saude e Secretaria de Vigilancia em Saude para articular medidas de
prevencdo e combate & COVID-19 em conjunto com o6rgdos locais, estaduais e
municipais (HARZHEIM et al., 2020).

Com essa forca tarefa foi possivel desenvolver acdes para a populacéo e
comunidades evitando o encaminhamento desnecessario aos pronto-socorro dos
casos nao graves, filas e aglomeracdes nas portas dos hospitais (HARZHEIM et al.,
2020). O uso de tecnologia de informacdo e comunicacdo foi fundamental para
atender a populacdo de forma remota, e a elaboracdo de sistemas de busca e
cadastro eficiente permitiu o rastreamento dos individuos com suspeita de infec¢ao
ou em situacdo de agravamento pelo SARS-CoV-2 (DE SIMONE et al., 2021). A

implementagcdo dos programas de auxilio PrevineBrasil e TeleSUS apoiou na
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producéo e divulgacao de protocolos clinicos e materiais de orientacdo, preventiva e
assisténcia contra a COVID-19, esclarecendo os meios validos apoiados pelos 6rgaos
de saude do Brasil (HARZHEIM et al., 2020; DONIDA; DA COSTA; SCHERER, 2021).
A plataforma TeleSUS é um modelo Call Center/teleconsulta por canais de
atendimento telefénico que permite o cidadao ser avaliado, notificado e monitorado
remotamente (DONIDA; DA COSTA; SCHERER, 2021). As plataformas de
telemedicina e telessaude foram desenvolvidas para o atendimento por telefone e
outros meios remotos, para consultas com multiprofissionais especialistas em saude,
médicos e psicologos, evitando que casos agudos e cronicos (ndo trataveis com
farmacologia) busquem prontos-socorros ou outras portas de emergéncias
(HARZHEIM et al., 2020). Também foi desenvolvido pela comunidade cientifica
Fiocruz e Universidade do ABC o sistema Monitora COVID-19 e Observatério COVID-
19 BR para monitorar dados epidemiol6gicos e sistema de vigilancia a nivel local e
nacional, valorizando o papel da evidencia cientifica solida (ROSA et al., 2021).

Durante o periodo pandémico mundial, foi implementado uma série de
intervencdes para reduzir o impacto e transmissdo do virus, frear a evolucdo e
disseminacéo da doenca (AQUINO et al., 2020). Essas medidas incluem o isolamento
de casos, incentivo a correta higienizacdo das maos, uso frequente de mascaras
faciais em locais publicos, distanciamento social progressivo, restricdo em eventos,
viagens e transporte publico (AQUINO et al., 2020). Essas acbGes foram
implementadas de modo gradual e distinto em diferentes paises e estados com maior
ou menor intensidade, dependendo dos governos (AQUINO et al., 2020).

No decorrer da pandemia no Brasil, vivenciamos quatro tipos de prevencéo de
contagio: Quarentena, isolamento, distanciamento social e bloqueio parcial
(WERNECK; CARVALHO, 2020). A quarentena se resume a restricdo de circulacao
em areas comuns (externas) do individuo supostamente infectado assintomatico ou
em periodo de incubacéo, pode ser aplicada individualmente ou em grupo, mantendo
os individuos “infectados” em seus préprios domicilios ou instituicdes isoladas dos
individuos saudaveis (AQUINO et al., 2020). O isolamento € a separac¢éo do individuo
doente dos néo infectados, para isso requer o diagnodstico precoce para evitar a
transmissibilidade (AQUINO et al., 2020). O distanciamento social reduz a interacéo
de uma comunidade dificultando a transmisséo viral, ou seja, reduz o risco do

individuo assintomatico ainda ndo identificado ou tratado, contaminar outros
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individuos supostamente saudaveis (HORTA et al., 2022). O sistema de lockdown
(bloqueio total), € o caso extremo de distanciamento social, se resume a uma
intervencao rigorosa aplicada a uma comunidade, cidade ou regido através da
proibicdo de circulacdo de pessoas fora de seus domicilios (AQUINO et al., 2020),
essa medida foi aplicada no em diversos paises, no Brasil foi realizado o bloqueio
parcial em algumas cidades como por exemplo, Rio de Janeiro e Sdo Paulo com a
circulacdo de profissionais da saude e de atividades essenciais . Por ultimo foi
observado o sistema de flexibilizacdo, que consiste na liberacdo da populacdo para
as atividades normais (WERNECK et al., 2021) de acordo com diminui¢cao das taxas
de mortalidade em cada regido e avanc¢o das doses das vacinas que passou a ser

aplicada no inicio de 2021 em todo mundo (Figura 6).

Figura 6 - Esquema de prevencdo do contagio aplicado no Brasil e no Mundo

Fonte: A autora, 2022.

No Brasil a implementacdo das medidas de restricdo gerou conflito politico
aberto entre o atual presidente Jair Bolsonaro e o ex Ministro da Saude Luiz Henrique
Mandetta, que vinha defendendo as medidas preconizadas pela OMS e apoiando as
iniciativas locais e regionais mais rigorosas de controle da COVID-19 (AQUINO et al.,
2020; BEZERRA et al., 2020; NEIVA et al., 2020). O presidente em todo periodo
pandémico no Brasil minimizou a importancia da prevencdo da COVID-19 e o
distanciamento social (AQUINO et al.,, 2020; BEZERRA et al., 2020; BOLINA,;
BOMFIM; LOPES-JUNIOR, 2020). O mesmo insistiu em uma abordagem negacionista
contraria as provas cientificas ao qual incentivou os cidaddos a negligenciarem as
orientacdes do MS, alegando a necessidade de preservagao da economia. (SHADMI
et al., 2020). A flexibilizacdo das medidas de distanciamento social foi recomendada
pelos estados e municipios, e ganharam autonomia administrativa para adocédo de
medidas de emergéncia que digam respeito a saude publica (AQUINO et al., 2020).

Uma pesquisa do Datafolha realizada em Abril de 2020, constatou que 76%

dos entrevistados eram favoraveis a manutencdo do distanciamento social mesmo
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com prejuizos financeiros (BEZERRA et al., 2020; DATAFOLHA, 2020). O maior apoio
foi percebido na regido Nordeste (81%) e o menor na regido Sul do pais (70%)
(AQUINO et al., 2020). J&4 em pesquisa realizada por Bezerra et al. (2020), foi
evidenciado que a perda financeira durante a quarentena é um problema
socioecondmico sério e um fator de risco para disturbios psicolégicos que podem
perdurar por meses (BEZERRA et al., 2020). Além disso, devido ao risco de infec¢éo,
a maioria dos servicos de saude foi restringido e procedimentos ndo essenciais foram
adiados, gerando declinios acentuados nos servigos de saude (HORTA et al., 2022).
Devido a grande desigualdade social e econdmica no pais, foi aplicada medidas de
protecado social e apoio a populacdo de baixa renda e em situagao de vulnerabilidade,
o auxilio emergencial (AQUINO et al., 2020). Esse auxilio, no valor de R$ 600,00
entrou em vigor em 2 de abril de 2020 pela Lei N° 13.982, e foi concedido para
protecdo social durante o periodo de enfrentamento da COVID-19 (REPUBLICA
FEDERATIVA DO BRASIL, 2020).

Outro mecanismo de estratégia elaborado pelo governo para orientar o cidadao
durante a pandemia SARS-CoV-2, foi o Conecte SUS (DONIDA; DA COSTA;
SCHERER, 2021). O aplicativo foi elaborado pela Rede Nacional de Dados em Saude
(RNDS) e seu objetivo principal é a divulgacdo de noticias oficiais sobre o virus,
vacinacao e testes realizados pela rede publica de saude (DONIDA; DA COSTA;
SCHERER, 2021). Outro aplicativo implementado para auxiliar a populacdo foi o
Coronavirus-SUS que disponibiliza a orientagcdo de prevencdo, acdes em caso
suspeito, sintomas e mapas das unidades de saude, além de noticias oficiais do
Ministério da Saude. A revolucdo da saude digital no Brasil ampliou estratégias
facilitadoras entre diferentes estabelecimentos de atencdo primaria que devem
permanecer ativas ap0s a pandemia da SARS-CoV-2 para auxiliar a populagéo
(DONIDA; DA COSTA; SCHERER, 2021).

Mesmo diante de iniumeros esforcos do corpo técnico-cientifico para amenizar
0s impactos gerados pela pandemia, a vulnerabilidade social, politica e econémica
prevaleceu durante o periodo pandémico sobrecarregando o sistema de saude
nacional (AQUINO et al., 2020).

A telessaude pode ser um instrumento de apoio a diferentes areas médicas
com estratégias claras de intervencao de acordo com as necessidades dos pacientes

e médicos, além de agregar beneficios em areas ndo emergenciais/rotineiras e em



42

servigos que ndo exigem interacdo paciente-médico. A implementagéo de sistemas
de telessaude para a construcao de hospitais virtuais por telessaude pode reduzir a
carga do hospital convencional e fornecer assisténcia a populacdo mais vulneravel
(DE SIMONE et al., 2021).

1.7 Atuacdo da Policlinica Piquet Carneiro e laboratorios de diagnosticos

durante a pandemia

Diante do primeiro caso notificado no Estado do Rio de Janeiro (RJ) em 05 de
marco de 2020, as universidades, hospitais e industrias tiveram que se adaptar e se
aprimorar de forma rapida para desenvolver e aplicar diagndstico preciso para atender
a demanda da populacdo (AQUINO et al., 2020).

As instituicbes de saude publica com o apoio do Ministério da Saude e das
Secretarias Estaduais e Municipais forneceram suporte financeiro para garantir a
assisténcia de saude a populacdo. Diante desse cendario, a gestao dos laboratérios do
Servi¢o de Patologia Clinica da Policlinica Piquet Carneiro (CAPSULA) da Policlinica
Piguet Carneiro (PPC) e do Laboratério de Histocompatibilidade e Criopreservacao
(HLA-UERJ), ambos vinculado a UERJ, iniciaram o atendimento aos profissionais de
saude da rede estadual do Rio de Janeiro em 23 de marc¢o de 2020 (ROCHA; ASSAD,
2021).

Os laboratérios contaram com a contratacdo emergencial de profissionais
capacitados e estudantes voluntarios da area da saude para atuar juntos com 0s
outros profissionais na rotina gerada pela pandemia (ROCHA; ASSAD, 2021). O
CAPSULA ficou encarregado de atender o fluxo de pacientes, coleta de material (swab
de nasofaringe), cadastro dos exames do sistema de laboratorio e orientacdo dos
pacientes. O CAPSULA contou com a contratacdo de coletores e administrativos
ampliando 33% da equipe do atendimento/cadastro, o que possibilitou o cadastro em
tempo real ou em menos de 24 horas de todos os pedidos médicos feitos no periodo
de atuacdo (ROCHA; ASSAD, 2021).

Ja o HLA-UERJ ficou encarregado na execuc¢do do diagnoéstico molecular do
virus por técnica de biologia molecular, além da interpretacdo e liberacdo dos
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resultados no prazo maximo de 72h (ROCHA; ASSAD, 2021). Nesse periodo, além
da equipe que j& atuava no laboratério, foram contratados mais colaboradores para
realizar as atividades laboratoriais. Os colaboradores foram organizados em 4
equipes: uma equipe no periodo da manha e uma no periodo da tarde (realizando
escalas de 6h/diérias), e duas equipes no turno da noite revezando a escala de
12/36h. Cada equipe foi composta por 4 colaboradores, sendo 3 responsaveis pelas
atividades laboratoriais e 1 responsavel pela supervisao do turno vigente. Desta forma
o laboratorio funcionou ininterruptamente para receber, conferir, organizar e realizar
os testes moleculares para diagnostico da COVID-19 no menor tempo possivel
(ROCHA; ASSAD, 2021).

Os laboratérios tiveram o apoio de outras instituicdes para doacdo de insumos
basicos para a atuacéo na pandemia, como equipamentos de protecao individual (EPI)
como oOculos de protecéo, faceshield, mascara N.95, avental impermeavel de manga
longa, touca descartavel, propé e luva de procedimento (nitrilica) para a atuacédo
segura dos funcionarios envolvidos na rotina. Outros laboratérios de pesquisa do
Instituto de Biologia, Instituto de NutricAo e Faculdade de Odontologia da UERJ
também disponibilizaram, equipamentos com termocicladores e centrifugas, além de
plasticos e reagentes para atender a demanda de exames executados pelo no HLA-
UERJ (ROCHA; ASSAD, 2021). Para realizacado do diagndéstico molecular no HLA-
UERJ, os reagentes (Kits de extracdo e amplificacdo) foram disponibilizados pelo
Ministério da Saude, plasticos (ponteiras, pipetas e tubos para criopreservacao) e
outros reagentes foram adquiridos com recursos do HLA-UERJ e os EPIs, utilizados
pelos profissionais, fornecidos pelo almoxarifado da PPC. A Secretaria Estadual de
Saude do Rio de Janeiro, forneceu testes rapidos para detec¢do de anticorpos anti-
SARS-CoV-2 do tipo IgA+IgM pelo método casset possibilitando teste rapido com
resultado em até 30min (ROCHA; ASSAD, 2021).

