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RESUMO

Introducéo: A infeccg¢ao pelo SARS-CoV-2 associada a COVID-19 ¢ um dos maiores desafios
de satde publica mundial, contribuindo para uma elevada morbimortalidade em diferentes
faixas etérias, sendo alguns segmentos populacionais mais afetados. O surgimento de novas
variantes do virus SARS-CoV-2 como a Omicron, é reflexo de vantagem seletiva, traduzida
como maior transmissibilidade e capacidade de se replicar em pessoas previamente expostas ao
virus. No Brasil, a variante teve bastante destaque, mesmo quando os numeros de individuos
imunizados ja eram altos. Portanto essa pesquisa tem como objetivo promover um estudo
epidemiologico e molecular sobre a variante Omicron do SARS-CoV-2 no estado do Tocantins.
Métodos: Estudo caracterizado como transversal analitico, com abordagem quantitativa,
realizado mediante as amostras positivas para SARS-CoV-2 do Laboratdrio Central de Satide
Publica do Tocantins (LACEN-TO). As amostras foram sequenciadas e levadas a experimentos
a fim de verificar qualidade do sequenciamento, detectar possiveis mutagdes e identificar as
principais variantes de preocupag¢ado. Posteriormente foi realizada anélise filogenética de modo
a observar o grau de dispersdo da variante mais predominante no estado do Tocantins.
Resultados: Foi utilizado no presente estudo 556 amostras positivas para variante Omicron do
SARS-CoV-2. Dentre os resultados, foi observado que o estado do Tocantins apresentou,
durante o periodo estudo, cerca de 39 linhagens da variante Omicron, sendo algumas associadas
a uma maior taxa de transmissibilidade. O destaque maior foi para as subvariantes XBB.1.18.1
e XBB.1.5 sendo uma das principais circulantes no Tocantins no ano de 2023. As analises
filogenéticas sugerem que o estado possa ter contribuido na dispersdo das subvariantes nao
somente no Brasil como no mundo. Conclusdes: Os resultados do presente estudo
evidenciaram uma elevada prevaléncia da variante Omicron no Tocantins entre dezembro de
2021 e junho de 2023, além de evidenciar que o estado pode ter contribuido para a dispersao da
subvariante XBB.1.18.1 no Brasil. Relevancia e impacto: E valido ressaltar, que devido a
frequéncia elevada de muta¢des da variante Omicron do SARS-CoV-2, ¢ necessaria uma
vigilancia para identificar possiveis novas entradas do virus ndo somente no estado norte

brasileiro como também em todo o pais.

Palavras chaves: COVID-19, SARS-CoV-2, Omicron.



ABSTRACT

Introduction: SARS-CoV-2 infection associated with COVID-19 is one of the greatest global
public health challenges, contributing to high morbidity and mortality in different age groups,
with some population segments being more affected. The emergence of new variants of the
SARS-CoV-2 virus, such as Omicron, is a reflection of selective advantage, translated as greater
transmissibility and the ability to replicate in people previously exposed to the virus. In Brazil,
the variant was very prominent, even when the numbers of immunized individuals were already
high. Therefore, this research aims to promote an epidemiological and molecular study on the
Omicron variant of SARS-CoV-2 in the state of Tocantins. Methods: This is an analytical
cross-sectional study with a quantitative approach, conducted using SARS-CoV-2 positive
samples from the Central Laboratory of Public Health of Tocantins (LACEN-TO). The samples
were sequenced and taken to experiments in order to verify the quality of the sequencing, detect
possible mutations and identify the main variants of concern. Subsequently, phylogenetic
analysis was performed in order to observe the degree of dispersion of the most predominant
variant in the state of Tocantins. Results: In the present study, 556 samples positive for the
Omicron variant of SARS-CoV-2 were used. Among the results, it was observed that the state
of Tocantins presented, during the study period, about 39 lineages of the Omicron variant, some
of which were associated with a higher transmissibility rate. The biggest highlight was the
XBB.1.18.1 and XBB.1.5 subvariants, being one of the main circulating in Tocantins in 2023.
Phylogenetic analyses suggest that the state may have contributed to the dispersion of the
subvariants not only in Brazil but also in the world. Conclusions: The results of the present
study showed a high prevalence of the Omicron variant in Tocantins between December 2021
and June 2023, in addition to showing that the state may have contributed to the spread of the
XBB.1.18.1 subvariant in Brazil. Relevance and impact: It is worth noting that due to the high
frequency of mutations of the Omicron variant of SARS-CoV-2, surveillance is necessary to
identify possible new entries of the virus not only in the northern Brazilian state but also

throughout the country.

Keywords: COVID-19, SAR-CoV-2, Omicron.



1. INTRODUCAO

1.1. Consideragoes gerais da infeccio por SARS-CoV-2

O Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus 2 (SARS-CoV-2), ¢ um virus
altamente infeccioso que causa a doenga Coronavirus Disease 19 (COVID-19). O virus foi
identificado pela primeira vez em dezembro de 2019 na cidade de Wuhan, na China, e desde
entdo se espalhou rapidamente pelo mundo. Acredita-se que o virus tenha se originado em
morcegos, mas a forma como ele foi transmitido aos seres humanos ainda nao esta clara (Zhou
et al., 2020). Alguns estudos sugerem que o mercado de frutos do mar em Wuhan pode ter
desempenhado um papel na disseminagao inicial do virus. No entanto, outros estudos mostram
que muitas das primeiras pessoas infectadas ndo tinham conexao com o mercado, o que sugere
que o virus ja estava circulando na comunidade (Li et al., 2020).

Independente de sua origem, a doenga se espalhou rapidamente, tonando-se
responsavel pela pandemia de COVID-19, sobrecarregando os sistemas de satde, além de
requerer importantes medidas de conten¢do e saneamento, como quarentenas entre paises e
cidades ao redor do mundo (Radermecke et al., 2020), a rdpida dissemina¢do do SARS-CoV-2
foi facilitada pela globalizagdo e pelos padrdes modernos de viagem. Desde a sua descoberta,
o virus se espalhou para todos os continentes e causou milhdes de mortes em todo o mundo,
segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), até o final de maio de 2024, cerca de 775
milhdes de casos foram confirmados e aproximadamente 7 milhdes de oObitos confirmados
(Figura 1).

A COVID-19 ¢ um dos maiores desafios de saude publica mundial, contribuindo para
uma elevada carga de doenca e morte em diferentes faixas etarias, além dos casos de
agravamento com comorbidades, como cancer, doengas cardiopulmonares, renais, entre outras
(Afonso et al., 2021). Apesar de mais de 13 bilhdes de doses das vacinas ja terem sido ofertadas
(OMS, 2023), ainda assim rotineiramente ocorrem novos casos da infec¢ao por todos os paises

do mundo.



Casos - Total X

I > 5.000.000

I 500.001 - 5.000.000

Figura 1. Visao geral do nimero de casos de COVID-19 até maio de 2024
Fonte: OMS, 2024

1.2. Historico de pandemias por coronavirus

O primeiro coronavirus humano (HCoV), cepa B814, foi isolado em 1965 da secre¢do
nasal de um paciente com resfriado comum. Desde entdo, mais de 30 cepas adicionais foram
identificadas. Entre eles, o corante prototipico HCoV-229E (nomeado em homenagem a uma
amostra de estudante codificada 229E) foi isolado usando cultura de tecidos padrao. O HCoV-
OC43 (Cultura de Orgios 43) foi posteriormente recuperado usando cultura de drgdos traqueais
e considerado sorologicamente distinto do HCoV-229E (Liu; Liang; Fung, 2021).

Em 2002-2003, O SARS-CoV-1 foi o primeiro virus SARS a ser identificado em
humanos e foi responsavel por uma epidemia global em 2002-2003, com um com um percentual
de letalidade de 7%, infectando aproximadamente cerca de 8.000 pessoas (Quintela et al., 2020). O
virus foi transmitido de morcegos para seres humanos em um mercado de animais em
Guangdong, China. O surto se espalhou rapidamente para outros paises, incluindo o Canada,
onde ocorreram varias mortes (Peiris et al., 2003). Desde entdo ndo houve mais relatos de obitos.

Ap6s o periodo da introducdo do SARS-CoV, outros dois HCoV foram identificados.
O HCoV-NL63 (Holanda 63) foi isolado do aspirado de uma crianca de 7 meses com
bronquiolite em 2004, enquanto o HCoV-HKU1 (Universidade de Hong Kong 1) foi isolado de
um paciente de Hong Kong com pneumonia em 2005 (Liu; Liang; Fung, 2021). Desde entao,
outros dois novos virus surgiram. O Middle East Respiratory Syndrome (Da sigla em inglés

MERS), foi identificado pela primeira vez na Ardbia Saudita em 2012 e desde entdo se espalhou



para outros paises do Oriente Médio, bem como para a Asia, Europa e América do Norte
(Quintela et al., 2020). Com 2.494 casos confirmados ¢ letalidade de 34% a doenca nao
apresenta tratamento especifico e o seu indice de transmissibilidade ¢ inferior, se comparado
com os SARS-CoV (WHO, 2023). Ao contrario do SARS-CoV, MERS-CoV ¢ SARS-CoV-2
que estdo associados a doengas respiratdrias graves, os quatro HCoVs comuns (229E, OC43,
NL63 e HKUI) geralmente causam doencas leves a moderadas do trato respiratdrio superior,
presumivelmente contribuindo para 15%-30% dos casos de resfriados comuns em humanos
(Liu; Liang; Fung, 2021).

Em dezembro de 2019, o mundo enfrentou um problema causado pelo SARS-CoV-2,
que ¢ diferente do coronavirus MERS. A pandemia de COVID-19 comecou na cidade de
Wuhan, na China, quando um grande numero de casos de pneumonia de causa desconhecida
foi relatado. Em 31 de dezembro de 2019, as autoridades chinesas notificaram a OMS sobre o
surto, € em janeiro de 2020 estudos associados a estrutura e expressdo viral demostraram o
potencial risco que esse patogeno poderia trazer a saude humana (Nerli et al., 2020; Zou et al.,
2020). Em 11 de margo de 2020, a OMS declarou oficialmente a pandemia global. Desde entdo,
o virus se espalhou rapidamente pelo mundo, afetando milhdes de pessoas e causando milhdes
de mortes.

A epidemiologia do SARS-CoV-2 ¢ complexa e em constante mudanca, mas ha
algumas informagdes importantes que podemos destacar. O virus ¢ transmitido principalmente
através do contato préximo com uma pessoa infectada, seja através de goticulas respiratorias
ou pelo contato com superficies contaminadas. A transmissao pode ocorrer mesmo a partir de
pessoas assintomaticas, o que torna a prevengao e o controle da doenga um desafio.

No inicio de fevereiro de 2020, com a propagagdo da epidemia pelo novo coronavirus,
jase tinha mais de 31.000 pessoas infectadas e 640 mortes confirmadas (Coutard et al., 2020).
Em 11 de marco daquele ano, o diretor-geral da OMS decretou estado de emergéncia em relacao
a COVID-19, sendo caracterizada como uma pandemia, visto que mais de 176 paises tinham
sido afetados com o novo virus (Banerjee et al., 2020). A partir de entdo, a expansao do virusse
descontrolou e se instalou um caos mundial.

O primeiro caso de COVID-19 no Brasil foi confirmado em 26 de fevereiro de 2020,
em Sao Paulo. O paciente era um homem de 61 anos que havia viajado para a Italia, um pais
que ja estava enfrentando uma grande epidemia na época. O homem comegou a apresentar
sintomas da doencga apds seu retorno ao Brasil e foi internado em um hospital particular em Sao
Paulo (Pereira et al., 2020). O primeiro caso de 6bito por COVID-19 no Brasil foi registrado
em 17 de marc¢o de 2020, em



Sdo Paulo. A vitima era um homem de 62 anos que tinha histérico de diabetes e hipertensdo,
fatores que podem ter contribuido para a gravidade da doenga em seu caso (Ministério da Satde,
2020). O primeiro 6bito por COVID-19 no Brasil foi um alerta para a gravidade da doenca e
para a importancia das medidas de prevengao e controle.

Atualmente a infec¢do continua sendo uma realidade preocupante em todo o mundo.
Desde o inicio da pandemia, mais de 775 milhdes de casos j& foram confirmados em todo o
mundo, com mais de 7 milhdes de mortes registradas até o momento (OMS, 2024). Alguns
paises tém sido particularmente afetados pela pandemia (Tabela 1). Os Estados Unidos lideram
o ranking de casos e mortes, sendo destaque também paises como a China, india, Alemanha e
Brasil. A vacinacdo tem sido uma ferramenta importante na luta contra a COVID-19, e muitos

paises tém trabalhado para garantir que suas populagdes estejam protegidas contra a doenga.

Tabela 1. Nuimeros de casos confirmados e dbitos por COVID-19 até 03 de abril de 2024.

CASOS OBITOS

PAIS NUMEROS PAIS NUMEROS
Estados Unidos 103.436.829 Estados Unidos 1.127.152
China 99.411.610 Brasil 704.659
fndia 45.948.525 India 532.031
Franca 39.237.490 Russia 400.023
Alemanha 38.437.756 México 334.586
Brasil 37.720.419 Reino Unido 229.307
Coreia do Sul 34.571.873 Peru 221.465
Japdo 33.803.572 Italia 191.469
Italia 26.007.789 Alemanha 174.979
Reino Unido 24.715.857 Franga 167.985

Fonte: OMS, 2024.

1.3 Taxonomia e Estrutura viral

O coronavirus pertence ao dominio Riboviria, reino Orthornavirae, filo Pisuviricota, classe
Pisoniviricetes, ordem Nidovirales, familia Coronaviridae, subfamilia Orthocoranavirinae.
Essa  subfamilia possui quatro  géneros:  Alphacoronavirus,  Betacoronavirus,

Gammacoronavirus e Deltacoronavirus (Schoch et al., 2020; ICTV, 2022).



