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RESUMO

O cenario da pandemia por SARS-CoV-2, virus causador da COVID-19, foi marcado
em 2021 pela troca de dominancia da variante Gamma para Delta, seguido por uma
diminuicdo do nimero de casos e de 6bitos. A introdugéo da variante Omicron no
Brasil causou uma mudanca no perfil de prevaléncia dos casos, aumentando
expressivamente o numero de notificagdes da doenga. Neste contexto, técnicas de
vigilancia gendmica se fizeram importantes para conhecer a genética do virus e
avaliar as variantes e linhagens, além de sua dinédmica de transmissdo. Diante disto,
foi avaliada a vigilancia genémica do SARS-CoV-2 na regidao de Florianépolis, no
estado de Santa Catarina, tendo em vista importancia socioecondmica, turistica e de
alta concentracdo populacional desta localizagdo. Foram analisados 338 genomas
completos de SARS-CoV-2 obtidos de amostras coletadas entre novembro de 2021
e abril de 2022 nesta regido, utilizando a tecnologia Oxford Nanopore (ONT). As
variantes mais frequentes encontradas neste estudo foram da Delta (AY.101) e
Omicron (BA.1.1), e todos os genomas analisados tiveram cobertura de mais de
90%. Foi observado um padrdo similar entre a distribuicdo das linhagens neste
periodo quando comparado as encontradas em Santa Catarina e no Brasil. Os
resultados deste trabalho contribuem para o conhecimento das variantes e linhagens
de SARS-CoV-2 que estavam circulando em Floriandpolis durante a terceira onda da
COVID-19. Ainda, este estudo demonstra a importancia do investimento em técnicas

de vigilancia genémica no controle da pandemia da COVID-19.

Palavras-chave: Vigilancia gendémica; COVID-19; Omicron; Tecnologia Oxford
Nanopore (ONT).



ABSTRACT

The scenario of the SARS-CoV-2 pandemic, the virus that causes COVID-19, was
marked in 2021 by the dominance shift from the Gamma variant to the Delta variant,
followed by a decrease in the number of cases and deaths. The introduction of the
Omicron variant in Brazil caused a change in prevalence cases, significantly
increasing the number of disease notifications. In this context, genomic surveillance
techniques played an important role in understanding the genetics of the virus and
assessing the variants and lineages, as well as their transmission dynamics.
Therefore, genomic surveillance of SARS-CoV-2 was evaluated in the Floriandpolis
region, in the state of Santa Catarina, considering its socioeconomic importance,
tourist appeal and high population density. A total of 338 complete SARS-CoV-2
genomes obtained from samples collected between November 2021 and April 2022
in this region were analyzed using Oxford Nanopore Technology (ONT). The most
frequent variants found in this study were Delta variant (AY.101) and Omicron variant
(BA.1.1), and all the analyzed genomes had coverage values above 90%. A similar
pattern was observed in the distribution of lineages during this period when
compared to those found in Santa Catarina and Brazil. The results of this study
contribute to the understanding of the variants and lineages of SARS-CoV-2 that
were circulating in the Floriandpolis region during the third wave of COVID-19. This
study demonstrates the importance of investing in genomic surveillance techniques

in controlling the COVID-19 pandemic.

Keywords: Genomic surveillance; COVID-19; Omicron; Oxford Nanopore
Technology (ONT).
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1INTRODUGAO

1.1 ORIGEM E ESTRUTURA DO VIiRUS

SARS-CoV ¢é classificado como um coronavirus (CoV) causador da
Sindrome Aguda Respiratéria Severa (SARS) que, em 2003, originou um surto
emergente na China. Os coronavirus foram assim classificados porque possuem em
sua estrutura externa proteinas de superficie que lembram o aspecto de uma coroa
(corona, em latim) (ICTV, 2022).

Estes virus possuem uma série de hospedeiros mamiferos, podendo ser
transmitidos a humanos por mecanismos variados. Evidéncias apontam que
SARS-CoV cruzou esta barreira intraespécie a partir do manuseio de espécies
exoticas pela populagdo em mercados de uma cidade da China (ICTV, 2022).

Os coronavirus fazem parte da familia Coronaviridae, subfamilia
Orthocoronavirinae e que se dividem em quatro géneros com diferentes afinidades
patdgeno-hospedeiro: Alphacoronavirus, Betacoronavirus, Gammacoronavirus e
Deltacoronavirus. Enquanto os géneros Gamma e Delta sdo exclusivamente
zoonoticos, os Alpha e Betacoronavirus prevalecem entre o0s coronavirus
responsaveis pelas doencgas reportadas em humanos. Dos componentes destes dois
ultimos géneros, apenas sete infectam os seres humanos, podendo causar doengas
(CUl et al., 2019, CHEN et al., 2020).

Dos sete causadores de doenga em humanos, quatro causam resfriados
leves e com caracteristicas que os tornam altamente transmissiveis,
caracterizando-se por atingir somente a regiao nasal e da garganta — HCoV-NL63,
HCoV-229E, HCoV-OC43 e HKU1. Ainda, dois sdo mais graves e infectam o trato
respiratorio baixo como os pulmdes: o Coronavirus SARS (SARS-CoV) e o
Coronavirus da sindrome respiratéria do Oriente Médio (MERS-CoV) (FORNI et al,
2017).