As universidades e centros de pesquisa publicos trabalharam de forma
incansavel e voluntaria para atenuar a pandemia da COVID-19 demonstrando forte
resiliéncia institucional perante as negligencias do governo (ROSA et al., 2021). A
emergéncia de saude publica gerou impacto coletivo na importacdo de produtos e
insumos destinados a saude, gerando escassez de produtos no mercado internacional
(WERNECK, 2022). As universidades priorizaram as pesquisas em saude transferindo
o conhecimento gerado nas ciéncias basicas para a producdo de novos produtos
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como medicamentos, equipamentos, EPIs, testes diagnésticos e opc¢des de
tratamento inovador (ROSA et al., 2021).

A parceria das coordenacdes dos laboratorios com a direcdo geral da PPC e
reitoria da UERJ contribuiu para o avan¢o de muitas pesquisas que puderam fornecer
assisténcia a populacdo. O Departamentos de Biofisica e Biometria (DBB) e Ecologia
(DECOL) do IBRAG, grupo de pesquisa do LARAMG (Laboratorio de Radioecoldgia e
Mudancas Globais), desenvolveu o aparelho nomeado CoronaTrack que permite a
captura de particulas virais atmosféricas do SARS-CoV-2 em areas de grande
circulacdo para quantificar a carga viral no ambiente (UERJ, 2020). O LARAMG em
parceria com o0 HLA-UERJ também participou de trabalho voluntario de
coleta/testagem de SARS-CoV-2 na comunidade Santa Marta, prestando assisténcia
a populacdo mais vulneravel (EVANGELISTA et al., 2021b). Além disso, HLA-UERJ
realizou uma parceria com o Laboratério Nacional de Computacado Cientifica (LNCC)
para a realizacdo de sequenciamentos do virus SARS-CoV-2 pelo projeto
desenvolvido Corona-dmica-RSFJ (FAPERJ Proc:E-26/210.179/2020 e E-
26/211.107/2021), que auxiliou no amplo sequenciamento de variantes e cepas
circulantes no Brasil. O projeto constitui numa rede de laboratdrios descentralizados
gue juntos atuam na captacdo e sequenciamento gendmico de amostras de SARS-
CoV-2. Até julho de 2022, foram gerados mais de 7 mil genomas de SARS-CoV-2
utilizando a tecnologia de sequenciamento por NGS (sequenciamento de nova
geragao, do inglés “next generation sequencing”). O laboratdrio de Virologia Molecular
da UFRJ também atuou de forma cooperativa com a UERJ no desenvolvimento de
projetos afim de elucidar a atuagédo dos anticorpos neutralizantes com a introdugao
dos imunizantes contra COVID-19 e as novas variantes.

Desde o inicio da pandemia foi percebida a necessidade do esfor¢o conjunto
de pesquisadores, instituicbes e governos para o entendimento do SARS-CoV-2. Com
auxilio humanitario, foi possivel contribuir com embasamento cientifico estratégias de
vigilancia epidemiologica e gendmica que pudessem auxiliar em medidas de prote¢éo
e combate a COVID-109.
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1.8 Variantes

Os virus podem sofrer mutacdo ou alterar seu material genético toda vez que
sofrem replicacé@o (ELLIS et al., 2021; HALAJI et al., 2021). Ao contréario dos virus de
DNA, a frequéncia de mutac¢des em virus RNA é maior, como no caso dos coronavirus
(AWADASSEID et al., 2021; JOGALEKAR; VEERABATHINI; GANGADARAN, 2021).

A pandemia no Brasil foi iniciada com a introducédo de duas linhagens principais,
B.1.1.28 e B.1.1.38 que caracterizou a primeira onda epidémica de SARS-CoV-2
(LAMARCA etal., 2021; MOREIRA et al., 2021). As linhagens provavelmente surgiram
em fevereiro de 2020 e o acumulo de mutacdes foi relativamente constante ao longo
do tempo evolutivo (NAVECA et al., 2021).

A OMS definiu novo padréo para nomear as variantes do coronavirus e as letras
do alfabeto grego passaram a ser utilizadas (OPAS, 2021). Segundo a OMS, a
mudanca foi importante para evitar a rotulacdo e discriminacdo dos paises onde as
variantes foram identificadas inicialmente, porém as novas denomina¢des nao
substituem os nomes cientificos que podem ser utilizados em trabalhos cientificos
(KONINGS et al., 2021). As definicdes de variantes de interesse (VOI) e variantes de
preocupacao (VOC) passaram a ser utilizadas no final de 2020, depois do surgimento
de variantes que apresentavam maior risco para a saude publica global (DEB et al.,
2021; KONINGS et al., 2021).

Algumas caracteristicas devem ser observadas em uma variante para ela ser
classificada como VOC, como ser associada ao aumento da transmissibilidade ou
alteracdo prejudicial na epidemiologia da COVID-19. Aumento da viruléncia ou
mudanca na apresentacgdo clinica da doenca; ou Diminui¢cdo da eficacia das medidas
sociais e de saude publica ou diagndsticos, vacinas e terapias disponiveis (DEB et al.,
2021; OPAS, 2021; HIROSE et al., 2022). Ja a variante VOI deve ter sido identificada
como causadora de transmissdo comunitaria, de multiplos casos ou de clusters
(agrupamentos de casos) de SARS-CoV-2 ou ter sido detectada em varios paises
(OPAS, 2021).

Em meados de dezembro de 2020, o nUmero de casos comegou a crescer
estabelecendo o efeito da segunda e terceira onda epidémica na cidade do Rio de
Janeiro, onde foram identificadas seis linhagens circulantes Gamma (P.1), Zeta (P.2),
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B.1.1.28, Alfa (B.1.1.7), B.1.1.33, e N.9 (MOREIRA et al., 2021). Em estudo realizado
por Naveca et al. (2021) onde compararam a linhagem B.1.1.28 e com a linhagem
Gamma (P.1), foi observado elevado acumulo de mutacdes na P.1 (NAVECA et al.,
2021). Segundo o estudo, a linhagem P.1 mostrou ter carga viral 10x mais elevada
que as nao-P.1 (NAVECA et al.,, 2021). Lamarca et al. (2021) observaram que a
linhagem Zeta (P.2) se diferenciou em varios subclados entre abril e setembro de
2020. Evidéncias experimentais apoiam que VOC P.1 exibiu maior afinidade para o
receptor humano ACE2 e maior resisténcia a neutralizacdo de anticorpos, que pode
fornecer vantagem seletiva para a transmissdo sobre outras linhagens (NAVECA et
al., 2021).

As variantes VOC (B.1.1.7,B.1.351, P.1 e B.1.617.2) estdo associadas a maior
transmissibilidade, viruléncia e capacidade de escape da imunidade natural mediada
pela infeccdo, vacina ou testes de diagnosticos (MOREIRA et al., 2021; SINGH et al.,
2021). A mutacdo E484K do dominio RBD pertencente a linhagem B.1.1.7 foi
associada a resisténcia de anticorpos mediada por vacina (JOGALEKAR;
VEERABATHINI; GANGADARAN, 2021; SINGH et al., 2021). Individuos infectados
com as linhagens VOC B.1.1.7; P.1; B.1.351 foram mais propensos a hospitalizacao
e UTlI em comparacdo com casos ndo-VOC (DEB et al., 2021). A variante Delta
(B.1.617.2) surgiu no final de 2020 e apresentou resisténcia a anticorpos
neutralizantes combinada com maior transmissibilidade (EVANS et al.,, 2022). O
surgimento da Omicron em dezembro de 2021, gerou séria preocupacdo mundial,
apresentando grande numero de mutacdes que poderiam impactar na resisténcia a
vacinas (EVANS et al., 2022). O numero de casos aumentou mesmo em individuos
vacinados, porém, as infeccdes causadas pela variante Omicron foram clinicamente
menos graves do que as causadas pela variante Delta (EVANS et al., 2022).

O avanco do sequenciamento do SARS-CoV-2 possibilitou a identificagéo e o
monitoramento de muta¢des que surgiram desde o inicio da pandemia (RABAAN et
al., 2021).

O conhecimento das variantes em circulagdo é importante para fabricagéo de
medicamento eficaz para o combate do SARS-CoV-2. Estudos mostraram que pode
haver variacdo na eficacia do medicamento de individuo para individuo devido a

diversas condi¢cdes do hospedeiro, como o estado imunoldgico, idade e sexo, mas



47

como também diversas variantes podem interferir no sitio de interacdo do
medicamento, impedindo sua eficacia nos individuos (JAKHMOLA et al., 2021).

Dados epidemioldgicos sustentam evidencias que as VOCs aumentam
rapidamente em frequéncia, tornando-se predominantes e a disseminacao ocorre de
forma acelerada para outras regides (MOREIRA et al., 2021). Portanto, monitorar o
surgimento de novas variantes do SARS-CoV-2 é especialmente importante, pois a
imunidade mediada por vacina fornece uma pressao seletiva mais forte para a
evolucdo do SARS-CoV-2 (SINGH et al., 2021).

Monitorar as futuras variantes emergentes do SARSCoV-2 é fundamental para
determinar medidas de controle e transmissdo zoondtica j& que é possivel a
introducdo de novos reservatorios em animais, pois podem ter implicacbes na
trajetdria evolutiva do SARS-CoV-2 e a pandemia de COVID-19 (SINGH et al., 2021).
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Fornecer definicbes mais precisas sobre 0os mecanismos epidemioldgicos e
genéticos que possam auxiliar as autoridades de saude publica nas estratégias de
combate a COVID-19.

Nosso objetivo foi identificar a dinamica das variantes do SARS-CoV-2 e as
caracteristicas clinicas dos casos no complexo da Policlinica Pigquet Carneiro —

Hospital Universitario Pedro Ernesto e UERJ no periodo de 2020 a 2022.

2.2 Especificos

Os objetivos especificos sao:

a) descrever a epi epidemiologia e geodistribuicdo das linhagens do
SARS-CoV-2, em uma coorte de pacientes atendidos na Policlinica
Piquet Carneiro, no estado do Rio de Janeiro no periodo de abril 2020
a janeiro de 2022;

b) avaliar o perfil epidemiologico entre os diferentes profissionais,
considerando aspectos clinicos, sociodemograficos e variaveis
ocupacionais juntamente com sua percepcao de risco contaminacéo
por SARS-CoV-2; e

c) avaliar os aspectos clinicos da infec¢ao prolongada e reinfec¢éo pelo
SARS-CoV-2 - Estudo de caso.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Area e local do estudo

As amostras desse estudo foram coletadas na PPC e HUPE da UERJ. As
amostras foram processadas no HLA-UERJ até setembro de 2020 e a partir dessa
data em parceira com o Centro de diagnostico COVID-19 da FIOCRUZ, que se tornou
referéncia no diagnostico as pessoas infectadas pelo virus SARS-CoV-2. Projeto
aprovado pelo CONEP (CAEE: 30135320.0.0000.5259).

3.2 Populacédo do estudo

A populacdo do estudo engloba todos os casos com diagnostico confirmado
para COVID-19 que tiveram resultado detectado confirmado por gRT-PCR para
SARS-CoV-2 entre o periodo abril de 2020 e janeiro de 2022.

3.3 Critério de inclusao

Foram incluidos os casos de COVID-19 confirmados por gRT-PCR (valor de Ct

< 36), de ambos os sexos, com idade minima de 18 anos.

3.4 Critério de Exclusao

Foram excluidos os casos com idade inferior a 18 anos, amostras fora do padréo para
sequenciamento (valor de Ct >36), amostras sem cobertura para analise de variantes

por sequenciamento.
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3.5 Fonte de dados

A PPC elaborou uma ficha de atendimento (Anexo A) para o cadastro dos casos
suspeitos de COVID-19. A ficha contém informacdes demograficas, sinais e sintomas
apresentados, comorbidades, histérico de testagens anteriores, além das informacdes
referente as doses das vacinas (a partir de 2021). Esses dados foram utilizados para
elaboracdo do sistema de informacado de vigilancia epidemiolégica da PPC e serviu

como base para os dados desse estudo.

3.6 Variaveis do estudo

Com base nas fichas de atendimento dos casos, foi utilizada a variavel sexo,
com as categorias masculino e feminino, e Raca/Cor, com as categorias branca,
parda, preta, amarela e indigena com base na autodeclaracdo. A auséncia dessa
informacdo foi categorizada como sem informacdo (S/I). Os dados de
categoria/profissdo foram reclassificados como profissionais da saude, outros
profissionais e alunos. A auséncia dessa informacéo foi categorizada como sem
informacao (S/1). Para os dados de sintomas e comorbidades, foram contabilizados os
casos que marcaram como afirmativo para uma ou mais variaveis. Os dados de altura
e peso foram utilizados para calcular o valor do IMC (peso/altura?) seguindo as
categorizacfes propostas pela Sociedade Brasileira de Endocrinologia e Metabologia
(SBEM): abaixo do peso (<18,5 kg/m?); normal (18,5 e 24,9 kg/m?); sobrepeso (25,0
e 29,9 kg/m?); obesidade leve - classe 1 (30 a 34,9 kg/m?); obesidade moderada -
classe 2 (35 a 39,9 kg/m?); obesidade grave ou mérbida - classe 3 (= 40 kg/m?)
(HALPERN et al., 2022).
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3.7 Obtencao das amostras

As amostras de swab nasofaringeo foram coletadas em tubos tipo Falcon
contendo 3 mL de meio de transporte viral (VTM) comercial (LB — Laborclin) ou soro
fisiologico, e mantidas sob refrigeracdo (4°C) por no méximo 72h até seu
processamento. O material foi enviado ao HLA-UERJ para realizacdo das etapas

posteriores.