Os coronavirus sdo virus envelopados, com genoma composto por uma molécula de
RNA, fita simples, ndo segmentado, de polaridade positiva. As particulas virais sdo esféricas,
embora pleomorficas, com aproximadamente 80220 nm (Chan et al., 2020). O SARS-CoV-2
¢ um virus de RNA ndo segmentado de fita simples e polaridade positiva, variando de 26 a 32
Kb de comprimento envolto por um capsideo protéico (nucleocapsideo N) (Li et al.,2020). A
estrutura do virus ¢ composta por varias partes, incluindo um envelope lipidico formado pela
proteina de membrana (M) e do envelope (E), além de poder conter duas diferentes espiculas:
a glicoproteina S (presente em todos os coronavirus) e hemaglutinina esterase, presente em
alguns coronavirus (Figura 2) (Walls et al., 2020).

O RNA gendmico apresenta Cap na extremidade 5°, ¢ poliadenilado e possui duas
Regides Nao Traduzidas (UTRs) nas extremidades 5’ e 3°. Logo apds a 5° UTR, ocupando
cerca de dois ter¢os do genoma, estdo as Open Reading Frames (ORFs) la e 1b, que sdo
traduzidas nas poliproteinas ppla e pplab, precursoras de 16 proteinas ndo estruturais,
envolvidas na transcricdo e replicacdo do virus. O restante do genoma codifica para as
proteinas estruturais M, E, N e S, além de pelo menos seis proteinas acessorias (Helmy et al.,
2020; Li et al., 2020).

A proteina M (~25-30 kDa) com trés dominios transmembrana (Armstrong et al.,
1984), ¢ a proteina estrutural mais abundante e define a forma do envelope viral (Neuman et
al., 2011). Possui um pequeno ectodominio glicosilado N-terminal ¢ um endodominio C-
terminal muito maior que se estende 6 —8 nm na particula viral (Nal et al., 2005). A proteina
M existe como um dimero e pode adotar duas conformacgdes diferentes, permitindo-lhe
promover a curvatura da membrana, bem como se ligar ao nucleocapsideo. A interagdo de S
com a proteina M € necessdria para retengdo de S no compartimento intermedidrio ER-Golgi
(ERGIC)/complexo de Golgi e sua incorporagcdo em novos virions, mas ndo ¢ necessario para
o processo de montagem (Fehr; Perlman, 2015). A ligacdo da proteina M a proteina N
estabiliza o nucleocapsideo (complexo proteina N-RNA), bem como o nucleo interno dos
virions e, em ultima analise, ajuda a completar a montagem viral.

A proteina E (~8—12 kDa) ¢ a menor das principais proteinas estruturais. Esta proteina
transmembrana possui um ectodominio N-terminal e um endodominio C-terminal com
atividade de canal i6nico. Durante o ciclo de replicacdo, essa proteina ¢ abundantemente
expressa dentro da célula infectada, mas apenas uma pequena por¢do ¢ incorporada ao
envelope do virus (Venkatagopalan et al., 2015). A maior parte da proteina participa da
montagem e brotamento viral (Nieto-Torres et al., 2011). Foi demonstrado que CoVs
recombinantes sem E exibem significativamente titulos virais reduzidos, matura¢do viral
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prejudicada ou producdo de progénie incompetente, demonstrando assim a importancia da
proteina E na produ¢do e maturacio do virus (DeDiego et al., 2007).

A proteina N € a unica que se liga ao genoma do RNA. A proteina é composta por dois
dominios separados, um dominio N-terminal (NTD) e um dominio C-terminal (CTD). Foi
sugerido que a ligacdo ideal ao RNA requer a contribuicdo de ambos os dominios (Chang et
al., 2006). Ele também esta envolvido na montagem e brotamento viral, resultando na formagao
completa do virion (Tooze; Tooze; Warren, 1984).

A proteina S ¢ composta por duas subunidades: a subunidade S1 N- terminal, que
contém um dominio de ligacdo ao receptor RBD (do inglés "Receptor Binding Domain" ou
Dominio de Liga¢ao ao Receptor) o qual se engaja com o receptor da enzima conversora de
angiotensina 2 (ECA 2), presente em células de diferentes 6rgdos e tecidos, principalmente em
células epiteliais alveolares humanas, células do trato gastrointestinal e sistema renal. (Ronco
et al., 2020). A proteina S de alguns coronavirus ¢ clivada nas subunidades S1 e S2 durante
sua biossintese nas células infectadas, enquanto a proteina S de outros coronavirus ¢ clivado
somente quando atingem o proximo alvo. O SARS-CoV-2, assim como o MERS-CoV,
pertence ao primeiro categoria: sua proteina S ¢ clivada por proteina convertases como a furina
nas células produtoras de virus (Hoffmann et al., 2020; Shang et al., 2020).

Portanto, a proteina S no virion maduro consiste em duas subunidades associadas ndo
covalentemente: a subunidade S1 liga ACE2 e a subunidade S2 ancora a proteina S para a
membrana. A subunidade S2 também inclui um peptideo de fusdo e outras maquinas
necessarias para mediar fusdo da membrana apo6s infec¢do de uma nova célula (Fehr; Perlman,
2015). A proteina S utiliza uma sequéncia de sinal N-terminal para obter acesso ao reticulo
endoplasmatico (ER) e ¢ fortemente glicosilada ligada a N. Os homotrimeros da proteina S
codificada pelo virus constituem a estrutura distinta em forma de espicula (Delmas; Laude,
1990; Beniac et al., 2006). Entre as regides S1 e S2, encontram- se os sitios de clivagem, que
podem sofrer agdo de determinadas proteases celulares, de acordo com o tipo de coronavirus
(Helmy et al., 2020).

O dominio RBD ¢ composto por cerca de 200 aminodcidos e apresenta uma
conformacdo tridimensional especifica que permite a ligagdo com alta afinidade ao receptor
ECAZ2. Estudos mostraram que mutac¢des no dominio RBD podem alterar a afinidade do virus
pelo receptor e, consequentemente, afetar a transmissibilidade e patogenicidade do SARS-
CoV-2 (Zhou et al., 2020). Além disso, a andlise de sequéncias gendmicas de diferentes
isolados do SARS-CoV-2 revelou que o dominio RBD apresenta uma alta taxa de evolugdo
em comparagdo com outras regides da proteina S. Isso sugere que o dominio RBD pode ser
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um alvo em constante evolu¢do para a sele¢do natural do virus (Li et al., 2020).

Em ambos os casos, a proteina S do SARS-CoV liga-se a peptidase de zinco humana
ACE2, que ¢ expressa em varios tecidos, como células pulmonares, cardiacas, renais e
intestinais. Ambas as subunidades S1 do terminal N e C contém o RBD, enquanto a
subunidade S2 do terminal C ¢ necessaria para a trimerizag¢ao do pico e a fusdo da membrana
virus-hospedeiro. A protease hospedeira ligada & membrana TMPRSS2 ¢ responsavel pela
ativacgdo do sitio S2 para mudancgas conformacionais e entrada viral (Tagde et al., 2021; Goyal

et al., 2022).

———————— Spike (S)

== =Envelope (E)

_______ Nucleocapsid (N)
------ Hemagglutinin - esterase (HE)

_____ Membrane (M)

Figura 2. Representagdo esquematica da estrutura do virus SARS-CoV-2.
Fonte: Li et al., 2020 (Adaptado)

1.4 Ciclo de replicac¢io viral

A infec¢do se inicia com a ligagcdo da glicoproteina S do virus a proteina ACE2 da
célula hospedeira (Figura 3). Por endocitose, o virus entra na célula e depois libera seu material
genético que, por sua vez, ¢ reconhecido pela maquinaria da célula como préprio material. Em
seguida, a RNA polimerase dependente de RNA especifica do virus ¢ produzida, a RdRp,
também conhecida como nsp12. (Pereira et al.,2021).

Além da ligacdo ao receptor, a clivagem proteolitica das proteinas S do coronavirus
pelas proteases derivadas da célula hospedeira ¢ essencial para permitir a fusdo (Gierer et al.,
2013; Matsuyana et al., 2010). Foi demonstrado que o SARS-CoV usa a serina protease da
superficie celular TMPRSS2 para priming e entrada, embora as cisteinas proteases

endossdmicas catepsina B (CatB) e CatL também possam auxiliar nesse processo (Simmons et



al., 2005; Belouzard et al., 2009; Matsuyana et al., 2010; Gierer et al., 2013; Ou et al., 2020).
Concordantemente, a inibi¢ao simultdnea de TMPRSS2, CatB e CatL previne eficientemente a
entrada do SARS-CoV em culturas celulares in vitro (Kawase et al., 2012).

O TMPRSS2 ¢ expresso no trato respiratério humano e, portanto, contribui fortemente
para a disseminacdo e patogénese do SARS-CoV. Notavelmente, a entrada do SARS-CoV-2
depende principalmente do TMPRSS2 e ndo do CatB e CatL, uma vez que a inibi¢do do
TMPRSS2 foi suficiente para impedir a entrada do SARS-CoV-2 nas linhas celulares
pulmonares e nas células pulmonares primarias (Hoffman et al., 2020; Shang et al., 2020).

Apoés a entrada, a liberacdo e remog¢do do RNA gendmico que chega submete-o a
traducdo imediata de dois grandes quadros de leitura abertos, ORF1a e ORF1b. As poliproteinas
resultantes ppla e pplab sdo processadas co-tradugdo e pos-traducdo nas proteinas nao
estruturais individuais (nsps) que formam o complexo de replicagdo e transcricdo viral.
Concordante com a expressdo de nsps, a biogénese de organelas de replicacdo viral que
consistem em vesiculas perinucleares de membrana dupla (DMVs), membranas enroladas
(CMs) e pequenas esférulas abertas de membrana dupla (DMSs) criam um microambiente
protetor para replicacdo de RNA gendmico viral e transcricio de mRNAs subgendmicos
(mRNAs sg) compreendendo o conjunto aninhado caracteristico de mRNAs de coronavirus.

As ORFs que codificam as proteinas estruturais estdo localizadas no terco 3 'dos
genomas do coronavirus. Intercaladas entre essas ORFs estdo as ORFs que codificam as
chamadas proteinas acessorias. As proteinas estruturais do SARS-CoV-2 ainda ndo foram
avaliadas em termos do seu papel na montagem e brotamento do virus. Em geral, as proteinas
estruturais do coronavirus montam e auxiliam no surgimento de novos virions no
compartimento do reticulo endoplasmatico (RE) ao Golgi, que sdo sugeridos para sairem da
célula infectada por exocitose (de Hann et al., 2005; Stertz et al., 2007; Klein et al., 2020). No
entanto, evidéncias recentes mostram que os betacoronavirus, incluindo o MHV e o SARS-
CoV-2, emigram bastante das células infectadas através da via do tréfico lisossomal (Ghosh et
al., 2020).

Depois, a replicase transcreve todo o segmento de RNA fita positiva em uma fita de
RNA complementar, negativa, que serve como um modelo para um conjunto de RNAs
subgendmicos (sgRNAs) que serdo traduzidos em componentes estruturais do virus ou ainda,
simultaneamente, como molde para a replicacdo do genoma total do virus, utilizado para formar
o material genético da nova particula viral. Os virions maduros sdo transportados por vesiculas

até a periferia celular e liberados por exocitose (V'kovski et al., 2021).
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Figura 3. Diagrama esquematico do ciclo de replicagdo do coronavirus

Fonte: (V'kovski et al., 2021)

1.5 Mecanismos de transmissiao

A transmiss@o do SARS-CoV-2 pode ocorrer através do contato direto, indireto ou
proximo com pessoas infectadas através de secrecdes como saliva e secregdes respiratorias ou
de suas goticulas, que sdo expelidas quando uma pessoa infectada tosse, espirra, fala ou canta
(Liu et al., 2020). As goticulas respiratdrias t€ém um didmetro >5-10 um, ao passo que as
goticulas com um diametro <5um sdo conhecidas como aerossois (WHO, 2020; Harrison et al.,
2020). Os procedimentos que geram aerossdis sdo: intubagdo, aspiragdo por sistema aberto,
traqueostomia, ventilacdo ndo invasiva, nebuliza¢do, ressuscitacdo cardiopulmonar, coleta de
amostra nasotraqueal e desconexao do paciente no ventilador (Amib, 2020).
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Outras formas de transmissdo também sao evidenciadas, sendo a mucosa conjuntival
¢ uma importante porta de entrada para o SARS-CoV-2 e outros virus respiratorios. A
conjuntivite ocasionada por essa forma de transmissdo ¢ uma manifestagdo clinica ja relatada
anteriormente (Scalinci; Battagliola, 2020). A transmissdo por contato indireto envolvendo o
contato de um hospedeiro suscetivel com um objeto ou superficie contaminada (transmissao
por fomites) também ¢ possivel (Chen et al., 2020). De forma rara, a transmissao vertical pode
ocorrer, embora conhecidamente a IgM ndo atravesse a barreira transplacentaria. Ha relatos de
positividade nasofaringea precoce no teste de PCR, apds o parto em recém-nascidos e também
casos de infec¢do placentaria por SARS-CoV-2. Além disso, o leite materno pode abrigar RNA
viral, embora nenhuma transmissao confirmada para bebés a partir do leite materno tenha sido
relatada (Meyerowitz et al., 2021).

Alguns estudos relataram a deteccdo de RNA do SARS-CoV-2 no plasma ou soro, € 0
virus pode se replicar em células sanguineas. No entanto, o papel da transmissdo pelo sangue
continua incerto; e titulos virais baixos no plasma e no soro sugerem que o risco de transmissao
por essa via pode ser baixo (Chang et al., 2020; Wang et al., 2020). O RNA do SARS-CoV-2
também foi detectado em outras amostras bioldgicas, incluindo urina e fezes de pacientes (Guan
etal., 2019; Pan et al., 2020; Wang et al., 2020; Wu et al., 2020; Zheng et al., 2020). A presenga
de SARS-CoV-2 na urina de um paciente também ja foi relatada (Sun et al., 2020). No entanto,
até o presente momento, nao estd comprovada a transmissao do SARS-CoV-2 por fezes ou

urina.

