UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARA
CENTRO DE CIENCIAS
DEPARTAMENTO DE BIOQUIMICA E BIOLOGIA MOLECULAR

CURSO DE GRADUACAO EM BIOTECNOLOGIA

DEBORA MARIA ALMEIDA FERREIRA

APRIMORAMENTO DA VIGILANCIA MOLECULAR ATIVA POR
MEIO DO MONITORAMENTO GENOMICO DE VARIANTES EMERGENTES
DE SARS-COV-2 NO ESTADO DO CEARA

FORTALEZA
2025



DEBORA MARIA ALMEIDA FERREIRA

APRIMORAMENTO DA VIGILANCIA MOLECULAR ATIVA POR MEIO
DO MONITORAMENTO GENOMICO DE VARIANTES EMERGENTES DE SARS-
COV-2 NO ESTADO DO CEARA

Trabalho de Conclusao de Curso
apresentado ao Curso de Graduacdo em
Biotecnologia do Centro de Ciéncias da
Universidade Federal do Ceara, como
requisito parcial a obtencdo do grau de
bacharel em Biotecnologia.

Orientador pedagégico: Prof. Dr. André
Luis Coelho da Silva

Orientador técnico-cientifico: Prof. Dr.

Fabio Miyajima

FORTALEZA
2025



Dados Internacionais de Catalogacdo na Publicacio
Universidade Federal do Ceard
Sistema de Bibliotecas
Gerada automaticamente pelo médulo Catalog, mediante os dados fornecidos pelo(a) autor(a)

F44a Ferreira, Débora Maria Almeida.
Aprimoramento da vigildncia molecular ativa por meio do monitoramento gendmico de variantes
emergentes de SARS-CoV-2 no estado do Ceard / Débora Maria Almeida Ferreira. — 2025.
91 f£. : il. color.

Trabalho de Conclusio de Curso (graduag@o) — Universidade Federal do Cear4, Centro de Ciéncias,
Curso de Biotecnologia, Fortaleza, 2025.

Orientagdo: Prof. Dr. Fabio Miyajima.

Coorientacao: Prof. Dr. André Luis Coelho da Silva.

1. Vigilancia gendmica. 2. SARS-CoV-2. 3. Ensaios moleculares de RT-qPCR. 4. Sequenciamento
gendmico. 5. Epidemiologia. I. Titulo.
CDD 661




DEBORA MARIA ALMEIDA FERREIRA

APRIMORAMENTO DA VIGILANCIA MOLECULAR ATIVA POR MEIO
DO MONITORAMENTO GENOMICO DE VARIANTES EMERGENTES DE SARS-
COV-2 NO ESTADO DO CEARA

Trabalho de Conclusao de Curso
apresentado ao Curso de Graduacdo em
Biotecnologia do Centro de Ciéncias da
Universidade Federal do Ceara, como
requisito parcial a obten¢do do grau de
bacharel em Biotecnologia.

Aprovada em:

BANCA EXAMINADORA

Prof. Dr. Fabio Miyajima (Orientador)
Universidade Federal do Ceara (UFC)

Prof. Dr. André Luis Coelho da Silva
Universidade Federal do Ceard (UFC)

Me. Caroline Rebougas Damasceno

Fundag¢ao Oswaldo Cruz



A Deus.

A minha familia, especialmente aos meus
pais, Augusto Cesar, Maria do Socorro e a
minha irma Mariana Almeida, por

fazerem parte de mim.



AGRADECIMENTOS

Primeiramente a Deus, por tudo que me tem proporcionado: for¢a, dedicagao,
motivagdo, sem isso, ndo teriam chegado até aqui.

Aos meus pais e minha familia, pelo carinho, apoio moral e dedicagdo durante
todo o percurso, nao sé estudantil, mas na vida, sempre me motivando ¢ me fortalecendo
na realizacao dos meus sonhos. O seu amor e incentivo, cuidado e zelo, paciéncia e apoio
me auxiliaram a alcangar lugares que nunca havia imaginado antes.

A Fundacio Oswaldo Cruz e a Universidade Federal do Ceara, pelo acolhimento,
organizag¢ao estrutural e académico.

A Fundacido Cearense de Apoio ao Desenvolvimento Cientifico e tecnolégico
(FUNCAP) pelo apoio e manutencao financeiros da bolsa de auxilio a iniciagao cientifica.

Aos membros da banca examinadora, agradeco por aceitarem o convite para
participar da avaliagdo deste trabalho. Ao orientador e Prof. Dr. Fabio Miyajima, por
aceitar esta orientacdo e conceder oportunidades durante minha trajetoria na carreira
cientifica. Ao Prof. Dr. André Luis Coelho da Silva, pelos ensinamentos e
acompanhamento durante a minha formagio como biotecnologista. A Me. Caroline
Rebougas Damasceno, pelo auxilio durante essa trajetoria na carreira cientifica e ao Me.
Cleber Furtado Aksenen, pela orientagdo durante esse trabalho, pelos ensinamentos
técnico-cientificos durante minha iniciagdo académica e pelo auxilio prestado em todos
os momentos de construcdo e desenvolvimento do projeto.

Aos colegas e amigos do ACME Lab, do Hemoce e da Fiocruz Ceard, Cleber
Aksenen, Joaquim Janior, Pedro Miguel, Bruna Maria, Caroline Reboucas, Thais
Oliveira, Jamile Bezerra, Thais Ferreira, Aurilene Cajado, Clara Nordes, Mayra Franga,
Luzia Zeferino, Joyce Carvalho, Ellen Gongalves, Leticia Espinosa, Luisa Lopes, Lucas
Delerino, Allyson Allan, Alyson Santos, Leonardo Araujo, Nicole Neves, Fabio
Marconso, Suzana Porto, Eder Lopes, Fernando Braga, Alice Sabatino, Claudia Stutz,
Veridiana Pessoa, Camila Vitorino e Davi Alves pela forca e contribui¢ao em diversos
momentos.

Aos grandes amigos da Biotecnologia e da UFC, Alana Mara, Andrew Luna,
Jonatas Girdo, Guilherme Lobo, Laryssa Maia, Luan Maia, Axel Jhonantam, Arlene
Almeida, Ana Carolina, Yandra, [anah Marcilon, Gabriele Alice, Thiago Amorim, Beatriz

Bezerra, Julia Costa, Maria Eduarda Guedes, Levi Brito, Samuel, Pedro Coelho, Vitoria



Leite, Hector Castro Girdo, Rudd Ximenes, e a todos amigos e colegas que me auxiliaram
e estiveram comigo nesta trajetoria, agradego por todas as duvidas tiradas, por toda a
companhia durante a graduagao, e desejo sucesso a todos em suas carreiras cientificas.

Aos novos amigos que fiz durante o caminho final da graduagdo que participaram
do curso de verdo, agradego por expandirem meus horizontes e estarem presentes nessa
fase de auto-descoberta profissional que estamos vivendo, e desejo muita sabedoria para
nos.

As minhas grandes amigas da escola para a vida, Dayane Hellen e Sarah Uchoa,
por me derem motivagao e me auxiliarem durante toda a realizagdo do trabalho. Agradeco
por sempre me apoiarem e acreditarem nos meus sonhos, e por oferecerem
companheirismo e for¢a para que eu atingisse meus objetivos.

Aos médicos, enfermeiros, técnicos, demais profissionais da saude, familiares,
amigos e colegas de trabalho, que t€ém cuidado, orado, rezado e torcido pela vida da minha
mae e de diversas pessoas que sofrem com a COVID-19 neste momento dificil, meus
mais sinceros e profundos agradecimentos.

A todos os professores do Bacharelado em Biotecnologia e antigos orientadores e
coorientadores pelos conhecimentos adquiridos e auxilio para minha formacao académica
e profissional.

Finalmente, sou grata a todos que de alguma forma contribuiram para elaboragado

deste trabalho e que estiveram presentes durante sua realizacao.



"Se vi mais longe, foi por estar de pé

sobre ombros de gigantes."

(Isaac Newton)



RESUMO

O estudo conduzido foi de grande importancia para entender o cenario epidemioldgico
em constante mudanca do Ceard durante a pandemia e pds-pandemia. O estudo objetivou
o aprimoramento e a expansdo de abordagens investigativas integradas de vigilancia
molecular aplicadas a virus respiratérios, com foco no SARS-CoV-2, para o
monitoramento e caracterizagdao de variantes emergentes no estado do Ceara. Para isso,
foram investigados o cenario epidemioldgico da COVID-19 através da compilagdo do
numero de casos de SGs, de Obitos e de hospitalizagdes por SRAGs notificadas pelas
bases de dados publicos DataSUS e IntegraSUS, durante o periodo de maio 2022 a
fevereiro de 2024. Observou-se que a emergéncia de novas linhagens esteve
possivelmente associada ao aumento no niumero de casos no Ceard. No agravo desses
casos, consequentemente acarretando a Sindrome Respiratoria, foram observadas que as
curvas de SRAGs seguem um padrao semelhante a0 aumento do niimero de casos de
COVID-19, denotando a influéncia de distintas linhagens na gravidade da doenca (cura e
obito). Em seguida, avaliou-se a prevaléncia de assinaturas moleculares e a filogenia das
linhagens circulantes através da compilagdo de 897, 508 e 802 genomas do GISAID,
correspondentes aos periodos de circulagdo das linhagens BA.4, BE.9 e JN.I,
respectivamente. O perfil das assinaturas moleculares dessas linhagens foi caracterizado,
evidenciando as mutagdes-chave de 9 nucleotideos deletados na proteina NSP6 (BA.4),
a delecao de 244 nucleotideos na regido ORF7a (BE.9) e a inser¢do de 12 nucleotideos
na regido Spike (JN.1). Essas mutagdes nortearam o desenvolvimento de ensaios de
genotipagem, ampliando a deteccdo e o monitoramento das linhagens de interesse para
2023 e anos posteriores. Os ensaios ORFla del9 286 (BA.4), ORF7a 244del (BE.9) e
S INS12 (JN.1) apresentaram concordancia de 98,33%, 89,7% e 94,40%,
respectivamente. As sensibilidades foram de 98,69% (BA.4), 89,8% (BE.9) e 91,60%
(JN.1), enquanto as especificidades alcancaram 98,20%, 89,6% e 100%. Os resultados
obtidos demonstram validagdes satisfatdrias, comparaveis a testes diagndsticos ja
estabelecidos. Além disso, o modelo de estudo e analise desenvolvido pode ser aplicado
a vigilancia de outros virus respiratorios, como Influenza e Virus Sincicial Respiratorio
(VSR), ampliando sua aplicabilidade na deteccdo e monitoramento de patogenos
emergentes.

Palavras-chave: vigilancia genomica; SARS-CoV-2; ensaios moleculares de RT-qPCR;
sequenciamento gendmico; epidemiologia
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ABSTRACT

The study conducted was of great importance in understanding the constantly changing
epidemiological scenario in Ceara during the pandemic and post-pandemic periods. The
study aimed to improve and expand integrated investigative approaches in molecular
surveillance applied to respiratory viruses, focusing on SARS-CoV-2, for monitoring and
characterizing emerging variants in the state of Ceard. To achieve this, the
epidemiological scenario of COVID-19 was investigated through the compilation of the
number of SG cases, deaths, and hospitalizations due to SRAG, as reported in the public
databases DataSUS and IntegraSUS, during the period from May 2022 to February 2024.
It was observed that the emergence of new lineages was possibly associated with an
increase in the number of cases in Ceard. In the worsening of these cases, consequently
leading to Severe Respiratory Syndrome, the SRAG curves followed a pattern similar to
the increase in COVID-19 cases, indicating the influence of different lineages on disease
severity (recovery and death). Subsequently, the prevalence of molecular signatures and
the phylogeny of circulating lineages were analyzed through the compilation of 897, 508,
and 802 genomes from GISAID, corresponding to the circulation periods of lineages
BA.4, BE.9, and JN.1, respectively. The molecular signature profiles of these lineages
were characterized, highlighting key mutations of 9 deleted nucleotides in the NSP6
protein (BA.4), the deletion of 244 nucleotides in the ORF7a region (BE.9), and the
insertion of 12 nucleotides in the Spike region (JN.1). These mutations guided the
development of genotyping assays, enhancing the detection and monitoring of lineages
of interest for 2023 and subsequent years. The ORFla_del9 286 (BA.4), ORF7a_244del
(BE.9), and S INS12 (JN.1) assays showed concordance rates of 98.33%, 89.7%, and
94.40%, respectively. Sensitivities were 98.69% (BA.4), 89.8% (BE.9), and 91.60%
(JN.1), while specificities reached 98.20%, 89.6%, and 100%. The results obtained
demonstrate satisfactory validations, comparable to already established diagnostic tests.
Furthermore, the study and analysis model developed can be applied to the surveillance
of other respiratory viruses, such as Influenza and Respiratory Syncytial Virus (RSV),

expanding its applicability in detecting and monitoring emerging pathogens.

Keywords: genomic surveillance; SARS-CoV-2; RT-qPCR molecular assays; genomic

sequencing; epidemiology
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1 INTRODUCAO

A alta e constante propagacao de patdogenos infecciosos impacta diretamente no
bem comum e na situacdo econdmica de um pais, desafiando a capacidade de resposta
dos sistemas assistenciais, como o Sistema Unico de Satide (SUS) no Brasil (Leung, 2021;
Noronha et al., 2020). Dentre as diversas enfermidades, os virus respiratorios destacam-
se como um desafio significativo a satde coletiva, uma vez que afetam individuos de
diferentes perfis demograficos, desde criangas até idosos, independentemente de etnia ou
condicao de saude, com maior risco para imunocomprometidos (Fonkwo, 2008; Wang et
al., 2021).

Dentre os virus de alta circulacao nas ultimas décadas, destacam-se os virus da
influenza e o coronavirus humano SARS-CoV-2, além de outros agentes emergentes ¢
endémicos, como virus sincicial respiratorio (VSR) e o adenovirus (Dye, 2014). Estes
destacam-se pela alta transmissibilidade e associacdo com quadros respiratorios graves,
0 que os tornam alvos prioritarios no monitoramento epidemioldgico (Petersen et al.,
2020). Esses agentes tém sido os principais responsaveis pelo surgimento e ressurgimento
de ondas epidémicas, representando um desafio constante, em especial devido a sua alta
taxa de mutacdo e notavel capacidade adaptativa. Essa plasticidade genética exige
vigilancia continua sobre variantes emergentes, especialmente aquelas com maior
relevancia epidemiologica (Harvey et al., 2021; Simonsen, 1999).

Exemplos do impacto dos virus respiratérios podem ser observados com as
epidemias anuais causadas por Influenza, que resultam em milhdes de casos de SRAG e
centenas de milhares de mortes em todo o mundo, afetando especialmente idosos e
pessoas com condicdes debilitantes. Ja para o VSR, estima-se que em 2019, este virus foi
responsavel por infectar 33 milhdes de pessoas e causar 26.300 mortes mundialmente,
assim como o virus SARS-CoV-2, responsavel pela pandemia da COVID-19, que
apresentou no Brasil, até 2020, mais de 4 milhdes de casos confirmados e mais de 125
mil mortes associadas a doenca (Hsieh et al., 2006; Li et al., 2022; Mota e Teixeira, 2020).

A pandemia recente da COVID-19, de 2020 a 2023, refor¢ou a necessidade de um
monitoramento gendmico ativo das populacgdes virais e do perfil evolutivo do SARS-
CoV-2 e demais virus endémicos, particularmente quando associado a reemergéncias de
surtos ¢ epidemias, ou ao escape vacinal (Silva, Da et al., 2022). A utilizagdo do
Sequenciamento de Nova Geracao (NGS), seja por meio de protocolos de amplificagdo

ou hibridizagao, tem sido e continuard a ser o padrao-ouro para a detecgdo, identificagdo
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e monitoramento de linhagens virais (Gardy e Loman, 2018; Robishaw et al., 2021). No
entanto, a experiéncia adquirida com as multiplas ondas pandémicas globais da COVID-
19, em funcao da disseminagdo das variantes de preocupagdao (VOCs), reforgou a
necessidade de solugdes analiticas inteligentes para lidar com os desafios relacionados a
complexidade e as limitagcdes de ampla testagem por NGS (Markov et al., 2023; Silva,
Da et al., 2022). Uma das maneiras que servicos de vigilancia t€m realizado tais
avaliagdes ocorre por meio da determinacao de assinaturas moleculares caracteristicas de
cada linhagem predominante, com predicdo de mutacdes potencialmente associadas a
pressdo seletiva, seja em fungao de exposi¢des prévias por meio de infecgdes naturais,
ciclos de imunizacdes, ou até mesmo do nivel de dispensacio de antivirais (Zaas et al.,
2013; Zhang et al., 2024).