Por fim, mais um coronavirus foi identificado em Wuhan, na China, em
dezembro de 2019, a partir de uma forma de pneumonia grave, sendo nomeado
posteriormente como SARS-CoV-2 (Severe Acute Respiratory Syndrome
Coronavirus 2). E causador da “doenca de coronavirus 2019”, a COVID-19
(Coronavirus disease 2019) (ZHU et al., 2020; WHO, 2020).
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Uma das diferencas da familia Coronaviridae em relagcdo aos demais virus
de RNA (ribonucleic acid, em portugués acido ribonucleico) encontra-se no seu
genoma. Genoma € o conjunto de informagdes do material genético de um
organismo. Estas informagdes sdo armazenadas na forma de acidos nucleicos de
cadeia simples ou dupla, dispostos em sequéncias lineares ou circulares, em uma
cadeia de bases nitrogenadas (GIANI, et al., 2017).

Segundo o International Committee on Taxonomy of Viruses (ICTV), os
Coronaviridae sao os virus de RNA com os maiores genomas identificados até o
momento, com tamanho variando entre 29,8 kb a 29,9 kb, em comparagao com o
genoma do virus Influenza, por exemplo, que é de 13,5 kb (GHEDIN, 2005; ICTV,
2022).

Os coronavirus sao virus envelopados com um genoma de RNA de sentido
positivo de fita simples (ssRNA+). Seu genoma codifica 16 proteinas nao estruturais

(NSP), 4 proteinas estruturais e 6 proteinas acessoérias (KHAILANY, et al., 2020).

Figura 1- Representacao da estrutura e genoma de SARS-CoV-2
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Adaptado de SCHLEMPER JUNIOR et al., 2022.

Os quadros de leitura aberta (ORFs) 1a e 1b codificam as poliproteinas que
sdo posteriormente clivadas nas 16 NSPs. Estes sdo seguidas pelos genes que

codificam as proteinas estruturais na seguinte ordem, conforme a nomenclatura: S,
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E, M, e N (Figura 1). Estes genes codificam, respectivamente: a proteina Spike (S);
a proteina Envelope (E); a proteina Membrana (M) e a proteina Nucleocapsideo (N).
A regido que codifica as proteinas acessoérias encontra-se entre Se E e entre Me N
(BRANT et al., 2021).

Ambas as classes de proteinas citadas desempenham variadas fungdes
essenciais para a manutencéo da integridade e replicagdo viral. Entre as proteinas
estruturais, a M é uma glicoproteina transmembranar que constitui 0 componente
principal do envelope viral, além de ser a proteina estrutural mais abundante. Ela &
crucial para a formacéo, liberacdo e empacotamento do material genético viral
(ISLAM, et al., 2023).

A proteina E também € encontrada na bicamada lipidica do virus, e tem a
capacidade de formar poros que afetam a homeostase iGnica das células
hospedeiras, potencialmente contribuindo para a patogenicidade viral.
Adicionalmente, a proteina E exibe propriedades de permeabilizacdo de membrana
celular (ISLAM, et al., 2023).

A proteina N é capaz de contribuir para a inibicdo da indugdo da citocina
Interferon B (IFN-B) do hospedeiro pelo virus. Ela também desempenha um papel
essencial na expressao génica de SARS-CoV-2 e de outros coronavirus. A proteina
N configura-se como um alvo para diagndstico e tratamento, pois, em comparagao
com outras proteinas alvo, possui uma sequéncia altamente conservada, € menos
propensa a mutagdes e induz uma resposta imune robusta no hospedeiro (KANNAN;
SUBBARAM; ALI; KANNAN, 2020).

A proteina Spike é dividida em duas subunidades: S1, responsavel pela
ligagdo do virus ao receptor, e S2, responsavel pela fusdo das membranas do
patdgeno e das células hospedeiras. A proteina Spike € fundamental para a invasao
das células do hospedeiro, pois liga-se a ACE2 (enzima conversora de angiotensina
2), promovendo a fusdo da membrana e permitindo a replicagao viral (ICTV, 2022).

Foi demonstrado que, no caso de SARS-CoV-2, a proteina Spike adquiriu
mutagdes que aumentam sua afinidade com esse receptor. Um exemplo disso é a
mutacdo D614G, identificada no inicio de 2020. Consiste na substituicdo do
aminoacido aspartato por uma glicina, apresentando correlagdo positiva entre a
carga viral e a transmissibilidade do virus (VOLZ, et al., 2021).

As proteinas nao estruturais ORF1a e ORF1b compreendem os primeiros

dois tergos do genoma viral. Desempenham papel fundamental na replicagdo e
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persisténcia do virus e codificam uma variedade de NSPs, tais como: NSP1, NSP2,
NSP3, NSP12, NSP13 e NSP14. Estas proteinas sado reconhecidas por sua
interacdo com o hospedeiro através de sua capacidade de auxiliar o virus a evadir o
sistema imunoldgico. Inibem a ativacdo do IFN-B e induzem a ativagao de vias
inflamatoérias que promovem a tempestade de citocinas, um fator agravante da
doenca (WU et al., 2020).

Todas estas estruturas estdo sujeitas a mutabilidade, ou seja, alteragao de
sequéncia nucleotidica. Embora as mutagbes ocorram com frequéncia, nao
necessariamente resultam em mudangas nas caracteristicas fenotipicas do virus. No
entanto, podem promover diversidade genética, o que pode afetar a interagao viral
com o hospedeiro, bem como dificultar o desenvolvimento de terapias e vacinas
eficazes (KORBER, 2020). A alta taxa de replicagdo viral em hospedeiros com
sistemas imunolégicos deficientes exerce pressao seletiva, favorecendo mutacgdes
que conferem vantagens adaptativas para a sobrevivéncia e disseminagao viral
(GRUBAUGH, 2020).