1.6 Patogénese e resposta imune

Acredita-se que a gravidade da doenca decorrente da infeccdo pelo virus esteja
relacionada a varios fatores virais e do hospedeiro. Dentre os fatores associados ao hospedeiro
destacam-se a idade, presenca de comorbidades como como hipertensdo, diabetes e doenga
cardiovascular, além da resposta imunoldgica, que em diversos estudos evidenciam que
pacientes com COVID-19 grave tendem a ter uma resposta imunoldgica desregulada, com
niveis mais altos de citocinas pro-inflamatdrias e menor nimero de células T reguladoras, sendo
esses fatores associados ao aumento do nimero de hospitalizados e maiores taxas de
mortalidade (Huang et al., 2020; Mehta et al., 2020).

A infeccdo inicial por SARS-CoV-2 comeca com a entrada do virus nas células
humanas através das vias respiratorias (Zou et al., 2020). A infec¢do se estabelece
primariamente no trato respiratorio superior, infectando as células epiteliais da mucosa da

orofaringe. O periodo de incubagdo estimado, agregando a cepa selvagem e as variantes ¢ de
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aproximadamente 6,57 dias (Wu et al., 2022).

O principal 6rgao-alvo do SARS-CoV-2 sdo os pneumocitos II encontrados no tecido
pulmonar. Pacientes com formas graves da doenga apresentam-se ao hospital com sintomas de
hipoxemia, ventilagdo, difusdo ou hipoperfusdo pulmonar associada a Sindrome Respiratoria
Aguda Grave (SRAG) (Chen et al.,2020). A COVID-19 induz liberagao e elevacao de citocinas
inflamatorias, levando a infiltragdo de células inflamatérias no sistema pulmonar, edema
intersticial, danos e destruicdo do parénquima pulmonar. Histologicamente, o dano alveolar
difuso esta fortemente associado a fase aguda da infe¢ao (Moitinho et al., 2020).

Com base na analise de conjuntos de dados de sequenciamento de RNA de célula dos
principais sistemas fisioldgicos humanos, os 6rgdos considerados mais suscetiveis a infeccao
por coronavirus, devido aos seus niveis de expressao de ACE2, incluem os pulmdes, coragdo,
esofago, rim, bexiga e ileo (Zou et al. 2020).

Embora o 6rgdo alvo da COVID-19 seja o pulmio, outros o6rgdos podem ser
envolvidos na patologia, como exemplo os rins. O virus tem acesso aos rins pela corrente
sanguinea a partir da circulagao pulmonar, causando danos as células renais. Ja foi demonstrada
a presenca do novo coronavirus tanto em podocitos como em células dos ttibulosproximais
renais (Hirsch et al., 2020).

Dado o papel integral das células T na imunidade ao SARS-CoV-2, existe potencial
para que a pressao seletiva leve ao escape das células T, embora a extensdo em que as mutagdes
do SARS-CoV-2 afetam essas células seja atualmente pouco compreendida. As respostas
funcionais das células T sdo dirigidas contra multiplas proteinas virais, com a magnitude da
resposta correlacionada com os niveis de expressdo da proteina viral (Tarke et al., 2021).

As respostas a proteina spike, N e M sdo dominantes, com respostas apreciaveis
também observadas contra ORF3a e as proteinas ndo estruturais do virus: NSP3 e NSP12. Como
a resposta das células T tem como alvo epitopos em todo o genoma do SARS-CoV-2, as pegadas
do escape das células T sdo mais amplamente distribuidas do que as alteragdes causadas por
anticorpos, que estdo concentradas nos epitopos dominantes da proteina spike (Figura 4)
(Agerer et al., 2021). Poucos estudos documentaram a evolugdo intra-hospedeiro dentro dos

epitopos das células T, o que serviria como evidéncia direta do escape das células T.
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Figura 4. Impacto potencial das variantes do SARS-CoV-2 nas respostas das cé¢lulas T e na imunidade inata

a) Apos a infec¢ao por coronavirus 2 da sindrome respiratoria aguda grave (SARS-CoV-2), as respostas das células
T CD4 + e das células T CD8 + sdo geradas contra 30-40 epitopos em todo o genoma do virus. b) Um exemplo de
como uma alteracdo de aminoacidos dentro de um epitopo pode impactar as respostas de células T citotoxicas
especificas do epitopo, inibindo assim a eliminagdo de células infectadas por virus (de Silva et al., 2021). Foi
demonstrado que a evasdo de células T do SARS-CoV-2 ¢ a consequéncia da ligacao prejudicada do peptideo ao
complexo principal de histocompatibilidade (MHC) ou da ma ligagdo do receptor de células T (TCR) ao complexo
peptideo-MHC. ¢) Embora a resposta das células T a vacinacdo se concentre apenas na proteina spike, mesmo as
multiplas mutagdes spike na variante Omicron preocupante reduzem a resposta das células T especificas da
espicula induzida pela vacina apenas em menos de 30%, com consideravel variabilidade interindividual (Tarke et
al., 2022; Gao et al., 2022).
Fonte: Carabelli et al., (2023)

1.7 Manifestacoes clinicas e laboratoriais da COVID- 19

A infec¢do por SARS-CoV-2 pode ser assintomadtica, embora os indices de pacientes
que permanecem verdadeiramente assintomaticos durante o curso da infecc¢do seja varidvel e
incompletamente definida. A percentagem de individuos que apresentam infec¢do
assintomatica e evoluem para doenga clinica ndo ¢ clara. Foi relatado que alguns individuos
assintomaticos apresentam achados radiograficos objetivos consistentes com pneumonia por
COVID-19 (Zhang et al., 2020; Inui et al., 2020).

Quando sintomatica, os sinais e sintomas clinicos associados a COVID-19 podem ser
divididos em quadros leves, moderados e graves. Pacientes com a forma leve da doenga podem
apresentar uma varidade de sinais e sintomas como: febre, tosse, fadiga, cefaléia, nduseas,

vomitos, perda do paladar e do olfato, dispnéia, mialgia, mal-estar, sonoléncia, tremor,
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confusdo mental, dor de garganta, dor abdominal e diarreia (Siracusano et al., 2020). A maioria
dos pacientes com doencga leve pode ser tratada em ambulatério ou em casa. Nenhum exame
de imagem ou avaliacdo laboratorial especifica ¢ indicado rotineiramente em pacientes
saudaveis com COVID-19 leve (Skarbinski et al., 2022).

Alguns pacientes apresentam doenc¢a mais graves que requerem cuidados hospitalares,
incluindo sintomas de pneumonia grave e complicacdes como a SDRA, edema pulmonar,
insuficiéncia pulmonar, lesdo renal aguda, disfung¢do de multiplos 6rgaos, podendo evoluir para
a morte. Dentre as caracteristicas clinico-patoldgicas comuns em pacientes com COVID-19,
pode-se observar a presenca de linfopenia, fato este que pode estar relacionada a apoptose de
linfocitos e aos infiltrados inflamatorios mononucleares intersticiais nos tecidos pulmonares
(Siracusano et al., 2020, Radermecke et al.,2020, Pereira, et al.,2020).

Os sintomas mais frequentes em pacientes hospitalizados com COVID-19 foram febre,
tosse seca e fadiga. Outros sintomas menos comuns incluiram falta de ar, dor de cabega, dores
musculares e diarreia, dentre outros (Wu et al., 2020). Além disso, ¢ importante ressaltar que
a COVID-19 pode afetar diferentes 6rgaos do corpo humano, como o coragdo, os pulmades, o
figado e os rins. Em alguns casos, a doenga pode levar a SRAG e a insuficiéncia respiratoria,
que podem ser fatais. Também tém sido frequentemente associadas a de faléncia de 6rgdos e
morte dos pacientes gravemente enfermos (Radermecke et al.,2020).

A avaliacdo inicial dos pacientes pode incluir imagens de térax (por exemplo,
radiografia, ultrassonografia ou tomografia computadorizada) e eletrocardiograma, se
indicado. Os exames laboratoriais devem incluir hemograma completo com perfil diferencial
e metabolico, incluindo testes de funcao hepatica e renal. Embora marcadores inflamatorios
como proteina C reativa (PCR), dimero D e ferritina ndo sejam medidos rotineiramente como
parte do tratamento padrdo, os resultados dessas medi¢des podem ter valor prognostico (Tan
et al., 2020; Berger et al., 2020; Casas-Rojo et al., 2020; Smilowitz et al., 2021).

As anormalidades laboratoriais mais comuns em pacientes sdo: leucopenia, linfopenia,
neutrofilia, transaminases hepaticas elevadas, trombocitopenia e elevacao da creatinina sérica
(em estados mais graves). Os marcadores de fase aguda (como processo inflamatorio)
comecam a aumentar de acordo com a resposta orgdnica a infec¢do. Alguns pacientes
apresentam, ainda, hipoalbuminemia, pois a albumina encontra-se diminuida na maioria das
reacdes de fase aguda geradas por processo inflamatdrio. Outros analitos também podem sofrer
alteracdo na concentracdo sanguinea em resposta a uma reacao de fase aguda, mas ndo fazem
parte do painel de emergéncia e urgéncia (Guan et al., 2020). Nessa fase, podemos observar
igualmente um inicio de alteragdo no Dimero-D, pois a codificagdo de algumas proteinas ndo
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estruturais pelo RNA+ do virus pode prejudicar a estrutura eritrocitaria (o que estimula a
coagulacdo intravascular disseminada) e da hemoglobina, retirando o atomo de ferro

necessario para o transporte de oxigénio (Junior; Lourengo, 2020).

1.8 Diagnostico da COVID-19

A RT-PCR ¢ o método padrao ouro para diagndstico laboratorial da COVID-19, esse
método combina a transcricdo reversa do RNA em DNA complementar (¢cDNA) com a
amplificacdo de alvos especificos de DNA, tem sido usada como técnica laboratorial
quantitativa (Fronhoffs et al., 2002). No caso da detec¢ao da presenga do virus RNA por meio
de RT-PCR, a DNA polimerase dependente de RNA ¢ utilizada para a transcriptase reversa.
Pequenos iniciadores de sequéncia de DNA sdo projetados para direcionar e agrupar
sequéncias complementares especificas do genoma do virus especifico no processo de
deteccao inercial. Como resultado, e utilizando DNA polimerase dependente de RNA, sdo
produzidas copias de cDNA. Na RT-PCR, esta amplificacdo ¢ monitorizada utilizando varios
corantes fluorescentes ou sondas de DNA marcadas com moléculas fluorescentes que t€ém
como alvo uma parte especifica do genoma (Tombuloglu et al., 2020). O RT-PCR pode ser
usado como um processo de uma etapa ou como um processo de duas etapas. Geralmente, o
procedimento de RT-PCR de uma etapa ¢ preferido para deteccdo de virus porque toda a
reacdo ¢ realizada em um Unico tubo com os primers e reagentes no procedimento de uma
etapa. Isto torna-o relativamente menos complicado, requer menos tempo e diminui a
possibilidade de erros ou contaminagdo. Ao mesmo tempo, o procedimento em duas etapas €
muito mais flexivel e proporciona maior sensibilidade.

O uso de RT-LAMP (amplificagdo isotérmica mediada por loop) para o diagnostico
precoce de COVID-19 ganhou recentemente popularidade em laboratorios clinicos (Mori e
Notomi, 2009; Bokelmann et al., 2021). As abordagens diagnosticas baseadas na tecnologia
RT-LAMP podem detectar virus SARS-CoV-2 em esfregacos ou saliva sem a necessidade de
uma etapa de extracdo de RNA. Para executar o ensaio RT-LAMP, ¢ essencial empregar
primers que foram projetados principalmente para serem compativeis com a regido alvo e
primers produzidos a partir de estudos gendmicos de virus. E crucial usar um conjunto de
quatro primers especificos para o gene/regido alvo para maximizar a sensibilidade do RT-
LAMP (Carter et al., 2020). Colorimetria, espectrofotometria e fluorescéncia em tempo real
(Srivastava et al., 2020), entre outras técnicas, podem ser usadas para detectar resultados de

amplificagdo a olho nu.
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Além disso, o ensaio sorologico, também conhecido como teste sorologico ou teste de
anticorpos, foi usado para detectar a presenga de imunoglobulina M (IgM) e imunoglobulina
G (IgG) semelhantes a anticorpos contra doencas especificas, analisando amostras de soro,
plasma ou quaisquer outros fluidos bioldgicos do paciente (Bonelli et al., 2020). Poucos dias
apos desenvolver alguma doenca infecciosa, nosso corpo produz um anticorpo para combater
a causa da infeccdo. Como primeira resposta, um anticorpo IgM ¢ produzido e trocado para
IgG apos algumas semanas (IgG também indica imunidade pos-infec¢do). Poucas variantes
de testes sorologicos estdo disponiveis: por exemplo, testes de inibicdo de hemaglutinina,
testes de neutralizagdo, ensaios imunoenzimaticos (ELISA) e testes de floculagdo (Bonelli et

al., 2020; Carter et al., 2020).

1.9 Principais variantes de SARS-CoV-2

O SARS-CoV-2 desenvolve diversas mutacdes que os torna de maior infectividade e
capacidade de evasdo a anticorpos, € que vem sendo acompanhadas pela OMS durante todo o

periodo pandémico até os dias atuais. A OMS (2023) classifica as variantes como:

* VUM variants under monitoring, Variantes sob Monitoramento: uma variante com mutagdes
sobre as quais ha suspeitas de que afetam caracteristicas do virus e com sinais de crescimento
acelerado em relacdo a outras variantes em circulagdo, global ou localmente, mas para a qual

ha poucas/obscuras evidéncias de impacto fenotipico ou epidemiologico.

* VOI variants of interest, Variantes de Interesse: uma variante com mutagdes cujos impactos
preditos ou conhecidos nas caracteristicas do virus afetam sua transmissibilidade, viruléncia,
evasdao imune, suscetibilidade a farmacos, detectabilidade e ainda com sinais de crescimento
acelerado em relagdo a outras variantes em circulacdo em mais de uma regido considerada pela
OMS, com ainda mais algumas especificagoes.