Como resultado, durante a evolugdao pandémica, foram implementadas estratégias
praticas e economicamente viaveis, como os ensaios de inferéncia molecular, através da
genotipagem de assinaturas-chave presentes em genomas virais. Tais estratégias aplicam
técnicas baseadas na reag¢do da cadeia da polimerase, utilizando a enzima transcriptase
reversa em tempo real (RT-qPCR). Isto possibilitou complementar a vigilancia genémica
para a avaliacdo do cenario epidemiologico durante sucessivas ondas pandémicas em que
linhagens mais competentes de SARS-CoV-2 comumente emergiam e se tornavam
predominantes (Bivins et al., 2021; Vogels et al., 2021).

A ampliagdo da investigacao de padroes moleculares representativos das variantes
virais de alta circulacdo possibilita um aprimoramento do monitoramento e da vigilancia
gendmica em periodos hiperendémicos e epidémicos. Dessa forma, este trabalho propde
aprimorar e expandir abordagens investigativas integradas de vigildncia molecular
aplicadas a virus respiratérios, com foco no SARS-CoV-2, para o monitoramento e
caracterizacdo de variantes emergentes em resposta a surtos epidemiologicos no estado
do Ceara. Para isso, procura-se realizar a analise epidemioldgica da doenca por meio de
dados sobre notificagcdes de Sindrome Gripal (SG) e Sindrome Respiratoria Aguda Grave
(SRAG) e busca-se desenvolver e validar estratégias complementares a vigilancia

gendmica convencional por NGS, como RT-qPCR.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Epidemiologia e monitoramento de casos

A epidemiologia ¢ a ciéncia dedicada ao estudo de determinantes capazes de
influenciar a incidéncia e distribuicdo de agravos as coletividades humanas (Kostrzewski,
1973). Diferente da abordagem clinica, centrada na individualidade dos pacientes, a
epidemiologia prioriza a analise coletiva, ao investigar padrdoes e comparativos que

permitam identificar doencas, seus determinantes e consequéncias (Roux, 2025).

A aplicagdo de estudos epidemiologicos em cendrios de elevada disseminagao,
direciona medidas em saude publica, aplicando em especial, indicadores sobre taxa de
incidéncia, taxa de prevaléncia e propor¢do de variantes. A incidéncia mede o niimero de
novos casos de uma doenga em uma populacdo durante um periodo especifico, sendo
essencial para monitorar a dissemina¢do inicial de um virus e avaliar a eficacia de
intervengdes, como vacinas e medidas de contencdo. A prevaléncia reflete a propor¢ao de
individuos infectados em um dado momento, sendo especialmente util em cenérios de
surtos prolongados ou endemias (Faria, Alvarez e Santos, 2023). A analise da propor¢ao
de variantes com base em estudos gendmicos indica a prevaléncia de variantes especificas

em circulacdo, fornecendo subsidios para agdes de vigilancia e controle.

O o6nus desses estudos ¢ primordialmente aplicado a servigo de satide, em prol da
construcdo da vigilancia epidemiologica e a tomada de decisdes por parte das autoridades
governamentais e de saide publica. No Brasil, avangos estruturais marcaram a
consolidagdo desse campo, como a criagdo do DATASUS em 1975, um banco de dados
publico para a compilagio de informagdes do Sistema Unico de Saude (Lei n°
6.259/1975), e o Informe Epidemiolégico do SUS (IESUS) em 1992, ambos responsaveis
por fornecer conhecimento epidemiologico necessario para realizagdo de agdes de
vigilancia, prevencao, controle de doengas e agravos de interesse da saude publica (Garcia

e Duarte, 2015).

No periodo pos 2 guerra, em 1952, a OMS iniciou a rede mundial de vigilancia
de virus respiratorios, com énfase na vigilancia do virus influenza, englobando o
monitoramento sentinela dos casos de sindrome gripal (SG) e de sindrome respiratoria
aguda grave (SRAG), a emergéncia de novos subtipos do virus influenza e,
hodiernamente, de novas variantes do virus SARS-CoV-2 (Ziegler et al., 2022). No

Brasil, em 2000, 2009 e 2020 foram implantadas agdes de vigilancia, que passaram a ser
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notificadas também pelo Sistema de Informacgao de Vigilancia Epidemioldgica da Gripe
(Sivep-Gripe) e e-SUS Notifica (e-SUS notifica: manual de instrugdes, 2022a)
responsaveis pela organizacao dos dados computadorizados de doengas respiratorias e

ampliacdo dos bancos de dados epidemiologicos.

Adicionalmente, a nivel estadual, a Secretaria da Saude do Estado (Sesa) elaborou
a plataforma de transparéncia da gestao publica de satide do Ceara, o IntegraSUS. Esta
plataforma ¢é responsdvel por integrar sistemas de monitoramento e gerenciamento
epidemioldgico, hospitalar, ambulatorial, administrativo, financeiro e de planejamento
dos 184 municipios cearenses, sobretudo fornecendo painéis de diversos indicadores
epidemioldgicos, como niumero de casos, Obitos, cobertura vacinal, entre outros dados
responsaveis por auxiliar a tomada de decisdes em satude publica no Ceard (Secretaria de

saude, IntegraSUS, disponivel em: https://integrasus.saude.ce.gov.br/).

2.2 Doengas infecciosas por virus respiratorios

As doengas infecciosas englobam um amplo espectro de enfermidades
causadas por microrganismos como bactérias, virus, parasitas e fungos. Essas doengas
ocorrem quando o sistema imunoldgico do hospedeiro ¢ incapaz de elimind-los de forma
eficaz, permitindo sua multiplicacdo e disseminacao no organismo (Jones et al., 2008;
Ristori et al., 2024). Quando se propagam entre individuos, sdo classificadas como
transmissiveis, podendo ocorrer por diferentes vias, incluindo contato direto com fluidos
corporais, transfusdo de produtos sanguineos, exposicdo a superficies contaminadas,
transmissao por vetores bioldgicos ou pela inalacdo de aerossois contendo particulas

infecciosas (Randall ef al., 2021).

Os virus respiratorios representam uma das principais causas de doencas
infecciosas, contribuindo com um grande impacto na morbidade e mortalidade em escala
global, especialmente entre populagdes vulneraveis e em contextos de surtos epidémicos
e pandemias (Leung, 2021; Wang, C. C. et al., 2021). Dentre as familias virais de maior
impacto, destacam-se os Coronaviridae, responsaveis por doengas como MERS, SARS e
a COVID-19, os Orthomyxoviridae, causadores da influenza sazonal e de pandemias
gripais (Petersen et al., 2020). Outras familias virais também se destacam por sua
relevancia epidemioldgica, como os Retroviridae, contemplando o Virus da

Imunodeficiéncia Humana (HIV), Hepadnaviridae, responsaveis pela Hepatite B,
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Flaviviridae, responsaveis pela Hepatite C, Paramyxoviridae, contemplando o Virus

Sincicial Respiratorio (VSR) e Adenoviridae, contemplando os Adenovirus (Dye, 2014).

Estas possuem elevada capacidade adaptativa, que favorece a circulacdo e
transmissdo em diferentes ambientes e contextos, muitas vezes atingindo escala global.
Historicamente, tais patdogenos tém sido responsaveis por desencadear epidemias e
pandemias de grande relevancia para a saude publica, influenciando ndo apenas a
dindmica de saude global, mas também o desenvolvimento de estratégias de vigilancia e

controle (Flerlage ef al., 2021).
2.2.1 Surtos, endemias, pandemias e epidemias

Em epidemiologia, do grego epi (sobre), demo (estudo) e logia (populagio)
(Pereira, 2003), se ¢ estudado o conjunto dos fatores que determinam a frequéncia e a
distribuicao das doengas nas populagdes humanas (Kostrzewski, 1973),. Essa distribui¢ao
pode variar tanto espacialmente quanto temporalmente, sendo influenciada por
determinantes biologicos, ambientais, sociais € comportamentais. Dentre os principais
tipos de evolugdo temporal de uma doencga, existem as variagdes ciclicas sazonais e as
variagoes irregulares (Grassly e Fraser, 2006). As variacdes sazonais ocorrem quando a
incidéncia de uma doenga esta atrelada as estagdes do ano, como a gripe, enquanto as
variagdes irregulares dizem respeito a eventos ndo esperados de uma doenga (Gomes,

2015).

As variagdes para a ocorréncia de doencas podem ser classificadas como:
endemias, surtos, epidemias ou pandemias. Endemia refere-se a incidéncia constante de
uma doenga em uma regido geografica especifica, seja de forma sazonal ou de forma
irregular, sem apresentar variagdes abruptas em sua ocorréncia € com niveis previsiveis
temporalmente (Byrne e Hays, 2021). Em linhas gerais, estd mais relacionada a
frequéncia com que a doenga ocorre em uma regido do que ao numero absoluto de casos
registrados (Piret e Boivin, 2021). Diferentemente, surtos representam aumentos na
incidéncia de uma doenga em uma area delimitada, sendo classificados como epidemias
caso a propagac¢ao se alastre para areas mais amplas, ou pandemias, se alcancarem uma
disseminagdo global (Torres Munguia et al., 2022; Vora et al., 2023). As pandemias
geralmente superam as epidemias em escala, severidade e duragdo, e estdo atreladas a

doencas infecciosas e com alta taxa de transmissdo (Piret e Boivin, 2021). O decreto
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oficial de status de pandemia compete, de forma reservada, a autoridades em satde

publica, como a Organizagdo Mundial de Saude (OMS).
2.2.2 Historico de casos por COVID-19

Em 2020, o primeiro caso de COVID-19 foi confirmado no Brasil em um residente
de Sao Paulo que regressava de uma viagem a Italia. Segundo dados do Ministério da
Satde, no periodo entre fevereiro de 2020 a abril de 2024 o pais registrou mais de 38
milhdes de casos da doenca, dos quais 2.202.692 foram de hospitalizagdes por SRAG
decorrentes da COVID-19 e 712.038 foram os casos que evoluiram a o6bitos (boletim

epidemioldégico n°160 — COVID-19, disponivel em: https://www.gov.br/saude/pt-br).

Segundo dados da OMS para 2025, o Brasil registra o segundo maior numero
absoluto de 6bitos por COVID-19, com mais de 700 mil 6bitos registrados, ficando atras
apenas dos Estados Unidos. No entanto, ocupa a sexta posi¢do em numero total de casos
registrados, com 37,5 milhdes, o que sugere uma possivel subnotificagdo (dados da World
Health Organization (WHO), disponiveis em: https://data.who.int/dashboards/covid19/)
(Figura 1).

Figura 1 - Numero de casos e obitos registrados por COVID-19 mundialmente e

nos seis paises com maior nimero de registros.
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Fonte: Elaborado pelo autor a partir de dados da World Health Organization (WHO), disponiveis em:
https://data.who.int/dashboards/covid19/

2.2.3 Sindrome respiratoria aguda grave (SRAGs) e demais complicagoes

A infeccdo por SARS-CoV-2 pode variar desde casos assintomaticos e
manifestagdes leves até quadros moderados, graves e criticos. De acordo com a nota
técnica n°14 de 2022, os casos assintomaticos sao definidos como aqueles onde o paciente
esta positivo para o teste laboratorial, mas ndo apresenta sintomas. Ja os casos leves ou
sindromes gripais (SG) se caracterizam pela presenca de sintomas como febre, calaftios,
dor de cabeca, tosse, coriza, entre outros, que quando evoluem para um quadro de
dispneia/desconforto respiratorio, pressdo persistente no térax, saturagdo de oxigénio
menor que noventa de quatro porcento (SpO2 <94%) em ar ambiente e colora¢do azulada
de labios ou rosto, sdo chamados de casos graves ou SRAGs (Nota Técnica n.° 14/2022 -
CGGRIPE/DEIDT/SVS/MS — 2022f, Guia de Vigilancia Epidemiologica — 2022¢). E
fundamental monitorar atentamente os sinais e sintomas que indicam agravamento da

condig¢do, os quais podem necessitar de internagao hospitalar.
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2.3 Virus respiratorios e suas formas de transmissao

Virus sdo os menores agentes infecciosos existentes, com excegdo dos prions.
Eles possuem DNA ou RNA como material genético, além de componentes estruturais,
como proteinas, lipideos e glicoproteinas (Correa et al., 2021). A infec¢do por virus esta
atrelada a células-hospedeiras especificas e depende da presenca de receptores de
superficie que reconhecam as moléculas do virus para a entrada na célula, haja vista o
mecanismo parasitdrio intracelular obrigatorio e a dependéncia do maquinario celular

para sintese do seu material genético e de suas proteinas estruturais (Wiling et al., 2021).

De acordo com Bardhan et al., doengas zoonoticas sao infecgdes transmitidas
de espécies ndo humanas para humanas, e virus como da raiva, influenza ¢ COVID-19
sao exemplos comuns dessas zoonoses. O desenvolvimento da civilizagdo humana esteve
associado a utilizagdo de animais com fins de alimentacdo, transporte, negdcios e
estimacado, elevando o contato entre humanos e animais e facilitando a transmissao dessas
doengas (Bardhan e al., 2023). A elevada capacidade pandémica das zoonoses ¢
determinada por fatores bioldgicos como eficiéncia de transmissibilidade em humanos,
especialmente em espécies de parentesco proximo. A auséncia de imunidade prévia na
populacdo frente a um novo agente infeccioso, fatores virais que potencializam a
transmissdo da infec¢do, como a viruléncia, e o nivel de mutagenicidade do agente viral
sdo os principais determinantes (Singh e Gajadhar, 2014). Adicionalmente, fatores nao
biologicos como aspectos politico-econdmicos, mobilidade populacional, infraestrutura
sanitaria e falhas na deteccdo precoce, contengdo e resposta epidemioldgica influenciam

significativamente a disseminagao dessas infec¢cdes (Morse et al., 2012).

Para a influenza, as aves aquaticas sdo os principais reservatorios naturais,
embora o virus também possa infectar outros hospedeiros na natureza, como seres
humanos, suinos, equinos e focas (Forleo-Neto et al., 2003). Em geral, a transmissao
ocorre dentro da mesma espécie, mas algumas linhagens podem atravessar barreiras
interespecificas. Os suinos possuem células que expressam receptores para os virus
humanos e aviarios, permitindo a disseminagdo viral entre espécies. Os virus influenza
do tipo A possuem um amplo espectro de hospedeiros, infectando seres humanos, suinos,
cavalos, mamiferos marinhos e aves, sendo, até o momento, os unicos virus da Influenza
conhecidos por causar pandemias em humanos; O tipo B ocorre primordialmente em seres

humanos, mas ndo se observa associado a pandemias; O tipo C infecta humanos e suinos,
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conhecido por geralmente causar infecgdes respiratorias mais leves, sem gerar surtos
epidémicos (Taubenberger & Kash, 2010,  Zhu et al., 2023). O tipo D infecta
principalmente gado com transmissao para outros animais, mas nao sdo conhecidos por

infectar pessoas e causar doenga (Krammer et al., 2018).

Para os coronavirus, ainda que os morcegos sejam os reservatorios primarios
destes agentes virais, a capacidade de mutacdo e adaptagdo desses virus permitiu que
houvesse o “salto” da barreira interespecifica da infec¢do, permitindo que eles pudessem
infectar humanos. A emergéncia do novo coronavirus (SARS-CoV-2) representou um
grande desafio para a saude publica mundial, uma vez que, por se tratar de um virus
emergente, a populagdo nao possuia imunidade prévia, o que impactou diretamente os
indices de hospitaliza¢do e a eficacia dos tratamentos ja existentes (Sharma, Ahmad

Farouk e Lal, 2021).
2.3.1 Eventos de mutacdo

Mutagdes podem ser pontuais, afetando um tinico nucleotideo, e sdo classificadas
como sindnimas, quando ndo alteram a sequéncia de aminoacidos, ou ndo sindénimas,
quando resultam em mudangas na composi¢ao proteica. Mutagdes também podem ocorrer
na forma de inser¢cdes ou delegdes (indels) no genoma, um fendmeno comum em
coronavirus, mas ainda pouco estudado quanto a sua relevancia estrutural (Jeronimo et

al., 2024).

As mutagdes podem ser classificadas de acordo com sua localizagdo e impacto no
genoma viral. As estruturais afetam genes que codificam proteinas estruturais do virus,
influenciando diretamente sua capacidade de se ligar as células hospedeiras. Ja as nao
estruturais, envolvem genes responsaveis por proteinas acessorias, essenciais para a

replicagdo e transcricdo do RNA viral (Jahirul Islam ef al., 2023; Jeronimo et al., 2024).