3.8 Obtencdo RNA viral

O material colhido foi aliquotado em tubo eppendorff de 1,5mL e utilizado 200ul
da amostra na etapa de extracdo de RNA. Para essa etapa foi utilizado o kit comercial
Bio gene DNA/RNA viral (Bioclin®), cujo método consiste em extra¢cdo por membrana
de silica que permite isolamento e purificacdo de DNA/RNA viral. Os extraidos foram
eluidos em 70 pyL de cada amostra conforme recomendacgao do kit, e armazenados

em -80C até o preparo da reacéo de qRT-PCR.

3.9 Reacédo em cadeia da polimerase via transcriptase reversa quantitativa (qRT-
PCR) do SARS-CoV-2

Para a realizacdo da qRT-PCR foram utilizados 5 pL do RNA previamente
extraido e adicionado a 10 pL da mistura de reacdo contendo o alvo/primer E
(envelope viral) e Rp (controle humano) do Kit molecular SARS-Cov-2 (Bio-
manguinhos), conforme as recomendacdes do fabricante. As reacdes de transcricao
reversa e amplificagao foram realizadas em termociclador Applied Biosystems™ 7500
Real-Time PCR System ou QuantStudioTM 5 Real-Time PCR System (Applied
Biosystems, EUA) e programado para 50° C/15min; 95 °C/2min, 95 °C/20s, 58 °C/30s
(45 ciclos), conforme recomendacdes do fabricante.
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3.10 Parametro de configuragao do qRT-PCR

Para a configuracéo dos parametros de gRT-PCR com o Kit molecular SARS-
Cov-2 E (Bio-manguinhos) foi ajustado o Threshold (Ct) para limite fixo em 0,2 (gene
E) e 0,15 (controle humano RP) e baseline Start/End com intervalo entre 3—15.

O Ct de cada analise foi considerado para comparacao dos dados. Em cada
conjunto analitico, um controle negativo e um positivo foram executados em paralelo

com as amostras.

3.11 Interpretacéo dos resultados gRT-PCR

As amostras foram consideradas detectadas quando valor dos alvos E, atingiu
Ct até 40 ciclos. O valor do controle interno RP do kit foi considerado valido quando
Ct < 35.

3.12 Selecdo e sequenciamento NGS e analise de dados

O laboratério elaborou banco de dados para auxiliar no monitoramento e futuros
estudos epidemioldgicos.

Os critérios de inclusdo para este estudo foram pacientes com faixa etaria
acima de 18 anos, que teve resultado positivo para gRT-PCR para SARS-CoV-2, e
gue apresentaram valor de Ct < 36.

Foram selecionadas 426 amostras de pacientes atendidos na Policlinica Piquet
Carneiro que apresentaram resultado RT-PCR detectado para COVID-19,
entretanto, ao final, 20 amostras foram excluidas das analises, por ndo apresentarem
resultado/cobertura vélida para o sequenciamento e ndo atenderem os critérios de
idade minima de 18 anos. Com isso, 406 amostras de swab nasofaringe foram
designadas ao estudo de Geodistribuicdo das linhagens dentro da coorte. Dessas,

360 foram direcionadas ao estudo do perfil epidemioldgico dos profissionais atendidos
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na PPC e tendo em vista as andlises filogenéticas realizadas com amostras do Rio de
Janeiro, optamos por selecionar prioritariamente amostras de pacientes com
reinfeccdo ou com infeccdo superior a 15 dias; foi possivel identificar 11 pacientes
com mais de uma amostra coletada totalizando 22 amostras para reinfeccdo e 2
pacientes com infecgdo prolongada (sendo 1 paciente com 2 amostras e 1 com 3

amostras (Figura 7).

Figura 7 — Fluxograma de selecao das amostras da coorte
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e Excluidas Geodistribuigao
sequenciadas
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Fonte: A autora, 2022.

As etapas da sintese de cDNA, enriquecimento, amplificacdo, preparo da
biblioteca e indexacdo foram realizados com o kit QIAseq DIRECT SARS-CoV-2
conforme a recomendacéo do fabricante. Para a etapa da sintese de cDNA foram
utilizados 5 pL de RNA viral extraido de cada amostra e 15 uL do mix para transcri¢cao
reversa, totalizando 20 pL da reacdo. Os parametros do ciclo térmico transcricao por
RT-PCR foram os seguintes; 25°C por 10 min, 42°C por 50 min, 85°C por 5 min e 4°C
final. Para melhorar a performance do sequenciamento foi adicionado a etapa de
enriguecimento com Enhanced QIAseq Direct. Os processos de amplificacao,
lavagem com beads magnéticas e indexacao foram realizados conforme a bula do kit.
Os fragmentos da biblioteca foram quantificados usando o ensaio de alta sensibilidade
Qubit dsDNA (ThermoFisher, EUA) e seus comprimentos foram estimados usando o
sistema TapeStation (Agilent). O sequenciamento foi realizado na plataforma NexSeq
500, com flowcell de NextSeq™ Mid Output Flow Cell v2.5 (300 ciclos) (lllumina, EUA).
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O preparo das bibliotecas e andlise dos dados foram realizadas na Unidade de
Gendmica DFA/LNCC do projeto Corona-6mica-RJ.

3.13 Andlise filogenéticas

Os dados FASTq das amostras de sequenciamento foram tratados e alinhados
ao genoma de referéncia de Wuhan-Hu-1 (NC_045512.2) usando software BWA
v0.7.17. A identificacdo da linhagem foi realizada com auxilio da ferramenta online
Pangolin v3.0.6 (Phylogenetic Assignment of Named Global Outbreak LINeages)
disponivel no site https://cov-lineages.org/. Para confirmar estas classificacfes e
contextualizar os dados, foi realizado reconstrucdes filogenéticas. As sequéncias
foram alinhadas ao genoma WHO1 (numero de acesso EPI_ISL_406798 na
plataforma GISAID) utilizando o software MAFFT v.7 (KATOH; STANDLEY, 2013)
com as opcoes --auto e --add-fragments. O alinhamento gerado foi utilizado para gerar
uma arvore filogenética por maxima verossimilhanca com o software IQTREE-2 (MINH
et al., 2020) com 10000 réplicas de ultrafast bootstrap (HOANG et al., 2018). O modelo
de substituicdo utilizado foi selecionado através do algoritmo ModelFinder
(KALYAANAMOORTHY et al.,, 2017) embutido no programa. O numero de
substituicBes por sitio da arvore resultante foi correlacionado a data de coleta das
amostras utilizando o software TempEst (RAMBAUT et al., 2016) com o fim de se
analisar a taxa evolutiva das diferentes linhagens observadas.

O alinhamento também foi utilizado para gerar uma arvore com 0s tempos de
divergéncias datados. Para isto, foi utilizado o software BEAST v1.10.4 (SUCHARD et
al., 2018) de reconstrucao filogenética por métodos bayesianos. Foi utilizado o modelo
GMRF Bayesian Skyride de variacdo populacional, o modelo de relégio molecular
relaxado ndo-correlacionado para as taxas evolutivas, e o modelo GTR de substitui¢cao
molecular com frequéncias de bases calculadas empiricamente com sitios invariantes
e 4 categorias Gamma. Para o calculo da Cadeia de Markov Monte Carlo foram
utilizadas duas cadeias de 100000000 elos, com amostragem a cada 10000. Ao

combinar as duas cadeias geradas, mantivemos apenas as ultimas 12000 amostras
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da cadeia. As andlises filogenéticas foram realizadas pela Unidade de Genbmica
DFA/LNCC.

3.14 Selecéo e deteccéo de anticorpos de SARS-CoV-2

Os titulos de anticorpos foram avaliados no soro ou plasma dos participantes
utilizando o ensaio SARS-CoV-2 IgG Il Quant para deteccéo de anticorpos da classe
de imunoglobulinas G (IgG) contra o dominio de ligacdo ao receptor (RBD) na
subunidade S1 da proteina S do SARS-CoV-2. O ensaio foi realizado de acordo com
as recomendacodes do fabricante na plataforma ARCHITECT i System do fabricante
Abbott. Este € um imunoensaio quimioluminescente de microparticulas (CMIA)
qualitativo e semi-quantitativo com ponto de corte de 50,0 UA/mL, sendo <50,0
Negativo e = 50,0 Positivo (Intervalo de deteccao 6,8 — 80,000 AU/mI). Os testes foram
realizados em colaboracdo na Unidade de Apoio ao Diagnéstico Covid-19 (UNADIG)
na Fiocruz-RJ. Os titulos de anticorpos neutralizantes foram avaliados através do
imunoensaio Lumit SARS-CoV-2 Spike RBD:ACE2 conforme a orientagdo do
fabricante Promega. Os valores de luminescéncia de todas as amostras Lumit foram
convertidos em porcentagem com intervalo de 0 — 100%. Os testes foram realizados
em colaboracdo com Professor Dr. Orlando da Costa Ferreira Junior, do LVM na
UFRJ-RJ.

3.15 Estatistica

Este estudo é uma mistura de séries de casos observacionais e descritivos,
cujo dados foram apresentados em tabelas e graficos compostos distribuicdo da
frequéncia com média, minimo, maximo, além de desvio padrao através de formulas
desenvolvidas no programa Microsoft Excel.

Foi criado um banco de dados com as informacdes extraidas das fichas de
atendimento de todos os casos suspeitos de COVID-19, as variaveis foram

cadastradas numa planilha eletrénica.
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Também foi realizado o teste-t de Welch para a correlacdo do acumulo de
mutacbes apresentados pela linhagem Omicron com a titulagdo dos anticorpos
circulantes dos pacientes.

O programa da Microsoft Excel e Access foram utilizados para cruzamento e
uniformidade dos dados. O programa Microsoft PowerBl. (versao desktop) foi usado
para elaboracdo de graficos, planilhas e geodistribuicdo das linhagens. Também foi
utilizado o plugin Gantt 2.2.3 para elaboracao de linha do tempo (do inglés Timeline).
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4 RESULTADOS

4.1 Geodistribuicédo e linhagens do SARS-CoV-2 em amostragem da Policlinica
Piquet Carneiro - UERJ

Das 406 amostras sequenciadas nesse estudo, foi possivel obter informacéo
da cobertura e mapeamento das bases em 97% das amostras, o numero de leituras
pareadas variou de 63% a 98%.

O valor médio de Ct obtido através da técnica de qRT-PCR das amostras
sequenciadas foi 21,9 (min: 14, max: 36 e mediana: 22).

Considerando a nomenclatura proposta pela OMS, 379 genomas foram classificados
como VOC Alfa (0,5%), Gamma (24,9%), Delta (29,1%), Zeta (11,3%) e Omicron
(27,6%), os outros 27 pertencem as linhagens germinativas.

Os genomas do SARS-CoV-2 recém sequenciados foram atribuidos a 16 linhagens

diferentes (tabela 1).

Tabela 1 — Frequéncia das Linhagens SARS-CoV-2 em circulacdo dentro da coorte
no periodo de 2020 a 2022 (n=406)

Linhagem N Prevaléncia (%)
B.1 1 0,2
B.1.1.314 1 0,2
B.1.255 1 0,2
Gamma P.1.10 1 0,2
Gamma P.1.2 1 0,2
Delta AY.43.2 1 0,2
B.1.1 1 0,2
Alfa B.1.1.7 2 0,5
Delta AY.122 2 0,5
B.1.1.28 4 1
Gamma P.1.9 5 1,2
B.1.1.33 19 4.7
Zeta P.2 46 11,3
Gamma P.1 94 23,2
Omicron BA.1 112 27,6
Delta AY.99.2 115 28,3

Fonte: A autora, 2022.
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A maioria pertencente a Delta (AY.99.2) (n=115; 28,3%), Omicron (BA.1)
(n=112; 27,6%) e Gamma (P.1) (n=94; 23,2%). Outras linhagens foram encontradas
em menor frequéncia, Alfa (B.1.1.7) (n=2; 0,5%), B.1 (n=1; 0,2%), B.1.1 (n=1; 0,2%),
B.1.1.28 (n=4; 1,0%), B.1.1.314 (n=1; 0,2%) ,B.1.1.33 (n=19; 4,7%), B.1.255 (n=1;
0,2%), Delta (AY.122) (n=2; 0,5%), Delta (AY.43.2) (n=1; 0,2%), Gamma (P.1.10)
(n=1; 0,2%), Gamma (P.1.2) (n=1; 0,2%), Gamma (P.1.9) (n=5; 1,2%) e Zeta (P.2)
(n=46; 11,3%). A maioria das amostras eram do estado do Rio de Janeiro (n=404;
99,5%) seguido de Sdo Paulo (n=1; 0,2%) e Roraima (n=1; 0,2%). O estado do Rio de
Janeiro é dividido em 9 regi6es conforme o mapeamento do governo do estado, a

distribuicdo das amostras se encontra descritas na Figura 8.

Figura 8 - Geodistribuicdo das linhagens de SARs-CoV-2
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Legenda: DistribuicAo das amostras em trés estados RO, SP e RJ do
periodo de 2020 a 2022 (A), Linhagens por municipio do Rio de
Janeiro (B) Linhagens por bairros do estado do Rio de Janeiro
(©).

Fonte: A autora, 2022.