» VOC variants of concern, Variantes de Preocupacdo: uma variante que ja atende aos critérios
de VOI, mas que através de avaliagdo de risco pelo TAG-VE , ¢ associado (com moderado ou
alto nivel de confianga e em relacdo a outras linhagens) a pelo menos um dos seguintes critérios:
detrimento na severidade clinica da doenca; mudanca na epidemiologia da doenca de modo a
causar impactos substanciais na capacidade dos sistemas de satide de prestar cuidados
adequados a pacientes com COVID-19 ou outras doengas - sendo necessarias intervengdes de
saude publica; ou reducdo significativa da efetividade de vacinas disponiveis contra formas
severas da doenga.

Cada VOC mostrou vantagens de transmissdo e tornou-se dominante, quer
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regionalmente nos casos de Alfa (linhagem PANGO B.1.1.7), Beta (B.1.351) e Gama (P.1), ou
globalmente, nos casos de Delta (sublinhagens B.1.617.2/AY) e das muitas sublinhagens
Omicron (sublinhagens B.1.1.529/BA, como BA.1, BA.2 e BA. 5) (O'Toole et al., 2022). Desde
o inicio da pandemia de COVID-19, diversas variantes do SARS-CoV-2 surgiram em todo o
mundo, a maioria dessas ¢ resultado de mutacdes aleatorias que ocorrem naturalmente a medida
que o virus se replica. No entanto, algumas dessas muta¢des podem ser selecionadas em
populagdes humanas que t€ém imunidade pré-existente ao virus, seja por meio da infecgdo
anterior ou da vacinagdo (WHO, 2023). Uma das primeiras VOC do SARS-CoV-2 em destaque
foi a variante B.1.1.7, identificada pela primeira vez no Reino Unido em setembro de 2020.
Esta variante possui importante delecdo nos aminodcidos nas posi¢des 69 e 70 da proteina S,
incluindo a muta¢do N501Y, que estd associada a uma maior transmissibilidade do virus
(Weisblum et al., 2020). A boa noticia é que as vacinas contra a COVID-19 parecem ser eficazes
contra a variante B.1.1.7, sendo que a maior parte dos estudos demonstra uma eficacia
semelhante contra a variante B.1.1.7 ¢ outras variantes do virus (Davies et al., 2021).

Outras variantes que foram evidenciadas incluem a variante B.1.351 identificada na
Africa do Sul em dezembro de 2020 e P.1, identificada pela primeira vez no Brasil em janeiro
de 2021 ambas com véarias mutac¢des na proteina S do virus, incluindo a mutagcdo E484K, que
pode influenciar no reconhecimento e neutralizagao do virus pelo sistema imunolédgico (Tegalli
etal., 2021; Faria et al., 2021).

A Omicron foi identificada pela primeira vez em Botswana, Africa do Sul em
novembro de 2021 e rapidamente chamou a aten¢ao da comunidade cientifica global (Callaway,
2021), tendo desenvolvido ao longo de quase um ano e seis meses um grande nimero de
sublinhagens (ou subvariantes) que tém como caracteristica comum sua preferéncia, em
comparacdo com as VOC anteriores (B.1.1.7, B.1.351 P.1), em infectar células do trato
respiratdrio superior em relacdo as do trato respiratdrio inferior, e capacidade de evasdo a
anticorpos produzidos em resposta a infecgdes prévias e/ou em resposta a vacinas (WHO,
2023). A Omicron apresentou mais de 30 de mutagdes na proteina S, fato que induziu
preocupagdes cientificas no que diz respeito a um possivel aumento da transmissibilidade e

escape imunolédgico (Jung et al., 2022).
1.10 Omicron e as sublinhagens
As Sublinhagens da Omicron representam 98% dos RNA de amostras sequenciados

desde fevereiro de 2022 e depositadas na plataforma GISAID (do inglés, Global Inifiafive on
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Sharing All Influenza Data). Em contraste com Alfa e Delta, o sucesso evolutivo da variante
Omicron ndo estd ligado a otimizacdo da clivagem da furina. Em vez disso, Omicron é
caracterizado por um fenotipo de entrada alterado (Pavao et al., 2022; Willet et al., 2022),
juntamente com um escape imunoldgico significativo (Willet et al., 2022; Cao et al., 2022; Zhou
et al., 2022), permitindo a infeccdo eficiente de individuos vacinados ou previamente
infectados. Embora a transmissibilidade numa populagao ingénua seja largamente determinada
por propriedades virais intrinsecas, o cendrio imunitario cada vez mais complexo em que o
SARS-CoV-2 circula agora significa que a fuga de anticorpos (em oposi¢do a transmissibilidade
ser aumentada apenas pela biologia do virus, uma caracteristica que pode ser dificil otimizar
ainda mais do que o alcangado pela Omicron) tornando o principal impulsionador do sucesso
da variante (Carabelli et al., 2023).

As primeiras subvariantes da Omicron foram encontradas em amostras de pacientes
em diferentes partes do mundo, incluindo Africa do Sul, Reino Unido e Hong Kong. A
subvariante BA.1 possui uma mutagdo adicional no gene da proteina S do virus, chamada de
S371L. Essa mutacdo pode afetar a capacidade do sistema imunolédgico de reconhecer o virus
e pode tornar a subvariante mais transmissivel. Atualmente ja ¢ de conhecimento que a variante
Omicron foi dividida em subvariantes, sendo as mais amplamente difundidas BA.1, BA.2, BA.3,
BA.4 e BA.5 (Kopsidas et al., 2022).

No Brasil as linhagens BA.1 e BA.2 entraram e se espalharam no pais de forma
expressiva. Um estudo por meio do sequenciamento de 2.173 genomas de amostras coletadas
entre outubro de 2021 e abril de 2022, além da comparagao filodindmica com 18.000 sequéncias
disponiveis publicamente, identificou que a Omicron estava presente no Brasil desde 16 de
novembro de 2021 e em janeiro de 2022 j& era mais de 99% das amostras positivas (Lamarca
et al., 2023).

Quanto as sublinhagens BA.2, BA.4 e BA.5, experimentos de neutraliza¢do revelaram
que a imunidade induzida pelas vacinas contra COVID-19 ¢ menos eficaz em comparagdo com
VOC:s anteriores (Cele et al., 2021; Yamasoba et al., 2022; Hossain et al., 2022; Gruell et al.,
2022). Varios paises recomendaram uma dose de refor¢o em resposta ao surgimento da variante
Omicron, aumentando ainda a disparidade de imunizagio entre os paises de rendimento elevado
e os paises de Africa (Colijn et al., 2022).

Quando dois virus de RNA co-infectam a mesma célula dentro de um individuo, ha
uma grande chance, durante a replica¢do do genoma, de que a polimerase mude de um modelo
de sequéncia do genoma para o genoma heter6logo. Isto resulta num virus recombinante com
parte do seu genoma de um “progenitor” e a restante sequéncia gendmica do outro. Varias
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linhagens recombinantes da Omicron foram identificadas em diferentes locais ¢ designadas pelo
sistema de classificagdo PANGO (O'Toole et al., 2022).

Um exemplo de recombinante ¢ 0 XD — um recombinante Delta x BA.1 encontrado
pela primeira vez em janeiro de 2022 na Franga (Simon-Loriere et al., 2022). O XD tem dois
pontos de quebra do genoma, com uma espinha dorsal e parte do dominio amino-terminal da
proteina spike de Delta e o restante da proteina spike de BA.1. Funcionalmente, foi demonstrado
que o XD tem um fendtipo de patogenicidade intermedidrio entre BA.l1 e Delta em
camundongos transgénicos que expressam a ACE2 (Carabelli et al., 2023).

Um outro exemplo, a XBB ¢ um recombinante de rdpido crescimento entre duas
linhagens BA.2 de segunda geragdo - BJ.1 (também conhecido como BA.2.10.1.1) e BA.2.75 -
e contém um grande nimero de mutagdes no dominio de ligacdo ao receptor antigénico e
demonstrou ser fracamente neutralizado por anti-soros inovadores anteriores da Omicron207.
Antes do rapido crescimento do XBB, os recombinantes ndo tinham tido um grande impacto no
curso da pandemia, geralmente aparecendo na altura em que novas variantes substituiam
linhagens anteriormente dominantes. Deve-se notar que tal recombinacdo ¢ comum entre os
sarbecovirus que infectam morcegos-ferradura, como exemplificado pelos altos niveis de
genomas recombinantes detectados e pela tendéncia de troca da proteina spike, indicativo de
frequentes eventos de mudanca antigénica (Lytras et al., 2022).

A EG.5 ¢ uma linhagem descendente da XBB.1.9.2 (uma sublinhagem da Omicron) e
foi notificada pela primeira vez em fevereiro de 2023. Ela foi classificada como uma VOI em
9 de agosto de 2023. Tem ocorrido no mundo um aumento constante de infecgdes por EG.5.
Essa tendéncia também foi observada em alguns paises da regido, incluindo Canadéa, Coldmbia,
Costa Rica, Republica Dominicana e Estados Unidos. Entretanto, at¢ o momento, ndo foram
notificadas mudancas na gravidade da doenca associada a esta variante (OPAS, 2023).

O surgimento de novas variantes depende principalmente da sua vantagem seletiva,
traduzida como maior transmissibilidade e capacidade de invadir pessoas com imunidade
existente. A descri¢do destes padrdes € util para uma melhor compreensdo da epidemiologia da
transmissdao das VOC e para gerar hipdteses sobre o futuro das variantes emergentes. traduzido
como maior transmissibilidade e capacidade de invadir pessoas com imunidade existente
(Kopsidas et al., 2022).

Apesar das preocupagdes com as variantes, as vacinas contra a COVID-19 parecem
ser eficazes contra a maioria delas. No entanto, ¢ importante continuar monitorando a evolucao
do virus e desenvolver estratégias para lidar com novas variantes a medida que estas vao
surgindo.
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1.11 A realidade da infeccio no Tocantins

O primeiro caso de COVID-19 no estado do Tocantins ocorreu em 18 de margo de
2020, segundo dados da Secretaria Estadual de Satide do Tocantins (SES-TO), A paciente, de
42 anos, apresentou calafrios, cansaco e dor no corpo apds retorno de viagem a Fortaleza -
Ceard, no dia 8 de marc¢o, onde participou de um congresso. Por outro lado, o primeiro 6bito
pela doenca do estado s6 ocorreu em 14 de abril de 2020, a vitima tinha 47 anos, sexo feminino
e aparentemente ndo apresentava comorbidades relatadas até a data de internagdo (SES-TO,
2020).

Desde entdo, novos casos foram sendo reportados no estado, incluindo a circulacao de
novas VOCs que intensificaram as campanhas para vacinagdo. Atualmente, segundo dados do
SES-TO, o estado conta com 381.591 casos confirmados e 4.291 6bitos relatados devido a
doenga, levando a uma taxa de letalidade média 1,12% (SES-TO, 2024). Conforme observado
na tabela 2, a municipio que apresenta o maior nimero de casos confirmados e ¢bitos foi a
capital Palmas do Tocantins, precedidos do municipio de Araguaina. Mesmo a capital do
estado apresentando o maior nimero de casos confirmados, observa-se que a taxa de letalidade
se mostrou inferior quanto comparada com municipios como Araguatins, onde a letalidade

registrada ¢ de 2.03%.

Tabela2. Casos notificados de COVID-19 nos municipios do estado do Tocantins com maior niimero de casos.

Casos i Letalidade

Municipio Casos Notificados Confirmados Y Incidéncia  Obitos (%)
Palmas 392920 90965 24.46% 30410.16 735 0.81%
Araguaina 137373 53615 14.42% 29708.54 617 1.15%
Gurupi 74970 26710 7.18% 30826.23 298 1.12%
Porto Nacional 45575 16868 4.54% 31820.41 224 1.33%
Paraiso do Tocantins 20541 15837 4.26% 30900.26 214 1.35%
Colinas do Tocantins 22286 10611 2.85% 29954.27 165 1.55%
Guarai 9807 4354 1.17% 16795.9 83 1.91%
Araguatins 15556 3752 1.01% 10491.88 76 2.03%

Formoso do

Araguaia 19203 5498 1.48% 29815.62 73 1.33%
Miranorte 13011 4358 1.17% 32440.08 65 1.49%

Fonte: Centro de Informagdes Estratégicas de Vigilancia em Saude / SES-TO.

Quanto as variantes observadas no estado do Tocantins durante o ano de 2023
destacou-se aquelas que potencialmente poderiam ter o potencial de escape vacinal,
considerando o esquema vacinal atualmente utilizando no pais. Dentre elas destacam-se: BE. 10,
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BE.9, BQ.1, BQ.1.1, BQ.1.1.2, BQ.1.1.28, BQ.1.1.6, BQ.1.10, BQ.1.23, BQ.1.5, CK.1, CV.1,
DL.1, FE.1, XBB, XBB.1, XBB.1.18, XBB.1.18.1, XBB.1.5 e XBB.1.5.7 (Souza et al., 2023).

Quanto a imunizacdo no estado do Tocantins, estima-se quee 2.861.350 doses de
vacinas tenham sido aplicadas até o presente momento, sendo que 66,92 % receberam o
esquema vacinal completo e 29,47% com pelo menos uma dose vacinal de reforco. Pessoas de
18 a 64 anos foram as principais imunizadas, e a cidade com maior taxa de imunizagdo foi a
capital Palmas do Tocantins com cerca de 85,35% de doses aplicadas na populacao (SES-TO,

2023).
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2 JUSTIFICATIVA

A pandemia da COVID-19 causada pelo virus SARS-CoV-2 teve um impacto
profundo e duradouro em todo o mundo. Desde o seu surgimento no final de 2019, a doenga
se espalhou rapidamente, levando a restricdes de movimento, fechamento de empresas e
escolas, e sobrecarga dos sistemas de satide em muitos paises. O nimero de casos,
hospitalizagdes e mortes relacionadas a COVID-19 atingiu niveis alarmantes, causando uma

crise de saude publica sem precedentes na era moderna.