A maioria das mutagdes € neutra, ou seja, ndo confere vantagens ou desvantagens
significativas ao virus. No entanto, algumas podem proporcionar vantagens seletivas,
como aumento da transmissibilidade ou evasdo da resposta imune, levando ao surgimento

de variantes de preocupagao.

2.3.2 Fatores hospedeiros e ambientais na evolugdo dos virus

O surgimento de novas variantes virais ¢ influenciado por uma combinagdo de

fatores que vao além dos mecanismos intrinsecos do proprio agente infeccioso. O
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ambiente, expresso pela pressao seletiva, exercida pelo uso de antivirais e a interagdo com
diferentes ecossistemas, em unido com caracteristicas do proprio hospedeiro, o que inclui
sua resposta imunologica e padrdes de transmissao, desempenham um papel fundamental
na diversificacdo e adaptagdao dessas variantes ao longo do tempo (Jacobs, Haidar e

Mellors, 2025).

Virus demonstram uma forte capacidade de transmissao zoondtica, com aves €
suinos servindo como principais reservatorios. Fatores ambientais, como densidade
populacional, viagens globais e mudangas climdticas, contribuem para a transmissao entre
espécies e a disseminacao dos virus SARS-CoV-2 por exemplo (Leung, 2021). Fatores
como temperatura ¢ umidade podem afetar significativamente sua transmissibilidade,
especialmente em regides temperadas. Além disso, intervengdes humanas, como
vacinagdo, uso de antivirais e distanciamento social, podem exercer pressoes seletivas

que influenciam a trajetoria evolutiva do virus (Leung, 2021; Meyerowitz et al., 2021).

Em especial na pandemia de COVID-19, viagens e globalizacdo aproximaram os
seres humanos uns dos outros e de animais que hospedam patdgenos novos. Areas com
intensa atividade humana, a propor¢do de espécies selvagens que hospedam patdgenos
compartilhados com humanos é maior em comparagdo com areas proximas nao
perturbadas, o que revela que sugere que a redugdo da atividade humana e consequente
conservagao da diversidade da vida selvagem pode contribuir na diminui¢cao de doengas

zoonoticas (Buchy et al., 2021).
2.4 Aspectos morfologicos e genomicos do SARS-CoV-2

SARS-CoV-2 ¢ um virus de RNA de fita simples, de sentido positivo nao-
segmentado (+ssRNA) de aproximadamente 30 quilobases (kb), considerado um dos
maiores virus de RNA ja conhecidos (Abdelrahman, Li e Wang, 2020; Schoeman, Gordon
e Fielding, 2022). Seu genoma ¢ altamente conservado, arranjado em 14 janelas abertas
de leitura (ORFs — do inglés, open reading frames), responsaveis pela sintese de 31
proteinas. Destas, 16 sdo proteinas nao estruturais (NSPs), cuja fungdo envolve a
replicagdo do genoma e a regulacao inicial da transcri¢do, 11 sdo proteinas acessorias e 4
sdo proteinas estruturais (Abdelrahman, Li e Wang, 2020; Redondo et al., 2021). As
proteinas estruturais sdo essenciais para a formagdo do capsideo e da particula viral,

conhecidas como: spike (gene S), proteina de membrana (gene M), proteina do
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nucleocapsideo (gene N) e proteina de envelope (gene E). Dentre os virus de RNA, os
coronavirus sdo uns dos que possuem menores taxas de mutacdo, ao mesmo tempo que
possuem maiores taxas de replicagdo intra-hospedeiro, devido a atividade
exoribonucledsica 3°-5’ da proteina ndo estrutural NSP 14. Essa proteina possui uma
funcdo de revisdo do RNA e ¢ responsavel pela resisténcia dos coronavirus a agentes

mutagénicos de RNA (Abdelrahman, Li e Wang, 2020) (Figura 2).

Figura 2 - Arquitetura morfoldgica do genoma de SARS-CoV-2. A figura destaca em
cores 0s genes responsaveis por traduzir as proteinas ndo estruturais do virus em verde e

azul, estruturais em amarelo e acessorias em roxo.
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Fonte: Redondo et al., 2021.

Dentre as proteinas estruturais do SARS-CoV-2, a Spike possui maior destaque na
infeccdo e resposta imunologica. Essa molécula imunogénica ¢ um homotrimero
glicosilado formado pelas subunidades S1 e S2, responsavel por mediar a entrada viral
no hospedeiro e sua transmissao. A subunidade S1 possui um dominio de ligagdo ao
receptor (RBD), que identifica e interage com o receptor humano ACE2, garantindo
elevada imunogenicidade (Zhang et al., 2021).

Outra importante proteina estrutural ¢ a do nucleocapsideo, que possui dois
dominios estruturais conservados: monomero NTD e dimero (CTD). Essa proteina ¢
responsavel pela protecdo do genoma viral através da formagdo do complexo
ribonucleoproteina e manutencdo da conformagdo correta do RNA para replicagdo e

transcrigao (Bai et al., 2021).
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A proteina da membrana (M) ¢ a mais abundante, caracterizada por trés dominios
transmembranares que contribuem para a estabilidade celular (Shamsi et al., 2021). Essa
proteina desempenha um papel central na determinag¢ao da morfologia do virion, atuando
na interacdo com outras proteinas virais e servindo como suporte para a fixagdo do
nucleocapsideo (Bai, Zhong e Gao, 2022). Em contraste, a proteina do envelope (E) ¢ a
menor em tamanho. Além das proteinas estruturais, os CoVs codificam nove proteinas
acessorias (3a, 3b, 6, 7a, 7b, 8, 9b, 9¢c e 10), que exibem baixa conservacao e estdo
envolvidas na modulagdo da patogenicidade e na evasdo das respostas imunes, embora
suas funcgdes detalhadas permanecam parcialmente desconhecidas (Bai, Zhong e Gao,
2022). Mutagdes nas proteinas acessorias ORF3a, ORF6, ORF7a, ORF8 e ORF10 foram
observadas em “variantes de preocupacdo”, potencialmente estando associadas a elevagao
da patogénese e da transmissibilidade dessas cepas de SARS-CoV-2 (Redondo et al.,
2021).

2.4.1 Classificagdo de variantes e como surgem

Assim como outros virus, 0 SARS-CoV-2 passou por mudangas constantes em seu
genoma ao longo do tempo, o que reflete um processo natural da evolucdo viral. Tal
processo se dd por recombinacdes e erros de transcricdo caracteristicos/inerente do
processo de replicacdo dos virus, ocasionando a aparicdo de mutagdes, tais como
substitui¢des, insercdes e delecdes, que se acumulam ao longo das geragdes e resultam na
formacdo de novas linhagens (World Health Organization (WHO), disponiveis em:

https://www.who.int/activities/tracking-SARS-CoV-2-variants).

Ainda que grande parte dessas variagdes ndo afete significativamente as
caracteristicas do virus, algumas alteragdes podem influenciar aspectos do virus como a
facilidade de transmissao, a gravidade da doenga, o desempenho de vacinas e tratamentos,
ferramentas de diagnoéstico e outras medidas de satide publica e sociais, desencadeando o
surgimento de multiplos surtos epidémicos ao redor do mundo (Rede Genomica, 2022).
Para melhor entender e estudar as alteragoes virais de SARS-CoV-2, um sistema de
classificagdo foi desenvolvido para permitir a comparacao e detec¢do das diferentes

variagdes do virus em quaisquer regides do mundo.

Passou-se a ser definido como variante uma linhagem ou conjunto de linhagens

que apresentam um impacto epidemioldgico consideravel. Uma variante possui linhagens
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que compartilham um ancestral comum e apresentam mutacdes especificas, com um alto
grau de similaridade genética entre si (Costa, 2023; Rede Gendmica, 2022). Essas
mudangas podem, ou ndo, conferir vantagens seletivas em comparagdo com o virus
ancestral. A Organizacdo Mundial da Satde (OMS), em colaboragdo com parceiros,
classificou as variantes em relagdo ao risco a satde publica e atribuiu rotulos - letras
gregas - aos grupos, subdividindo-os em categorias de Variante de preocupagdo (VOC),
Variantes de Interesse (VOI) e Variantes sobre Monitoramento (VUM) (Rede Gendmica,
2022). As variantes sob monitoramento (VUMSs) sdo variantes que apresentam alteracoes
genéticas suspeitas de impactar caracteristicas virais, com potencial risco a satide publica
no futuro, mas sem evidéncias conclusivas de impacto epidemiolédgico, necessitando
monitoramento. As variantes de interesse (VOIs) sdo variantes com alteragdes genéticas
capazes ou potencialmente capazes de afetar a transmissibilidade, viruléncia, escape
imunologico, deteccdo em testes diagnoOsticos ou resisténcia a terapias, além da
transmissdo comunitdria significativa, multiplos contagios em diferentes paises ou
aumento na prevaléncia relativa e nos casos, indicando possivel risco emergente a saude
publica. J4 as (VOCs) atendem aos critérios de VOIs e, adicionalmente, demonstram estar
associadas (1) uma mudanga prejudicial na severidade da doenca, (i) um impacto
substancial na capacidade dos sistemas de satide de providenciar assisténcia ou (iii) uma
reducdo significante na efetividade das vacinas disponiveis, representando um risco
global elevado. Essas classificagdes sdo dinamicas e ajustadas ao contexto
epidemiologico. (dados da World Health Organization (WHO), disponiveis em:

https://www.who.int/publications/m/item/updated-working-definitions-and-primary-

actions-for--sars-cov-2-variants)

Por outro lado, uma linhagem ¢é designada quando apresenta pelo menos uma
diferenca nucleotidica em relacdo a linhagem ancestral. Além disso, os genomas dentro
dessa nova linhagem devem compartilhar pelo menos uma mutagao entre si, que pode ou
ndo ser a mesma que a diferenciou da ancestral. Para assegurar confiabilidade na
designacao, a nova linhagem deve possuir pelo menos cinco genomas com alta cobertura
(>95%) e apresentar suporte filogenético robusto (bootstrap >70%) no n6 definidor da
linhagem (Rambaut et al., 2020). Com o objetivo de atribuir uma nomenclatura racional
e dinamica para a diversidade filogenética em expansdo de SARS-CoV-2, foram criados
compilados de ferramentas de bioinformatica e sistemas de nomes, mas em especial, o

sistema Pango. Baseando-se em duas linhagens primordiais, A e B, os decendentes seriam
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atribuidos a um valor numérico, como linhagem A.1 ou linhagem B.2, de modo que cada
nova linhagem, apo6s 4 subniveis, como A.1.1.1.1, se torna uma nova letra, como C.1
(Rambaut et al., 2020). Em 15 de margo de 2023, a OMS anunciou que, a partir de entdo,
as letras gregas seriam usadas exclusivamente para as VOCs, enquanto as VOIs seriam
nomeadas de acordo com sistemas como Pango (dados da World Health Organization

(WHO), disponiveis em: https://www.who.int/publications/m/item/updated-working-

definitions-and-primary-actions-for--sars-cov-2-variants) (Figura 3).
2.4.1.1 Variantes de preocupagdo (VOCs)

Figura 3 - Sequéncia temporal da emergéncia das variantes de preocupagao e de

interesse da COVID-19

. XX XX
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Fonte: Flores-Vega et al., 2022.

De acordo com as classificagdes iniciais definidas em 2021 pela OMS, as VOCs
circulantes foram denominadas de Alfa (B.1.1.7), Beta (B.1.351), Gama (P.1), Delta
(B.1.617.2) ¢ Omicron (B.1.1.529) (linhagem parental). Essas VOCs evoluiram
independemente, por distintas linhagens filogenéticas, realizando diversas mutacdes
convergentes na proteina spike, responsavel por alteracdes na transmissibilidade e

antigenicidade.

A variante B.1.1.7 (VOC Alfa) foi identificada no sudeste da Inglaterra entre
setembro e dezembro de 2020, caracterizada por diversas alteragdes genéticas e

responsavel por ser de 43 a 90% mais transmissivel do que as cepas anteriores de SARS-
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CoV-2 (Davies et al., 2021). Durante o periodo de outubro de 2020 e inicio de 2021,
abordagens genomicas identificaram as variantes B.1.351 (VOC Beta) e P.1 (VOC Gama)
na Africa do Sul e no Brasil, na cidade de Manaus, respectivamente (Tegally et al., 2021,
Zimerman et al., 2022). Em outubro-dezembro de 2020, identificou-se na India a VOC
Delta (B.1.617.2), responsavel pela maioria dos casos positivos de SARS-CoV-2 no pais
(Limaye et al., 2021), que se espalhou globalmente substituindo outras variantes em

diversos paises (Tian et al., 2021) (Quadro 1).

No Brasil, a primeira onda pandémica iniciou-se com a introdugdo, em fevereiro
e margo de 2020, de multiplas linhagens ainda nao classificadas como VOCs, sendo
detectadas linhagens designadas como B.1.1.28 e B.1.1.33 (Giovanetti et al., 2021). A
segunda onda pandémica se caracterizou pela circulag@o no final de 2020 e inicio de 2021
das VOCs Alfa e Gama, que dominaram a populacdo viral por 8 meses consecutivos. A
VOC Gama, em especial, com seu potencial elevado de transmissdo, ocasionou aumento
exponencial no numero de casos no pais, provavelmente sendo responsavel pela maior
severidade da segunda onda (Giovanetti et al., 2021). J& a VOC Delta, apesar de

circulagdo global, ndo foi responsavel por geracao de onda epidémica no Brasil (Quadro

1.

Quadro 1 - Classificagao das Variantes de Preocupacdo (VOCs) designadas pela OMS

Nomenclatura Linhagem Clado Possivel Possivel primeira
da OMS Pango GISAID origem notificaciao
Alfa B.1.1.7 GRY Reino Setembro de 2020
Unido
Beta B.1.351 GH/501YV2  Africa do Maio de 2020
Sul
Gama P.1 GR/501YV3 Brasil Novembro de 2020
Delta B.1.617.2 G/476KV1 India Outubro de 2020
Omicron B.1.1.529 GR/484R Multiplas Novembro de 2021

Fonte: Disponivel em: https://www.genomahcov.fiocruz.br/en-lineages/
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2.4.1.2 Variante de preocupagio Omicron

No final de 2021, em Botsuana, na Africa do Sul, foi realizada a primeira
identificagio da nova variante chamada VOC Omicron (B.1.1.529), expandindo-se
posteriormente para 50 paises. Observou-se que esta VOC seria altamente divergente e
com muitas mutagdes, sendo dividida em sublinhagens: BA.1, BA.2, BA.3, BA.4, BA.S,
BA.2.12.1 e, mais recentemente, derivadas da BA.2, como a JN.1 e JD.1, de modo que
sdo passiveis de apresentar de diferencas genéticas e antigénicas (Parra-Lucares et al.,

2022) (Quadro 2).

Com mais de 30 mutagdes na proteina Spike, a Omicron altera a resposta imune
do hospedeiro ao impactar na geracdo de anticorpos neutralizantes para si,
particularmente nas regides RBD e NTD. As muta¢des compartilhadas da Omicron com
outras VOCs sao as E484, K417N, T478K, N501Y e P681H, que estdo associadas com a
elevacdo da transmissibilidade, maior afinidade com receptor ACE2 e maior escape
imunoldgico. Entretanto, as sublinhagens da Omicron também apresentam mutagdes
unicas (Chen, K. W. K., Tsung-Ning Huang e Huang, 2022). Dessas mutagdes, 15 estao
localizadas na regido RBD, o que resultou em sua rapida expansdo e prevaléncia global

(Tian et al., 2022).

Em relagdo a circulagdo e caracteristicas moleculares das sublinhagens, a BA.1
suplantou rapidamente a VOC Delta, alcangando circulagdo mundial que predominou de
novembro de 2021 a janeiro de 2022. Essa linhagem foi caracterizada pela presenca da
A69-70 em ensaios de RT-qPCR, uma dele¢do na regiao NTD que revelou estar associada
com a replicacdo viral (Chen, K.-W. K., Tsung-Ning Huang e Huang, 2022).
Sucessivamente, a BA.2 iniciou a substitui¢do da BA.1 em diversos paises, circulando de
fevereiro e margo de 2022 e caracterizada pela auséncia da A69—70. Subsequentemente,
surgiram na Africa do Sul as sublinhagens BA.4 e BA.5, que apresentavam maior
transmissibilidade em relacdo a variante citada anteriormente. Essas sublinhagens
circularam em abril de 2022, apresentando na proteina S a delegdo A69—70 e a mutagao
L452R — assim como a VOC Delta- e outras mutagdes ao longo do genoma que a

distinguiu de outras variantes (Chen, K.-W. K., Tsung-Ning Huang e Huang, 2022).