59

A frequéncia relativa das linhagens (Tabela 2) revelou que Omicron (BA.1) foi

Gamma (P.1) teve maior frequéncia (1,7%).

a mais abundante na regido Metropolitana I. J& na regido Metropolitana Il, a linhagem

Tabela 2 - Frequéncia das Linhagens SARS-CoV-2 em circulagédo no periodo de

2020 a 2022

Regido de residéncia/

Municipios Linhagem N Prevaléncia (%)

Rio de Janeiro

Médio Paraiba

(Resende, Volta Redonda)  Delta (AY.99.2) 2 0,50

Baixada Litorédnea

(Saquarema) Delta (AY.99.2) 1 0,25

Metropolitana | B.1 1 0,25

(Rio de Janeiro, Duque de B.11 1 0,25

Caxias, Belford Roxo B.1.1.314 1 0,25

Nova Iguagu, S&o Jodo de ~ B.1.255 1 0,25

Meriti, Nilopolis, Magé, Sao  Gamma (P.1.10) 1 0,25

Joao de Meriti, Itaguar) Gamma (P.1.2) 1 0,25
Delta (AY.122) 2 0,50
Alfa (B.1.1.7) 2 0,50
B.1.1.28 5 1,24
Gamma (P.1.9) 5 1,24
B.1.1.33 13 3,22
Zeta (P.2) 45 11,14
Gamma (P.1) 86 21,29
Delta (AY.99.2) 106 26,24
Omicron (BA.1) 108 26,73

Metropolitana |l Delta (AY.43.2) 1 0,25

(Nitero6i, Tangua, Sao Zeta (P.2) 1 0,25

Gongalo, Marica) Omicron (BA.1) 4 0,99
Delta (AY.99.2) 5 1,24
B.1.1.33 5 1,24
Gamma (P.1) 7 1,73

Roraima

Sao Miguel do Guaporé Delta (AY.99.2) 1 0,25

Séo Paulo

Guarulhos Gamma (P.1) 1 0,25

Fonte: A autora, 2022.

Os dados sequenciados foram comparados com o periodo de introducéo das

linhagens no estado do Rio de Janeiro (Figura 9 em azul). E possivel observar que as
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amostras sequenciadas estdo dentro do periodo de permanéncia das linhagens no
Rio de Janeiro (Figura 9 em cinza).

Os dados do Rio de Janeiro foram obtidos do painel coronavirus COVID-19 no
site https://www.genomahcov.fiocruz.br/dashboard-pt/ através da organizacdo da
vigilancia gendmica no estado em parceria com Rede Genomica Fiocruz e/ou
depositados na plataforma GISAID por outras instituicbes a partir de amostras
brasileiras.

Apés a introducdo do SARS-CoV-2 no estado (Figura 9, linha azul), as
primeiras linhagens identificadas a partir de margo de 2020 foram B.1.1, B.1.1.33 e
B.1.1.28, nomeadas como linhagens germinativas. Em outubro de 2020 foi observado
a introducédo da linhagem Zeta (P.2) e em janeiro de 2021 as linhagens Alpha (B.1.1.7)
e Gamma (P.1) tiveram forte presenca no estado. A linhagem Delta (AY.99.2) teve
inicio em fevereiro de 2021, e em julho de 2021 surgiu uma nova linhagem Delta
(AY.122). A linhagens Omicron (BA.1) surgiu em dezembro de 2021 e segundo 0s
dados da secretaria estadual da saude, a linhagem permanece com 50 mutacdes de
aminoacidos em seu genoma (HUANG et al., 2022).

Dentro desse estudo, os dados se mostraram condizentes com o surgimento
das linhagens no estado do Rio de Janeiro. A primeira linhagem identificada foi
B.1.1.33 que foi reconhecida 30 dias ap6s sua introdu¢do no estado e a linhagem
B.1.1.255 em abril de 2020 que néo foi identificada nos dados do painel coronavirus
COVID-19 do Estado do Rio de Janeiro. A linhagem B.1.1.28 surgiu em junho de 2020,
2 meses apds a propagacdo no estado. A linhagem Zeta (P.2) surgiu apenas em
dezembro de 2020 dentro da nossa amostragem. As linhagens Alpha (B.1.1.7) e
Gamma (P.1) surgiram dentro do mesmo periodo da introdug&o no estado.

Em meados de maio de 2021, houve a introducéo de trés linhagens Gamma
P.1.2, P.1.10 e P.1.9, seguido das linhagens Delta AY.99.2, AY.122, AY.43.2 e
Omicron (BA.1) se destacando principalmente de janeiro de 2022.

Observamos na Figura 9 que as amostras desse estudo foram identificadas

dentro do periodo de introducg&o das linhagens no estado do Rio de Janeiro.
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Figura 9 - Mapa linha do tempo do inicio da distribuicdo das linhagens (n=406)
dos casos da Piquet Carneiro comparado as linhagens encontradas no estado do Rio

de Janeiro
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Legenda: Amostras sequenciadas do painel geral do RJ (azul) e amostras complexo UERJ vinculadas
ao estudo (cinza).
Fonte: FIOCRUZ, [20227]

Foi realizada a datacdo dos tempos de divergéncia evolutiva entre as amostras
(Figura 10) de cada cepa. As cores nos ramos da arvore filogenética indicam a
insercao das linhagens VOC, enquanto 0s ramos sem cor sdo as sequéncias de cepas
germinativas (ndo VOC/VOI). O ponto preto no grupo Delta e Omicron pertence a
amostras de dois pacientes com infeccdo prolongadas de 18 e 29 dias que sera
discutida mais adiante.
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Figura 10 - Arvore filogenética das linhagens encontradas na amostragem dos
pacientes da PPC e HUPE de 2020 a 2022 (n=406)
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Nota: Os pontos negros indicam amostras do mesmo paciente com infec¢é@o prolongada.
Fonte: A autora, 2022.

Nota-se que durante o processo evolutivo, uma linhagem substitui a outra no
decorrer do tempo. As linhagens predominantes circulando no inicio da pandemia
foram B.1.1.28 e B.1.1.33 (cepas germinativas) destacadas em abril de 2020,
seguidas pela linhagem de Alpha, Gamma e Zeta (P.2) descendentes do mesmo
ancestral (B.1.1.28). Além disso, a linhagem Alpha mostra ser do clado B.1 que
originou a linhagem Zeta, que posteriormente é substituida pela Delta em junho de
2021.

Destacamos aqui a alta disseminacdo e circulacdo da variante Delta e, em
particular, da linhagem AY.99.2 que mostrou predominancia em 28,3% dos casos
nesse estudo. A linhagem Omicron ramificou-se do mesmo clado proveniente da
linhagem Delta, dando inicio a nova cepa (BA.1) em janeiro de 2022. Nota-se que as
sequéncias agrupadas pertencente a linhagem Omicron (BA.1) apresentam ramos
curtos da base da arvore filogenética com alongamentos ao final, retratando a duracéo
de tempo de evolugcdo que ocorre em uma sequéncia genética, 0 que sugere que 0
namero de transmissdes ndo acompanhou o numero de mutagdes iniciais. A
transmissao da BA.1 foi em curto intervalo de tempo, que significa que ndo houve
tempo suficiente para o virus acumular mutacdo entre as transmissdes,

diferentemente das outras linhagens apresentadas nesse estudo. Esse fato pode ser
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confirmado na Grafico 1, onde € observado elevado acumulo de mutagBes da
linhagem Omicron em janeiro de 2022. Também pode ser observado nesse gréafico o
acumulo de mutacdes desde o inicio das primeiras linhagens (cepas germinativas),
sempre que ocorre um salto na aceleracdo de mutacdes é observado uma inclinacao
como exemplo a linhagem Gama que apresenta ter uma inclinagéo e outra inclinagao

com a linhagem Omicron.

Grafico 1 - Distancia evolutiva dos acumulos de mutacdes das linhagens SARS-
CoV-2 no periodo de abril de 2020 a janeiro de 2022
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Fonte: A autora, 2022.

Por fim, destacamos a cepa B.1.1 (circulada) que surge ao mesmo tempo que
a linhagem Omicron em janeiro de 2022, com o ponto bem abaixo do grupo de
Omicron, indicando que n&o teve salto na taxa de mutacdo, porém é necessaria mais
investigacdo das mutacdes apresentadas para confirmar a inclusdo da B.1.1 na VOC
Omicron.

Também avaliamos os valores de Ct (Gréfico 2), representando a média dos
principais grupos de linhagens. Nota-se que as linhagens Zeta e Omicron
apresentaram similaridade ao comparar os valores da média entre 0s grupos, também
é possivel observar similaridade no valor minimo de Ct das linhagens Delta e Omicron,
os valores maximos ndo devem ser considerados (Omicron e selvagem) ja que foi

necessaria uma selecao prévia para a realizacdo do sequenciamento, mesmo assim
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foi possivel sequenciar amostras com valores acima do recomendado pelos
fabricantes (Ct <33).

Grafico 2 — Média dos valores de Ct obtidos por gRT-PCR das diferentes
linhagens do SARS-CoV-2 (n=406)
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Fonte: A autora, 2022.

Também foram avaliados os principais sintomas relatados pelos pacientes. E
possivel observar no grafico 3 que os pacientes que tiveram a linhagem Alfa
apresentaram sintomas semelhantes ao da gripe como tosse, febre, dor de garganta,
congestdo nasal e cansaco (grafico 3a). Ageusia e anosmia, sintomas caracteristicos
da COVID-19, foram pouco observadas em pacientes com a linhagem Gamma.
Quanto ao numero total de sintomaticos, podemos observar no grafico 3b que os
pacientes que se infectaram com a linhagem Delta, apresentaram mais sintomas que
os infectados com as linhagens Omicron e Gamma. Quanto aos assintomaticos, é
possivel observar no grafico 3c que 36,5% dos pacientes identificados com a linhagem
Gamma nao relataram nenhum sintoma para COVID-19.
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Gréfico 3 — Manifestacdes clinicas descritas por pacientes infectados com as
diferentes linhagens de SARS-CoV-2, no periodo de 2020 a 2022

E' ©%GT Soma de Alfa ®%GT Soma de Delta ® %GT Soma de Omicron ®%GT Soma de Gamma ® %GT Soma de Selvagem ® %GT Soma de Zeta

100%

e o & R  of CS e \‘b @
O 0% o 08 8 e \.-,o° g o (0 e
B« 0 é'e ‘écb 69' & o° 0@(‘ W
Q@ o \C@ A
0‘(‘0 0@5 I
IE Sintomatico Assintomatico
25 (7,06%) — ®Delta 4(7,89%) —, & Gamma
42 (11,86%) — — 103 (29,1%) ®Omicron
®Gamma 19.(36,54%) #Delta
oZeln 12(23,08%) — @ Omicron
o Zeta
) ® Selvagem
82 (23,16%) o 9 o Alfa
o Alfa
\ ® Selvagem
— 100 (28,25%) ®B.1.1 15 (28,85%) g

Fonte: A autora, 2022.

O aumento expressivo de casos da doenga e 0 acumulo de mutacdes em curto
periodo sugere a Omicron com alta transmissibilidade, porém a viruléncia deve ser
analisada com cautela pois depende de mais dados clinicos para comprovacao.

Por ultimo, foi realizada a correlagdo somente dos pacientes infectados com a
linhagem Omicron e que tiveram o titulo de anticorpos medidos antes da infeccéo
(n=36) (Gréfico 4).
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Gréfico 4 - Correlacao entre a titulagcdo de anticorpos apresentados antes da infeccéao

com acumulo de mutacbes dos pacientes infectados com a linhagem
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Fonte: A autora, 2022.

Em analise visual, os pacientes com titulacdo de anticorpos circulantes acima
de >13,000AU/ml (ponto laranja) apresentaram menos mutacdes nas sequéncias
genéticas da linhagem Omicron do que os pacientes com titulacdo abaixo de
<13,000AU/ml (ponto verde). No entanto, ao fazer o Teste-t de Welch, as duas
categorias possuem distribuicbes significativamente diferentes (valor p <0.001).
Sendo assim, interpretamos que 0s anticorpos circulantes ndo geraram protecao
imunoldgica suficiente para impedir a infeccéo com a linhagem Omicron dentro dessa

coorte.

4.2 Perfil epidemioldgico e aspectos clinicos de diferentes profissionais da

coorte de estudo

Entre os 360 pacientes 43,9% (158) eram do sexo masculino e 56,1% (202) do
sexo feminino, residentes em 2 estados diferentes (S&o Paulo e Rio de Janeiro) no
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Brasil dentro de 17 municipios, embora 82,2% dos pacientes desse estudo residem
da cidade do Rio de Janeiro. A racga/cor autodeclarada predominante nesse estudo foi
branca (53,3%, n=192), seguido de pardo (29,2%, n=105) e preto (13,9%, n=50),
tabela 3.

Tabela 3 — Descricao das caracteristicas epidemiolégicas dos diferentes profissionais

pacientes infectados por SARS-CoV-2

Variaveis N (%)

Faixa etaria 1:<35 118 32,8
2: 36-50 122 33,8

3:>50 120 33,3

Sexo Masculino 158 43,8
Feminino 202 56,1

Raga/cor Branco 192 53,3
Pardo 105 29,2

Preto 50 13,9

Indigena 1 0,3

N&o Declarado 1 0,3

Sem informacéo 11 3,1

Classificacao Profissional da saude 103 28,6
Outros profissionais 193 53,6

Aluno 40 11,1

Sem informacéo 24 6,7

Fonte: A autora, 2022.