A medida que o virus SARS-CoV-2 se propagava, novas variantes foram surgindo,
muitas delas com caracteristicas preocupantes, como maior transmissibilidade ou potencial de
fuga imunolégica. Essas variantes, desafiaram constantemente as estratégias de contengdo e
preven¢do, for¢ando os governos e a comunidade cientifica a se adaptarem rapidamente. O
surgimento dessas variantes ressalta a importancia do monitoramento gendmico e da vigilancia
epidemioldgica continua para compreender a evolucao do virus e informar as agdes de saude

publica.

No Brasil, o estudo das variantes do SARS-CoV-2 tem sido essencial para entender a
dindmica da pandemia no pais. Pesquisadores brasileiros tém desempenhado um papel
importante na identificacdo e caracterizacdo dessas variantes, contribuindo para o
conhecimento global sobre a evolugdo do virus. O levantamento promovido por Souza et al.
(2023) demostra que o estado do norte do Brasil também sofreu com as subvariantes da

Omicron, sendo varias delas ainda vigentes atualmente.

Frente a pandemia mundial pelo SARS-CoV-2 e o elevado numero de subvariantes que
surgiram no mundo, o estudo justifica-se pela sua importancia no sentido de elucidar questdes
epidemioldgicas e moleculares associadas a infec¢ao no Tocantins. Estudos como o de Lamarca
et al. (2023) destacam a entrada da variante Omicron no pais, além de relatar a dispersdo nos
diferentes estados brasileiros. Essa pesquisa ¢ fundamental para subsidiar a tomada de decisdes
em satde publica, permitindo o desenvolvimento de estratégias mais eficazes de prevencao,

deteccao e controle da COVID-19 no Brasil.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral:

Tragar a a epidemiologia molecular da variante Omicron do SARS-CoV-2 no estado do

Tocantins.

3.2 Objetivos especificos:

1. Caracterizar as amostras positivas para SARS-CoV-2 por sequenciamento gendmico e
andlise filogenética;

2. Identificar, por meio de estudos moleculares, as principais subvariantes da Omicron
circulantes no estado do Tocantins ¢ sua associagao com o aumento de casos de COVID-19;

3. Verificar a dispersdo das subvariantes da Omicron no Tocantins e no mundo.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Tipo e local do estudo

Trata-se de um estudo transversal analitico, com abordagem quantitativa, realizado em
amostras positivas para SARS-CoV-2 do Laboratorio Central de Saude Publica do Tocantins
(LACEN-TO), localizado no municipio de Palmas do Tocantins coletadas entre dezembro de
2021 e junho de 2023. O LACEN- TO durante o periodo da pandemia por COVID-19 foi o

principal centro de testagem e identificacdo da infecgao.

4.2 Procedimentos éticos

Para a realizacdo deste estudo, foram obedecidos os preceitos €ticos estabelecidos na
Resolugdo n°® 466 de 12 de dezembro de 2012 e da Resolugdo n° 510/2016, que trata sobre
pesquisas e testes realizados em seres humanos, o qual enfatiza que a missao do Sistema
CEP/CONERP ¢ a protecao devida dos participantes das pesquisas. O estudo foi aprovado pelo
Comité de Etica sob o parecer 33202820.7.1001.5348 (ANEXO B).

4.3 Critérios de elegibilidade

Foram incluidas no estudo, um total de 556 amostras positivas para 0o RNA do SARS-
CoV-2 pelas metodologias RT-PCR e/ou RT-LAMP. As amostras foram oriundas dos
municipios que fazem parte do estado do Tocantins e que foram encaminhadas para o LACEN-

TO a fim de obter confirmagdo para COVID-19.

4.3.1 Critérios de inclusdo

J Amostras previamente enviadas ao LACEN-TO, processadas e identificadas como
positivas para 0o RNA do SARS-CoV-2 através da metodologia de RT-PCR e/ou RT-LAMP,

proveniente de individuo residente do estado do Tocantins.

4.3.2 Critérios de exclusdo

o Pacientes que ndo tenham resultado positivo em RT-PCR ou RT-LAMP para
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COVID-19.

o Amostras de sangue hemolisadas ou em quantidade insuficientes para analise;
J Dados epidemiologicos do paciente demostrando este ser residente de outro estado
brasileiro.

4.4 Coleta e testagem das amostras

As amostras de swab nasofaringeo positivo para SARS-CoV-2 coletadas entre
dezembro de 2021 e junho de 2023 no LACEN -TO. O kit utilizado para todas as amostras foi
o ensaio Allplex 2019-nCoV, Seegene Inc., Seul, Coreia (fornecido pelo Ministério da Satude
do Brasil e utilizado como procedimento de rotina em todos os laboratorios de saude publica
do Brasil). As reagdoes de RT-qPCR foram realizadas utilizando 6,5 uL. das amostras extraidas,
e seguindo protocolo dos fabricantes.

Resumidamente, o kit Allplex emprega pares de iniciadores e sondas que tem como
alvo os genes E (FAM), N (Quasar 670) e RARP (Cal Red 610), além de um controle interno
(IC; HEX) em um multiplex RT-qPCR. Todas as reagdes de RT-qPCR foram realizadas
utilizando o sistema QuantStudio 5 Real-Time PCR (Applied Biosystems, Waltham, CA,
EUA). No total, foram selecionadas 556 amostras positivas com Cycle threshold (Ct) inferior a

25.

4.5 Extracio e sequenciamento de RNA

As amostras foram submetidas a extracdo utilizando kit Extracta Viral RNA MVXA-
P096 FAST (Loccus, Brasil) em extrator automatizado (Extracta 96, Loccus, Brasil) seguindo
as orientagcdes do fabricante. A sintese de cDNA foi realizada utilizando Luna Script RT
SuperMix (5x%) (New England Biolabs, Ipswich, MA, EUA). Os cDNAs sintetizados foram
utilizados em reacdo de PCR multiplexada usando os dois conjuntos de iniciadores ndo
sobrepostos fornecidos pela Rede ARTIC para gerar amplicons de ~ 400 pb lado a lado no
genoma (iniciadores V3 nCov-2019) (conjunto de iniciadores ARTIC).

Os amplicons de ambos os conjuntos de iniciadores foram combinados e purificados
com um volume de 1x de esferas Ampure XP (Beckman Coulter, Brea, CA, EUA). A
preparacao da biblioteca MinION foi realizada utilizando o kit Ligation Sequencing SQK-LSK-
109 e os kits Natives Barcoding EXP-NBD104 ¢ EXP-NBD114 (Oxford Nanopore, Oxford,
Reino Unido). A biblioteca resultante foi carregada em células de fluxo R9.4 Oxford MinlON
(FLO-MIN106) e sequenciada usando o dispositivo MinlON MkIB. O software ONT
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MinKNOW foi usado para coletar dados brutos. Analises de chamada de base e controle de
qualidade de alta precisdo foram realizadas usando Guppy (v6.0.1) e NanoPlot (v.1.33.0),
respectivamente. A montagem da base de alta precisdo chamada arquivos fastq foi realizada
usando o protocolo de Dbioinformatica do novo coronavirus nCoV-2019
, acessado em 12 de
janeiro de 2022) com Minimap2 (Li, 2018) e Medaka
( https://github.com/nanoporetech/medaka, acessado em 12 de janeiro de 2022) para geracao

de sequéncia consenso.

4.6 Analise Comparativa do Genoma

Todas as sequéncias foram analisadas com Nextclade v2.14.1 (Aksamentov et al.,
2021) para determinar o clado e o numero de regides lacunares. As linhagens foram atribuidas
a cada genoma usando Pangolin v4.3.1 (Rambaut et al., 2020). As sequéncias foram agrupadas
de acordo com as duas VOCs mais importantes para o presente estudo, e alinhadas usando
MAFFT v7.490 ( Katoh; Rozewicki; Yamada, 2019), com a referéncia do genoma da cepa

Wuhan-Hu-1 (nimero de acesso: NC_045512.2) como a primeira sequéncia no alinhamento.

4.7 Analise filogenética da subvariante XBB.1.18.1

As 22 sequéncias da variante XBB.1.18.1 do Tocantins foram combinadas com 1.400
sequéncias do genoma do SARS-CoV-2 para avaliar as relagdes filodemograficas do virus que
circula em um contexto global. Assim, todas as sequéncias do genoma e metadados associados
depositados até 31 de setembro de 2023 foram obtidos no GISAID. A primeira analise de
subamostragem foi realizada usando o kit de ferramentas de bioinformatica da Nextstrain
(Hadfield et al., 2018), afim de verificar a qualidade das sequéncias definidas. As sequéncias
provenientes de amostras clinicas de individuos residentes no Tocantins foram definidas como
cole¢do de sequéncias focais. Essas etapas resultaram em um conjunto de dados com 1.422
sequéncias.

O alinhamento de multiplas sequéncias foi realizado usando MAFFT com
configuragdes padrao e inspecionado manualmente usando AliView v1.28 (LARSSON, 2014).
A arvore filogenética de maxima verossimilhanga (ML) foi construida usando IQ-TREE v2.2.6
(Minh et al., 2020). A anélise IQ-TREE foi realizada sob o modelo generalizado reversivel no
tempo (GTR) de substituicdo de nucleotideos com frequéncias de base empiricas (+F) mais

modelo FreeRate (+R3), conforme selecionado pelo software ModelFinder (Kalyaanamoorthy
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et al., 2017) e 1000 réplicas de ultra - rapido bootstrapping (—B 1000) e teste de ramificacao
SH-aLRT (—alrt 1000).

A éarvore foi visualizada usando o software FigTree v.1.4.4 (Rambaut et al., 2020).
Trés sequéncias eram discrepantes e foram removidas da analise, ao final 1.419 sequéncias

fizeram parte do conjunto final de dados.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos nessa tese estao apresentados em forma de artigo. Para responder
0 objetivo geral e os objetivos especificos do estudo, foi produzido o Artigo 01. O artigo foi
submetido a revista Microbes and Infection, que ¢ do escopo do artigo produzido, porém a
formatagao atual segue as Normas da Coordenadoria de Pos-Graduag¢ao em Medicina Tropical
e Saude Publica (CPGMTSP) N° 12 da Universidade Federal de Goias.

Prevé-se que apds o periodo de defesa da tese, novos artigos poderdo ser elaborados

mediante analises que nao realizadas.
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RESUMO

Este estudo apresenta uma exploragdo gendmica e epidemioldgica das sublinhagens da variante
Omicron no Tocantins, Brasil. Um total de 556 amostras positivas, obtidas de individuos que
testaram positivo para SARS-CoV-2 entre 21 de dezembro de 2021 e 30 de junho de 2023,
foram submetidas a sequenciamento gendmico. Apos a extracdo do RNA, a sintese de cDNA
foi executada, e um ensaio de PCR multiplexado foi empregado para sequenciamento usando a
plataforma Oxford Nanopore MinlON. Os padrdes de dispersdo da linhagem XBB.1.18.1 foram
analisados como um estudo de caso, empregando a construcdo de arvores filogenéticas de
maxima verossimilhanca e um modelo filogeografico discreto. Andlises subsequentes
revelaram 39 sublinhagens, com BQ.1.1, BA.5.2.1 ¢ BA.1.14.1 emergindo como as mais
prevalentes no periodo estudado. Notavelmente, a emergéncia das linhagens BQ.1.1 e BQ.1 no
Tocantins foi observada em novembro e dezembro de 2022, respectivamente. A linhagem
XBB.1.18.1, dominante de janeiro a junho de 2023, apresentou notavel circulagdo local e
internacional. Através do mapeamento dos padrdes de migragdo dessa linhagem, o Tocantins
foi identificado como um n6 fundamental para a dispersdo do virus, com casos de importacao
minima. O estudo estimou a emergéncia global da linhagem XBB.1.18.1 em meados de outubro
de 2022. Esta investigacdo contribui para a compreensdo da dindmica do SARS-CoV-2 no
Tocantins e ressalta a importancia das rotas de transporte na propaga¢ao do virus.

Palavras-chave: SARS-CoV-2, sequenciamento genomico, analise filogenética, transmissao
de virus, saude publica, vigilancia gendmica
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INTRODUCAO

O Coronavirus 2 da Sindrome Respiratoria Grave (SARS-CoV-2), agente causador da
COVID-19, desencadeou uma pandemia global com consequéncias sem precedentes para a
saude e as economias de varios paises. Até o final de 2023, a COVID-19 havia acumulado mais
de 770 milhdes de casos confirmados, resultando em 6,8 milhdes de mortes (OMS, 2023).
Apesar das campanhas de vacinagao serem realizadas em todos os continentes, certas revelagdes
sobre a infec¢do tém colocado novos desafios para os pesquisadores. Mutagdes adaptativas no
genoma viral tém o potencial de modificar a patogenicidade do virus, impactando
significativamente sua capacidade de escapar do sistema imunoldgico, necessitando de

atualizag¢des continuas das vacinas (Giovanetti et al.,2021; Kopsidas et al., 2022).

O SARS-CoV-2 demonstrou uma propensao para a evolugdo genética a medida que se
adapta ao seu novo hospedeiro humano, acumulando mutagdes ao longo do tempo, levando ao
surgimento de multiplas variantes, algumas das quais sdo classificadas como Variantes de
Preocupagdo (VOCs) devido ao seu impacto na saude publica (Korber et al., 2024). As VOCs
estdo ligadas a maior transmissibilidade, viruléncia, diminui¢do da neutralizagdo por anticorpos
adquiridos e diminui¢ao da eficécia terapéutica ou vacinal (Aleem et al., 2024).

Atualmente, entre o grupo de VOCs para SARS-CoV-2, a variante Omicron
(B.1.1.529) se destaca. Detectada inicialmente na provincia de Gauteng, na Africa do Sul, em
24 de novembro de 2021, por meio de sequenciamento gendmico e andlise epidemioldgica
(Callaway, 2021), essa variante tem atraido atencdo global significativa. Notavelmente, exibe
notavel transmissibilidade dentro das populagdes, tornando-se um ponto focal de preocupacao
global. Com mais de 30 mutagdes identificadas na proteina S em comparacdo com VOCs
precedentes, a variante Omicron levantou preocupagdes cientificas sobre seu potencial para
maior transmissibilidade e evasdo de respostas imunes (Jung et al., 2022).