A linhagem BQ.l emergiu em setembro de 2022, caracterizada por ser uma
sublinhagem da BA.5 e possuir as mutagdes K444 T e N460K na proteina S, responsaveis

por elevagao nas taxas de transmissao e pela capacidade de escape imunologico (Mustafa



36

e Makhawi, 2022). Sucessivamente, surge em novembro de 2022 mais uma sublinhagem
descendente da BA.5 no norte do Brasil, chamada de BE.9 (BA.5.3.1.9). Essa linhagem
apresentava uma delecao 244 bases no gene ORF7a, ndo presente nas linhagens da BQ.1.
Além disso, a BE.9 adquiriu diversas mutagdes relacionadas com a resisténcia a
anticorpos, possivelmente contribuindo para o sucesso no aumento de casos (Ricardo

Valverde, 2022).

A linhagem XBB surgiu a partir da recombinag¢ao de duas sublinhagens derivadas
da BA.2, especificamente BJ.1 e BM.1.1.1 (Tamura et al., 2023). Essa variante apresenta
mutagoes significativas na proteina spike, que conferem maior capacidade de transmissao
e escape imunologico em comparagao com linhagens anteriores. No entanto, dados
epidemioldgicos sugerem que a XBB estd associada a um risco reduzido de evolugdo para
quadros graves de COVID-19, possivelmente devido a imunidade prévia adquirida por
infecgdes anteriores ou vacinagdo (Ao ef al., 2023). Detectada inicialmente na India em
agosto de 2022, a XBB rapidamente se espalhou para paises como Singapura e Estados
Unidos, onde sublinhagens relacionadas foram responsaveis por ondas de infec¢do ao

longo de 2023.

A linhagem JN.1 (BA.2.86.1.1) ¢ uma subvariante da BA.2.86, que, por sua vez,
descende da variante Omicron BA.2. Identificada no final de 2023, a JN.1 foi classificada
como uma Variante de Interesse (VOI) pela Organizagdo Mundial da Satude (OMS)
devido ao seu rdpido aumento na prevaléncia global e as suas caracteristicas gendmicas

distintas (dados de WHO, disponiveis em: https:/www.who.int/activities/tracking-

SARS-CoV-2-variants). Essa linhagem apresenta mais de 30 mutagdes na proteina Spike,

incluindo a mutacao Leud455Ser, que esta associada a um potencial aumento na
capacidade de evasdao imunolégica e transmissibilidade (Comunidade de saude, 2024).
Apds emergéncia dessa linhagem nos Estados Unidos, rapidamente atingiu
predominancia global, ndo havendo, no entanto, evidéncias robustas de que a JN.1 cause
quadros mais graves de COVID-19 em comparagio com outras variantes da Omicron (Ma

et al., 2024).

A continua evolu¢cdo do SARS-CoV-2, com o surgimento de variantes como a
JN.1, destaca a importancia da vigilancia gendmica para guiar medidas de intervengao
pelas autoridades de saude publica, assim como a identificagdo de antigenos para

atualizacdo das vacinas de COVID-19, mitigando a disseminacao do virus e prevenindo
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suas manifestagdes mais graves. O monitoramento continuo e estudos sobre as
caracteristicas genéticas, transmissibilidade e escape imunoldgico das sublinhagens da
VOC Omicron ¢ essencial para compreender sua evolugdo viral e impacto na saude

publica (Ma et al., 2024).



Quadro 2 — Designagdo da VOC Omicron, suas respectivas sublinhagens e a VOI JN.1 pela OMS

38

Designacao Linhagem Pango Sublinhagem Principais mutacdes de Primeiros casos Data de
OMS Pango interesse designacio
(OMS)
B.1.1.529 BA.1 Multiplos paises africanos,
Multiplas Nov-2021
B.1.1.529 BA.2 Multiplas Reino Unido, Dez-2021
B.1.1.529 S:L452R S:F486V
BA.4/BA.5 ORF7b:L11F N:P151S Estados Unidos, Abr-2022
G12160A
VOC Omicron  gyplinhagem da BQ.1 Orf1b:Y264H S:N460K Estados Unidos, Ago-2022 = VUM: 24-Nov-
BA.S 2021 VOC: 26-
Sublinhagem da BE.9 Orf7a:del244 Brasil, Ago-2022 Nov-2021
BA.S
Recombinante XBB ,
entre BA.2.10.1. ¢ Breakpoint em S, S:G252V India, Europa Set-2022
BA.2.75
VOI JN.1 Sublinhagem da VOI: 18 de
BA.2.86 JN.1 S:L455S 25 de agosto 2023 dezembro de
2023

Fonte: Disponivel em https://www.who.int/activities/tracking-SARS-CoV-2-variants).
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2.5 Vigilancia molecular ativa de patéogenos emergentes
2.5.1 Diagnédstico laboratorial

O diagndstico laboratorial refere-se ao uso de testes laboratoriais para auxiliar na
confirmagdo ou exclusdo de uma suspeita clinica. No contexto da vigildncia molecular
ativa de patogenos, o diagnoéstico laboratorial pode, adicionalmente, identificar novos
focos de transmissdo e monitorar surtos. Os resultados dos testes sao fundamentais para
orientar medidas de satide publica, contribuindo para a promocao de estratégias de
controle - o distanciamento social e a quarentena - e prote¢do de grupos mais vulneraveis,
diminuindo, assim, a morbidade e mortalidade associadas a doenga (Ministério da Satde,

2025).

Para as doencas respiratorias, a similaridade dos sintomas manifestados e,
eventualmente, a circulacdo concomitante dos agentes patogénicos, tais como SARS-
CoV-2 e outros virus respiratorios, exige que o diagnostico laboratorial seja realizado ao

invés de um diagndstico puramente clinico (Ministério da Saude, 2024).
2.5.2 Métodos de diagnostico laboratorial

De acordo com CDC, o diagnéstico laboratorial para COVID-19 pode ser efetuado
por testes de biologia molecular ou por testes rapidos de antigeno (TR-Ag) (CDC, 2023c).
As amostras clinicas prioritarias para o diagnostico sdo amostras de secrecao respiratoria,

nasofaringe ou orofaringe.
2.5.2.1 Diagnostico laboratorial por biologia molecular

Os testes de biologia molecular utilizam da técnica padrao-ouro para diagndstico
de infecgdes virais, a RT-qPCR, utilizando a reagdo da transcriptase reversa seguida pela
reacdo em cadeia da polimerase em tempo real. O processo envolve a conversdo do RNA
viral em DNA complementar (cDNA) por meio da enzima transcriptase reversa, seguida
da amplificagdo de regidoes especificas do genoma viral utilizando primers e sondas
(Corman et al., 2020). Nota-se que, a depender da distancia entre os primers que anelam
a esquerda do cDNA — Forward — e primers que anelam a direita do cDNA — Reverse, o
tamanho do material genético amplificado - ou amplicon - ¢ alterado. A amplificacdo
ocorre em ciclos e cada ciclo possui 3 etapas relativas a desnaturacao das fitas de cDNA,

anelamento dos primers a fita e extensdo da DNA polimerase gerando uma fita
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complementar de cDNA, de modo que ao final de cada ciclo, o numero de copias do

material genético ¢ dobrado.

Durante a PCR em tempo real, o analista consegue visualizar a curva de
amplificagdo do material genético quase instantaneamente, através da utilizacdo de
fluoroforos que enviam sinais ao equipamento a cada ciclo. Em fluoréforos inespecificos
como SYBR Green ou BRYT Green, a amplificagdao pode ser visualizada a medida que o
numero de copias do genoma ¢ multiplicado e o fluor6foro anelado as copias das
sequéncias emite a fluorescéncia. Nessa técnica, a anlise da curva de melting € uma etapa
crucial para avaliar a especificidade da amplificacao, pois permite identificar produtos
inespecificos, como dimeros de primers, e confirmar a presenga do amplicon desejado. A
temperatura de melting (Tm) ¢ influenciada pelo tamanho do amplicon e pela composi¢ao
de bases GC, sendo que amplicons maiores ¢ com maior conteudo de GC tendem a
apresentar Tm mais elevada devido a maior estabilidade térmica. Essa analise ¢
amplamente utilizada em genotipagem, deteccao de mutagdes e validagao de primers,
garantindo a confiabilidade dos resultados obtidos na RT-qPCR (Hashemipetroudi ef al.,
2018; Pryor e Wittwer, 2006).

Por outro lado, a amplifica¢do pode ser monitorada através de corantes especificos
denominados de sondas, que sdo oligonucleotideos marcados por fluoréforos e seus
silenciadores (quenchers) que anelam em regides especificas das sequéncias. Esses
quenchers quando hidrolisados, emitem uma fluorescéncia que se intensifica a cada ciclo

de detecgdo (Han et al., 2022).

Alternativamente a RT-qPCR, a amplificagdo isotérmica mediada por loop com
transcriptase reversa, ou RT-LAMP, trata de um teste molecular que amplifica 0 RNA
viral em condigdes isotérmicas, sem a necessidade de ciclos térmicos. Embora menos
sensivel que a RT-qPCR, a RT-LAMP ¢ util em cenarios com infraestrutura limitada

(Notomi, 2000).
2.5.2.2 Diagnostico laboratorial por teste rapido de antigeno

Além dos testes de biologia molecular, também podem ser realizados testes
rapidos de antigeno para diagnostico de COVID-19. Esses sdo imunoensaios point-of-
care, baseados na técnica de imunocromatografia de fluxo lateral. Essa técnica consiste
na captura de antigenos virais que estdo presentes na amostra por meio de anticorpos

imobilizados na membrana do dispositivo de teste rapido. Esses testes sdo menos
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sensiveis que os métodos moleculares, mas oferecem resultados rapidos (15-30 minutos)
e sdo ideais para triagem em larga escala e em locais com recursos limitados (Spicuzza et

al., 2023).

Por sua capacidade de identificagdo da infecgdo ativa (fase aguda) em amostras
coletadas de modo ndo invasivo, como de nasal/nasofaringe, esse teste foi utilizado
complementarmente ao da RT-PCR e como auto-teste, apresentando beneficios
relacionados ao aumento de testagens e rapidez na identificagdo do SARS-CoV-2,
sensibilidade e especificidade no monitoramento e custo-beneficio acessivel, em
momentos onde os testes moleculares se tornaram dispendiosos e indisponiveis durante
as crises mais graves da pandemia. Tais testes também auxiliam no monitoramento da
soroprevaléncia da populagdo naturalmente e vacinalmente imunizada, demonstrando a

conservagao e/ou durabilidade da imunizagao geral da populacdo (Spicuzza et al., 2023).
2.5.2.3 Regioes genomicas alvo no diagnostico laboratorial

No diagnostico de COVID-19, os kits de testes moleculares se dirigem
primariamente a identificacdo de regides como os genes E, RARp (RNA polimerase
dependente de RNA) e N (nucleocapsideo), que apresentam baixa variabilidade entre
diferentes linhagens e variantes. A selecao de regides conservadas do genoma viral auxilia
na garantia da sensibilidade e a especificidade do teste (Karcioglu, 2024). Segundo
Corman, genes de SARS-CoV-2 altamente conservados, foram amplamente utilizados em
ensaios diagnosticos (Corman ef al., 2020). Ja para outros virus, como influenza, o gene
da matriz (M) foi frequentemente utilizado como alvo, devido a sua conservagdo entre

diferentes tipos e subtipos (WHO, 2011).

Regides variaveis, como o gene da proteina Spike (S) no SARS-CoV-2, sdo
interessantes para a diferenciagdo de variantes, mas ndo sdo ideais para ensaios
diagnosticos universais, pois podem levar a falsos negativos em caso de mutagdes ou
delecdes (Vidya et al., 2021). Portanto, para identificacdo e classificagdo de variantes, a
realizagdo de sequenciamento € necessaria, além de fornecer auxilio na determinagao da

origem de SARS-CoV-2 (Karcioglu, 2024).
2.5.3 Vigildancia molecular por sequenciamento de genoma completo (WGS)

Além das metodologias utilizadas para o diagnostico, os métodos laboratoriais

utilizados na vigilancia gendmica também abrangem técnicas importantes no combate a
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epidemias emergentes e reemergentes, especialmente o sequenciamento gendomico. Tal
técnica permite mensurar e caracterizar a diversidade genética viral, auxiliando na
compreensdo da origem das epidemias, na estimativa das taxas de transmissdo e na
previsdo de surtos futuros. Além disso, fornece dados essenciais para o desenvolvimento
de vacinas e medicamentos, bem como para o aprimoramento de diagnosticos sorologicos

e moleculares (Camargo et al., 2021; OPAS, 2021).

Embora o sequenciamento genético tenha um papel vital no monitoramento da
diversidade viral, ele ndo ¢ utilizado rotineiramente para a confirmagdo de casos
individuais de COVID-19, nao sendo considerado um método diagnostico para esse fito,
além de ndo ser indicado para ser realizado em 100% dos casos (Camargo et al., 2021;
Ministério da Saude, 2024; OPAS, 2021). A analise dos resultados permite uma avaliagao
detalhada da diversidade genética dos virus em circulagdo, como as variantes de SARS-
CoV-2 e outros virus, oferecendo informacgdes criticas para estratégias de vigilancia

gendmica.

O sequenciamento gendmico completo WGS (Whole-genome-sequencing) ¢€
reconhecido como o padrido-ouro para a definigdo de linhagens e classificacao
filogenética de cepas (Hilt e Ferrieri, 2022). WGS realiza a determinagdo da ordem exata
dos nucleotideos (A, C, G, T ou U) que compde o material genético do organismo (Brlek
et al., 2024). Dentre os métodos de WGS, o sequenciamento por sintese (Sequencing by
Synthesis - SBS) ¢ amplamente utilizado, acessado por meio de plataformas como as da
[Nlumina. A tecnologia aplicada ¢ classificada como sequenciamento de proxima geragao
(Next-Generation Sequencing - NGS), permite a leitura simultinea de milhdes de
fragmentos de DNA.

Para o SARS-CoV-2, os relatérios técnicos dos laboratorios devem incluir a
linhagem definida pela ferramenta de classificacdo Pangolin (Phylogenetic Assignment of
Named Global Outbreak Lineages). Recomenda-se a submissao dos genomas completos
na plataforma GISAID, que inclui a bases de dado EpiCoV, para SARS-CoV-2. Até
janeiro de 2025, mais de 9 milhdes de genomas de SARS-CoV-2 ja foram depositados,
refletindo a importancia dessas ferramentas no compartilhamento de dados gendmicos
globais e no combate a doengas infecciosas (dados de GISAID, disponivel em

https://www.gisaid.org/).
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2.5.4 Desafios e lacunas na vigilancia genémica e novos métodos baseados em
PCR

Para a vigilancia genomica, a implementagdo de sequenciamento genético exige
grandes investimentos em infraestrutura, equipamentos, insumos ¢ treinamento de
pessoal especializado, o que pode ser um desafio para muitos (Gardy e Loman, 2018). De
tal modo, a implementagdo de protocolos complementares ao NGS de maior rapidez e
custo-beneficio, como RT-qPCR, assume o papel de uma estratégia essencial para triagem
de amostras, identificacao rapida de variantes e monitoramento de mutacdes especificas
diante cenarios nos quais ¢ necessaria uma vigilancia mais agil e cujo recursos sdo
limitados.

Dentre os primeiros virus a serem estudados com ensaios de PCR para
diferenciagdo de variantes, como virus da imunodeficiéncia humana (HIV) e o virus da
hepatite C (HCV) (Ou et al., 1992, Simmonds et al., 1993), o virus da Influenza
certamente estabeleceu um marco no aperfeigoamento da técnica. Esse virus pode ser
diferenciado entre os tipos A, B e C, bem como subtipos (HIN1 e H3N2), e,
posteriormente, por linhagens sazonais e pandémicas. Frequentemente primers
especificos para os genes HA e NA foram utilizados para essa finalidade (Wright et al.,
1995). Com a eclosdo da pandemia de influenza A (HIN1) de 2009 (HIN1pdm09), os
ensaios de RT-qPCR se tornaram ferramentas usuais para rapida caracterizagdo viral e
vigilancia epidemioldgica. Na ocasido, emergéncia do virus HIN1pdm09 exigiu uma
diferenciagdo precisa em relagdo aos virus influenza sazonais, de modo a monitorar mais
ativamente a disseminagdo do novo virus e a orientar medidas de satde publica, como
vacinacao e tratamento antiviral (Garten et al., 2009), CDC, 2009).