Variantes que carregam a mutagdo D614G na proteina S, por exemplo,
foram um sinal de alerta associado a maior transmissibilidade. Desde a identificacéo
desta mutagcdo, multiplas variantes de SARS-CoV-2 foram descritas e suas
mutagbes apresentaram diferentes fendtipos, com diferentes impactos na saude
publica (ALEEM; SAMAD; VAQAR, 2023).

A compreensédo da caracteristica de mutabilidade e diversidade genética do
virus SARS-CoV-2 é essencial para adaptar as estratégias de saude publica diante
das variantes emergentes (GRUBAUGH, 2020). Inicialmente, € necessario realizar o
monitoramento das variantes, principalmente aquelas que adquirem vantagens
adaptativas, representando um risco potencial de disseminagéao viral e agravamento

da saude populacional, podendo impactar diretamente as politicas de saude publica.

1.2.  VIGILANCIA GENOMICA

Desde o primeiro caso reportado de COVID-19 (WU et al., 2020; ZHOU et
al., 2020) até junho de 2023, foram confirmados mais de 760 milhdes de casos e
quase 7 milhées de mortes em todo o mundo. Do total, o continente americano soma
quase 3 milhdes de mortes, sendo que os Estados Unidos da América registraram o

maior numero, de 1,1 milhdo de vitimas até o momento. Até junho de 2023 o Brasil
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registrou mais de 702 mil obitos, e relatou um total de 37,6 milhdes de casos
reportados (WHO, 2023).

A maioria dos casos do Brasil foi registrada na regido sudeste, totalizando
14,9 milhdes de casos, seguida pela regido Sul, com 7,9 milhdes de casos. Em
Santa Catarina, até junho de 2023, foram registrados mais de 2 milhées de casos e
mais de 22 mil dbitos. A capital do estado, Floriandpolis, teve até o momento 214 mil
casos confirmados e mais de 1,3 mil 6bitos (BRASIL, 2022).

Enquanto a imunizagdo, principalmente por meio de vacinas, € uma das
solugbes mais eficazes para restricdo da propagacdo de epidemias virais, a
vigilancia epidemioldgica € um método preventivo para o aumento do numero de
casos de doencgas infecciosas. A vigilancia tem importante papel para controle de
doencas ha mais de um século, através da coleta de dados e estudos de incidéncia
e prevaléncia, além de ser uma estratégia de saude publica amplamente utilizada e
aceita como parte da proposta de mitigacdo de uma gama de doencas (CDC, 2022).

Uma das estratégias da vigilancia epidemiologica é a vigilancia genémica e,
segundo a Organizagdo Mundial da Saude (OMS), esta ultima transforma a agao de
saude publica por fornecer uma compreensao mais aprofundada dos patégenos,
podendo este conhecimento ser estendido para uma abordagem global, aplicada a
todos os organismos potencialmente epidémicos (WHO, 2020).

A vigilancia genémica € realizada principalmente por técnicas moleculares
de sequenciamento genético que permitem determinar a ordem das bases
nucleotidicas que compdem o DNA ou RNA de patdgenos, fornecendo informagdes
detalhadas sobre suas caracteristicas (CDC, 2022).

Através do entendimento sobre a evolugdo genética e a dispersao viral,
possivel identificar eventos de importacao e rotas locais de transmissao através da
correlagdo com metadados (WHO, 2021). Ainda com o estudo de sua propagacgao,
pode-se obter também discernimento sobre o envolvimento de outras espécies,
como no caso dos surtos por MERS-CoV (HAAGMANS, 2014).

Durante a pandemia da COVID-19, a estratégia de vigilancia genémica foi
adotada no estado de Santa Catarina através de uma portaria de 2021, que instituiu
a Rede de Vigilancia Gendmica do virus SARS-CoV-2. Dentre os objetivos estavam
0 monitoramento da diversidade e evolugao do virus, além de procurar aprimorar a
tomada de decisdo frente a emergéncias publicas. Neste ambito, a vigilancia

sanitaria do estado e o Laboratério Central de Saude Publica (LACEN-SC),
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coordenaram a distribuicido das amostras obtidas entre as diferentes instituicoes
responsaveis por realizar o sequenciamento (SANTA CATARINA, 2021a).

No caso do virus SARS-CoV-2, o sequenciamento pode ser realizado
através de amostras de swab nasofaringeo coletadas de pessoas cujo teste
diagnéstico de RT-PCR (Transcricao reversa — reagdo em cadeia da polimerase)
detectou a presenca de material genético do virus. Uma vez reunidas, as
informagdes acerca do genoma sao coletivamente utilizadas para investigar a
propagacao do virus, com a finalidade de estimar a prevaléncia das variantes em
uma populagédo, desenvolver diagnosticos e vacinas, além de complementar outras
fontes de dados e investigagdes epidemiologicas (CDC, 2022a).

O genoma de SARS-CoV-2 foi caracterizado pela primeira vez em Wuhan,
na China, em fevereiro de 2020 por Zhu e colaboradores, e ¢é utilizado globalmente
como referéncia para a montagem das sequéncias obtidas (ZHU et al., 2020). Este
processo inicia com a amplificagdo do material genético, sequenciamento e, por
ultimo, a analise de bioinformatica das sequéncias obtidas, conforme demonstrado
na Figura 2.