No Tocantins, Brasil, o primeiro caso da variante Omicron foi notificado oficialmente
em 10 de dezembro de 2021, segundo dados da Secretaria de Estado da Saude (SES-TO, 2021).
O surgimento de novas linhagens de Omicron tem atraido atengfio e preocupagdo significativas
em todo o mundo. Além da maior taxa de mutagdo, também apresenta mudangas significativas
em sua composicdo genética, o que pode impactar a eficdcia no mundo real das vacinas
disponiveis (Cevik et al., 202; Planas et al., 2021). Entre essas variantes, a linhagem XBB ¢
particularmente notavel, emergindo por volta de julho de 2022 através de eventos de

recombinacdo envolvendo dois descendentes de BA.2, BJ.1, e BM.1.1.1, uma progénie de
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BA.2.75 (Ngiam et al., 2022; Velavan et al., 2023; Goh et al., 2023; Tamura et al., 2023). Sua
propagacio inicial foi principalmente na Asia, com Singapura experimentando um aumento
acentuado nos casos atribuidos a essa cepa. XBB herdou a parte 5' de seu genoma de BJ.1 e a
extremidade 3' de BA.2.75, com um tnico ponto de quebra dentro do RBD de Spike. Este ponto
de quebra unico dentro da proteina Spike confere potentes mutacdes antigénicas do RBD
caracteristicas tanto do BJ.1 quanto do BA.2.75, tornando-o uma das combina¢des mais
potentes de mutagdes antigénicas do RBD observadas entre as variantes at¢é o momento,
resultando em uma divergéncia antigénica relativamente substancial das variantes precedentes
(Cao et al., 2022).

A prevaléncia inicial das linhagens XBB no Brasil foi caracterizada por cepas
portadoras da mutacdo S:F486P. As linhagens predominantes XBB*+F486P que surgiram e se
espalharam no Brasil incluiram XBB.1.5.86, XBB.1.5.102, XBB.1.18.1 ¢ XBB.1.4.2. Desde o
final de 2022, as linhagens XBB* ganharam dominancia, exibindo ligacao aprimorada a ACE2
humana, mantendo uma capacidade notavelmente forte de escapar da imunidade humoral
(Uraki et al., 2023; Yue et al., 2023; Wang et al., 2023; Kurhade et al., 2023). Essas linhagens
imunoevasivas acumulam continuamente mutagdes em S, como R403K, V445S, L455F, F456L
e K478R, o que pode resultar em uma mudang¢a mais significativa na antigenicidade e na evasao
de anticorpos neutralizantes induzida por vacinacao repetida e infec¢ao prévia (Cao et al., 2022;
Yamasoba et al., 2023). Notavelmente, certas mutagcdes de escape imune, exemplificadas por
F456L, emergiram recentemente de maneira convergente em multiplas cepas independentes de
derivados de XBB, tais como EG.5, XBB.1.5.10, FE.1 e FD.1.1, indicando forte pressdao de
selecdo devido a imunidade de rebanho (Kaku et al., 2023; Dyer, 2023).

Portanto, os estudos de vigilancia gendmica desempenham um papel fundamental na
investigacdo do SARS-CoV-2 e suas variantes, fornecendo informagdes cruciais para a
compreensdo da evolucdo, disseminacao e impactos potenciais do virus na saude publica (Oude;
Nieuwenhuijse, 2021). Utilizando técnicas avancadas de sequenciamento, como o0
sequenciamento de nanoporos, ¢ viavel analisar o virus, identificar mutagdes que podem
influenciar a transmissibilidade ou a gravidade da doenca e rastrear a disseminacao de diferentes
variantes do SARS-CoV-2 em diversas regides geograficas. Essa ferramenta tem sido
demonstrada em numerosos estudos de vigilancia gendmica em regides onde o sequenciamento
rapido e confiavel ¢ imperativo, mas os recursos sao limitados (Lu; Giordano; Ning, 2016). Para
compreender o panorama viral no Tocantins, realizamos uma investigagdo gendmica e

epidemiologica com foco nas sublinhagens da variante Omicron.
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Coleta de amostras

Amostras obtidas de pacientes sintomaticos e assintomaticos no estado do Tocantins
foram submetidas a testes para detec¢do de infec¢do por SARS-CoV-2 por meio da reagdo em
cadeia da polimerase com transcricdo reversa em tempo real (RT-qPCR). Este ensaio foi
realizado em amostras de esfregaco nasal utilizando um kit comercial (SARS-CoV-2-E/RP,
Biomanguinhos), fornecido pelo Ministério da Saude do Brasil, e utilizado como pratica padrao
em todos os laboratorios de satide publica do Brasil. As amostras coletadas de pacientes com
resultado positivo para SARS-CoV-2 entre 21 de dezembro de 2021 e 30 de junho de 2023
foram entdo submetidas ao sequenciamento do genoma. Um total de 556 amostras positivas,
com ciclo de quantificacdo (Cq) inferior a 29 para pelo menos um primer, foram selecionadas

e submetidas ao sequenciamento do genoma do SARS-CoV-2.

2.2 Extragdo e sequenciamento de RNA

O processamento das amostras foi realizado no Laboratério Central de Saude Publica
do Estado do Tocantins (LACEN-TO) utilizando protocolo baseado em esferas magnéticas com
kit Extracta® Viral RNA MVXA-P096 FAST (Loccustm, Brasil) e extrator automatizado
(Extracta® 96, Loccustm, Brasil) seguindo as instru¢des do fabricante. A sintese de cDNA foi
realizada utilizando Luna Script RT SuperMix (5%) (New England Biolabs, Ipswich, MA,
EUA). Os cDNAs sintetizados serviram como modelos para um ensaio de PCR multiplexado
empregando o protocolo de sequenciamento do genoma SARS-CoV2 'Midnight'
(dx.doi.org/10.17504/protocols.io.14egn2q2yg5d/vl), com conjuntos de iniciadores de
amplicon de 1200 pb adaptados para sequenciamento de leitura longa. Esta abordagem gerou
amplicons sobrepostos lado a lado cobrindo quase todo o genoma do SARS-CoV-2.

Os amplicons de ambos os conjuntos de primers foram combinados e purificados com
um volume de 1x de esferas Ampure® XP (Beckman Coultertm, Brea, CA, EUA). A preparagao
da biblioteca para sequenciamento Minl[ON® foi realizada utilizando o kit rapido de codigo de
barras (SQK-RBK110.96). Os codigos de barras rapidos foram adicionados a placa de fixagdo
de codigo de barras de 96 pogos misturando 2,5 pl de dgua isenta de nuclease, 5 pl de produtos
de PCR agrupados (dos conjuntos A e B) e 2,5 ul de codigos de barras da placa de cédigo de
barras rapida. Todas as amostras foram reunidas e limpas usando esferas magnéticas SPRI.

Adaptadores rapidos foram adicionados a 600-800 ng da biblioteca,
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misturados e incubados por 5 min. Posteriormente, o tampao de sequenciamento, as esferas de
carga ¢ a biblioteca de DNA foram misturados e carregados em células de fluxo Oxford
Nanopore MinlON® SpotON FLO-MIN106D, R9.4.1 (Oxford Nanopore Technologiestm) e
submetidos ao sequenciamento usando o dispositivo MinlON Mk1B.

A chamada de base de alta precisdo foi realizada usando Guppy v6.5.7 (Oxford
Nanopore Technologies). A montagem de bases de alta precisdo denominadas arquivos fastq
foi realizada utilizando o protocolo de bioinformatica do novo coronavirus nCoV-2019
(https:
agosto de 2023) com Minimap2 (Li, 2018) e Medaka
(https://github.com/nanoporetech/medaka, acessado em 12 de agosto de 2023) para geracao

de sequéncia de consenso. Os genomas resultantes passaram por controle de qualidade e foram

artic.network/ncov-2019/ncov2019-bioinformatics-sop.html, acessado em 12 de

classificados em clados de genoma viral usando o Nextclade versdo 2.14.1 (Aksamentov et al.,
2021). As linhagens foram atribuidas a cada genoma usando Pangolin v4.3.1(Rambaut et al.,

2020).

2.3 Andalise epidemiologica

A evolugdo da pandemia da COVID-19 no Tocantins, de 1° de novembro de 2021 a 30
de junho de 2023, foi avaliada por meio da compilacdo de dados sobre o numero de casos e
obitos atribuidos a doenga. Esta analise utilizou informagdes de acesso publico da Secretaria de
Satde do Tocantins (http://integra.saude.to.gov.br/covid19/InformacoesEpidemiologicas/,
acessado em 1° de abril de 2024). Além disso, a prevaléncia de cada linhagem viral durante o
periodo especificado no Tocantins foi investigada usando dados provenientes do GISAID e de
genomas recentemente sequenciados. As representacdes graficas foram geradas usando o

pacote ggplot2 do software R (versdo 4.3.2).

2.4 Andlise filogenética

Para avaliar a propagag¢do do SARS-CoV-2 no Tocantins, foi realizada uma analise
detalhada dos padrdes de dispersdo dentro da linhagem XBB.1.18.1. As sequéncias de
XBB.1.18.1 disponiveis em 30 de setembro de 2023 foram baixadas do banco de dados GISAID
(acessado em 16 de fevereiro de 2024). O alinhamento de multiplas sequéncias foi realizado
usando MAFFT (Katoh; Rozewicki J; Yamada, 2019), com configuragdes padrio, seguido de
inspe¢do manual usando AliView v1.28 (Larsson, 2014). A arvore filogenética de maxima

verossimilhanga (ML) foi construida usando IQ-TREE2 v2.2.2.6 (Minh et al., 2020).
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A andlise IQ-TREE2 foi executada sob o modelo generalizado tempo-reversivel
(GTR) de substituicao de nucleotideos com frequéncias de base empiricas (+F) e o modelo de
sitio invaridvel mais FreeRate (I+R4), determinado pelo software ModelFinder
(Kalyaanamoorthy et al., 2017) e um teste de ramificagio SH-aLRT (—alrt 1000).
Posteriormente, a arvore ML foi examinada no TempEst v1.5.3 (Rambaut et al., 2016) para
avaliar a presenca de um sinal de relogio temporal ou molecular. Sequéncias discrepantes
apresentando fortes desvios foram excluidas, resultando em um conjunto de dados final de
1.073 sequéncias (Figura S1). Uma arvore filogenética em escala de tempo foi inferida usando
TreeTime (Sagulenko; Puller; Neher, 2018). A topologia em arvore anotada foi entdo utilizada
para estimar o nimero de eventos de transmissdo viral no Tocantins entre as regides brasileiras
e o resto do mundo, empregando o modelo “mugration” TreeTime. As visualiza¢des da arvore
filogenética resolvida no tempo foram geradas em R (versdo v4.1.2) usando o pacote ggtree

(Yuetal., 2017).

2.5 Andlise Bayesiana

Para inferir a taxa de substitui¢do da linhagem XBB.1.18.1, utilizamos o novo e mais
rapido algoritmo de verossimilhanga de arvore disponivel no pacote BEAST v1.10.5 (pré-
langamento Thorney v0.1.1) (Suchard et al., 2018), juntamente com o coalescente skygrid
anterior (Gill et al., 2013). Todos os anteriores e operadores restantes foram definidos conforme
definido no padrao. Conduzimos seis execugdes independentes de Markov Chain Monte Carlo
(MCMC), com cada cadeia compreendendo 100 milhdes de etapas e amostragem ocorrendo a
cada 10.000 etapas. Removemos um burn-in de 10% das &rvores posteriores e resumimos 0s
resultados usando TreeAnnotator (Suchard et al., 2018).

Além disso, extraimos sequéncias de trés subclados que agruparam de forma
proeminente numerosas sequéncias do Tocantins da arvore filogenética usando o pacote caper
R (Orme et al., 2012). O alinhamento de multiplas sequéncias foi realizado usando MAFFT
com configuragdes padrio, seguido de inspe¢do manual usando AliView. A avaliacao do sinal
temporal foi realizada com TempEst v1.5.3 (Figuras S2-S4). Padrdes espaciais e temporais de
difusdo foram estimados através de uma abordagem Bayesiana de Markov Chain Monte Carlo
(MCMC) implementada em BEAST v1.10.4 (Suchard et al., 2018) e com BEAGLE v3.1.2
(Ayres et al., 2012) para aumentar a eficiéncia computacional. O modelo GTR + G + I foi
empregado para modelar a evolugdo dos nucleotideos sob um modelo de relogio estrito com
uma Cadeia de Markov de Tempo Continuo (CTMC) e o modelo coalescente exponencial
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(Ferreira; Suchard, 2008). Para cada conjunto de dados, foram executadas trés cadeias MCMC
independentes, cada uma executando 50 milhdes de estados, com amostragem a cada 5.000
geragdes. Os resultados dessas execugdes independentes foram mesclados usando
LogCombiner v1.10.4 (Suchard et al., 2018), e a convergéncia da cadeia MCMC foi avaliada
usando Tracer v1.7.2 (Rambaut et al., 2018). As arvores méaximas do clado foram resumidas
das amostras MCMC usando TreeAnnotator V1.10.4, descartando os 10% iniciais como burn-
in (Suchard et al., 2018). As arvores filogenéticas MCMC foram visualizadas usando o pacote
ggtree R.

Um modelo filogeografico discreto (Lemey et al, 2009) foi empregado para
reconstruir a difusdo espacial do virus nos locais de amostragem do conjunto de dados
compilado. As analises filogeograficas envolveram a aplicagdo de um modelo assimétrico de
transicdo de localizacdo, e a estimativa das taxas de difusdo de localizacdo foi realizada
utilizando o modelo Bayesiano de sele¢do de variaveis de busca estocastica (BSSVS) com um
esquema de discretizagdo definido em nivel de estados brasileiros e paises internacionais. O
MCMC foi executado por tempo suficiente para garantir a estacionariedade e atingir um

tamanho de amostra efetivo (ESS) superior a 200.