O conhecimento adquirido durante a pandemia de influenza de 2009 orientou, nos
anos posteriores, a rapida resposta a pandemia de COVID-19, através da utilizagcdo de
ensaios de RT-qPCR para inferéncia de linhagens (Umunnakwe et al., 2022) (Quadro 3).
Através da deteccdo da presenga ou auséncia de mutacdes caracteristicas de linhagens de
SARS-CoV-2, como as VOCs, foi possivel identificar surtos de casos em diversas regides
dos paises e aumentar a capacidade de monitorar as amostras positivas (Abuyadek et al.,
2023, Hosch et al., 2022). Entretanto, a interpretacao de linhagens distintas com base em
mudangas no genoma viral requer atencdo a situagdo epidemioldgica da regido
geografica, ao periodo dos casos e ao perfil do paciente, considerando a constante
evolugdo das variantes circulantes do virus (Brasil, 2023h). Diferentes linhagens podem

compartilhar mutacdes semelhantes devido a convergéncia evolutiva, € novas mutagoes
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podem surgir, escapando a deteccao pelos ensaios de RT-qPCR existentes, o que ressalta

a importancia de analisar a distribuicao espago-temporal dos dados (OPAS, 2021).



Quadro 3 - Estudos publicados que avaliam a utilizagao de ensaios de genotipagem molecular para SARS-CoV-2

Procedéncia Concordancia
Alvo vVOC Método Periodo Local das Referéncia
amostral com NGS
amostras
VOC Alfa,
VOC Beta,
ORF1a.3675- VOC Gama, RT-qgPCR . Diagndstico 99% (Lot
3677del e 69- VOC Delta ¢ Multinlex 2,853 N/I Brasil COVID-19 (n=1.568) Maurell et
70del (SGTF) P : al., 2023)
_vocC
Omicron
TaqPath RT- S (McMillen
VOCs Dezembro/2020 Diagnéstico 99.3%
69-70del A qPCR COVID-19 = 164,499 . EUA ~ etal.,
Alfa/Omicron Combo Kit a julho/2022 COVID-19 (n=2.307) 2022)
VOC Alfa, RT-qPCR
VOC Beta, -
Lol VOC it e Dezembro/2020 Diagnostico (g,
E484K e . presenca/auséncia  4.049 EUA & 100% (n=229) Hannah et
Epsilon, VOI a margo/2021 COVID-19
N501Y com sondas al., 2021)
Iota, VOI Taaman
Zeta d
VOC Alfa,
N501Y,69- O Betdh o ppgpcr
VOC Gama, .
70del, 242- VOC Multiplex Fevereiro a Diagnostico (Wang,
N . 0 =
244del, Epsilon, VOI presenca/auséncia 156 abril/2021 EUA COVID-19 100% (n=30) = Huanyu et
L452R e com sondas al.,2021)
E484K Eta, VOI Tagman
Zeta, VOI 4
B.1.1.165
L452R, VOC Alfa, RT-aPCR
E484K, VOC Beta, Mulctli lox 1.657 Abril/2021 a EUA Diagnostico 95-100% (Yeung et
N501Y, VOC Gama, resen a/guséncia ’ janeiro/2022 COVID-19 (n=502¢230) al., 2022)
del69-70, VOC Deltae Presene
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K417N e _voc com sondas
T478K Omicron Taqman
RT-qPCR
Indel_211 VOC Multiplex Diagnostico (Sibai et
— - R Anci 0 =
214 Omicron presenca/auséncia 94 Dezembro/2021 EUA COVID-19 100% (n=47) al, 2022)
com sondas
Taqman
RT-gPCR
Multiplex . ‘ (Wilhelm
E484A/F486V A V.OC presenca/auséncia 72 . Maio a Alemanha Aguag N/T etal.,
Omicron junho/2022 residuais
com sondas 2022)
Tagman
ORFIA, VOC Alfa,
VOC Beta,
RDR2,
VOC Gama,
RDRI, ' yoc Delt Amostr
ORFS, Voo RT-gPCR8-plex oo, Abril2021a o0 O 95% (n=  (Clark er
S:N501, A CoVarScan fevereiro/2022 o 3378) al.,2022)
Omicron, respiratorias
RDR3-4,
VOI Mu,
S:E484 e
S:1.452 VOI Iota e
) VOI Lambda

Fonte: Adaptado de (Costa, 2023)
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2.5.5 Hipotese do estudo

A genotipagem por RT-qPCR baseada em assinaturas moleculares permite a
identificacdo eficiente de linhagens emergentes de SARS-CoV-2, apresentando
desempenho satisfatdrio na detecg@o de mutagdes definidoras, o que pode contribuir para

o monitoramento da evolucdo viral e a vigilancia epidemioldgica.
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3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo geral

Aprimorar e expandir abordagens investigativas integradas de vigilancia
molecular aplicadas a virus respiratérios, com foco no SARS-CoV-2, para o
monitoramento e caracterizagdo de variantes emergentes em resposta a surtos

epidemioldgicos no estado do Ceara.
3.2 Objetivos especificos

1. Contextualizar o cendrio epidemioldgico em relagdo a casos notificados,
internagdes e 0bitos por SGs e SRAGs em relacao a populacao viral de SARS-CoV-2 ¢

variantes emergentes;

2. Avaliar a diversidade viral por meio dos dados genomicos das principais

variantes circulantes de SARS-CoV-2, durante as principais ondas epidémicas recentes;

3. Identificar e validar assinaturas moleculares e padrdes de mutagdes
sinapomorficas especificas para a determinagdo por RT-qPCR de linhagens circulantes,

buscando complementar a vigilancia gendmica realizada diretamente por sequenciamento

NGS

4. Avaliar e otimizar ensaios moleculares de RT-qPCR para aplicagdo em

subtipagem e inferéncia de variantes emergentes de SARS-CoV-2.

4 MATERIAL E METODOS
4.1 Comité de ética

O estudo se encontra aprovado pelo Comité de Etica do Centro de Hematologia e
Hemoterapia do Ceard (ref. CAEE 50525221.7.3005.8152). Todas as atividades foram
realizadas em parceria com a Rede Genomica da Fiocruz, o que inclui o envolvimento
direto de laboratorios de referéncia nacional em virus respiratorios do Ministério da
Satude. As atividades contemplam agdes investigativas de vigilancia laboratorial e
gendmica de virus emergentes, a comunicagdo de agravos de notificagdo compulsoria

e/ou submissdo de relatérios técnicos as autoridades de vigilancia sanitdria-
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epidemioldgica, dispensando a necessidade de aplicagdo de Termo de Consentimento

Livre e Esclarecido (TCLE).
4.2 Desenho experimental

Este estudo focaliza na andlise epidemiologica e gendmica do SARS-CoV-2.
Inicialmente, foram obtidos dados secundarios e gendmicos de diferentes bases publicas
(DataSUS, IntegraSUS e GISAID EpiCoV) durante o periodo de estudo. Posteriormente,
foi realizada a caracterizagdo de assinaturas moleculares definidoras de variantes
emergentes, para o desenvolvimento de ensaios baseados em qPCR, através do
reaproveitamento de amostras do fluxo de vigilancia ativa para COVID-19 da Rede
Gendmica Fiocruz. Por fim, foram avaliadas métricas de especificidade, sensibilidade,

VPP e VPN e anadlises estatisticas para concordancia com NGS (Figura 4).
Figura 4 - Desenho experimental do estudo.

1.

2.
= Contextualizagao 5. ;
Obtengao/coleta de d Y Reaproveitamento
dados secundarios . o ce.na'rlc? de amostras e
epldemlologlco painéis de NGS
6. 1
— [ . Ty
Obtengio/coleta de Construgao de DEfl_anao de Desenvolvimento
mapas assinaturas de ensaios por
dados gendémicos
gendmicos moleculares L qPCR J

AR

Analise
estatistica

Fonte: Elaborado pela autora, 2025.

4.3 Investigacao do cenario epidemioldgico da COVID-19
4.3.1 Obtencdao/coleta de dados secundarios

Foram compilados dados sobre o nimero de casos, 6bitos e hospitalizagdes por
SRAGs notificados diariamente a partir do acesso a bases de dados publicas, tais como

DataSUS (https://datasus.saude.gov.br/) e IntegraSUS

(https://integrasus.saude.ce.gov.br/). Percentuais de linhagens/variantes em circulagdo

foram obtidos a partir das bases de dados patdgeno-especificas do banco de dados

internacional GISAID EPICoV (https://gisaid.org/), a fim de obter genomas



https://datasus.saude.gov.br/
https://integrasus.saude.ce.gov.br/
https://gisaid.org/
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representativos e de alta qualidade. Para isso, empregou-se o parametro QC status =

“good” do programa Nextclade CLI v.3.8.
4.3.2 Avaliacdo exploratoria do cendrio epidemiologico

As informagoes passaram por uma analise exploratoria temporal, correlacionando
indicadores de importancia epidemioldgica, tais como variagdes no niimero de casos de
SRAGs notificados e taxas de hospitalizagdes, com tendéncias e sazonalidade do conjunto
amostral. Posteriormente, os casos notificados, 6bitos e SRAGs foram comparativamente
analisados de forma descritiva e na forma de infograficos em relacdo as principais

variantes/linhagens circulantes nos periodos investigados.

4.4 Identificacao de assinaturas moleculares
4.4.1 Construgdo de mapas genomicos

A elaboracao de um mapa gendmico representativo se concentrou na realizagao
de uma anélise filogenética, juntamente com uma avaliagdo da prevaléncia de cada
assinatura molecular nas linhagens da variante Omicron e VOI JN.1 circulantes nos

periodos propostos.
4.4.1.1 Selegdo de periodos

As analises foram realizadas com genomas de amostras coletadas em trés periodos
distintos: de maio a outubro de 2022, de outubro de 2022 a mar¢o de 2023 e de novembro
de 2023 a fevereiro de 2024. Esses periodos foram escolhidos devido a circulagao das
linhagens e sublinhagens da variante Omicron e da VOI JN.1, que foram responsaveis
pelo aumento exponencial do numero de casos, correspondendo ao quarto, quinto e sexto

surto de casos no estado.
4.4.1.2 Avaliag¢do da prevaléncia de assinaturas moleculares

As sequéncias foram classificadas utilizando a nomenclatura PANGO por meio
do software Pangolin CLI v.4.3.1. Apenas linhagens com mais de 1% de circulagdo e
elevados padroes de qualidade foram incluidas, a fim de evitar vieses de confirmacao e
erros nos dados analisados. Isso resultou em um total de 897 genomas no primeiro
periodo, 508 genomas no segundo periodo e 802 genomas no terceiro periodo. Estes

foram alinhados contra a sequéncia de referéncia Wuhan-Hu-1/2019 (MN908947), e



51

sinapomorfias Unicas, na forma de inser¢des ou delecdes, foram analisadas para as
sublinhagens BA.4 (B.1.1.529.4), BE.9 (B.1.1.529.5.3.1.9) e JN.1 (B.1.1.529.2.86.1.1).
Essa andlise foi realizada por meio de algoritmos desenvolvidos internamente em

linguagem de programagao Python e R.
4.4.1.3 Analises filogenéticas

As sequéncias gendmicas selecionadas para avaliacdo da prevaléncia foram,
semelhantemente, utilizadas para constru¢cdo das arvores filogenéticas das linhagens de
SARS-CoV-2. Os arquivos FASTA foram alinhados contra a sequéncia de referéncia,
utilizando o software de alinhamento MAFFT v7.453, através do comando ‘mafft —auto
—addfragments sequencias.fasta referencia.fasta > alinhamento.fasta’. As analises
filogenéticas foram executadas pelo programa IQ-TREE multicore version 2.2.3 COVID
Edition para Linux 64-bit. Utilizou-se o modelo GTR+G4+F (General Time Reversible)
com contagem da frequéncia de bases diretamente do alinhamento (default), utilizando o
parametro Approximate Likelihood-Ratio Test (ALRT) com 1000 replicatas, através do
comando ‘igtree -s alinhamento.fasta -m GTR+G4+F -alrt 1000 -nt AUTO’. Para
visualizagao personalizada do arquivo iqgtree gerado, foi utilizada a ferramenta online Itol
v6 e o aplicativo online Biorender para edi¢do das ilustracdes, garantindo uma melhor

visualizacdo e qualidade.
4.4.2 Selecdo das assinaturas moleculares

A partir dos mapas genomicos montados, foram estabelecidas as condi¢des para
definir os padrdes moleculares que poderiam ser usados como marcadores das linhagens
dos virus respiratorios. De acordo com o cenario epidemioldgico anteriormente analisado
e os periodos estudados, foram consideradas como de interesse as sublinhagens da VOC
Omicron BA.4 ¢ BE.9 ¢ a VOI IN.1 para o estudo de SARS-CoV-2. Para essas linhagens,
as sinapomorfias precisavam apresentar pelo menos 80% de prevaléncia para serem
consideradas padrdes de exceléncia para classificagdo. Em contrapartida, nas outras
linhagens, as mesmas sinapomorfias ndo poderiam estar presentes em uma frequéncia
superior a 1%, preferencialmente devendo estar ausentes (Fontana-Maurell et al., 2023a;
Gangavarapu et al., 2023; McMillen et al., 2022; Sibai et al., 2022; Wang, Hannah et al.,
2021; Wang, Huanyu et al., 2021; Yeung et al., 2022).
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4.5 Testagem e otimizacdo de painéis para ensaios de inferéncia molecular e

genotipagem

Foram desenvolvidos ensaios customizados de RT-qPCR a partir do
reaproveitamento de painéis de sequenciamento ou customiza¢do de primers, para
rastreio das diferentes sinapomorfias identificadas anteriormente e diferenciacdo das

outras linhagens co-circulantes (Figura 5).

Figura 5 - Representacdo grafica das assinaturas moleculares norteadoras dos ensaios de

diferenciacio das sublinhagens da VOC Omicron de SARS-CoV-2.

Fe====mssssess====== 9
i Delecao de 244 1
' nucleotideos na ORF7a

Inser¢do de 12 3
nucleotideos na Spike 1

Proteinas nao estruturais (nsp) Proteinas estruturais e acessorias

5#.'— Ensaio para diferenciacio de BA.4 e NAO-BA.4 (ORF1a_del9)

:'*1 Ensaio para diferenciagdo de BE.9 e NAO-BE.9 (ORF7a_244del)

# Ensaio para diferenciagdo de JN.1 e NAO-JN.1 (Spike_ins12)

Fonte: Elaborado pela autora, 2025.

Os ensaios foram realizados utilizando o termociclador fluorescente
QuantStudio™ 7 Pro qPCR Systems (Thermo Fisher Scientific Inc) e o software Design
& Analysis v2.6.0. A interpretacdo dos dados de RT-qPCR foi realizada por avaliagao
manual, observando também o cendrio epidemiologico do estado no momento da coleta
da amostra para determinacdo dos resultados (Quadro 4). Por fim, buscou-se a validagao
das amostras positivas dos ensaios qPCR por meio da comparacdo com as mesmas

amostras no NGS, técnica que ¢ padrao-ouro para determinagao das linhagens.
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4.5.1 Ensaios de genotipagem para VOC Omicron (sublinhagem BA.4 e BA.5)

O ensaio especifico de dupla-sonda ORFla del9 286 para diferenciacao entre
BA.4 e nao-BA.4 foi customizado a partir da dele¢do de 9 bases na regido NSP6 (codon
686, ORF1a) presente no genoma de BA.4. O esquema de primers e sondas foi desenhado
utilizando a ferramenta de bioinformatica para biologia molecular Primer3

(https://primer3.ut.ee/) e sintetizado pela IDTDNA. Utilizou-se o kit comercial SARS-

Cov-2 EDx (Biomanguinhos) para compor a reacdo de PCR (Quadro 4).

Foram utilizadas as sondas com fluor6foros FAM e VIC para a corrida de
genotipagem. A sonda FAM anela-se a regido com a delecdo caracteristica dessa
sublinhagem, enquanto a sonda VIC anela-se a regido sem a delecdo (wild type),

caracteristica das sublinhagens ndo-BA .4 circulantes no mesmo periodo.

O protocolo foi ajustado para uma rea¢dao de 10 pL, utilizando 5 pL de Master
Mix, 0,5 pL de cada primer a concentracdo de 10nM (forward e reverse), 0,1 pL de cada
sonda (wild type e del9), 1,8 uL. de dgua ultrapura e 2 pL. de amostra de cDNA. A ciclagem
utilizada nesta validacdo consistiu em uma fase inicial pré-PCR de 60 °C por 30 s, uma
fase PCR de 45 ciclos com 2 etapas, uma de desnaturagdo a 95 °C por 20 s e uma de
anelamento a 60 °C por 30 s, finalizando com uma fase final pos-PCR, de 60 °C por 30 s.