Dentro dos dados coletados nas fichas dos pacientes, foi analisada a
categoria/profissdo. As categorias foram nomeadas como profissionais da saude,
outros profissionais, alunos e sem informagéo (S/I). A variavel sem informacgédo da
categoria de ocupacgdo, pode resultar em uma subnotificacdo ja que essa informacao
foi ausente na ficha do paciente, esse dado poderia ser relevante para associar suas
atividades laborais com os riscos de exposi¢céo ao virus. Apesar disso, cerca de 28,6%
(n=103) séo profissionais area da saude e 53,6% (n=195) pertence a outras classes
trabalhadoras.

Dos profissionais de saude, 22% (n=80) sdo do sexo feminino e 9,7% (n=35)

tem idade entre 36 a 50 anos. Quanto ao sexo masculino, 30% (n=108) pacientes
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pertencem a outras classes trabalhadoras e 13,9% (n=50) tem idade superior a 50
anos, os dados com a distribuicdo dos pacientes conforme a classificagdo por

ocupacao se encontra na Tabela 4.

Tabela 4 - Distribuicdo dos pacientes pelas varidveis sexo e idade conforme
classificacdo de ocupacao

SEXO Aluno  Outros profissionais Profissional da saude S/l
= FEMININO

1: <35 20 21 27 <
2:36-50 3 33 35 4
3:>50 1 31 18 5

=] MASCULINO
1. <35 12 24 8 2
2:36-50 3 34 7 3
3:>50 1 50 8 6
Total 40 193 103 24

Legenda: Sem informacéo (S/1).
Fonte: A autora, 2022.

As amostras dos pacientes foram sequenciadas para o virus SARS-CoV-2 pela
tecnologia NGS para determinar as linhagens em circulacdo. Com base nos
resultados encontrados, as linhagens Omicron (BA.1), Gamma (P.1) e Delta
(AY.99.2), apresentaram maior frequéncia (30,6%, 26,1% e 23,3%) respectivamente,
guando comparado as outras linhagens dentro do nosso estudo.

Ao comparar a distribuicdo das linhagens de SARS-CoV-2 com as categorias
de ocupacéo, € possivel observar que a linhagem Delta (AY.99.2) é mais frequente
que a linhagem Gamma (P.1) nos individuos Alunos e apesar da linhagem Omicron
ser predominante em todas as categorias, ndo foi prevalente nos individuos sem
classificacdo de ocupacdo. Os resultados indicam maior frequéncia da linhagem
Omicron (BA.1) no total de amostras selecionadas, porém existe uma expressiva
representatividade da linhagem Gamma (P.1) na categoria de outras profisses, bem
como entre os profissionais da saude. A linhagem B.1.1 foi observada somente na
categoria Alunos (n=1). Os dados se encontram distribuidos no Gréafico 5.



69

Gréfico 5 - Distribuicdo das linhagens de SARS-Cov-2 por categoria de ocupacao
(n=360)
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Fonte: A autora, 2022.

A seguir investigamos o inicio em que cada categoria teve a primeira infeccao
por SARS-CoV-2. Na analise da linha do tempo foi calculado a duragdo em que cada
categoria ficou exposta a linhagem, Figura 11. Foi “plotado” numa representacéo
gréfica a data da primeira infeccdo e Ultima de cada categoria para calcular a duracao
de cada linhagem. Observamos que a linhagem B.1.1.33 foi pioneira entre 0s
profissionais da salude e os outros profissionais no inicio da pandemia no Brasil
(abril/2020), também observamos que houve individuos sem identificacdo da
categoria de ocupacédo que também se infectaram no periodo de abril de 2020 com as
linhagens selvagens B.1.255 e B.1.1.33. A linhagem Zeta (P.2) que a partir de
dezembro de 2020 comecou a se tornar evidente entre os outros profissionais,
profissionais da sadde e alunos. Em janeiro de 2022, a linhagem Omicron esteve
presente em todas as categorias, porém é possivel observar a presenca da linhagem
B.1.1 surgiu dentro da nossa amostragem no mesmo periodo da Omicron, porém

somente na categoria aluno.
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Figura 11 - Linha do tempo das linhagens de SARS-CoV-2 por categoria de ocupacao
conforme data de coleta
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Fonte: A autora, 2022.

Uma andlise descritiva dos desfechos clinicos dos grupos foi realizada. Foi
avaliado o valor IMC (valor obtido através do calculo do peso/altura?), valor de Ct
referente ao resultado do qRT-PCR, comorbidades e sintomas.

Os sintomas foram descritos no grafico 6, nota-se que o sintoma tosse foi
recorrente para todos 0s grupos. Sintomas comuns para resfriado como tosse,
cefaleia, dor no corpo, congestdo nasal, dor de garganta, coriza e espirro, também
foram relatados por todos os grupos. Ja sintomas mais especificos como dificuldade
para respirar, mialgia e dor abdominal foram mais frequentes para os grupos de
profissionais da saude e outros profissionais. Do total de 360 pacientes, cada paciente
teve em média 6,8 sintomas durante a infeccdo (n=346) e 3,9% (n=14) foram

assintomaticos.
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Gréfico 6 - Distribuicdo dos sintomas apresentados durante a infeccdo por

SARS-CoV-2 por categoria de ocupacao (n=355)
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Fonte: A autora, 2022.

O valor de Ct é obtido através do teste gqRT-PCR do SARS-CoV-2, esse valor
foi associado a gravidade, quanto menor o valor do ct, maior é a carga viral circulante
(SHEIKHZADEH et al.,, 2020). A média do Ct de cada categoria foi calculada, a
categoria de alunos obteve o valor de 22,0, outros profissionais apresentaram média
de 21,5, profissionais da saude 21,9 e sem informacé&o de categoria 20,8.

Como se pode verificar na Tabela 5 apresenta a descricao das caracteristicas

clinicas do valor do IMC e principais comorbidades descritas.
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Tabela 5 - Descricao das caracteristicas clinicas dos pacientes infectados por SARS-

CoV-2 segundo categoria de ocupacao

Outros Profissionais Sem

Variavel Aluno profissionais da saude Informacéo

n % n % n % n %
Classificacédo IMC (n=339)
Abaixo do peso 2 0,6 3 0,9 2 0,6 1 0,3
Normal 23 6,8 60 17,7 35 10,3 8 2,4
Sobrepeso 9 27 62 18,3 30 8,8 6 1,8
Obesidade leve 2 06 39 11,5 16 4,7 2 0,6
Obesidade moderada 2 06 17 50 7 2,1 1 0,3
Obesidade grave ou
morbida 1 0,3 6 1,8 5 15
Comorbidade (n=257)
Artrose 1 0,4
Doenca celiaca 1 0,4
Hepatite autoimune 1 0,4
Hipertireoidismo 1 0,4
Transplante hepatico 1 0,4
Llpus 1 04 1 0,4
Alergia 1 04 2 0,8
DPOC 3 1,2 1 0,4
Artrite reumatoide 1 04 1 0,4 2 0,8 1 0,4
Bronquite 7 2,7 1 0,4
Depresséo 2 08 6 2,3 2 0,8
Hipotireoidismo 1 04 2 0,8 7 2,7
Doenca arterial coronariana 1 0,4 9 3,5 2 0,8 1 0,4
Asma 2 08 9 3,5 3 1,2 1 0,4
Sinusite 3 12 11 4,3 3 1,2
Diabetes 1 04 12 4,7 4 1,6
Obesidade 2 08 17 6,6 5 19
Rinite 10 39 32 12,5 14 54 1 0,4
Hipertensdo 2 0,8 40 15,6 21 8,2 4 1,6

Fonte: A autora, 2022.

Nota-se que outros profissionais dentro dessa coorte apresentaram a
frequéncia relativa maior de sobrepeso quando comparado a outras categorias.
Dentro dos graus de Obesidade, a Obesidade leve (30 a 34,9 kg/m?) foi mais frequente
na categoria de outros profissionais e profissionais da saude, do que os demais
individuos.

Quanto as comorbidades descritas, os trabalhadores de outras areas
(média=8,1) apresentaram em média 4 comorbidades a mais que os trabalhadores da
saude (média= 3,5). As comorbidades mais relatadas foram hipertensdo e rinite,

presente em todos 0s grupos.
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A imunizacdo contra COVID-19 passou a fazer parte do programa de
imunizacdo do MS a partir de janeiro de 2021, dos 360 pacientes, 61,2% (n=240) se
imunizaram com pelo menos uma dose da vacina do COVID-19. As vacinas
prevalentes entre os individuos foram AstraZeneca e Coronavac, 35,6% (n=128) e
20,8% (n=75), respectivamente, um dado esperado visto que estas foram as primeiras
vacinas emergenciais introduzidas no Brasil.

Além da descricdo dos desfechos, realizamos uma analise das primeiras doses
imunizantes contra COVID-19 aplicada na populacdo desse estudo (Figura 12).
28,8% (n=67) sédo profissionais da saude, 53,6% (n=125) sao profissionais de outras
areas e 11,6% (n=27) sdo alunos. Os outros 6% (n=14) pertence a classe dos
pacientes que nao temos informacéo da categoria de ocupacao. 33,3% (n=120) nao

preencheu os dados de vacinac¢éo na ficha de cadastro.

Figura 12 - Linha do tempo da primeira dose de imunizante contra COVID-19 de

acordo com a categoria de ocupacéao
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Fonte: A autora, 2022.

4.3 Estudo de caso: infecgédo prolongada

Dois individuos com infeccdo prolongada por SARS-CoV-2 foram
acompanhados nesse estudo. Os casos prolongados foram definidos como aqueles
gue permanecem detectados para RNA de SARS-CoV-2 em amostras de nasofaringe

por pelo menos 14 dias desde o inicio dos sintomas. Definimos o tempo de infec¢cao


https://app.powerbi.com/groups/me/reports/cb4bb399-bfa8-4073-9918-a40a21113838/?pbi_source=PowerPoint
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como o intervalo do inicio dos sintomas e o ultimo teste gRT-PCR detectado. Testes

de sorologia para SARS-CoV-2 também foram realizados para todas as amostras.

Ambos os pacientes moravam na cidade do Rio de Janeiro, sexo masculino,

cor branca e profissionais da saude. Os dados clinicos e demograficos autodeclarados

pelos pacientes se encontram na Tabela 6. Os pacientes foram referenciados como

ID 26 e 128 ao longo do estudo.

Tabela 6 - Dados demograficos e clinicos dos pacientes com infeccéo

prolongada pelo SARS-CoV-2 (n=2)

ID. 26 128

Sexo M M

Idade 26 51

Cor/raca Branco Branco

Profissional da saude? Sim Sim

Duracéo da infeccao 29 18

Vacina 1 dose Sinovac AstraZeneca

Vacina 2 dose Sinovac AstraZeneca

N. de infeccbes 1 1

Infec¢d@o antes/depois da vacina? depois depois

Intervalo entre 2° dose e infeccao 140 180

Dados sequenciamento VOC Ct Cobertura VOC Ct Cobertura
Omicron

Amostra 1 Delta AY.99.2 20 0,96 _(BA1) 15 0,89
Omicron

Amostra 2 Delta AY.99.2 28 0,97 . (BA.1) 26 0,97
Omicron

Amostra 3 - - - (BA.1) 34 0,63

Fonte: A autora, 2022.

O intervalo de duracéo dos sintomas do paciente ID 26 foi de 29 dias e 0 mesmo

relatou 8 sintomas no primeiro tempo (primeira coleta) e 10 sintomas no segundo
tempo (segunda coleta). O intervalo entre as coletas foi de 27 dias. J& o intervalo de
duracdo dos sintomas do paciente ID 128 foi de 18 dias, nesse periodo foram
realizadas 3 coletas, na primeira coleta o paciente relatou 12 sintomas, depois 4 e por
altimo 3 sintomas. Os principais sintomas apresentados foram cansaco, diarreia e

tosse para ambos os pacientes (grafico 7).
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Gréfico 7 - Caracterizacao dos sintomas dos pacientes com infeccéo prolongada por
SARS-CoV-2
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Fonte: A autora, 2022.

O paciente ID 128 ndo declarou nenhuma condicdo de saude preexistente, no
entanto ele apresenta IMC 33,8 classificado como grau de obesidade leve, ja o
paciente ID 26 relatou apresentar hipertenséo e IMC 28,7 classificado com sobrepeso.

Como mencionado anteriormente, foi realizado a &rvore filogenética para
analisar as infeccfes persistentes. Conforme a Figura 10 (pag. 56), podemos observar
claramente os dois/trés tempos sequenciados dos pacientes (em preto). O paciente
ID 26 apresenta as duas sequéncias gendémicas no mesmo ramo da VOC Delta
(AY.99.2) e o paciente ID 128 infectado por Omicron (BA.1) em janeiro de 2022
apresentou duas sequéncias similares e uma com muta¢des adquiridas diferenciando
das demais. No entanto, possuem o0 mesmo ancestral em comum com suporte
estatistico de 76% das réplicas de bootstrap. Dentro desse grupo, nao temos suporte
de bootstrap suficiente para dizer qual a relacdo entre as amostras. No Grafico 1
(pag.57), é observado (ponto preto) essa diferenciacdo ao analisar o acumulo de
mutacdes adquiridos ao longo da infec¢do do paciente 1D128, porém esse fato pode
ser caracterizado como artefato ou possivel erro associado a problema de montagem
da sequéncia, ja que o ponto destacado se refere a terceira coleta do paciente 1D128
gue apresentou profundidade baixa de sequenciamento em algumas regides e Ct alto

(34), dificultando a interpretacdo do algoritmo para o acumulo de mutacdes.
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Por fim, foi realizada uma andlise temporal de todo percurso de infeccéo,
vacinacdo e protecdo imunologica de ambos os pacientes e os dados podem ser

observados na Figura 13.