3. RESULTADOS

Do total de 556 amostras, 62,4% (347) eram do sexo feminino e 37,6% (209) do sexo
masculino, sendo 6,6% (37) enquadrados na faixa etaria até 19 anos, 76,1% (423) entre
individuos de 20 e 59 anos ¢ 17,3% (96) com 60 anos ou mais. As amostras selecionadas
apresentaram valores de Ct (limiar de ciclo) variando de 11,6 a 29,1, com média de 21,9. No
total, 39 linhagens Pango foram observadas nos 556 genomas sequenciados. A linhagem
detectada com mais frequéncia foi BQ.1.1 (100 sequéncias, 18%), seguida por BA.5.2.1 (79
sequéncias ou 14,2%), BA.1.14.1 (61 sequéncias ou 11,0%), BQ.1 (47 sequéncias ou 8,5%),
BA.5.1 (38 sequéncias ou 6,8%), BA.2 (33 sequéncias ou 5,9%), XBB.1.5 (27 sequéncias ou
4,9%), BA.5 (26 sequéncias ou 4,7%), XBB.1.18.1 (22 sequéncias ou 4,0%) (Fig. 1).

Conforme representado na Figura 1, com base em nossa coleta de dados, destacamos
que entre dezembro de 2021 e margo de 2022, os genomas sequenciados indicaram a presenca
das linhagens BA.1 e BA.14.1 como as principais linhagens circulantes nesse periodo. No
entanto, em junho de 2022, as linhagens BA.2 emergiram como predominantes, seguidas pelas
linhagens BA.5.1, BA.5.2.1, BA.5 e BA.4. Esses achados estdo alinhados com as cepas isoladas

no Tocantins disponiveis na base de dados GISAID no mesmo periodo (Fig. 2), sugerindo a
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chegada dessas linhagens ao estado a partir de marco de 2022.

Observamos que novembro de 2022 e principalmente dezembro de 2022 marcaram a
introducdo das linhagens BQ.1.1 e BQ.1 no estado, com subsequente disseminagdo comunitaria
na maioria dos casos. O periodo de sequenciamento de janeiro a junho de 2023habilitado a

deteccao de novas linhagens XBB.* SARS-CoV-2 no Tocantins, notadamente as linhagens
XBB.1.18.1 e XBB.1.5.
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Figura 1.Evolugio das linhagens Omicron entre dezembro de 2021 e junho de 2023 com base em nossos dados

coletados.

450

400

350

300

250

200

150

100

0

: A

o
3
a

Number of genomes

0.25

Proportion of Pango Lineages
g

=]

A

- N N N N N N N NN N NN N ®™m 0O o O 0o o0 - N N N N N N N N N N N N O O 0O O 0O 0
NN NN NN NN NN NN NN NN N NN NN NN NN NN NN NN NN NN NN NN
© © © © © © © © © © © © © O © © © o o © © © © © © © © © © o o © o °©o o o °o o
§ 8§ §§§ 4§88 g8 §§ag§q§qy N8 8 § § § § § § § § §§§FF§§q§qq
8 58 553553395858 :88683833385 8§ 5855335532388 3:858:58537385
02w 24552 qgqnw0za05ue =2<s 5 0 S5 uw =2 <5 52 g 0w O za 5w =< s 35
Year-Month Year-Month
| S [ BA1: [ BA4: | BE” XBB.1.5
WAt [l BA2 BAS.: ] FE* XBB.*

W BA1.14.1 [ BA2* 1] BQ.1.* [ XBB.1.18.1 [J] Other

Figura 2. Evolugo das linhagens Omicron entre dezembro de 2021 e junho de 2023 no Tocantins utilizando

sequéncias depositadas no GISAID.
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A andlise dos dados epidemioldgicos revela uma tendéncia notavel nos casos de
COVID-19 no Tocantins de novembro a dezembro de 2021, com declinio acentuado dos casos,
atingindo os niveis mais baixos observados desde o inicio da pandemia no estado (957 casos de
COVID-19 no terceira semana de dezembro de 2021). Notavelmente, durante este periodo,
predominou a variante Delta. No entanto, a medida que o ano avangava, o nimero de casos
comecgou a aumentar mais uma vez, atingindo um pico de mais de 14.920 casos notificados
durante a quarta semana de janeiro de 2022, marcando a contagem mais alta registrada no
Tocantins at¢é o momento deste estudo (Figura 3A). Esse ressurgimento foi particularmente
influenciado pelo surgimento e disseminacdo da variante Omicron no estado, ao lado das
linhagens e sublinhagens BA.1. Em junho de 2022, foi observado um ressurgimento no nimero
de casos, impulsionado principalmente pelas linhagens BA.2, BA.4 e BA.5 (Fig. 3A). Além
disso, entre dezembro de 2022 e janeiro de 2023, o nlimero de casos aumentou mais uma vez,
influenciado pelo surgimento de linhagens XBB (Fig. 3A). Correspondentemente, houve um
aumento notavel nas mortes, atingindo 35 durante a quarta semana de janeiro, o maior registado
durante o periodo de estudo (Fig. 3B), embora inferior ao pico observado no primeiro semestre
de 2021, quando a variante Gama estava a espalhar-se. em todo o Brasil (ndo representado na

Figura 3).
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Figura 3. Evolucao da pandemia de COVID-19 no Tocantins entre 1° de novembro de 2021 a 30 de junho de
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2023. O painel (A) representa o numero absoluto de casos neste periodo, enquanto (B) ¢ o niimero absoluto de

obitos.

Para melhorar nossa compreensao da linhagem XBB.1.18.1 e suas implicagdes para a
dissemina¢d@o do virus no Tocantins, realizamos analises abrangentes. Ao examinarmos as
sequéncias arquivadas no GISAID, notamos que 12,8% (179) das amostras globais eram
originarias do Tocantins. Estas descobertas, justapostas as nossas investigacdes, implicam que
o estado provavelmente exerceu uma influéncia substancial na disseminacdo da linhagem

XBB.1.18.1, tanto a nivel nacional como internacional.

Andlise filogenética

A andlise filogenética foi realizada em 1.073 genomas de XBB.1.18.1, aderindo as
classificagdes da linhagem PANGOLIN e dos clados GISAID. A arvore filogenética de maxima
verossimilhanga resolvida no tempo, representada na Figura 4, ilustra que as sequéncias do
estado do Tocantins formaram trés subclados distintos, predominantemente origindrios do
Brasil, com algumas contribui¢des de fontes internacionais (Fig. 4). A arvore filogenética foi
enraizada em uma sequéncia gendmica obtida no estado de Sao Paulo em novembro de 2022
(EPI_ISL 16372004). O genoma mais antigo desta linhagem no Tocantins foi identificado em
janeiro de 2023, agrupando-se no Clade I (Fig. 4).

Vale ressaltar que do total de genomas utilizados para reconstrucgao filogenética, 179
(16,7%) foram provenientes do Tocantins, representando o maior nimero de genomas
disponiveis para esta linhagem. Isto sublinha uma circulac¢do significativa desta linhagem de
janeiro de 2023 a junho de 2023, conforme ilustrado nas Figuras 1 e 2 acima. Tocantins foi
seguido por genomas obtidos de Sdo Paulo no Sudeste do Brasil (N=106; 9,9%), Estados
Unidos (N=71; 6,6%), Mato Grosso do Sul no Centro-Oeste do Brasil (N=69 ; 6,4%), Para no
Norte do Brasil (N=59; 5,5%), Goias no Centro-Oeste do Brasil (N=47; 4,4%) e Reino Unido
(N=34; 3,2%).
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Figura 4. Arvore de méaxima verossimilhanga resolvida no tempo de 1.073 genomas SARS-CoV-2 da linhagem
XBB.1.18.1. As pontas representam sequéncias do Brasil e de paises internacionais, com genomas do Tocantins

destacados em vermelho.

Através da andlise das conexdes entre regides de “origem” e “destino” utilizando o
modelo de 'assalto’, observamos que o estado do Tocantins desempenhou um papel fundamental
na dispersdo para outras regides, incluindo a transmissdo internacional, com um nimero
minimo de casos de importagdo (Figura 5). Tocantins recebeu eventos de importacdo da
linhagem XBB.1.18.1 da regido Sudeste no periodo de dezembro de 2022 a maio de 2023
(N=6), da regido Centro-Oeste no periodo de dezembro de 2022 a marco de 2023 (N=4), e
apenas um evento foi observado na regido Norte em janeiro (Fig. 5 e Fig. S5). A regido Centro-
Oeste recebeu o maior nimero (N=7) de eventos importadores do Tocantins entre dezembro de
2022 a maio de 2023. As regides Nordeste e Norte, bem como paises fora do Brasil, receberam

cada uma quatro introdugdes do Tocantins (Fig. 5).
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Figura 5. Dispersdo estimada da linhagem XBB.1.18.1 no Estado do Tocantins através do modelo de 'assalto'. As
rotas de transmissdo sdo representadas, com a barra esquerda indicando o local de origem da dispersdo e a barra

direita indicando seus destinos.

Estimamos que a linhagem XBB.1.18.1 emergiu globalmente ja em meados de outubro
de 2022 (95% HPD: 20 de setembro de 2022 a 6 de novembro de 2022). Em meados de
novembro de 2022, essa linhagem ja circulava no Brasil e em diversas partes do mundo. Nossa
analise resultou em uma taxa evolutiva mediana de 5,01 x 10-4 (intervalo de densidade posterior
(HDP) mais alto de 95%: 4,68 x 10—4 a 5,30 x 10—4 substitui¢des por local por ano).

Dentro da linhagem XBB.1.18.1, identificamos trés subclados com suporte robusto de
ramificagdo, abrangendo um ntimero significativo de sequéncias principalmente do Tocantins.
Em relagdo ao Clade I, nossa andlise produziu uma taxa evolutiva mediana de 6,34 x 10-4 (95%
HDP): 5,03 x 10—4 a 7,81 x 10—4 substitui¢des por local por ano), e o tempo até o ancestral
comum mais recente (TMRCA) foi estimado em 9 de outubro de 2022 (95% HPD: 22 de agosto
de 2022 a 23 de novembro de 2022) (Fig. S6). Utilizando o procedimento BSSVS, identificamos
taxas bem suportadas de difusdo posterior originaria do Tocantins para paises além do Brasil,
notadamente os EUA (Fator Bayes (BF): 106,19; Probabilidade Posterior (PP): 0,91), Austria
(BF: 57,50; PP : 0,85) e Australia (GC: 32,17; PP: 0,76). Além disso, nossa analise revelou
taxas de difusdo do Tocantins para diversas regides do Brasil, incluindo a regido
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Sul (Parana — BF: 55,77; PP: 0,84; e Santa Catarina — BF: 12,86; PP: 0,56), a regido Norte (Para
— BF: 17,33; PP: 0,58) e regido Centro-Oeste (Distrito Federal — BF: 19,80; PP: 0,66; ¢ Goias
—BF: 16,51; PP: 0,62).

Para o Clade II, nossa andlise produziu uma taxa evolutiva mediana de 6,17 x 10-4
(intervalo de densidade posterior (HDP) mais alto de 95%): 4,68 x 10—4 a 7,80 x 10—4
substitui¢des por local por ano), com o0 TMRCA estimado como 9 de novembro de 2022 (95%
HPD: 02 de outubro de 2022 a 13 de dezembro de 2022) (Fig. S7). Empregando o procedimento
BSSVS, identificamos taxas bem suportadas de difusdo posterior originadas do Tocantins
apenas para Portugal (BF: 148,28; PP: 0,92). Além disso, observamos introdugdes virais
significativas da Bahia para o Tocantins (GC: 16,28; PP: 0,57), bem como para Sao Paulo (GC:
16,09; PP: 0,57), Goias (GC: 9,49; PP: 0,44) e Mato Grosso. Grosso (GC: 9,05; PP: 0,42). Além
do foco deste estudo, especificamente o Tocantins, a reconstru¢do arbérea também mostrou
importantes migracdes de Mato Grosso para Mato Grosso do Sul (BF: 171,18; PP: 0,93), da
Irlanda para o Rio Grande do Sul (BF: 74,41; PP: 0,86). ) e de Sao Paulo para os Estados Unidos
(GC: 55,25; PP: 0,81).

Para o Clade I1I, o TMRCA foi estimado em 18 de setembro de 2022 (95% HPD: 31
de julho de 2022 a 1° de novembro de 2022), com uma taxa evolutiva mediana de 5,44 x 10—4
(95% HPD: 4,32 x 10—4 a 6,58 x 10—4) (Fig. S8). Os procedimentos da BSSVS mostraram
taxas bem suportadas de difusdo posterior originada do Tocantins para a regido Norte (Pard —
BF: 109,37; PP: 0,86), para a regido Nordeste (Bahia — BF: 75,91; PP: 0,81) para a regido
Centro-Oeste. Regido Oeste (Distrito Federal — BF: 183,52; PP: 0,91 e Mato Grosso do Sul —
BF: 54,57; PP: 0,75), a regido Sul (Parand — BF: 22,20; PP: 0,55) e regido Sudeste (Minas
Gerais — GC: 23,01; Por fim, a reconstrugdo arborea também mostrou migragdes importantes
de Mato Grosso do Sul para os Estados Unidos (FB: 107,22; PP: 0,85) e Santa Catarina (FB:
70,96; PP: 0,79), do Paré para a Paraiba (FB: 75,96; PP : 0,81) e do Rio de Janeiro a Sergipe
(BF: 72,14; PP: 0,79). Além disso, em todos os trés clados, observou-se que as sequéncias do
Tocantins agruparam-se predominantemente no mesmo clado, indicando um nivel

potencialmente alto de transmissao local entre cidades do estado.