O modulo de analise utilizado no software Design & Analysis 2.6.0 foi o Genotyping.
4.5.2 Ensaios de genotipagem para VOC Omicron (sublinhagem BE.9 e BQ.1)

Para o ensaio ORF7a_244del, responsavel pela diferenciagdao entre BE.9 e nao-
BE.9, foram utilizados um reaproveitamento de primers do painel Artic 4.1 (AW4 92L e
92R) para ensaio de curva de dissociacdo (melting curve) direcionados a uma delegdo de
244 bases caracteristica da BE.9. Utilizou-se o kit comercial GoTaq 1-Step RT-qPCR com
fluor6foro BRYT Green ® (Promega) (Quadro 4).

Os volumes utilizados na reagdo foram validados para que cada reagao de 10 puL
fosse composta por 5 pL. de Master Mix, 0,2 pL. de enzima transcriptase-reversa GoScript,
0,5 pL de cada primer (a 10 nM), 0,8 pL de 4gua ultrapura e 3 pL. da amostra de RNA,
otimizando o uso de reagentes e amostras. O protocolo de amplifica¢do consistiu em uma
etapa inicial de transcri¢do reversa, seguida por 45 ciclos de desnaturagao a 95 °C por 15

s, anelamento a 65 °C por 30 s e uma etapa de extensao a 72 °C por 50 s.


https://primer3.ut.ee/
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A etapa de anelamento se deu com um touchdown de delta de temperatura (AT)
de -0,12 °C por ciclo, de modo a auxiliar na reducdo da probabilidade de ligagdo ndo
especifica dos primers. Para a andlise da curva de dissociagdo, foi realizada uma
dissociagao de alta resolugdo a 95 °C, com uma taxa de aquecimento de 0,075 °C/s. No
software Design & Analysis 2.6.0, o0 modulo de andlise utilizado para o ensaio foi o

Standard curve.
4.5.3 Ensaios de genotipagem para VOI JN.1 (linhagens JN.1 e JD.1)

O ensaio Spike_12ins foi direcionado a insercdo de 12 bases na regido Spike
21609-21620 (TCATGCCGCTGT) para diferenciacdo entre JN.1 e ndo-JN.1. Os primers
foram reaproveitados do painel Artic 5.3.2 (SARS-CoV-2 400 70 LEFT 0 e SARS-
CoV-2 400 69 RIGHT 0). Assemelhando-se ao ensaio de curva de dissociacao (melting
curve) para BE.9, utilizou-se o kit comercial GoTaq 1-Step RT-qPCR com fluoréforo
BRYT Green ® (Promega) para realizagdo do ensaio (Quadro 4).

Para o protocolo utilizado neste ensaio, a reacdo final obteve um volume de 12
pL, empregando 6 pL de Master Mix, 0,2 pL da enzima transcriptase-reversa GoScript,
0,15 pL de cada primer (a 10 nM), 4,5 pL de 4gua ultrapura e 1 pL da amostra de RNA.
Essa validagdo foi realizada em prol da redugdo na formacao de dimeros de primers
observados ¢ da otimizagdo do volume das amostras testadas.

A ciclagem para amplificacdo incluiu uma fase inicial de transcri¢do reversa,
seguida por 40 ciclos de desnaturacdo a 95 °C durante 15 s, anelamento a 65 °C por 20 s
e uma fase de extensao a 72 °C por 20 s. A etapa de anelamento se deu com um fouchdown
AT de -0,12°C. Para a avaliagdo da curva de dissociagao, foi realizada uma curva de
dissociagdo a 95 °C, com uma taxa de aquecimento de 0,025 °C/s. No software Design &

Analysis 2.6.0, o modulo de analise utilizado para o experimento foi Standard curve.
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Quadro 4 - Compilagdo de informagdes suplementares sobre os ensaios, sinapomorfias, linhagens monitoradas e as sequéncias de nucleotideos de

primers e sondas.

PRINCIPAL PERIODO EM
TIPO DE KIT DE PCR
LINHAGEM QUE PRIMERS E SONDAS
ENSAIO UTILIZADO
MONITORADA CIRCULOU

NOME DO SINAPOMORFIAS/
ENSAIO MUTACOES-ALVO

>ORF1a_del9 686 BA4 F
ACGGTAATAAAGGAGCTGGTGG
>ORFla_del9 686 BA4 R

Também chamada Maio a Mastermix do
ORFla:9del, ¢ a voC : GGATCAGTGCCAAGCTCGTC
ORFIADELY9 = mutacdo NSP1: Omicron | °Wtubrode | Dupla- = Kit Molecular >ORFla_wt_686_BA_P1
K141del, S142del, (BA.4) 2022 sonda SARES]')(;)V'Z SUN/CGGCGCCGA/ZEN/TCTAAAGTCA
Fl143del >ORFla_del9 686 BA4 P2
FAM/CGGCGCCGA/ZEN/TCTAGACTT
Outubro de GoTaq® qPCR >Av4 _SARS-CoV-2_92 LEFT
VOC 2022 a . CACTACCAAGAGTGTGTTAGAGGTAC
ORF7A ORF7a: A Curva de Master Mix
DEL244 44del Omicron margo de dissociacio | (Promega, no. >Av4 SARS-CoV-2 92 RIGHT
(BE.9) 2023 A6001) GTTCAAGTGAGAACCAAAAGATAATAAGC
Novembro GoTaq® qPCR >Artic5.3.2_SARS-CoV-2 400 70 LEFT 0
SPIKE SPIKE. de2023a oo TTTATTGCCACTAGTCTCTAGTCAGTGT
INS12 12ins VOI JN.1 fevereiro de dissociagio | (Promega, no >Artic5.3.2_SARS-CoV-2_400_69 RIGHT 0
2024 - 1O AGTCCTGAGTTGAATGTAAAACTGAG

AG6001)
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4.6 Avaliacio de desempenho

Os ensaios foram validados analiticamente utilizando resultados de NGS como
padrao-ouro para confirmacdo das linhagens/clados. Foram realizados os célculos de
Valor Preditivo Positivo (VPP), Valor Preditivo Negativo (VPN), especificidade,
sensibilidade e acuracia. A comparacao entre os resultados dos ensaios com os dados de
sequenciamento (padrao-ouro) foi realizada pelo teste de McNemar. As analises

estatisticas e os graficos foram gerados em linguagem R.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Avaliacao exploratoria epidemiologica

No periodo de 01 de marco de 2020 a 31 de janeiro de 2024 no Ceara (n total =
11.462), as linhagens selvagens e ndo-VOC de SARS-CoV-2, denominadas como Outras
(B.1, B.1.1, B.1.1.1, B.1.1.33, B.1.177, B.1.212, B.1.1.529, N.9 e P.2) circularam entre
14 de margo de 2020 até 29 de maio de 2021. Alguns meses depois, a VOC Gama
comecou sua circulagdo em janeiro de 2021 e, posteriormente, a VOC Delta iniciou sua
circulacdo em julho de 2021, ambas deixando de serem detectadas no final de 2021 e
inicio de 2022, dando lugar, oportunamente, a introdugéo da VOC Omicron (BA.1-like).

A VOC Omicron se manteve preponderante durante todo o periodo do estudo,
suscitando a subsequente emergéncia de sublinhagens dessa variante. Prevalentemente,
entre maio de 2022 a novembro de 2023, introduziu-se a sublinhagem BA.4 da VOC
Omicron, que co-circulou com a sublinhagem BA.5 pelo mesmo periodo. No final de
2022 e inicio de 2023, duas sublinhagens da BA.5 iniciaram sua circulagdo, a BE.9 e
BQ.1, de outubro de 2022 a fevereiro de 2023, responsaveis pelo possivel aumento no
numero de casos observados nesse momento. As sublinhagens recombinantes da BA.2,
chamadas XBB-like também surgiram em meados do mesmo periodo, permeando
novembro de 2022 a dezembro de 2023, porém também co-circulando com a linhagem

JN.1, introduzida em novembro de 2023 até janeiro de 2024 (Figura 6).
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Figura 6 - Circulagdo de variantes da COVID-19 registrados pelo GISAID (https://gisaid.org/) no estado do Ceara
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Legenda: No eixo X observa-se o periodo das sequéncias gendmicas distribuidos por data de coleta desde 01 de margo de 2020 ate 31 janeiro de 2024. O eixo Y
apresenta a frequéncia do quantitativo de sequéncias das principais variantes de SARS-CoV-2, separados em: verde para Delta, azul para Gama, rosa para Omicron, lilas BA .4,
lilas-escuro para BA.5, vermelho para BE.9, roxo para BQ.1, laranja para JN.1, marrom para XBB e branco para Outras.
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A emergéncia de variantes de preocupagio, como a VOC Gama, VOC Omicron e
suas sublinhagens resultaram em aumentos significativos do nimero de casos e dbitos
(Banho et al., 2022; Buss et al., 2021; Callaway e Ledford, 2021; Tegally et al., 2022).
Com base nos levantamentos realizados no presente estudo, o Ceara obteve um total de
1.661.340 casos confirmados para COVID-19 até maio de 2024, registrados por
diferentes laboratérios do estado. O nimero de casos negativos € o nimero de Obitos
nesse mesmo periodo foram, respectivamente, 3.498.025 e 28.261 no total. Os padrdes
de elevacao do niumero de casos representam as respectivas ondas pandémicas: primeira
onda, no inicio de 2020, referente a introdugdo de SARS-Cov-2 no estado, segunda onda,
que ocorreu no inicio de 2021 referente ao surgimento da Variante de preocupagao (VOC)
Gama (P.1-like) e a terceira onda, que teve sua origem entre o final de 2021 e o inicio de
2022, referente & VOC Omicron (BA.l-like). Os periodos subsequentes foram
caracterizados pela ocorréncia de surtos de casos associados a emergéncia de
sublinhagens da VOC Omicron (em especial BA.5 ¢ BE.9) ¢ a VOI JN.1, atrelado a um
elevado niimero de subnotificacdes. A sublinhagem recombinante XBB ndo se mostrou
predominante no estado do Cearad (Silva et al., 2024), o que pode estar associado a
resposta imunologica desencadeada pela sublinhagem BE.9. Assim como observado em
estudos anteriores, as sucessivas exposi¢des da populagdo ao patdogeno, acrescentando-se
a introdu¢do de vacinas, imunizantes e antivirais especificos, pode acarretar uma
populacdo com protegao relativa maior em relacdo a uma nova linhagem que surge (Wu
et al., 2021). Entretanto, mais estudos necessitam ser realizados para avaliagdo da
evolucdo recente de SARS-CoV-2 em resposta a pressdo imune (Meijers et al., 2023)
(Figura 7). Posterior a observagdo da circulagdo das linhagens de SARS-CoV-2 e a
varia¢do do nimero de casos e Obitos ao longo do ano, observa-se que as caracteristicas
virais de cada linhagem podem estar associadas aos respectivos padroes das ondas
pandémicas e a eficacia das medidas protetoras contra o virus, tais como um maior escape
vacinal atribuido a certas linhagens e/ou a uma maior resisténcia a antivirais

administrados.

Figura 7 - Numero de casos de COVID-19 registrados pelo IntegraSUS

(https://integrasus.saude.ce.gov.br/) no estado do Ceara
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BE.9/BQ.1 em azul (outubro a margo de 2023) e VOI IN.1 em vermelho (novembro a janeiro de 2024).

Nessa perspectiva, a gravidade da doenga causada por virus respiratérios, em
especial SARS-CoV-2, pode evoluir para as chamadas sindromes respiratorias agudas
graves (SRAGs), que sdo caracterizadas por agravos a sindrome gripal. Essa sindrome ¢

frequentemente acompanhada pelo agravamento relativo a hospitalizagdes em unidades
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de internacdo ou em UTIs (Unidades de Terapia Intensiva). Com a introdugdo do virus
SARS-CoV-2 no Brasil, foram notificadas as primeiras SRAGs causadas por este novo
coronavirus, no inicio de 2020 (Figura 8A). Apds a emergéncia da VOC Gama, novos
casos de SRAGs passaram a ser notificados no inicio de 2021 no Brasil, com aumento
significativo de ocorréncias em relag@o ao inicio de 2020, estabelecendo o maior pico de

casos registrado em 15 de marco de 2021, com 10.761 notificagdes.

O estado do Ceara, em comparacao com o Brasil, apresentou aparente semelhanca
entre os casos de SRAG ocorridos na 1° e 2° ondas pandémicas, como observado no
segmento B, porém a segunda onda teve um periodo maior de casos notificados em
relagdo a primeira (Figura 8B). Com a emergéncia da VOC Omicron no pais, um novo
surto de casos foi iniciado, todavia, com menor aumento quando comparado as ondas
anteriores. Essa observagdo pode ser relacionada a intensa campanha de imunizagdo que
ocorreu nesse periodo, tanto no Brasil quando no Ceara, possivelmente explicando o

padrao encontrados em ambos os graficos.

Nas primeiras ondas pandémicas ¢ observado um crescimento no ntimero de
obitos proporcional ao numero de hospitalizagdes, porém o mesmo padrdo ndo ¢
observado nas ondas posteriores. Para os surtos associados as sublinhagens da VOC
Omicron (BA.4, BA.5, BE.9, BQ.1, XBB) ¢ VOI JN.1, nota-se uma tendéncia de
decrescimento do numero de hospitalizagcdes por SRAGs notificadas e um encurtamento
da base da curva de casos, transcrevendo-se em uma menor faixa temporal de ocorréncia
das sindromes. O padrdo observado em cada uma das emergéncias das sublinhagens
estudadas neste trabalho ¢ que, ap6s o pico de casos de uma linhagem, h4d uma reducao
no numero de casos. Em seguida, ocorre um aumento no numero de casos e 6bitos com o

surgimento de novas linhagens.

Ao todo, foram notificadas 2.089.674 casos e 622.706 6bitos no Brasil em
decorréncia de SRAGs causadas por COVID-19 durante o periodo de 2020 a 2024,
enquanto no Ceara foram notificados 74.211 casos e 26.185 o6bitos durante o mesmo

periodo. Isso torna o Ceara detentor de 3,7% do total de casos e Obitos ocorridos no Brasil.

Figura 8 - Numero de casos de SRAGs hospitalizados por COVID-19 registrados pelo
OpenDaraSUS (https://opendatasus.saude.gov.br/) no Brasil e no estado do Ceara
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estado comecgou a aplicar as primeiras doses da vacina Coronavac, desenvolvida pelo

laboratorio chinés Sinovac em parceria com o Instituto Butantan (Alencar et al., 2021).

Este foi um marco importante na luta contra a pandemia no estado e em todo o Brasil. De
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acordo com informagdes do LocalizaSUS, em junho de 2021, mais de 25% da populacao
do Ceard ja havia recebido pelo menos uma dose da vacina. Até agosto do mesmo ano,
esse nimero aumentou para 50%, com quase 25% da populacdo tendo recebido a dose de
reforg¢o. Esses dados sdo relevantes para entender por que, entre agosto e dezembro de
2021, o Ceara ndo experimentou uma onda significativa da pandemia, mesmo com a
presenga da variante Delta. Além disso, em 2022, apesar do surgimento da variante
Omicron e do aumento acentuado de casos, ndo houve uma crise no namero de 6bitos, o
que pode ser atribuido ao progresso na imunizagdo com as doses adicionais, juntamente

a vacina Bivalente, com inicio em fevereiro de 2023 (Figura 9).

Figura 9 - Imunizacgao vacinal da populagdao do Ceara por percentual de doses aplicadas

ao longo do tempo disponibilizados pelo governo (https://infoms.saude.gov.br).

1.04

Legenda

Nao vacinado

. 1dose
. 2 doses
1 . 3 doses
. 4 doses

@ Bivalente

Vacinacao (percentual)
o
12

Legenda: No eixo X observa-se o més de aplicagdo da vacina, desde 2021 até 2023. O eixo Y demonstra o

percentual da cobertura vacinal populagao.