Figura 13 — Linha do tempo do percurso da infeccdo pelo SARS-CoV-2 em
pacientes com infecgéo prolongada pela COVID-19 (n=2)
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Fonte: A autora, 2022.

De forma resumida, podemos observar que o paciente 1D26 recebeu duas
doses da vacina e teve a titulacdo de anticorpo medida em dois tempos depois das
doses. Em 51 dias os titulos de anticorpos cairam 49%, e 98 dias depois o0 paciente
foi detectado para VOC Delta (AY.99.2). Ja o paciente ID128, recebeu as duas doses
da vacina dentro do prazo estimado pelo MS (3 meses), a titulacdo de anticorpos foi
medida no mesmo periodo da infeccdo pela linhagem Omicron (BA.1) com intervalo
de 195 dias. O intervalo entre a primeira e segunda titulacdo de anticorpo foi de 13
dias, apresentando um aumento de 38%. Ja a titulacdo de anticorpos neutralizantes

(Lumit) reduziu 1% dentro do mesmo periodo.
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4.4 Reinfeccéao

Das 406 amostras incluidas nesse estudo, 22 (5%) amostras correspondem a
11 (3%) pacientes que apresentaram quadro de reinfeccdo e as amostras foram
sequenciadas nos dois periodos. Dos reinfectados, 27% (n=3) eram do sexo
masculino e 73% (n=8) do sexo feminino. A média de idade do sexo masculino foi 37,
e a média de idade do sexo feminino foi 34. A proporcao de cada variante durante o
primeiro e segundo episodio de infec¢do diferiram com a variante B.1.1.33 sendo
predominante durante a primeira infeccéo e variante Omicron (BA.1) predominante no
segundo episodio. O intervalo entre as reinfeccdes variou de 2 a 20 meses (1 ano e 8
meses). O valor de Ct na primeira infec¢do variou de 21 a 36 com média de 26,5,
(Desvio padrdo=5,10) e na segunda infeccdo de 18 a 36 média com média de 25,1
(Desvio padrdao=5,59). A distribuicdo dos casos de reinfec¢cdo € mostrada na Tabela
7.

Tabela 7 — Distribui¢cdo de reinfec¢do por linhagem

Primeira infeccéo Segunda infeccao
Intervalo Intervalo
entre as N® Yac:Infec*
ID Linhagem Ct N° Sintomas infeccbes Linhagem Gt Sintomas Vacina
(sexo,
Idade) (meses) (dias)
P1-F/35 B.1.133 30 6 2 B.1.1.28 29 5 S 0
20 Omicron
P2-M/48 B.1.1.33 31 0 (BA.1) 21 9 2 doses 143
19 Omicron
P3-F/36 B.1.133 23 0 (BA.1) 23 6 2 doses 320
5 Omicron
P4-M/36 AY 992* 21 7 (BA.1) 23 3 2 doses 142
P5-F/21 B.1.1.33 23 5 18 B.1.1 36 13 2 doses 41
18 Omicron
P6-F/22 B.1.1.28 27 74 (BA.1) 25 3 3 doses 77
20 Omicron
P7-F/49 B.1.133 31 4 (BA.1) 19 4 2 doses 300
20 Omicron
P8-F/56 B.1.133 36 0 (BA.1) 22 5 2 doses 175
10 Omicron
P9-F/27 P2 21 0 (BA.1) 28 4 2 doses 158
20 Omicron
P10-M/32 B.1.133 28 4 (BA.1) 18 2 2 doses 175
20 Omicron
P11-F/39 B.1.1.33 21 0 (BA.1) 32 4 3 doses 26

Legenda:*Intervalo entre a Ultima dose da vacina e reinfeccdo (dias). **infeccdo AY.99.2, 32 dias depois
da primeira dose imunizante.
Fonte: A autora, 2022.
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O total de 8 pacientes receberam 2 doses de imunizantes contra a COVID-19
e 2 receberam 3 doses antes da reinfeccdo. O intervalo entre as ultimas doses de
imunizante e a reinfeccdo variaram de 26 a 320 dias. 10 pacientes nesse estudo
tiveram a primeira infeccdo antes da primeira dose da vacina e a segunda infeccéo
depois das duas doses da vacina, 1 paciente ndo tivemos informagao da vacinagao.
Os sintomas clinicos apresentados nos dois episddios se encontram demonstrados

no gréfico 8.



Gréfico 8 - Caracteristicas clinicas dos pacientes reinfectados
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Fonte: A autora, 2022.

Na amostra pareada, a média do nimero de sintomas foi menor, 1,6 (DP=1,63)
na primeira infec¢cdo quando a variante B.1.1.28 era predominante, do que na segunda
infeccdio, média 2,9 (DP=2,71) quando a variante Omicron (BA.1) foi predominante.

Os sintomas relatados com mais frequéncia foram cefaleia (n=5) e coriza (n=5)
na primeira infec¢do, enquanto na segunda infeccdo foram congestao nasal (n=9) e
dor de garganta (n=8).

Quanto aos dados referentes aos pacientes com duas ou mais de duas doses
do esquema vacinal, podemos observar no grafico 9, que o valor de Ct apresenta
tendéncia de queda conforme o intervalo aumenta entre a vacinagao e a reinfeccgéo.
O mesmo é observado quanto o numero de sintomas, onde apresentada ligeira queda

nos pacientes com reinfecgao.
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Gréfico 9 - Distribuicdo dos sintomas e valor do Ct apds a segunda dose de

vacinagcdo em individuos reinfectados para SARS-CoV-2 (n=10)

e Ct N° Sintomas = ====- Linear (ct) Linear (N° Sintomas)
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Fonte: A autora, 2022.
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5 DISCUSSAO

A pandemia da COVID-19 iniciou em marco de 2020 no Brasil, quando foi
decretado estado de emergéncia em boa parte do pais. Nesse periodo somente
profissionais da saude e profissionais de atividades essenciais foram liberados pelo
governo para exercer suas atividades. A pandemia da COVID-19 resultou em
impactos significativos ndo apenas entre a populacdo em geral, mas também entre os
profissionais de saude e pacientes (CHUTIYAMI et al., 2022).

No inicio da pandemia os dados de sequenciamento eram escassos devido o
alto custo da técnica, capacitacdo de profissionais e padroniza¢do, portanto poucos
laboratorios puderam auxiliar na publicacdo de dados genémicos nacionais. Porém ao
decorrer da pandemia pesquisas cientificas foram expandindo e com isso houve
melhora na compilagéo de dados de sequenciamento garantindo o monitoramento das
variantes em circulacao.

Quanto as linhagens apresentadas nesse estudo, podemos observar a entrada
da cepa B.1.1.33 no territorio do estado do Rio de Janeiro foi se expandindo pelas
regibes Metropolitanas | e Il de abril de 2020 a fevereiro de 2021. Esse achado se
encontra compativel com os dados publicados no boletim epidemiolégico semana 48,
n°92 (2021), onde foi observado as linhagens B.1.1.33 e B.1.1.28 em circula¢do no
Brasil a partir de fevereiro de 2020 (MINISTERIO DA SAUDE, 2021).

Em 2021 observamos um aumento no surgimento de novas linhagens devido a
mutacdes especificas que pode ocorrer por processos evolutivos e pressao seletiva
do virus. A variante Omicron foi identificada pela primeira vez em novembro de 2021
na Africa do Sul e desde entdo apresentou uma séria de mutacdes necessitando de
monitoramento assiduo das vigilancias nos paises. Nesse estudo conseguimos
mapear o acumulo de mutacbes desenvolvidas durante o processo evolutivo das
principais linhagens VOC (Alpha, Zeta, Gamma, Delta e Omicron), com isso
observamos que a linhagem Omicron teve um actimulo de mutacdes num intervalo
curto de tempo, comprovando a alta transmissibilidade.

Em nosso monitoramento observamos ampla distribuicdo territorial na cidade
do Rio de Janeiro de 3 linhagens: Delta, Gamma e Omicron, afetando principalmente
a regido metropolitana I. A reconstrucéo filogeografica enfatiza a distribuicdo do virus
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de diversas regifes do estado, evidenciando ampla transmisséo. Esse tipo de dado é
fundamental para tracar estratégias de contencdo da transmissdo que torna
necessario o fortalecimento da vigilancia epigenémica.

Foi realizada uma analise dos valores de Ct apresentados pelos pacientes e 0s
principais sintomas relatados de acordo com a linhagem apresentada. Vimos que 0s
a média dos valores de Ct das linhagens nesse estudo foi menor que 25 e os pacientes
que se infectaram com a linhagem Delta e Omicron apresentaram mais sintomas que
os infectados com as outras linhagens.

De acordo com os resultados obtidos quanto ao nimero de mutacdes e
titulacdo de anticorpos apresentadas pelos pacientes infectados com a Omicron,
concluimos que a titulacdo apresentada néo foi um fator de influéncia para o
aparecimento ou ndo de mutacdes na variante Omicron. Observamos que a presenca
de anticorpos circulantes ndo gerou protecao imunolégica suficiente que impedisse a
infeccéo pela linhagem Omicron. A linhagem Omicron pareceu ser mais eficiente em
se disseminar em populacdes imunes em curto intervalo de tempo e por diversas
regibes. As mutacdes acumuladas pela Omicron reduziram a eficacia de soros
neutralizantes nos individuos infectados e vacinados em 85% (ANDREANO et al.,
2022). Além disso, o surgimento da variante Omicron resultou em um aumento sem
precedentes nos casos de COVID-19, incluindo aumento de infec¢bes por individuos
vacinados, apesar de exibir viruléncia reduzida (EVANS et al., 2022).

Profissionais de saude que trabalham na linha de frente estdo entre os grupos
mais afetados (PORTO et al., 2021; BSOUL; LOOMER, 2022; CHUTIYAMI et al.,
2022). Nossos dados mostram que os trabalhadores da area da saude foram expostos
mais precocemente a infeccdo por SARS-CoV-2 provavelmente pelo alto risco de
exposicdo ao virus no ambiente de trabalho. Essa demanda ficou explicita nos
resultados apresentados, pois a maioria dos trabalhadores estava na linha de frente
contra a COVID-19. No contexto profissional da saude, englobamos enfermeiros,
médicos, fisioterapeutas e assistentes, assim como biomédicos, biblogos,
farmacéuticos e qualquer outro profissional que relatou ter atuado na linha de frente
ao atendimento de pacientes com suspeita da doenca ou atuou no diagnostico
laboratorial de amostras de SARS-CoV-2.

A exposicdo precoce da classe de alunos pode estar atrelada a alunos

universitarios que atuaram de forma voluntaria nos hospitais e laboratérios de
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combate a COVID-19. Ao decorrer da pesquisa néo foi possivel distinguir o grau de
escolaridade da categoria aluno, porém pela idade mencionada acredita-se estarem
vinculados ao ensino universitario jA que em nosso estudo todos participantes séo
maiores de 18 anos. Além disso, a PPC e HUPE fazem parte do complexo UERJ que
possui centros de formacao de profissionais na area da saude e, portanto, fornece
estagios para os alunos matriculados aturem no hospital universitario que pode
justificar a exposicdo ao virus. Nossos dados estdo condizentes com o cenario de
contaminacgao apresentada pelos profissionais no inicio da pandemia.

O impacto da COVID-19 nos trabalhadores da saude tem sido relatado em todo
o mundo (LAI et al., 2020; OSORIO et al., 2021). Assim como evidenciado em outros
trabalhos, a classe predominante de trabalhadores da area de saude é do sexo
feminino com idade aproximada de 22 a 58 anos (ADRIELLE DOS SANTOS et al.,
2021; LAl et al., 2020; OSORIO et al., 2021). Varios estudos realizados relatam que
sofrimento emocional como ansiedade, estresse, depresséo, insbnia e sintomas
somaticos geral da saude estdo associados ao sexo feminino (CHUTIYAMI et al.,
2022; OSORIO et al., 2021), devido ao trabalho excessivo, pressdo da sociedade,
fazeres domésticos e familiar (CHUTIYAMI et al., 2022). No contexto de disturbios
relacionadas ao estresse apresentado durante o periodo pandémico, foi analisado em
nosso estudo somente perda do apetite e ndusea que pode estar atrelado a ansiedade
e depressdo. O disturbio da ansiedade de forma geral, foi mencionado em diversos
estudos voltados para saude mental de trabalhadores (CHUTIYAMI et al., 2022; LAl
et al.,, 2020). Em trabalho de Osdério et al. (2021) constatou que trabalhadores de
enfermagem apresentaram maiores indices de ansiedade, depressdo e estresse
quando comparado a outros profissionais da satde (OSORIO et al., 2021). Apesar de
pouco relatado dentro das categorias, ndo observamos alteracao dentro dos sintomas
gerados.

Além de disturbios relacionados a saude mental, também analisamos os
sintomas caracteristicos da doenca. Apesar de febre ser um sintoma comum (EL-
BADAWY et al., 2022) em pacientes com COVID-19, nossos dados mostraram que 0s
pacientes presentaram sintomas leves comparados a gripe como, tosse, cefaleia e
dor no corpo.