Atualmente, o Global Initiative on Sharing All Influenza Data (GISAID
disponivel em: https://gisaid.org) se constitui como o principal repositério de
sequéncias do genoma de SARS-CoV-2 (ZHU et al., 2020). De janeiro de 2020 a
junho de 2023 foram publicadas mais de 15,6 milhdes de genomas completos na
plataforma (GISAID, 2022).

Os dados disponibilizados nesta plataforma séo provenientes de 216 paises,

sendo que os Estados Unidos é o pais com o maior numero de sequéncias
depositadas — mais de 4,7 milhdes, seguido pelo Reino Unido com quase 3 milhdes
de sequéncias. O Brasil, até junho de 2023, compartilhou 227,5 mil sequéncias,
representando 0,6% dos casos totais de COVID-19 confirmados (relagdo entre os
casos reportados e o numero de submissdes de genoma no banco de dados). A
mesma relacdo para Estados Unidos e Reino Unido é de 4,6% e 12%,
respectivamente, evidenciando como o Brasil avangou pouco nesta area (GISAID,
2022).

Com base na compreensdo sobre a evolugao viral, € possivel também
avaliar o surgimento de variantes e linhagens circulantes. Isto permite identificar
mutacdes e realizar estudos para avaliar a infectividade do patégeno, além de

parametros como taxa de transmissdo. Estes dados nos permitem prever com
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antecedéncia o aumento de casos e possiveis surtos, permitindo estratégias de
saude publica mais direcionadas (WHO, 2021).

Os termos variante e linhagens estdo ligados com a variagdo do genoma
dentro de um mesmo organismo, e dizem respeito a intensidade da diferenga. No
nivel mais fundamental ocorrem as mutagdes, que séo alteragdes nucleotidicas, ou
seja, de troca ou exclusdo de pares de bases no momento de sua replicagdo. Nos
virus de RNA, como SARS-CoV-2, os mecanismos de reparo do material genético
sao escassos, 0 que aumenta consideravelmente a taxa de mutacdo quando
comparado a virus de DNA (PECK; LAURING, 2018).

Figura 2 - Esquema do Fluxo de trabalho do sequenciamento de genoma viral pela plataforma
MinlON Mk1C® (Oxford Nanopore Technologies, Oxford, Reino Unido).
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As mutagdes mais amplas podem ser consideradas variantes ou linhagens.
Variantes possuem uma ou mais mutagdes especificas, que as classifica como um
subtipo de um microrganismo, sem o considerar como uma nova cepa. Ja as
linhagens sado atribuidas de acordo com a variante da qual descendem. S&o
relacionadas a um ancestral comum e apresentam mutacdes similares, que nao
necessariamente estdo associadas a caracteristicas fenotipicas especificas (CDC,
2023).

Em junho de 2020, a OMS atribuiu nomenclaturas que identificavam as
principais variantes do virus SARS-CoV-2, objetivando priorizar o monitoramento de

variantes especificas que representam um maior risco a saude publica. Esta
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classificagdo ainda persiste, e € feita considerando alteragbes significativas no
funcionamento viral, além do fato de estarem circulando amplamente na populagao
(WHO, 2023).

Dentre estas, foram classificadas as que possuem mutag¢des que configuram
Variantes de Interesse, do inglés Variant of Interest (VOI) e Variantes de
Preocupacao, do inglés Variant of Concern (VOC) (CDC, 2023). As primeiras s&o
consideradas assim se, quando comparadas a variante original, tiverem alteragdes
que a identificam como causadora de transmissdo comunitaria ou se tiver sido
detectada em varios paises. Exemplos de VOI s&o a Epsilon, da linhagem B.1.427,
Zeta, da linhagem P.2; e Kappa, da linhagem B.1.617.1, todas designadas em 2021
(PAHO, 2021).

Ja o grupo que se enquadra em Variant of Concern (VOC) também é
classificado por uma avaliagdo comparativa, e € assim designado quando demonstra
alteragdes associadas a um maior grau de significAncia para a saude publica global.
Dentre estes, podem ser destacados: (1) o aumento na transmissibilidade; (2)
aumento na viruléncia; (3) mudanga de aspectos clinicos da doenga e (4) diminuigao
de eficacia de tratamento, diagnéstico e vacinas (PAHO, 2021).

Atualmente, ndo ha mais nenhuma VOC em ascensdo, somente VOI
recombinantes descendentes da VOC Omicron. Vale ressaltar que, devido ao
cenario de variantes circulantes, em marco de 2023, foi adicionada uma
classificacdo independente somente de sublinhagens Omicron, chamada de Variants
under monitoring (VUMs) (WHO, 2023).

Posteriormente a primeira classificagdo da OMS foram contabilizadas
inumeras VOCs e VOlIs, que moldaram as caracteristicas da pandemia com relagao
a oscilagdgo em numeros de casos, taxas de transmissibilidade e fatalidades,
levando as caracteristicas ondas da pandemia da COVID-19. Exemplo disso foi uma
das mutagdes mencionadas anteriormente no genoma de SARS-CoV-2, que foi
identificada na proteina Spike, a D614G, sendo estai relacionada a linhagem B.1, a
qual aumentou a quantidade de carga viral e sua prevaléncia nos casos identificados
(KORBER et al., 2020).

Estas mutagdes ocasionaram o surgimento de variantes em diferentes
localidades do mundo e devido a diferentes pressdes evolutivas. Segundo a OMS,

as VOCs que circularam anteriormente durante a pandemia foram a Alfa, da
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linhagem B.1.1.7; Beta, da linhagem B.1.351; Gamma, da linhagem P.1; Delta, da
linhagem B.1.617.2 e Omicron, da linhagem B.1.1.529 (WHO, 2022).