5.2 Identificaciao de assinaturas moleculares
5.2.1 Assinaturas moleculares identificadas de SARS-CoV-2

As sequéncias do Ceara utilizadas na constru¢do do mapa gendomico permitiram
mapear a frequéncia das mutagdes definidoras de cada linhagem estudada. Na regido do
gene ORF1a (nucleotideos 686-694), foi identificada uma delecdo de 9 nucleotideos na
proteina NSP6 (S106del, G107del, F108del) em 100%, 98% e 96% das sequéncias das
sublinhagens BA.4 (BA.4.6, BA.4, BA.4.1, respectivamente) e em 1% ou menos das
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outras sublinhagens da VOC Omicron (BA.2 ¢ BA.5.1.15), ndo sendo detectada nas
demais sublinhagens BA.5. Outras delecdes ndo apresentaram frequéncia significativa
nem exclusividade na sublinhagem BA.4, o que as tornou candidatas pouco robustas para
ensaios de genotipagem visando sua identificacdo. Ainda que a dele¢do na regiao ORF1la
ndo seja exclusiva da BA.4, sua prevaléncia mais elevada nessa sublinhagem, em
comparagdo com outras, enfatiza a escolha dessa regido como um marcador preferencial

para a diferenciagdo em ensaios de genotipagem (Figura 10).
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Figura 10 - Mapa gendmico das principais linhagens co-circulantes entre maio e setembro

de 2022.
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Legenda: Em (A) a analise filogenética representa parte da dindmica de circulagdo do periodo amostral e
a proximidade filogenética entre as linhagens contempladas. Em (B) o heatmap representa o percentual de
delecdes presentes em cada linhagem, com sua respectiva posicdo gendmica em nucleotideos. A
sinapomorfia ORFla: 686-694del em destaque representa o melhor padrdo evolutivo observado para o
desenvolvimento do ensaio de diferenciagcdo entre BA.4-like e as outras linhagens co-circulantes no

periodo.
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Na regido genomica da ORFla:515-520, foi observada uma delecdo de 5
nucleotideos presente em 85% das sequéncias da BE.9, ndo sendo exclusiva, no entanto,
para essa sublinhagem, ja4 que essa mutacdo também esteve presente em 18% das
sequéncias da BQ.1.1. Por outro lado, na regido genomica da ORF7a:27.509-27.753, foi
observada uma dele¢do de 244 nucleotideos em 95% das sublinhagens BE.9, ausente em
todas as outras linhagens circulantes concomitantes, em especial na BQ.1, uma linhagem
de alta prevaléncia no periodo. Essa delegdo, exclusiva e de alta frequéncia na BE.9,
confirmou-se como uma sinapomorfia caracteristica, diferenciando claramente a BE.9
das demais linhagens circulantes no periodo, incluindo BQ.1, BQ.1.1, BQ.1.1.15,
BQ.1.1.23, BQ.1.10.1, BN.1.5, BE.10, DL.1, XBB.1.18 ¢ XBB.1.18.1 (Figura 11).
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Figura 11 - Mapa gendmico das principais linhagens co-circulantes entre outubro de 2022

e fevereiro de 2023.
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Legenda: Em (A) a andlise filogenética representa parte da dindmica de circulagdo do periodo amostral e
a proximidade filogenética entre as linhagens contempladas. Em (B) o heatmap representa o percentual de
delecdes presentes em cada linhagem, com sua respectiva posicdo gendomica em nucleotideos. A
sinapomorfia ORF7a: del244: 27.509-27.748 em destaque representa o melhor padrao evolutivo observado
para o desenvolvimento do ensaio de diferenciaciio entre BE.9 e as outras linhagens co-circulantes no

periodo.
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Na regido da Spike, dos pares de base 21.609 a 21.620, foi verificada uma inser¢ao
de 12 nucleotideos (21609: TCATGCCGCTGT) em todas as linhagens JN.1, exceto na
JN.1.7 e nas demais sublinhagens circulantes no inicio de 2024 (JD.1.1,JD.1.1.7,JD.1.1.1
e HV.1). A frequéncia dessa inser¢do na Spike variou entre 83-91% nas sequéncias de
JN.1,JN.1.1,JN.1.29, JN.1.43.1, enquanto JN.1.43 ¢ JN.1.1.5 apresentaram essa inser¢ao

de forma invaridvel em 100% das sequéncias.

O mapa gendmico referente a esse periodo também identificou, por sua vez,
dele¢des na regido da Spike, com enfoque para S:22.194-22.196, identificadas em 100%
das linhagens da JN.1; a delecdo S:21.765-21.770, presente em 100% das JN.1 e em 98%
a99% das JN.1.1 e IN.1.29; e a delegdo S:23.009-23.011, detectada em 100% das JN.1 e
em 99% das JN.1.1 e JN.1.43.1. Tanto a insercdo quanto as delecdes na Spike foram
frequentes nas linhagens JN.1 e ausentes ou raras nas linhagens co-circulantes (JD.1.1,
JD.1.1.1, JD.1.1.7 e HV.1), evidenciando a capacidade dessas mutacdes de distinguir

eficazmente as linhagens JN.1 das demais (Figura 12).

Ainda que as delegdes definidoras tenham sido observadas em alta frequéncia nas
linhagens JN.1, a inser¢ao de 12 nucleotideos na regido Spike foi escolhida para nortear
os ensaios de RT-qPCR. Em se tratando de simplificacdo do protocolo laboratorial e
custo-beneficio para os ensaios, especialmente em ambientes com recursos limitados, a
utilizacao da técnica de curva de dissociagdo para RT-qPCR, baseada na temperatura de
Melting (Tm) € vantajosa para a identificacdo rapida e precisa das linhagens, sem a
necessidade de customizagdo de sondas marcadas. De tal modo, a utilizacao de insergdes
maiores como alvo permite a utilizagdo destes testes baseados na diferenca de tamanho
de amplicon e de Tm, sendo uma técnica especialmente util em cenarios com recursos
limitados ou quando ha necessidade de resultados rapidos (Hashemipetroudi et al., 2018;

Pryor e Wittwer, 2006).
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Figura 12 - Mapa gendmico das principais linhagens co-circulantes entre novembro de

2023 e janeiro de 2024.

Tree scale: 0.001 |
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Legenda: Em (A) a analise filogenética representa parte da dindmica de circulagdo do periodo amostral e
a proximidade filogenética entre as linhagens contempladas. Em (B) o heatmap representa o percentual de
inser¢des ¢ delecdes presentes em cada linhagem, com sua respectiva posi¢cdo genOmica. A sinapomorfia
Spike: insl12: 21.609-21.620 em destaque representa o melhor padrdo evolutivo observado para o

desenvolvimento do ensaio de diferenciagdo entre JN.1-like e as outras linhagens co-circulantes no periodo.
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As analises filogenéticas presentes nesse contexto auxiliaram na complementacgao
dos resultados obtidos por meio da avalia¢do da prevaléncia, enriquecendo a compreensao
dos percentuais de cada sinapomorfia. Foi observado que algumas amostras desprovidas
dos padrdes sinapomorficos foram agrupadas no mesmo ramo filogenético de amostras
com padrdes similares. Isso sinaliza que a auséncia desses padrdes pode estar associada
a possiveis falhas de sequenciamento ou a presenga de mutacdes privadas. Isso reforca a
natureza distintiva dessas mutacdes-chave como marcadores de linhagem, corroborando
assim para fidedignidade dos percentuais obtidos nos heatmaps. Essas arvores
filogenéticas também proporcionaram uma representacdo visual e quantitativa das
sequéncias circulantes durante o periodo analisado, de modo que linhagens pouco

presentes se refletem em uma menor distribui¢do no periodo amostral.

As assinaturas moleculares identificadas no estudo refletem a dindmica evolutiva
do SARS-CoV-2 no Ceara, com a sucessdao de diferentes linhagens e o surgimento de
novas variantes. A identifica¢ao dessas assinaturas permitiu o desenvolvimento de ensaios
de genotipagem para as principais sublinhagens da VOC Omicron, como BA.4, BA.5,
BE.9 e BQ.1, e para VOI JN.1. Esses ensaios moleculares representam uma ferramenta
poderosa para complementar a vigilancia genomica convencional, permitindo a detec¢do
rapida e precisa de variantes de interesse, como demonstrado por estudos anteriores de

outros pesquisadores (e.g., Corman et al., 2020).
5.3 Avaliacao de desempenho
5.3.1 Ensaio para VOC Omicron (sublinhagem BA.4)

Das 902 amostras analisadas, 18,6% (n = 168) foram identificados como
sublinhagem BA .4 ¢ 56% (n = 505) como sublinhagem nao-BA.4, muito provavelmente
BA.S, por ser a sublinhagem mais prevalente no periodo. A quantidade de inconclusivos

foi 25,4% (n = 229).

A determinagdo de linhagens pelo padrio-ouro NGS foi comparada com o
resultado de linhagens obtidas pelo ensaio, obtendo a concordancia de 98,33% (n =
589/599), revelando 589 amostras concordantes e 10 amostras discordantes. Os valores
para sensibilidade, especificidade, acurdcia (concordancia), Valor preditivo positivo
(VPP), Valor preditivo negativo e a Razdo de verossimilhanca para o teste positivo estdo

na tabela 1.
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Tabela 1 - Indicadores para estudo de validagao de testes diagnosticos ou de rastreamento

aplicadas ao ensaio molecular ORFla del9 286.

NOME DO SENSIBILIDADE ESPECIFICIDADE ACURACIA VPP VPN MCNEMAR
ENSAIO (P-VALOR)
ORF1A_DEL9 98,69% 98,20% 98,33% 94,96%  99,54% 0,1374

Esses resultados revelam que a sensibilidade e especificidade deste ensaio superou
a sensibilidade média de 86% e a especificidade média de 95% do RT-qPCR diagnostico
realizado pela rede de laboratérios de satde publica do Brasil (Ministério da Satde,
2022). Isso revela que este ensaio obteve pardmetros como sensibilidade e especificidade
comparaveis aos ensaios diagndsticos, apresentando, também, alta concordancia com o

padrdo-ouro de classificagdo de linhagens.

Essa observagdo se deve a alta sensibilidade e reprodutibilidade dos ensaios com
duas sondas de hibridizag¢do, uma vez que anelam especificamente as regioes de interesse,
detectando dois alvos em uma unica reacdo, e oferecem uma segunda camada de
verificagdo dos resultados (Dutta et al., 2022; Zhang et al., 2013). Quando a sonda FAM
anela especificamente a regido da delecao de 9 nucleotideos e exibe fluorescéncia, infere-
se que a linhagem é BA.4; quando a sonda VIC anela especificamente a regido sem a
delecdo e exibe fluorescéncia, infere-se que a linhagem ¢ ndo-BA.4. Esse método
provavelmente contribui para a maior especificidade observada, mas também implica em

um custo mais elevado (Tao et al., 2022).

Semelhantemente, Fontana e colaboradores realizaram um ensaio de RT-qPCR
com sondas especificas e observaram valores de sensibilidade, especificidade e
concordancia entre 96-99%, resultado que concorda com os parametros encontrados no

ensaio para BA.4 (Fontana-Maurell et al., 2023).

O desempenho desse ensaio evidencia a qualidade da estratégia de monitoramento
de variantes por meio de ensaios de genotipagem direcionados as sinapomorfias
definidoras de linhagens, proporcionando aplicabilidade devido a vigilancia do cenario
epidemioldgico, incremento do custo-beneficio e da velocidade em relagdo a técnica de
NGS e, por conseguinte, ampliagdo do nimero amostral e aproximacao do real cenario

de casos (Figura 13).
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Figura 13 - Grafico representativo do ensaio de genotipagem ORFla del9 286,
desenvolvido para detecgdo da sublinhagem BA.4 da VOC Omicron.
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Legenda: O fluordforo FAM ¢ responsavel pela marcacdo do Alelo 2 no eixo Y (“mutante”), representativo
da delegdo caracteristica dessa sublinhagem, enquanto VIC ¢ responsavel pela marcagdo do Alelo 1, no

eixo X, para representacdo das linhagens sem deleg@o (wild type).

A validagdo estatistica foi realizada a partir da prova de McNemar, buscando uma
comparagdo estatisticamente significativa entre as duas varidveis ndo categoricas
(resultado da linhagem e a concordancia). A partir do valor chi quadrado de 2,2069 e o P-
valor de 0,1374, pode-se avaliar que o teste de McNemar ndo apresentou significancia
estatistica da diferenca entre os grupos, indicando que, resultados de genotipagem do

ensaio concordam com os resultados de sequenciamento.
5.3.2 Ensaio para VOC Omicron (sublinhagem BE.9)

Das 2.418 amostras analisadas, 31% (n = 750) das curvas foram correspondentes
ao grupo BE.9 e 36,8% (n = 890) ao grupo nao-BE.9, e 32,2% (n = 778) inconclusivas.
As curvas de dissociagdo para a sublinhagem BE.9 exibiram amplificagdio a uma
temperatura média de fusdo (Tm) de 76,42 + 0,84°C, acompanhada por niveis de
fluorescéncia variando entre 200 e 300k. Por sua vez, as sublinhagens inferidas como
nao-BE.9 apresentaram uma temperatura média de fusao de 80,77 + 0,55°C, com uma
faixa mais ampla de intensidade de fluorescéncia, variando de 200 a 400k. Na Figura 14,
essa observagao, evidenciada pela menor Tm para BE.9 e a maior Tm para ndo-BE.9, esta
alinhada com pesquisas anteriores, que indicam que amplicons mais longos tendem a
apresentar temperaturas de fusdo (Tm) mais altas em comparagdo com 0s mais curtos

(Gudnason et al., 2007).
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Figura 14 - Gréfico representativo da curva de dissociagdo obtida no ensaio

ORF7a_244del.
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Legenda: Este ensaio tem como alvo a dele¢do de 244 pares de bases na regido ORF7a do genoma do
SARS-CoV-2, uma caracteristica definidora das linhagens BE.9. As amostras atribuidas a designacdo 'BE.9'
estdo destacadas a esquerda exibindo valores de Tm mais baixos (76,42 + 0,84°C), enquanto as amostras

'ndo-BE.9', evidenciadas a direita apresentaram valores de Tm mais altos (80,77 + 0,55°C).

O grafico representativo das curvas de dissociagdo demonstrou uma separagao
distinta entre os grupos BE.9 e ndo-BE.9. Esses achados sdo congruentes com o desenho
experimental do ensaio, pois a menor extensdo do amplicon nos grupos BE.9, devido a
delecdo de 244 bases que reduz seu tamanho, requer uma menor temperatura de
dissociacao da dupla fita de DNA para atingir sua temperatura de melting. Da mesma
forma, o amplicon sem a delecdo exibe maior extensdo, visivel nos grupos nao-BE.9,
sugerindo que a dissociacdo necessita de uma temperatura mais elevada para desnaturar

o material genético e atingir a temperatura de melting (Pryor e Wittwer, 20006).

Foi observada uma concordancia de 89,7% (n = 252/281), evidenciando 252
amostras concordantes e 29 amostras discordantes. Assim como apresentado para o ensaio
ORFla del9 286, os valores para sensibilidade, especificidade, acuracia (concordancia),
Valor preditivo positivo (VPP), Valor preditivo negativo ¢ a Razdo de verossimilhanca

para o teste positivo estdo na tabela 2.

Tabela 2 - Indicadores para estudo de validacao de testes diagnosticos ou de rastreamento

aplicadas ao ensaio molecular ORF7a 244del.
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NOME DO SENSIBILIDADE  ESPECIFICIDADE ~ ACURACIA VPP VPN  MCNEMAR
ENSAIO (P-VALOR)
ORF7a_224del 89,8% 89,6% 89,7% 82,2%  94,2% 0,1138

Neste ensaio, a sensibilidade superou a média observada em testes de RT-PCR
diagnodstico (~86%), embora a especificidade tenha ficado abaixo da média esperada
(<95%) (Ministério da Saude, 2022). Essa diferenca pode ser explicada pela ocorréncia
de amplificacdo inespecifica, na qual o fluoréforo intercalante BRYT Green se liga a
qualquer material genético de fita dupla, incluindo sequéncias contaminantes ou dimeros
de primers. Esse fenomeno pode resultar na deteccdo equivocada de sinal de

fluorescéncia, gerando resultados falso-positivos (Zhang et al., 2015).

Segundo Juul e colaboradores (2022), os ensaios baseados em curva de
dissociacao apresentam valores de especificidade de pelo menos 90%, semelhantes aos
observados no ensaio para detec¢do da sublinhagem BE.9. Isso sugere que, embora esses
ensaios sejam sensiveis, podem apresentar variagdes na especificidade, possivelmente

devido a geragdo de resultados falso-positivos (Juul ef al., 2022).

Embora o ensaio ORF7a 244del tenha apresentado sensibilidade e especificidade
inferiores em comparacao ao ORFla_del9 286, ele representa uma alternativa de menor
custo, utilizando reagentes mais acessiveis, como o BRYT Green, um fluordforo
intercalante amplamente utilizado e de baixo custo (Tao et al., 2022). Essa vantagem
financeira pode ser particularmente relevante em contextos de vigilancia em larga escala

ou em regides com recursos limitados.