Pacientes com comorbidades prévias e idade avancada tém risco aumentado

de agravamento da doenca resultando em aumento das taxas de sindrome do
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desconforto respiratério agudo, faléncia de multipla dos 6rgdos e morte quando em
comparacdo com aqueles sem comorbidades (EL-BADAWY et al., 2022). Diabetes,
hipertensdo e obesidade sdo as comorbidades mais relatadas em individuos
infectados por SARS-CoV-2 (ADRIELLE DOS SANTOS et al., 2021). Apesar da
obesidade estar presente em todas as categorias, 18,3 % dos profissionais de outras
atividades apresentaram sobrepeso quando comparado com o0s demais.
Independentemente da categoria de ocupacdo, obesidade e hipertensdo foram
autorrelatados por pelo menos um paciente em cada categoria. Em estudo na China,
6% dos casos hipertensivos foram relacionados ao quadro de ansiedade devido a
pandemia (EJAZ et al., 2020). A hipertensdo estd associada a fatores genéticos,
comportamentais e habituais que podem contribuir ao agravamento da doenca (EJAZ
et al., 2020). A classificacdo do IMC foi definida por autodeclaracdo com base nos
dados da ficha de atendimento a COVID-19, assim como o calculo do IMC através
dos dados de altura e peso relatado por cada paciente. Alto indice de IMC é um fator
de risco de gravidade da COVID-19 (EJAZ et al., 2020).

Embora a maioria dos pacientes com COVID-19 desenvolva sintomas leves,
cerca de 20% dos pacientes precisam de hospitalizacdo e 5-8% desenvolvem
sintomas ou necessitam de cuidados intensivos e internagcdo na UTI (EJAZ et al.,
2020). Pacientes com comorbidade preexistente precisam de assisténcia médica
diferenciada para prevenir complicacdes e surgimento de outras comorbidades (EJAZ
et al., 2020). Nesse estudo ndo tivemos acesso a informac¢des de hospitalizacdo e
complicacOes referente a doenca.

Desde o inicio da pandemia da COVID-19 em 2020 houve uma corrida contra
0 tempo para elaboracdo de vacina eficaz que pudesse combater o virus e diminuir a
transmissdo em massa. Em dezembro de 2020 a OMS aprovou 0S primeiros
imunizantes contra COVID-19 que foram distribuidos e fabricados em larga escala
para todo mundo (BRASIL, 2021).

Considerando que o agravamento e Obito estédo relacionados a caracteristicas
sociodemogréaficas e preexisténcia de comorbidades, foi estabelecido grupos
prioritarios para vacinagdo contra COVID-19 (BRASIL, 2022). Profissionais de saude,
idosos, individuos com elevado grau de vulnerabilidade social, indigenas e individuos
com comorbidades foram priorizados devido pertencerem ao grupo de alto risco de
exposicao e/ou gravidade (BRASIL, 2022). Foi observado em nosso estudo, que o0s
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profissionais da saude foram os primeiros a serem imunizados contra COVID-19. A
vacina foi distribuida entre os profissionais somente em janeiro de 2021, porém, um
individuo teve a primeira imunizacdo em agosto de 2020, provavelmente por fazer
parte dos programas de pesquisa de imunizacdo em fase pré-clinica. A importancia
da vacinacao foi claramente discutida em todo mundo, porém n&o tivemos dados
sobre a vacinacao de 37% da populacéo desse estudo. Os dados de vacinagéo foram
coletados das fichas dos pacientes no momento da coleta do swab para gRT-PCR,
portanto se o paciente realizou somente um teste em nossa unidade esse dado nao
foi atualizado, portanto, ndo podemos afirmar que os 145 pacientes ndo foram
vacinados contra COVID-19.

Foram observados ao longo da pandemia diversos casos de infeccéo
prolongada de individuos infectados pelo SARS-CoV-2 (YAHAV et al.,, 2020;
ROMERO-ALVAREZ et al., 2021). Ja foi documentado na literatura amostras com
resultado detectado para SARS-CoV-2 por até 83 dias no trato respiratério superior,
59 dias no trato respiratorio inferior, 126 dias em amostras de fezes e 60 dias em
amostras de soro (CEVIK et al., 2021; MOHAN et al., 2021). No entanto, a replicacéo
do virus raramente foi detectada por mais de 20 dias (ENGELMANN et al., 2021,
YAHAV et al., 2020). Além disso, € possivel detectar o virus em amostras de fezes
ap0s as amostras respiratdrias se tornarem negativas (MOHAN et al., 2021),
indicando disseminacdo prolongada do virus no trato gastrointestinal durante o
periodo da infeccdo (FALAHI; KENARKOOHI, 2020).

No contexto geral dos resultados apresentados, os pacientes no inicio da
infeccdo apresentaram mais sintomas que no final da infeccdo pelo SARS-CoV-2.
Esse resultado era esperado ja que ambos apresentaram valor de Ct menor no inicio
da infecgao, relacionado com uma maior carga viral. Resultado similar foi achado em
estudo de Engelmann et al. (2021) onde os valores mais baixos de Ct foram
encontrados logo apos o inicio dos sintomas, seguidos por um declinio na carga viral
com o tempo apos o inicio dos sintomas (ENGELMANN et al., 2021). Valores mais
altos de Ct representam uma baixa carga de RNA viral e uma menor risco de
transmissao de infeccdo (RABAAN et al.,, 2021). Os valores de Ct sdo fortemente
associada a carga viral, infecciosidade e severidade da doenca COVID-19
(ENGELMANN et al., 2021; RABAAN et al., 2021).
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No geral, os diferentes resultados clinicos podem indicar um espectro mais
diversificado de mecanismos biologicos a infeccdo prolongada. Entre os possiveis
fatores relacionados ao hospedeiro, ndo foram encontradas evidéncias de diferencas
clinicas associadas ao resultado uma vez que os resultados contemplam apenas dois
pacientes, sendo necesséario numero maior de individuos para ampliar as andlises
relacionadas.

As sequéncias gendmicas de pacientes com infeccao prolongada permaneceu
a mesma, ndao havendo distincdo da linhagem apresentada no inicio da infeccao,
porém foi observado durante a evolucdo gendmica, um pequeno acumulo de
mutacdes no paciente 1D128 que foi configurada como um possivel artefato e falha
associada a montagem das sequéncias, devido a baixa cobertura no sequenciamento
e Ct elevado (>33).

Quanto a imunidade adquirida, ndo é possivel afirmar que esta vinculada ao
tipo de vacina recebida ja que ao longo da pesquisa cada individuo se imunizou com
vacinas de fabricante diferente, e durante o periodo tiveram poucas coletas para
titulacdo de anticorpos para analises mais robustas. No entanto, podemos observar
que o paciente ID28 apresentou baixos titulos imunolégicos depois da vacina, porém
o suficiente para garantir alguma imunizacao. A imunizacéo adquirida pela vacinacao
pode ter auxiliado no desenvolvimento de sintomas leves semelhante ao da gripe
durante a infec¢cdo. Em estudo conduzido por Almir da Silva et al. (2022), foi verificado
gue o titulo de anticorpos neutralizantes era mais baixo em individuos que tiveram a
imunizacdo adquirida pelo fabricante Sinovac (Coronavac) e se infectaram com a
linhagem Omicron, ou seja, individuos que tiveram a imunizacdo adquirida por
Sinovac e se infectaram com outras linhagens Gama e Delta tem mais cobertura
imunoldgica (DA SILVA et al.,, 2022). Evidéncias sugerem que mais de 90% dos
pacientes com COVID-19 soro convertem apos a infeccdo natural e desenvolvem
niveis variaveis de anticorpos neutralizantes e que os titulos de anticorpos diminuem
ao longo do tempo (LAVEZZO et al., 2022). Esse fato foi observado com o paciente
ID128, onde ocorreu pequena reducdo dos anticorpos neutralizantes (Lumit™). Assim
como anticorpos neutralizantes, os anticorpos circulantes tendem a decair ao longo
do tempo apds uma infeccéo natural (KHOURY et al., 2021). Em estudo de Khoury et
al, (2021), foi descrita a decaida de titulo neutralizante em individuos vacinados
durante os primeiros 3-4 meses apoés a vacinacado (KHOURY et al., 2021).
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O surgimento da variante Omicron gerou uma série de preocupacdes sobre a
efichcia das vacinas, além do grande numero de mutacdes, a variante contém
alteracdes especificas no dominio RBD que impacta a resisténcia a vacina (RAJPAL
et al., 2022).

Observamos dentro dos nossos dados, individuos que apresentaram duas
infeccbes ao longo desses dois anos de pandemia. A infeccdo priméria foi
predominante pela variante germinativa B.1.1.33, responsavel pela primeira onda da
COVID-19 em 2020, enquanto a segunda infeccdo foi dominada pela linhagem
Omicron (BA.1) responsavel pelas principais infecces em janeiro de 2022. Mesmo
apos a vacinacao (duas doses) a infec¢do pelo SARS-CoV-2 pode levar a avangos
dos sintomas de infeccdo. Em nosso estudo os pacientes reinfectados apresentaram
mais sintomas e média de Ct mais baixa, sugerindo carga viral mais alta quando
comparado a primeira infec¢cdo. Também foi observado tendéncia de queda no valor
de Ct conforme o aumenta o intervalo de tempo da imunizac&o, podemos supor que
provavelmente devido a auséncia de atividade neutralizante do virus pés-infeccdo o
titulo de anticorpos neutralizantes decaiu com o tempo, porém seriam necessarios
mais testes para confirmar esse dado.

Em estudo de Fan et al.(2022), verificou-se que a vacina AstraZeneca nao
desencadeou atividade neutralizante eficaz contra a variante Omicron (FAN et al.,
2022), segundo estudo para induzir forte reatividade neutralizante contra as variantes
Delta e Omicron é necessario esquema vacinal de mais de duas doses (FAN et al.,
2022; LAVEZZO et al., 2022). Outro estudo, revelou que dose de refor¢co da vacina
além de aumentar os niveis de anticorpos circulantes, também aumenta a amplitude
de anticorpos neutralizantes (EVANS et al., 2022). Esses resultados confirmam que a
vacinagcao é uma estratégia segura e eficaz para gerar imunidade contra SARS-CoV-
2 (LAVEZZO et al., 2022).

Contudo, o tamanho da nossa amostra limitou as analises referente as doses
de imunizantes.

O objetivo desse trabalho foi fornecer dados epidemiolégicos e genéticos de
pequena parte da populacdo se concentrando principalmente em pacientes e
funcionarios atendidos no complexo UERJ — HUPE — PPC. Com base nisso, néo
podemos generalizar os dados aqui descritos, porém estes servem como base para
futuras pesquisas que possam englobar o territério brasileiro.
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O papel da vigilancia genébmica em todo pais é um passo significativo para
entender a origem e a disseminacédo de novas linhagem. Assim sendo, a presente
pesquisa traz contribuicdes pertinentes e cientificas que possa agregar na tomada de
deciséo do sistema de saude publico nacional.

Nossas descobertas tém implicacdes potencialmente exploraveis para as
decisdes de saude publica durante o gerenciamento da pandemia de SARS-CoV-2.

A pandemia causou mudancas em todo cenario mundial, mais precisamente no
Brasil, percebemos que com as aliancas formadas entre as instituicbes de ensino e
pesquisa foi possivel consolidar dados para estabelecer um sistema de vigilancia
capaz de prescrever medidas de contencéo eficaz contra a transmissdo do SARS-
CoV-2.

Os profissionais da saude foram expostos mais precocemente a linhagem
B.1.1.33 (em circulacdo em abril de 2020) devido ao ambiente de trabalho, e a
circulacdo somente de profissionais essencial no inicio da pandemia. Confirmamos,
dentro dos nossos dados, que os profissionais de saude foram o0s primeiros a serem
imunizados pela vacina Sinovac (CoronaVac) como previsto pela campanha de

vacinagao dos grupos prioritarios.
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CONCLUSAO

Nossos dados mostraram a expanséo das principais linhagens Delta, Gamma
e Omicron na regido metropolitana | no estado do Rio de Janeiro compativel com os
dados apresentados pelo boletim epidemiolégico do RJ.

A linhagem Omicron apresentou comportamento diferente das linhagens
anteriores, apresentando elevado acumulo de muta¢des em curto intervalo de tempo,
acreditamos que possa estar relacionada a alta transmissibilidade e baixa cobertura
imunologica vacinal. Constatamos a reducéo de 49% de anticorpos circulantes em 51
dias apds a imunizacdo de duas doses vacinais com Sinovac, e 1% de anticorpos
neutralizantes em 13 dias ap06s a imunizacdo de duas doses vacinais com
AstraZeneca, portanto consideramos o reforco vacinal fundamental para a
manutencdo da imunizacdo contra a COVI-19 principalmente com o surgimento de
novas cepas.

Observamos dentro de nossa coorte o aparecimento da cepa B.1.1 no mesmo
periodo da insercdo da linhagem Omicron, com baixo nimero de mutacdes, porém
sera necessario novas andlises e acompanhamento gendémico das variantes em
circulacao para distinguir sua classificacao.

Dentro da nossa coorte observamos dois casos de infeccdo prolongada, ao
avaliar o valor de Ct, observamos declinio ap6s o inicio dos sintomas, esse dado ja
era esperado ja que carga viral elevada é observada no inicio dos sintomas.