A VOC Alfa foi a primeira a ser descrita, a partir de uma amostra obtida no
Reino Unido, em dezembro de 2020 (CHAND et al., 2020), e foi apontada como
VOC pela OMS no mesmo periodo (CDC, 2023). As alteragbes mais significativas
sofridas por ela foram encontradas na proteina Spike, que esta envolvida na entrada
do virus nas células hospedeiras através da sua afinidade com o receptor ACE2.

Na variante Alfa foram detectadas sete mutacées (RAMBAUT et al., 2020),
as quais foram associadas ao aumento da capacidade do virus de invadir as células
hospedeiras, resultando em: aumento de carga viral, da frequéncia de detec¢ao nos
casos positivos e também ao aumento da mortalidade (DAVIES et al., 2021).

A variante Beta foi outra VOC inicialmente relatada na Africa do Sul, também
em dezembro de 2020. Esta também tem duas muta¢des no dominio de ligagdo ao
receptor, que aumentam a afinidade de ligacdo a enzima ACE2. Sua deteccao
ocorreu em meio a um cenario de aumento de casos, onde a associagao ao
aumento da transmissibilidade foi imediata. De outubro a dezembro de 2021, a
predominancia dela sobre o total de amostras sequenciadas saltou de 11% para
87% (KARIM, OLIVEIRA, 2021).

Em outubro de 2020, outra variante foi identificada e nomeada Delta. Foi
reportada pela primeira vez na india (MLCOCHOVA et al., 2021), e em alguns
meses ja tinha se espalhado por 163 paises (BHATTACHARYA, et al., 2023). As
mutagdes observadas nesta variante afetaram tanto a interagdo com a enzima ACE2
quanto a eficacia dos anticorpos neutralizantes (BARNES, et al., 2020). Isso resultou
em um aumento significativo na taxa de transmissao, que foi maior do que todas as
variantes identificadas anteriormente (BHATTACHARYA, et al., 2023).

O sequenciamento genémico de amostras obtidas na regido de Manaus, na
regidao norte do Brasil, em novembro de 2020, revelou o surgimento de uma nova
variante de SARS-CoV-2, a Gamma, da linhagem P.1. Esta acumulou 17 mutagbes
de relevancia fenotipica, incluindo na proteina Spike, e que foram associadas a uma
maior ligacao ao receptor humano ACE2 (FARIA et al., 2021).

As estimativas de transmiss&o da VOC Gamma foram, em média, 2 vezes
maiores que as identificadas até o momento, além de causar infec¢des com cargas
virais até 10 vezes mais altas quando comparadas as de outras linhagens (NAVECA

et al., 2021). Dois meses apos ser classificada como VOC, em janeiro de 2021
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(WHO, 2023), foi predominante em mais de 90% das variantes identificadas neste
periodo (GRAF et al., 2022).

Apesar de seu surgimento ter sido identificado no estado do Amazonas, sua
transmissao também foi consideravel em regides muito diferentes geograficamente,
como aconteceu em centros urbanos mais densos da regidao sudeste e sul. A
densidade geografica foi observada como um fator critico na disseminagao do virus
em diversas regides do Brasil (GRAF et al., 2022).

No estado de Santa Catarina, foram comparadas as dindmicas de
transmissdo da VOC Gamma em diferentes regides do estado. Observou-se que a
presenca da variante Gamma P.1-like-Il na regiao Oeste do estado estava associada
ao aumento da propagacdo da doenca e também a maior taxa de mortalidade
(PADILHA et al., 2022).

A Ultima variante a ser identificada foi a Omicron, na Africa do Sul, em
novembro de 2021 (VIANA, et al., 2022). A Omicron acumula mais de 40 mutacgoes,
sendo 30 delas na proteina Spike, incluindo delecbes que afetam a
transmissibilidade e capacidade de evadir a resposta imune (WEI et al., 2021). O
primeiro caso confirmado dessa variante no Brasil ocorreu no final de novembro de
2021, e sua detecgdo em Santa Catarina foi em dezembro do mesmo ano, e seu
surgimento no estado ocorreu em Florianopolis (SANTA CATARINA, 2022b).

Apds um ano do inicio da pandemia de COVID-19, as estratégias de
vigilancia genémica melhoraram significativamente na maioria dos paises, incluindo
um aumento no numero de sequenciamentos e maior rapidez na submissdo das
informacdes ao GISAID. Na América do Sul o aumento das submissdes de dados
gendmicos foi de 5,2 vezes (de 1 para 5 submissdes a cada mil casos), enquanto o
Brasil aumentou 6,5 vezes (de 0,9 para 5,6 a cada mil casos) (MAHANTA;
SABERWAL; SHARMA, 2022).

Os dados apresentados ajudam a compreender o cenario através da
identificacdo precisa das variantes de SARS-CoV-2, e sdo obtidos através das

tecnologias de sequenciamento, como abordado anteriormente.

1.3.  SEQUENCIAMENTO GENETICO

Quando Sanger langou a primeira tecnologia de sequenciamento, em 1977,

os custos por base eram elevados, tinham velocidade de processamento limitada e o
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tamanho do genoma a ser sequenciado era limitado. Desde entéo,
empreendimentos como o Projeto Genoma Humano impulsionaram avangos no
desenvolvimento de métodos mais eficientes, e que permitem também aumento na
velocidade e rendimento na geragao dessas informacgdes (GIANI, et al., 2017).