Para validagdo estatistica da comparagdo entre os resultados dos ensaios
ORF7a_244del de curva de dissociagdo com os dados de sequenciamento (padrao-ouro),
o teste de McNemar ndo apresentou significancia estatistica da diferenca entre os grupos,
com qui-quadrado de 2,5 e p-valor igual a 0,1138. Esse resultado evidencia que ambas as
técnicas nao apresentaram diferencas estatisticas nas suas analises, inferindo que os

resultados do ensaio concordam com os resultados de sequenciamento.
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5.3.3 Ensaio para VOI JN.1

Das 41 amostras analisadas, 87,8% (36/41) foram conclusivas e 12,2% foram
inconclusivas (5/41). Das conclusivas, 61,1% eram amostras JN.1 e 38,9% foram
amostras ndo JN.I. Como observado na figura 15, as curvas de dissociacdo para a
sublinhagem JN.1, apenas para as amostras conclusivas, apresentaram Tm de 77,84+
0,13°C, apresentando niveis de fluorescéncia entre 350k e 450k. As curvas para as
sublinhagens de JD.1, também conclusivas, apresentaram Tm de 77,2 = 0,14°C, com nivel

de fluorescéncia em 430k.

Assim como observado para o ensaio de curva de dissociagdo da sublinhagem
BE.9, as curvas de JN.1 e JD.1 seguiram o mesmo padrdo de diferenciagdo. Enquanto as
amostras da linhagem JN.1 apresentaram uma tendéncia de curva mais a direita, com Tm
maior, as linhagens JD.1 revelaram uma tendéncia de curvas mais a esquerda, com Tm
menor. Esse resultado esta relacionado com a tendéncia de variantes de maior tamanho,
como as variantes com inser¢ao (JN.1), apresentarem maior Tm, e as de menor tamanho,

como variantes sem insercao (JD.1), exibirem menor tamanho (Pryor e Wittwer, 2006).

Figura 15 - Grafico representativo da curva de dissociag@o obtida no ensaio Spike insl2.
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Legenda: Este ensaio tem como alvo a insercdo de 12 pares de bases na regido Spike do genoma do SARS-
CoV-2, uma caracteristica definidora das linhagens JN.1. As amostras atribuidas a designag@o ‘JD.1’ estdo

destacadas a esquerda exibindo valores de Tm mais baixos (77,26 + 0,18°C), enquanto as amostras ‘JN.1',
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evidenciadas & direita apresentaram valores de Tm mais altos (77,64 + 0,80°C). Ambos os grupos sdo

derivados de amostras clinicas de diagndstico,

De acordo com a tabela 3, os indicadores de validagdo do ensaio apresentaram
valores satisfatorios para a técnica (Ministério da Saude, 2022). No entanto, a literatura
aponta que, em ensaios baseados em curva de dissociagdo, a especificidade tende a ser
inferior a sensibilidade, o que contrasta com os resultados observados para o ensaio
S INS12 (Juul et al.,, 2022, Costa, 2023). Esse achado ressalta a importancia de
validacdes adicionais com um maior nimero de amostras para confirmar a robustez do

ensaio.

A validacdo estatistica pelo teste de McNemar revelou que nao houve
significancia estatistica da diferenca entre os grupos “linhagens identificadas pelo ensaio”
e “linhagens identificadas por NGS”, apresentando qui-quadrado de 0,5 e p-valor igual a
0,4795, o que sugere concordancia entre os resultados de genotipagem e os resultados de

sequenciamento.

Tabela 3 - Indicadores para estudo de validagdo de testes diagndsticos ou de rastreamento

aplicadas ao ensaio molecular S INSI12.

NOME DO SENSIBILIDADE  ESPECIFICIDADE ~ ACURACIA VPP VPN  MCNEMAR
ENSAIO (P-VALOR)
S_INS12 91,6% 100% 94,4% 100%  85,7% 0.4795

O ensaio de genotipagem para a variante de interesse (VOI) JN.1, baseado na
deteccao da insercdo Spike insl12, demonstrou a capacidade de identificar essa variante
emergente. A deteccdo de insercdes como marcadores moleculares ¢ uma estratégia
importante para o monitoramento da evolucdo viral, como destacado por outros

pesquisadores (Holmes et al., 2021).

5.3.4 Abordagem integrativa de vigildncia genomica com ensaios de

genotipagem dirigidos a alvos sinapomdorficos

A investigacao de assinaturas moleculares permite o monitoramento do conjunto

viral circulante durante surtos em populagdes humanas e animais, desempenhando um
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papel crucial tanto na adogdo de medidas ndo farmacoldgicas de intervengdo — como
distanciamento social, uso de mascaras, higienizacdo das maos e superficies, ventilagcdo
adequada, isolamento e quarentenas — quanto na defini¢do de politicas de saude para o
enfrentamento de epidemias e pandemias. Essa abordagem ¢ aplicavel tanto em contextos
antropicos quanto zoondticos, como no monitoramento de virus emergentes de origem
animal com potencial de transmissdao para humanos, exemplificado por patogenos como
SARS-CoV-2, influenza A (HIN1) e influenza aviaria (H5N1). A vigilancia gendmica
integrada, aliada a ensaios de genotipagem direcionados a alvos sinapomorficos,
possibilita a identificagdo precoce de variantes virais, a compreensdo de sua dindmica de
transmissdo e a avaliagdo de riscos associados a emergéncia de novas linhagens. Dessa
forma, essa estratégia fortalece a capacidade de resposta a surtos, contribuindo para a

mitigagao de impactos na satde publica e na economia.

Além das abordagens de vigilancia gendmica baseadas em WGS, a
complementacdo por metodologias de facil descentralizagao, como ensaios de RT-qPCR
direcionados a assinaturas moleculares, oferece vantagens significativas. Entre elas,
destacam-se o maior custo-beneficio associado a técnica, a aplicacdo eficiente na triagem
de amostras, o aumento do numero de testes realizados e a obtencdo de maior
representatividade dos dados epidemiologicos. Adicionalmente, esses ensaios permitem
a analise de amostras com distintas cargas virais, garantindo maior sensibilidade, e sdo
compativeis com diversos meios de transporte para amostras clinicas. Essa flexibilidade
torna os ensaios de RT-qPCR viaveis para implementacdo em sistemas de unidades de
satde, laboratorios de diagndstico e centros de vigilancia regionais, ampliando a

capacidade de monitoramento e resposta a surtos.

A partir dos resultados encontrados na identificagdo das assinaturas moleculares
de frequéncia consideravel nas linhagens de interesse, com respectiva auséncia de tais
assinaturas em outras linhagens co-circulantes, os ensaios revelam seu carater
discriminatorio. O reposicionamento dos ensaios moleculares ja descritos e validados
também se torna uma possibilidade, a medida que as mutagdes em linhagens que
encerraram sua circulagdo podem convergir de forma independente em alteragdes

semelhantes nas linhagens atuais (Costa, 2023).

Os ensaios apresentaram resultados satisfatorios em relacdo aos pardmetros de

desempenho avaliados, como sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo
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(VPP), valor preditivo negativo (VPN) e teste de McNemar. No entanto, embora de custo
mais elevado, os ensaios baseados em dupla-sonda oferecem uma seguranga adicional na
analise e interpretagdo dos resultados, em comparagcdo com ensaios que utilizam apenas
curvas de melting. Estes tltimos podem apresentar limitagdes, como a amplificacdo de
contaminantes, formagao de dimeros de primers ou falhas de amplificagdo, especialmente
quando ndo hé otimiza¢do adequada do ensaio ou auséncia de controles internos (Zhang
et al., 2015). Por outro lado, os ensaios baseados em curvas de dissociacao tendem a ser
mais econdmicos, além de proporcionarem economia de tempo e aproveitamento de
insumos pré-existentes. Isso ocorre devido ao reposicionamento de primers para detec¢ao
de sinapomorfias ja conhecidas e a utilizagdo de reagentes ja disponiveis na rotina

laboratorial, permitindo a implementagdo de um método praticamente em tempo real.

Ressalta-se, portanto, que estratégias baseadas em ensaios de genotipagem e
inferéncia por RT-qPCR atuam como uma abordagem complementar menos laboriosa e
demorada em comparacao ao uso de sequenciamento de nova geragao (NGS). Esses
ensaios apresentam custos de implementago, processamento e analise reduzidos quando
comparados ao NGS (Pinkhover et al., 2022). Além de auxiliar no monitoramento efetivo
do cendrio epidemioldgico a nivel populacional, devido a rapida identificagdo das

variantes e controle da transmissao da infec¢ao (Vidya et al., 2021).

Em periodos pandémicos, a exacerbagdo do niimero de casos ¢ a necessidade de
medidas rapidas para orientar o tratamento dos pacientes fazem com que o diagndstico
clinico seja complementado de forma crucial pela vigilancia epidemiologica. Com a
epidemiologia, obtém-se a magnitude da disseminag@o da doenca, através do nimero de
casos confirmados e suspeitos, a propagacao da doenca por meio das taxas de incidéncia
(novos casos) e prevaléncia (individuos afetados na populac¢do), a distribui¢do geografica
dos casos, o perfil demografico dos casos (idade, sexo, comorbidades), a taxa de ocupagao
de leitos, os dados de cobertura vacinal e eficicia da vacina, além da capacidade de
diagnéstico e identificacdo de surtos por meio do quantitativo de testes realizados. Essas
variaveis permitem direcionar recursos e estratégias as regioes mais afetadas, identifica
os grupos de risco e investiga necessidade de atualizacdo vacinal (Ma et al., 2024;

Ministério da Saude, 2024).

Ja em periodos interepidémicos, a vigilancia se torna mais continua, com foco no

monitoramento de tendéncias e padrdes ao longo do tempo, buscando a prevengio e
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preparacdo para possiveis surtos futuros. Essa abordagem visa o monitoramento de
variantes e a identificagdo precoce do agente patogénico, permitindo uma resposta rapida
caso ocorra um aumento nos casos. Durante o periodo entre epidemias, pode-se avaliar a
relagdo das variantes circulantes com a eficacia das vacinas e seu escape imunoldgico,
auxiliando na possibilidade de atualizagdes das vacinas ou refor¢os. Cada variante
permite a adaptacdo das medidas de satide publica e das estratégias de vacinagdo para

mitigar a propagacdo do virus.

Um exemplo emblematico foi observado com a variante Omicron, cujas mutagdes
demonstraram capacidade de enfraquecer a resposta das células T a células infectadas e
escapar de anticorpos neutralizantes gerados por infecgdes prévias ou vacinagao. Essas
mutagdes de evasdo imunologica, amplamente documentadas na literatura, destacaram a
importancia do desenvolvimento de vacinas que induzam a produ¢do de anticorpos
neutralizantes, especialmente direcionados a proteina Spike do SARS-CoV-2. Contudo, a
emergéncia de novas variantes trouxe a tona o desafio das mutagdes na Spike, que podem

aumentar a transmissibilidade e, simultaneamente, reduzir a neutralizagao por anticorpos.

Nesse contexto, 0 monitoramento gendmico, particularmente das variantes de
preocupagdo (VOCs) e variantes de interesse (VOI), como a Omicron e suas
sublinhagens, e posteriormente a JN.1, desempenha um papel central na identificacdo de
novas mutagdes € na compreensao de seu impacto na transmissibilidade, severidade e
escape imunologico. Essa vigilancia continua ¢ essencial para orientar a atualizacdo de
vacinas, a formulacgdo de politicas de satide e a preparagdo para futuras ondas de infeccao,

garantindo respostas ageis e eficazes diante de patdgenos em constante evolugao.
6 CONCLUSAO

O estudo conduzido foi de grande importidncia para entender o cenario
epidemioldgico em constante mudanga no Ceard, durante a pandemia e pds-pandemia da
COVID-19. Assim como para investigar a possivel associacdo entre as distintas
linhagens/variantes de virus respiratérios, como o SARS-CoV-2, ¢ o numero de

notificacdes de Sindrome Respiratoria Aguda Grave (SRAG).

O perfil dos padrdes moleculares, na forma de mutagdes-chave definidoras de
linhagem, permitiu ampliar a detec¢do e o monitoramento de distintas sublinhagens de
interesse. A validacao dos ensaios de genotipagem molecular e sua aplicacdo representou

uma importante forma de incrementar o nimero de amostras para as linhagens circulantes
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em 2022 e anos posteriores. A elevada especificidade e sensibilidade dos ensaios,
juntamente com sua concordancia com os resultados de NGS, demonstraram validacao
satisfatorios e correspondentes a testes diagnodsticos ja estabelecidos e capaz de se igualar

com sequenciamento gendmico.

A reemergéncia e co-circulacao de virus respiratorios, reforgcam a importancia de
uma vigilancia gendmica ativa e continua, dado que muitos patdégenos tém uma dinadmica
sazonal bem definida. Em contraste, 0 SARS-CoV-2 apresenta um comportamento menos
previsivel, em parte devido a influéncia de fatores como novas variantes e campanhas de
vacinacao. Esse monitoramento constante permite a identificagdo de padroes sazonais e
a antecipacao de novas ondas de infec¢do, possibilitando a implementagao de estratégias

de controle mais eficazes para mitigar o impacto na satde publica.

Observou-se a possivel influéncia das sublinhagens no cenario epidemiolédgico do
novo coronavirus no Ceard, na qual a cada nova emergéncia, o nimero de casos tende a
aumentar. No agravo desses casos, consequentemente acarretando Sindrome Respiratoria,
foi observado que as curvas de SRAGs notificadas seguem um padrdo semelhante as
curvas do aumento do nimero de casos para COVID-19, denotando, possivelmente, que
distintas linhagens podem ser responsaveis por diferentes evolugdes de agravamento da

doenga COVID-19 (cura e 6bito).

Ressalta-se que a formacdo em Biotecnologia foi fundamental para a condugao
deste estudo, permitindo a aplicacdo de técnicas avangadas de biologia molecular, como
a genotipagem por RT-qPCR e a andlise de dados genomicos através da bioinformatica,
além da interpretacdo de padrdes moleculares e mutacdes-chave. Essa base técnica e
cientifica foi essencial para a validagdo dos ensaios, a analise de resultados e a integracao
de dados epidemioldgicos e moleculares, contribuindo para uma compreensao mais
profunda da dinamica viral e para a proposicao de estratégias de vigilancia e controle

mais eficientes.

7 PERSPECTIVAS FUTURAS

Os virus respiratdrios sao os mais frequentes agentes etioldgicos responsaveis por
causar doencas em humanos, com substancial impacto na morbidade e mortalidade da

populagdo em todo o mundo. Diversas familias de virus respiratorios, como influenza,
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virus sincicial respiratorio, parainfluenza, metapneumovirus, rinovirus, coronavirus,
adenovirus e bocavirus, estdo bem adaptadas a transmissao pessoa a pessoa e circulam de
forma endémica, epidémica ou pandémica (Boncristiani, Criado e Arruda, 2009).

O modelo experimental desenvolvido neste trabalho, que integra analises de
bioinformatica para a construgdo de arvores filogenéticas e graficos de frequéncia de
mutagdes, aliado ao uso de ensaios de RT-qPCR para identificacdo e caracterizagdo de
variantes, pode ser adaptado e aplicado a vigildncia molecular de outros virus
respiratorios. Por exemplo, no caso do virus influenza, mesmo sendo segmentado, ¢
possivel utilizar abordagens semelhantes para monitorar a diversidade genética de cepas
circulantes, identificar muta¢des associadas a evasdo imunoldgica ou aumento da
transmissibilidade, e inferir linhagens por meio de ensaios moleculares direcionados.

Além disso, essa metodologia pode ser estendida para outros patogenos de
importancia clinica, como o virus sincicial respiratorio € 0 metapneumovirus, permitindo
a deteccdo precoce de variantes emergentes e a avaliagdo de sua relevancia
epidemioldgica.

Programas globais de vigilancia gendmica, como os desenvolvidos para o SARS-
CoV-2, sdo essenciais para detectar rapidamente ameagas infecciosas emergentes €
orientar respostas de saude publica (Tosta et al., 2023). O sequenciamento genOmico
completo, combinado com técnicas de RT-qPCR direcionadas para mutagdes especificas,
representa uma ferramenta poderosa para a caracterizagdo de linhagens e a reconstrucao
filogenética, contribuindo para a vigilancia epidemiolégica e o controle de surtos.

Portanto, a aplicagdo dessa metodologia a outros patdogenos respiratdrios pode
ampliar a capacidade de monitoramento e resposta a doencgas infecciosas, fortalecendo a

preparacao global para futuras epidemias e pandemias.
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