Os pacientes reinfectados com a linhagem Omicron relataram mais sintomas e
apresentaram valor de Ct mais baixo quando comparado com a primeira infeccéo
(B.1.1.33). Também foi observado tendéncia de queda no valor de Ct conforme o
aumenta o intervalo de tempo da imunizagdo, podemos supor que provavelmente
devido a auséncia de atividade neutralizante do virus pos-infeccéo, acreditamos que
o titulo de anticorpos neutralizantes decai com o tempo, porém sao necessarios mais

testes para confirmar esse dado.
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INTRODUCAD
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ANEXO A - Ficha de atendimento de agendados COVID-19

ATENDIMENTO DE AGENDADOS Data de Atendimento Piquet Carneiro e
COVID-19 (PCR e Teste Rapido) / /2021 SR
. S
INFORMACOES
. | ¢ ]
1D: Hora | CPF: _ . . - ‘ CNS:
Nome: ‘ Sexo: ( )Fem ( ) Mas
Dt Nasc: / } Nome da Mae:
Endereco: CER:
Bairro: wunicipio: ' UF
Celular: () | Telefone: () ’ Email:
Raca/Cor: ( )Branca ( )Parda ( )Preta ( )Amarela ()Indigena ( ) N&o Declarado
Profissdo: ﬁeligiéo: Aluno UERJ: ( )Sim ( ) Né&o ‘ Curso:
Profissional UERJ: () Sim () N&o [ Matricula UERJ: W Unidade:
- MOTIVO REALIZAGCAO TESTAGEM |
() Sintomatico () Verificagdo Cura ( ) Contato com caso confirmado ( ) Sistema Vigilancia/Biosseguranca |
() Profissional de atividade essencial ( ) Viagem |
() Precirurgico ou preprocedimento de saide Qual:
Contato com caso: () suspeito ( ) confirmado | Data Contato: / /
| SINAIS E SINTOMAS APRESENTADOS | Dt. Inicio: /. -
) Febre %C () Prostragdo (fraqueza, abatimento) ( ) Tosse ( ) Espirro; () Dor de garganta

(
‘ () Congest3o nasal ("nariz entupido") ( ) Dificuldade de respirar ( ) Congest3o conjuntival (olhos vermelhos)
() Dornocorpo ( )Anosmia/Hiposmia (perda do olfato / diminuicdo) ( )Palpitagdo (aceleragdo do coragdo)
() Rash cutdneo (manchas vermelhas na pele) ( ) Cefaleia (dor de cabega) ( ) Dor abdominal ( ) Coriza
(
(
(

) Nausea/Vémitos ( ) Ansiedade ( ) Dor articular () Diarreia ( ) Calafrio ( ) Otalgia (dor no ouvido)
) Perda do apetite ( ) Dor toracica ( ) Dor nos olhos () Ageusia/Hipogeusia (perda do paladar)

) Cansago; Outra:

COMORBIDADES: (responda a todos os itens 1 —Sim; 2 — Ndo; 9- Ignorado)

() Hipertensdo; () Rinite; () Doenca arterial coronariana; ( ) Cardiopatia congénita; ( ) Depressdo

() Esquizofrenia; ( ) Hipotireoidismo; () Hipertireoidismo; ( ) Lupus; ( ) Artrite reumatdide; ( ) Diabetes
() Obesidade; ( ) Doenca renal cronico; () Infecgdo por HIV; () Neoplasia maligna - cancer

() Quimioterapia; () Imunodeficiéncia - diminuigdo da imunidade; ( ) Uso de imunobioldgico

(
(
(

) Sinusite Crénica; ( ) Tuberculose; () Tabagista Magos\Dia ; () Bronquite cronica; () Asma

) Doenga pulmonar obstrutiva cronica - enfisema; ( ) Alergia tépica de pele

) Alergia alimentar, qual(is)?
() Alergia a Medicamentos, qual(is)?
QOutra(s):
Altura: m  Peso: kg  Temp: °C Oximetria: %

TCLE ( )Sim ( )Né&o

Ja teve COVID-19 anteriormente? ( ) Ndo ( )Sim Data: més/ano - /
Confirmado por: ( ) Sintomas ( ) RT-PCR (Swab) ( ) TESTE Répido () Sorologia

Vacinado Covid-19? () Sim () Né&o Qual vacina?
'Data da 12 dose: - Data da 22 dose: / / -
; RT — PCR (Swab ~
Encaminhado para ,(,,) 7——,—(.); Resultado Teste | IgM ( ) Reagente () N&o Reagente
. () Teste Rapido o =
realizar: = | Rapido IgG ( )Reagente ( )N&oReagente
() Coleta de sangue o
MV no pedido Requisi¢ao GAL Nome responsavel
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Modeling the initial phase of SARS-CoV-2
deposition in the respiratory tract mimicked
by the "'C radionuclide
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Marcio Cataldo®®, Daniel Junger'®

1 LARAMG — Laboratony of Radioecokogy and Glabal Changes, Rio de Jansing State Universily, Rio de
Janeing, Fio de Jansio, Brazl, 2 10D - Labomtone de Diagndsticos por DN A, Riode Janan Stale
University, Riode Janeino, Rio de Janein, Brazil, 3 HLA- Laboratonio de Histocompatibildade e
Crigpresenapao, Rio de Janeio State University, Riede Jansiro, Fio de Janeiro, Brazil, 4 Draxos
Conguitona & Gest 3o Ambiantal Lida , Riode Janeirno, Rio de Jansin, Brazil

© Thess aulhors ol ibuled agualy 1o Tus work.
1 These aulhos Sso contribuled equsily Tolhs wodk.
* sjmoncalves & gm ail.com

Abstract

Tha knowladge on the daposition and retertion of the viral padicle of SARS-CoV-2 in the
resplratory tract during the very initial intake from the ambient air is of prme imporlance to
understand the irfectious process and COVID-19 initial symptoms. We propose 1o use a
modified version of a widely tested lung deposition model developed by the ICRP, in the
context of tha ICRP Publicaton 86, thal provides deposition pattems of microparticles in dil-
jerant lung compartments. In the model, we mimicked the “environmental dacay” of the
virus, determined by controlled expedments relaled o normal speeches, by the radionuclide
"¢ that presents comparable decay rates. Our results confirm clinical sbservations on the
high virus retentions cbserved in the extrathoracic region and the lesser fraction on the ahe-
olar saction (in the order of 5), which may shad light on phy siopathology of clinical events as
well on the minimal inoculum required 1o establish irlection.

Introduction

Respiratory infections are relevant dinical conditions due to their diffusion, and potentially
severe consequences, such as presently observed for the S ARS-CoV spread all around the
world. Declared asa “global pandemic” by the World Health Organization on March 11th,
2020, the new coronavirus disease 2019 (COVID-19) represents ane of the most significant
public health challenges in recent decades [1]. Respiratory infections cansed by viruses, mainly
due to their high capadty of infection and spread, are a major cause of illness and death from a
worldwide perspedive. In 2003, with the global alert cansed by the SARS (Severe Acute Respi-
ratory Syndrome), the coronaviruses joined this group, triggered by a newly identified corona-
virus (SARS-CoV). Since then, several other pathogens associated with acute respiratory

PLOS ONE | hittpss: e g 0 1371 foapneal pone (0459 Jameary 14, 2001 1712
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Genomic surveillance of SARS-CoV-2 tracks
early interstate transmission of P.1 lineage
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Abstract

The sharp increase of COVID-18 cases in lale 2020 has made Brazil the new epicanter of
the ongolng SARS-CoV-2 pandemic. The novel viral lineages P.1 (Varant of Concem
Gamma) and P.2, respectively identified in the Brazilian states of Amazonas and Rio de
Janeiro, have been associated with potentially higher transmission rates and antibody neu-
Iralization escape. |n this study, we perfermed the whale-genome sequencing of 185 sam-
ples isolated from three out of the five Brazilian regions, including Amazonas (Norh region),
Rio Grande do Morte, Paraiba and Bahia (Mortheast region), and Rio de Janeiro (Southeast
region) in order to monitor the spread of SARS-CoV-2 lineages in Brazil in the first months of
2021. Here, we showed a widespread dispersal of P.1 and P.2 across Brazilian reglons and,
axcept for Amazonas, P.2 was the predominant lineage identified in the sampled states. We
astimated the origin of P.2 lineage to have happened in February, 2020 and identified that it
has differentiated into new clades. Interstate transmission of P.2 was detected since March,
but reached Its paak in Dacember, 2020 and January, 2021 . Transmission of P_1 was also
high in December and its origin was inferred to have happened in August 2020. We also
confirmed the presence of lineage P.7, recently described in the southernmost region of
Brazll, to have spread across the Northeastemn slales. P.1, P.2 and P.7 are descended from
the anclent B.1.1.28 strain, which co-dominated the first phase of the pandemic in Brazil
with the B.1.1.33 strain. We also identified the occurrence of a new lineage descending from

PLOS Meglecied Tropical Diseases | hitps:dol.org0.1371/joumal prtd 0009835 October 13, 2021 1/18
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Short Communication

The incidence and geographical spread of SARS-CoV-2
in Rio de Janeiro, Brazil based on RT-PCR test results
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Orlando da Costa Ferreira Junior®), Andrea Cony Cavalcantil®,
Angela Maria Guimardes Santos™, Danielle Angst Secco', Marcio Silva',
Diana Mariani®,, Alexandre Chieppe™, Amilcar Tanuri®! and the RTPCR-RJ Working Group*
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[5). Universidade Federal do Rio de Janeiro, Instituto de Biclogia, Rio de Janeiro, R, Brasil
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Abstract
Introduction: Rio de Janewo has hardly experienced coronavirus disease. Methods: Here, 87,442 reverse transenphion polymerase
chain reaction (RT-PCE) test results for severs acute respuratory syndrome coronavous 2 (SARS-CoV-2) were reported among Fio da
Janewro residents (March to September 2020). Results: Ovverall, ET-PCE. postimity of 44.6% decreased over time towards 20%s. Posttmaty
was greater among males (OB=1.22; 95%(T-1.19-1.26); Black (OR=1.10; 95%:CT:1.02-1.1%), Brown (OB=1.16; 95%(T-1.10-1.22) and
indigenous peopls (OF=211; 95%CI-0.88-3.03) compared to Whites and mereased with ape; with epidermc spread from the capital to
inland regons. Conclusions: SARS-CoV-2 keeps spreading in Fio de Janeire, and reopening of activities may fuel the epidemic.
Keywords: SARS-CoV-2. COVID-19. Epdemiclogy. Surveillance. Brazl

In Bramil epidemiclogical data regarding the pew coronavims
disazse (COVID-19) pandemc are gathered from different sources
and collated by the Surveillance Department of the Brazmlhian
Mmistry of Health!. By October 26, 2020, Brazl ranked third m the
pumber of COVID-19 cases (5,409.854) and second in the pumber
of deaths (157 397) worldwide®.
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The state of Rio de Janeiro has hardly experienced the
COVID-19 pandenuie, and the commmumity transrmssion of the severs
acute respo ¢ syndrome coronavires 2 (SARS-CoV-2) has been
declared since Mareh 13, 20207, By Qetober 26, 2020, the state of
Fio de Janewo had 302, 746 confimmed cases of COVID-19, ranking
second 1n mortality rate {117 deaths per 100,000 population) and
first in case-fatality rate (6.7%) in Brazl'=.

The epidemiclogical situation i the state of Rio de Janewro 15
of major concem essentially because it encompasses the aty of
Fio de Janewo. Fio de Janeiro 15 the second laigest city in Brazl
with more than 6.7 million people, 22% of whom lrve in densely
mhabited slums under poor sanitary and household condiions®.
The city of Rio de Janeiro was one of the first cities m Braril to
confirm COVID-19 cases. Today, for the city, the mortality rate of
COVID-19 (177 deaths per 100,000 population), 15 lugher than that
of amy other country, globally, and is the lnghest among Brazlian
cifies with move than 100,000 population'. The case-fatality rate
1z 10.2%, 3.5-fold higher than the country fizure, suggestng
that underreporting of cases mught be substantial'. Therefore,
understanding the spread of SARS-CoV-2 mfection in the state of
FRio de Janewo and its caprtal might be usefful to plan the next steps
m the pandemic response not only locally but alse in the country.
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Combining science and social engagement against
Covid-19 in a Brazilian Slum

Heitor Evangelista'™, Sérgio J. Gongalves Junior', Eduardo Delfino Sodré’,
Juliana Nogueira', Rodrigo G. Barbosa', Newton Magalhades', Angela M.G.
dos Santos®, Ricardo H. M. Godoi®; Cesar Amaral', Marcio Cataldo G. da
Silva’, Daniel A. Junger de Oliveira’, Luis Cristévao Porto?

'LARAMG - Laboratory of Radioecology and Global Changes/DBB/IBRAG. Uerj, Pavilhao
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State University, Rio de Janeiro, 20550-013. Brazi.

?Policlinica Piquet Cameiro/Laboratério de Histocompatibilidade e Criopreservagio, Rio de
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*Environmental Engineering Department, Federal University of Parana (UFPR), Curitiba,

PR, Brazil

* To whom correspondence should be addr d: evangelista.uerj@gmail.com (Heitor

Evangelista)

ABSTRACT. Vaccine is the only way out towards an effective action against
Covid-19. Nevertheless, for many underdeveloped countries, ordinary people’s
access Will occur late within or even after the second disease wave. In this
context, strategies implemented by social communities allied to the scientific
knowledge may attenuate the rapid spread of cases and allow access of
treatments at health care services to the population. Here, we present results of
coordinate actions combining the aerosol SARS-Cov-2 virus monitoring and
sanitization at Santa Marta slum in Rio de Janeiro city, where profits were

significantly achieved.
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