As tecnologias de sequenciamento que surgiram apés os anos 2000 foram
chamadas de sequenciamento de proxima geragdo ou NGS. Este tornou-se mais
rapido e barato, sendo capaz de processar bilhdes de fragmentos de DNA de forma
simultanea. E dividido em segunda geracdo, que gera leituras curtas, e em terceira
geragao, que gera leituras longas (BARSKI, A. et al., 2021).

Entre as técnicas de sequenciamento de segunda geragédo encontram-se 0s
sequenciadores de metodologia conhecida como sequenciamento por sintese, como
a tecnologia lllumina, que utilizam uma técnica acurada, lendo fragmentos em torno
de 150 pares de bases (YE et al.,, 2012). A terceira geragdo tem como
representantes principais as metodologias de sequenciamento de molécula unica
(SMS) e o sequenciamento por nanoporos, que foi a metodologia utilizada neste
trabalho.

O conceito de sequenciamento de nanoporos surgiu da jungao de diferentes
ideias na década de 1980, e foi viabilizado por uma série de avangos tecnoldgicos
em suas proteinas motoras relacionadas. A alfa-hemolisina, uma proteina de canal
de membrana de Staphylococcus aureus com um diametro interno de ~1,4 nm a
~2,4 nm, foi a primeira a mostrar que pode detectar diferentes sinais de corrente
ibnica pela passagem de bases nucleotidicas (WANG, et al., 2021).

O nanoporo funciona como um biosensor, sendo a unica passagem entre
dois lados de uma membrana (Figura 3). Estes lados s&o o cis, composto por uma
solugdo ibnica e fragmentos do DNA a serem lidos; e o lado trans, carregado
também ionicamente e para onde € direcionada a passagem da corrente elétrica.
Uma vez que a condutividade i6nica € sensivel ao campo elétrico associado e a
diferenca de massa dos nucleotideos, quando ocorre mudanga na corrente elétrica
através do nanoporo, € revelada a sequéncia que esta sendo lida. Ademais, é
possivel sequenciar fragmentos de leitura com maior niumero de pares de bases, ou
seja, leituras longas (DEAMER; AKESON; BRANTON, 2016).

Essa abordagem de sequenciamento foi utilizada pela empresa Oxford
Nanopore Technologies (Oxford, Reino Unido), que langou, entre outros, a

tecnologia utilizada neste trabalho. A plataforma apresenta a vantagem de ser
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portatil e mais acessivel em termos de custo em comparagao com outras tecnologias
de sequenciamento de proxima geracao (NGS). Ainda enfrenta desafios tendo em
vista sua metodologia, porém ja foram implementadas melhorias neste sentido,
como a modificagdo na estrutura da proteina para retardar a translocagdo do DNA,
que resulta em uma deteccdo mais precisa da molécula (DEAMER; AKESON;
BRANTON, 2016).

Figura 3: Esquema de funcionamento da proteina do nanoporo.

(A) Estrutura representativa da tecnologia de sequenciamento por nanoporos, representando a
proteina do nanoporo, a membrana que separa as regides eletropositivas das eletronegativas,
representacao da passagem da corrente do polo negativo para o polo positivo e a passagem do
material genético a ser sequenciado. (B) Esquema representativo de como o resultado do
sequenciamento é gerado com base na intensidade da corrente que cada nucleotideo geral ao passar
pelo nanoporo com o passar do tempo. (C) Imagem representativa da sequéncia de bases geradas
apos o sequenciamento.
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A Tecnologia Oxford Nanopore (ONT) foi utilizada durante a epidemia do
Ebola na Guiné, oeste do continente africano, em 2014 (QUICK et al., 2016), e no
surto de Zika virus que ocorreu no Brasil entre os anos de 2014 e 2015 (JESUS et
al., 2019). Nesses casos, foi utilizada como uma alternativa para as tecnologias de
sequenciamento tradicionais que requerem calibragdes repetidas, disponibilidade de
energia e de pessoal treinado (AREVALDO, et al., 2022).
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Dentre os parametros mais utilizados para determinar a qualidade do
genoma, os mais frequentes sao a cobertura e a profundidade. A cobertura € uma
medida que se refere a proporgdo do genoma que foi sequenciada. Ela indica a
extensdo e o total do material genético que foi lido. Uma cobertura mais alta garante
uma representagao precisa de todo o genoma, no sentido de preencher possiveis
lacunas (SIMS, et al., 2014).

A profundidade refere-se ao numero de vezes que cada nucleotideo é
sequenciado durante o processo de sequenciamento. Uma maior profundidade
implica multiplas leituras de cada nucleotideo individualmente, melhorando a
confiabilidade e precisdo dos resultados de sequenciamento (SIMS, et al., 2014). No
caso da descoberta de variantes, esse indicador € fundamental porque garante que
as variagdes encontradas refletem o material genético do virus e ndo um erro de
leitura.

Ambas as métricas desempenham papéis importantes no sequenciamento
do genoma, uma vez que aumentam a precisdo e a integridade dos dados obtidos.
Uma maior profundidade e cobertura proporcionam maior confianca nos resultados
do sequenciamento, permitindo identificar variacbes genéticas, e a compreensao do

funcionamento dos organismos em um nivel molecular (PETRACKOVA, et al,,

2019).