4. DISCUSSAO

Neste estudo, apresentamos os resultados da pesquisa epidemioldgica molecular do
SARS-CoV-2 conduzida no estado do Tocantins, Brasil, abrangendo dezembro de 2021 a junho
de 2023. Durante esse periodo, nossa investigacdo revela que as principais sublinhagens da
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variante Omicron moldaram predominantemente o cenario do SARS-CoV-2 no Tocantins. A
Omicron foi identificada pela primeira vez em Botsuana (OMS, 2022). Posteriormente, alguns
meses apds a confirmacgdo do primeiro caso, suas sublinhagens foram observadas por varios
pesquisadores e reconhecidas internacionalmente. Em 22 de fevereiro de 2022, a OMS relatou
duas sublinhagens: BA.1 (B.1.1.529.1) e BA.2 (B.1.1.529.2) (OMS, 2022). Posteriormente, em
setembro de 2022, a linhagem XBB foi identificada, originada de eventos de recombinagao
envolvendo duas linhagens derivadas de BA.2 (BJ.1 e BM.1.1.1), e progressivamente substituiu
a maioria das cepas anteriores de Omicron (Wang et al., 2022; Miller et al., 2023). As variantes
XBB subsequentemente substituiram as variantes Omicron anteriormente circulantes no inicio
de 2023. Em outubro de 2023, as principais linhagens de XBB representavam aproximadamente
80% das sequéncias virais relatadas (Planas et al., 2024).

Durante o periodo analisado neste estudo, observou-se uma presen¢a notavel da
linhagem XBB.1.18.1 no Tocantins. O primeiro genoma dessa linhagem no estado foi
identificado em janeiro de 2023. De acordo com dados do GISAID (Outbreak, 2023) até seu
ultimo registro de sequenciamento, 206 sequéncias confirmadas foram observadas entre as 1350
registradas em todo o mundo, uma cepa que foi detectada em pelo menos 36 paises.
Apresentamos uma analise abrangente da difusdo da linhagem XBB.1.18.1 no estado do
Tocantins.

Embora essa variante tenha circulado por aproximadamente 10 meses no Brasil, nossos
resultados sugerem que o Tocantins provavelmente desempenhou um papel fundamental em
sua disseminagdo. Apesar de reconhecer a influéncia de fontes internacionais na formagao da
diversidade SARS-CoV-2, nossos resultados revelam que a linhagem XBB.1.18.1 exibiu suas
taxas de dispersdo mais altas dentro do pais. Notadamente, a regido Centro-Oeste do Brasil
recebeu 0 maior nimero de importagdes do Tocantins, seguida pelo Nordeste e Norte, além de
paises fora do Brasil. Esse padrdo observado pode ser elucidado por vérios fatores-chave. O
Tocantins possui uma importante rota comercial com o Centro-Oeste do Brasil, e a Rodovia
Federal Transbrasiliana (BR-153) que corta a regido promove um grande fluxo de pessoas. Essa
maior mobilidade humana intensifica a circulagdo do virus, aumentando a probabilidade de sua
disseminagd@o. O papel das rodovias na disseminacdo do virus tem sido objeto de estudos
anteriores (Carmo et al., 2020; Nicolelis et al., 2021; de Souza et al., 2022).

Ao avaliar a introdugdo e disseminacdo da variante no Tocantins, ¢ importante levar
em conta também as rotas internacionais. Estudos prévios tém demonstrado particular
vulnerabilidade no Brasil a potenciais migra¢des internacionais ndo regulamentadas de paises
vizinhos e a consequente importa¢cdo de doencas imunopreveniveis (Fujita et al., 2018; Tuite et
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al., 2018).

A questdo das rotas de transporte interno no Brasil utilizadas para a circulagdo de
mercadorias e pessoas, e posteriormente facilitando a disseminagdo de virus, merece maiores
investigagdes. Varios estudos tém demonstrado esse fendmeno com doencas como dengue
(Souza et al., 2023), CHIKV (Souza et al., 2022) ¢ até mesmo SARS-CoV-2 (Lamarca et al.,
2023). Em todos esses casos, as grandes cidades, particularmente Sao Paulo e Rio de Janeiro,
servem como hubs para receber virus por rotas internacionais e dissemina-los por todo o Brasil.
O Brasil, com uma alta taxa de vacinagdo contra a Covid-19 de 77,86% da populagdo tendo
recebido duas doses (Saude, 2023), deve ser cauteloso para evitar a importacdo de variantes de
paises com taxas de vacinagdo mais baixas. Para tal, ¢ necessario reforcar as medidas nos
aeroportos. No nivel do transporte rodovidrio, os esforcos devem incluir a vacinagdo dos
caminhoneiros, a criacdo de postos de controle e centros de diagnostico rapido ao longo de
rodovias e terminais de 6nibus e a agregacdo de dados para fins de tomada de decisdao, como a
administracdo de doses adicionais em regides ou cidades especificas do pais.

A reconstrugdo ancestral e a analise filogeografica utilizadas neste estudo permitiram
identificar taxas bem sustentadas de difusdo posterior originarias do Tocantins para paises além
do Brasil, particularmente os EUA. Embora a literatura limitada exista especificamente sobre
a linhagem XBB.1.18.1, outros estudos forneceram conhecimento da circulagao das linhagens
XBB nos EUA. Ma et al. (2023) destacaram em seu estudo que, em meados de maio de 2023,
as linhagens Omicron comumente circulantes eram XBB.1.5 (61,5%; 95% CI = 56,4%—66,4%),
XBB.1.9.1 (10,0%; 95% CI = 6,8% —14,1%) e XBB.1.16 (9,4%; 95% CI = 6,9%—12,5%), com
aproximadamente uma prevaléncia combinada de 19% de outras linhagens circulantes,
incluindo XBB (5,3%), XBB.1.9.2 (4,5%), XBB.2.3 (3,2%), XBB.1.16.1 (2,4%) ¢ XBB.1.5.1
(1,9%). Ramaiah et al. (2023) utilizando abordagens filogenéticas de maxima verossimilhanga
e comparacgdo de sequéncias genéticas, identificaram a transmissibilidade de cepas especificas
de XBB.1.5 circulantes nas popula¢des do sudeste de Wisconsin, EUA.

O cenério mutacional dinamico apresenta desafios e incertezas continuas. Essabbar et
al. (2024) relatam que futuras cepas dominantes provavelmente emergirdo de cepas
recombinantes, enfatizando a necessidade de vigilancia gendmica continua, compartilhamento
global de dados e esforcos colaborativos de pesquisa. A preocupacdo com a dinamica
mutacional também se aplica a compreensdo da evolu¢do das mutagdes no virus. Em nossos
resultados, a prevaléncia das sublinhagens do XBB ¢ digna de nota. Taylor e Starr (2023),
utilizando as sublinhagens BQ.1.1 e XBB.1.5 e comparando padrdes mutacionais, encontraram
muitas mutagdes que sdo toleradas ou mesmo aumentam a ligacao ao receptor ACE2.
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Em conclusdo, nosso estudo lanca luz sobre a epidemiologia molecular do SARS-
CoV-2 no Estado do Tocantins, Brasil, de dezembro de 2021 a junho de 2023, destacando a
presenca predominante da linhagem XBB.1.18.1. Apesar de seu surgimento a partir de fontes
internacionais, nossos achados sugerem que o Tocantins desempenhou um papel fundamental
na disseminacdo dessa linhagem no Brasil, particularmente devido as suas extensas rotas
comerciais e a alta mobilidade humana facilitada pela rodovia transbrasileira (denominada BR-
153). No entanto, o estudo apresenta limitagcdes. Embora nossa analise forneca insights valiosos
sobre a disseminac¢do local e internacional da linhagem XBB.1.18.1, o escopo do estudo ¢
limitado a dados gendmicos e epidemioldgicos, e investigacdes adicionais sdo necessarias para
elucidar fatores adicionais que influenciam a dinamica de transmissdo do virus. Além disso, a
rapida evolugdo das variantes do SARS-CoV-2 e o surgimento de novas sublinhagens colocam
desafios continuos, ressaltando a importancia da vigilancia gendmica continua para informar

intervengodes de saude publica e medidas de controle de forma eficaz.

Materiais Suplementares

As informag¢des complementares podem ser acessadas em:https://www.mdpi.com/article/xxxx.

Inclui as seguintes figuras: Figura S1. Regressdo raiz-a-ponta de distancias genéticas e datas
de amostragem para 1.073 genomas SARS-CoV-2 da linhagem XBB.1.18.1 em regides globais.
Figura S2. Regressdo raiz-a-ponta de distancias genéticas e datas de amostragem para 106
amostras XBB.1.18.1 SARS-CoV-2 Clade I em regides globais. Figura S3. Regressao raiz-a-
ponta de distancias genéticas e datas de amostragem para 96 amostras XBB.1.18.1 SARS-CoV-
2 Clade II em regides globais. Figura S4. Regressao raiz-a-ponta de distancias genéticas e datas
de amostragem para 132 amostras XBB.1.18.1 SARS-CoV-2 Clade III em regides globais.
Figura S5. Distribui¢do Temporal das Regides Importadoras da Linhagem XBB.1.18.1 SARS-
CoV-2 no Estado do Tocantins. Figura S6. Arvore filogenética bayesiana em escala de tempo
de 106 amostras XBB.1.18.1 SARS-CoV-2 em regides globais. Os locais de amostragem sao
codificados por cores conforme a legenda no lado esquerdo da arvore. Os genomas do
Tocantins, destacados neste estudo, estio destacados em vermelho. Figura S7. Arvore
filogenética Bayesiana em escala de tempo de 96 amostras XBB.1.18.1 SARS-CoV-2 em
regides globais. Os locais de amostragem sao codificados por cores conforme a legenda no lado
esquerdo da arvore. Os genomas do Tocantins, destacados neste estudo, estdo destacados em
vermelho. Figura S8. Arvore filogenética Bayesiana em escala de tempo de 132 amostras
XBB.1.18.1 SARS-CoV-2 em regides globais. Os locais de amostragem sdo codificados por
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cores conforme a legenda no lado esquerdo da arvore. Os genomas do Tocantins, destacados

neste estudo, estdo destacados em vermelho.
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Figura S1. Regressdo raiz-a-ponta de distincias genéticas e datas de amostragem para 1.073 genomas SARS-
CoV-2 da linhagem XBB.1.18.1 em regidoes globais. O coeficiente de correlacdo (r) er ao quadrado estdo
representados acima do grafico.

r=0.85 °
r2=0.71 °
6e-04
g
£ .
ks Location
A .
o O Brazil '
S de-04 @ Internacional
& ® Tocantins
o
o)
~
2e-04
LX)
°
jan fev mar abr mai jun jul ago
2023 2023 2023 2023 2023 2023 2023 2023

Date

Figura S2. Regressdo raiz-a-ponta de distdncias genéticas e datas de amostragem para 106 amostras XBB.1.18.1
SARS-CoV-2 Clade I em regides globais. O coeficiente de correlagdo (r) er ao quadrado estio representados acima
do grafico.
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Figura S3. Regressao raiz-a-ponta de distancias genéticas e datas de amostragem para 96 amostras XBB.1.18.1

SARS-CoV-2 Clade II em regides globais. O coeficiente de correlagdo (r) er ao quadrado estdo representados
acima do grafico.
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Figura S4. Regressdo raiz-a-ponta de distdncias genéticas e datas de amostragem para 132 amostras XBB.1.18.1
SARS-CoV-2 Clade III em regides globais. O coeficiente de correlagdo (r) er ao quadrado estdo representados
acima do grafico.
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Figura SS. Distribui¢do Temporal das Regides Importadoras da Linhagem XBB.1.18.1 SARS-CoV-2 no Estado
do Tocantins. As legendas nos graficos indicam as regides de origem correspondentes.
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Figura S6. Arvore filogenética bayesiana em escala de tempo de 106 amostras XBB.1.18.1 SARS-CoV-2 em
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Os genomas do Tocantins, destacados neste estudo, estdo destacados em vermelho.
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Figura S7. Arvore filogenética Bayesiana em escala de tempo de 96 amostras XBB.1.18.1 SARS-CoV-2 em
regides globais. Os locais de amostragem sao codificados por cores conforme a legenda no lado esquerdo da arvore.
Os genomas do Tocantins, destacados neste estudo, estdo destacados em vermelho.
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LIMITACOES DO ESTUDO

Foram limitag¢des do presente estudo:

v A demora na atualizacdo de registros de depdsitos de sequécias no GISAID no ano
de 2024, sobretudo a respeito da variante selecionada para as analises do presente estudo.
v O ntmero limitado de amostras positivas paras as linhagens XBB.1.18.1 no
primeiro semestre de 2023, o que pode ter sido influenciado devido a taxa de imunizacao
do estado com consequente diminui¢do do nimero de casos.

v Impossibilidade de realizar uma comparagdo entre as linhagens XBB.1.18.1 e

variantes posteriores;
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6 CONCLUSOES GERAIS

A andlise evidenciou maior numero de participantes do sexo feminino em comparacao

com o sexo masculino.

Do total de amostras sequenciadas no estado do Tocantins, foram identificadas a

circulagdo de 39 sublinhagens Omicron.

Grande parte das amostras (230) foram provenientes da cidade de Palmas do Tocantins,
sendo que todas aquelas positivas para XBB.1.18.1 (22) foram obtidas de individuos
residentes no referido municipio.

O sequenciamento de amostras obtidas entre janeiro a junho de 2023 revelou a
circulagdo de novas VOCs do SARS-CoV-2 no estado do Tocantins, em especial as
subvariantes XBB.1.18.1 e XBB.1.5 que podem ter impacto na epidemiologia da
COVID-19.

Comparando esses resultados com as nossas investigagdes por meios das andlises
filogenéticas e de dispersao, sugere-se que o estado possa ter contribuido de forma bem

maior na dispersdo da variante, ndo somente no Brasil, mas também no mundo.
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7 RECOMENDACOES

v" Realizagdo de estudos de dinAmica molecular envolvendo as variantes mais recentes

da Omicron, visto que poucos manuscritos sao encontrados nas bases de dados;
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