Varios estudos abordaram a validagdo do sequenciamento por ONT em
relagdo a sua acuracia. Dentre as abordagens, foram feitas comparagdes com a
plataforma mais consolidada de Whole-Genome Sequencing (WGS) viral
atualmente, a tecnologia lllumina. Estes estudos compararam critérios de qualidade
€ acuracia dos resultados, levantando questbes sobre a cobertura baixa, taxas de
erros e sensibilidade dessa tecnologia (TSHIABUILA, et al.,, 2022). Porém, os
resultados também demonstraram que ¢é possivel obter genomas consenso
altamente precisos de SARS-CoV-2 (BULL, et al., 2020).

No Brasil a plataforma de sequenciamento MinlON foi utilizada no surto de
Zika virus que ocorreu no Brasil entre os anos de 2014 e 2015, através do projeto
ZiBRA (Zika in Brazil Real-time Analysis), como mencionado anteriormente. Este
baseou-se em um exemplo anterior de um laboratério de vigilancia genémica movel
durante o surto de Ebola na Guiné em 2014 (QUICK, et al., 2016), que também

enfrentava um desafio de falta de dispositivos de sequenciamento para pesquisa de
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campo. Durante este projeto foram gerados 54 genomas do virus Zika,
estabelecendo relagdes sobre o estabelecimento deste nas Américas e detectando
inclusive a infeccdo mais antiga do pais (JESUS et al., 2019).

O projeto ZIBRA também se constituiu por um esforgo colaborativo de
vigilancia gendmica, e o0 mesmo grupo de pesquisa foi responsavel por sequenciar o
primeiro genoma de SARS-CoV-2 brasileiro em fevereiro de 2020. O
sequenciamento foi feito utilizando a tecnologia ONT e o mesmo fluxo de trabalho
utilizado neste estudo. Através da analise filogenética foi possivel avaliar a dindmica
de introdugcdo de SARS-CoV-2 no Brasil, além das duas primeiras transmissdes
locais reportadas (JESUS, et al., 2020).

A tecnologia ONT ainda é estudada quanto a sua validacao e acuracia em
relacdo a tecnologias como llumina, que sdo mais consolidadas. Entre os estudos
que relacionam o uso dessa tecnologia com o sequenciamento do genoma de
SARS-CoV-2, foi possivel obter a montagem de genomas de consenso utilizando
essa tecnologia. O estudo de Bull e colaboradores (2020) demonstrou uma
determinacao precisa de sequéncias de consenso com dados de ONT. Além disso,
relatou adequacao para as analises filogenéticas padrdao e discute que embora a
taxa de erro seja alta, essa tecnologia pode ser capaz de detectar variagdes
estruturais que afetem fun¢des génicas do virus (BULL, et al., 2020).

Em testes de comparacéo entre as duas tecnologias, foi demonstrado que a
cobertura média entre os genomas obtidos teve uma diferenga notavel. Tshiabuila e
colaboradores (2022) obtiveram em seu estudo uma média de cobertura de 94,3% e
72.9% para o sequenciamento pela plataforma llumina e ONT, respectivamente. Foi
relatado também que, enquanto 89% das amostras obtidas por llumina passaram
pelo controle de qualidade para submissao no banco de dados do GISAID, somente
27,9% das sequéncias obtidas pela ONT tiveram o mesmo resultado (TSHIABUILA
et al., 2022).

Foi notada também uma maior cobertura gendmica quando associada aos
valores de Quantification cycle (Cq). Esse valor refere-se ao numero de ciclos
necessarios para amplificar o RNA a um nivel que seja detectavel na técnica de
PCR. Portanto, é inversamente proporcional a quantidade de material genético viral
presente na amostra. Os achados de Tshiabuila e colaboradores (2022) demonstram
que a plataforma llumina nao teve variagdes nos valores de cobertura gendémica,

enquanto o ONT teve resultado afetado por conta da diferenca neste valor.
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O fluxo de trabalho utilizado por Freed e colaboradores (2020), demonstrou
alcangar resultados com uma cobertura de leitura de 99,9% do genoma e com
profundidade de 50 vezes, avaliando amostras com valores de Cq entre 20 e 31,
utilizando a tecnologia ONT. Isso foi alcangado com redugao no tempo de preparo de
biblioteca e no tempo de corrida de sequenciamento, além de menor custo atrelado
(FREED et al. 2020).

A analise de bioinformatica também foi padronizada e foi demonstrado que
atinge resultados acurados, podendo ser realizada rapidamente. Algumas
ferramentas utilizadas sao protocolos da ARTIC Network, um projeto que fornece
ferramentas para epidemiologia genémica de surtos e virus (ARTIC NETWORK,
2023). Este inclui os primers utilizados para a amplificagdo do genoma de
SARS-CoV-2, que é baseado no genoma de referéncia obtido em Wuhan (ZHU et
al., 2020), além de programas de visualizagdo em tempo real do sequenciamento, o
RAMPART (Read Assignment, Mapping, and Phylogenetic Analysis in Real Time)
(AREVALDO, et al., 2022).

A atribuicdo de linhagens é feita utilizando o Pangolin (Phylogenetic
Assignment of Named Global Outbreak Lineages), uma ferramenta proposta por
O’'Toole e colaboradores (2021), baseada no sistema de nomenclatura Pango
(RAMBAUT et al. 2020). Esta define agrupamentos filogenéticos através de
informacgdes epidemioldgicas relevantes, como a propagacao de uma linhagem em
uma area geografica diferente, além de designar também a nomenclatura das VOCs
(O'TOOLE et al., 2021).

A utilizacdo deste conjunto de tecnologias configura-se como uma
alternativa para monitorar o comportamento das variantes durante um surto
epidémico, buscando dados relevantes para o entendimento de aspectos de
transmissao e patogenicidade de SARS-CoV-2. Com isto, a busca por alternativas
que tendem a diminuir custos e agilizar o tempo no sequenciamento de patégenos

infecto-contagioso torna-se importante.
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2 JUSTIFICATIVA

A circulacdo de SARS-CoV-2 representa um desafio substancial para a
sociedade, visto ser o virus causador da pandemia que levou a morte de milhdes de
pessoas entre 2020 e 2023. Por este motivo, faz-se necessario compreender a
dindmica de comportamento das variantes na capital do estado de Santa Catarina e
em cidades como Florianodpolis. Isto devido a sua importancia socioeconémica,
turistica e de alta concentracdo populacional. Este ultimo fator € critico na
disseminagao do virus em diversas regides do Brasil e neste estado, estando
relacionado a taxas elevadas de transmissdes (GRAF et al., 2022; PADILHA et al.,
2022). Com isto, foi necessario o investimento em técnicas de sequenciamento, que
objetivaram a vigilancia genémica deste virus a fim de acompanhar sua evolucgao,
adaptagcdo ambiental e impactos clinicos. Este estudo objetivou o uso de
sequenciamento pela tecnologia ONT, conhecida técnica otimizada para a produg¢ao
de dados de forma mais agil e com menor custo. Quando comparado a outras
tecnologias NGS, os dados gerados através da ONT também podem permitir a
monitorizagdo do comportamento do virus e podem constituir como uma estratégia

de vigilancia gendmica.
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3 OBJETIVOS
3.1  OBJETIVO GERAL

Avaliar as variantes e linhagens de SARS-CoV-2 em amostras obtidas em
Florianopolis no periodo de novembro de 2021 a abril de 2022, a partir do

sequenciamento utilizando a tecnologia Nanopore.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
- Sequenciar amostras biolégicas humanas obtidas em Florianépolis, no
periodo de novembro de 2021 a abril de 2022;
- Identificar as variantes e linhagens circulantes no periodo do estudo;
- Avaliar, comparativamente, as linhagens e mutagdes observadas neste

periodo com amostras de outras regides do Estado e do Brasil.
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4 MATERIAIS E METODOS

41 AMPLIFICACAO E PREPARO DAS BIBLIOTECAS

4.1.1 Selecao das amostras

Para este estudo, foram sequenciadas 338 amostras obtidas a partir de
swabs nasofaringeos. Nestes, a detecgdao do genoma de SARS-CoV-2 por RT-
PCR, apresentou Quantification cycle (Cq) em até 25. O material genético destas
amostras foi cedido pelo Laboratério de Biologia Molecular, Microbiologia e
Sorologia, do Centro de Ciéncias da Saude/UFSC (LBMMS/CCS/UFSC). Foi
proveniente de coletas realizadas entre o periodo de novembro de 2021 a abril de
2022, compreendendo 39 semanas epidemioldgicas (da 31 de 2021 até 17 de
2022).

4.1.2 Sintese de cDNA

Para a etapa do sequenciamento, as amostras foram processadas no
Laboratério de Protozoologia da UFSC. Este processo inicia com a transcrigao
reversa do RNA em cDNA, que é feita utilizando o reagente LunaScript® RT
SuperMix (New England Biolabs, Massachusetts, USA).

Seguindo uma abordagem desenvolvida pela ARTIC Network, a PCR foi
realizada pelo protocolo de sequenciamento nCoV-2019 Midnight RT PCR
Expansion (EXP-MRT 001), que inclui o painel de primers V3. Para cada amostra
foram feitos dois pools com iniciadores diferentes, denominados A e B, sendo
estes amplificados separadamente. Apds a amplificacdo foi realizada a
quantificacdo do material genético utilizando o Qubit Fluorometric Quantification
(Thermo Fisher Scientific Inc, Massachusetts, USA) e os amplicons seguiram no

processo de preparo das bibliotecas para o sequenciamento NGS e purificagao.

4.1.3 Preparo de Bibliotecas
O preparo da biblioteca de sequenciamento foi feito em trés etapas principais:
ligacbes do codigo de barras - que identifica a amostra- purificacdo do material
genético por beads e ligacdo do adaptador de sequenciamento. Para tanto, se
utilizou o Rapid Barcoding Kit 96 (SQK-RBK110.96) e o Ligation Sequencing Kit,
LSK-109 (Oxford Nanopore Technologies, Oxford, Reino Unido), fornecidos pelo
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fabricante e especificos para essa plataforma de sequenciamento. Todas as
corridas de sequenciamento foram feitas utilizando o MinlON Mk1C® (Oxford
Nanopore Technologies, Oxford, Reino Unido), e cada uma delas foi realizada por
uma célula de fluxo (do inglés flow cell) MinlON (versdo FLO-MIN 106 R9; MKki 1
Spot-ON). Antes de cada corrida, a flow cell foi avaliada individualmente por sua
quantidade de nanoporos ativos totais disponiveis para sequenciamento, de
acordo com o protocolo do fabricante, sendo com isto utilizadas flow cells com

valor igual ou maior que 800 poros disponiveis para sequenciamento.

4.2  ANALISE DE BIOINFORMATICA

O programa RAMPART da ARTIC Network foi utilizado simultaneamente a
corrida de sequenciamento porque fornece em tempo real uma visdo sobre a
cobertura do genoma. Essa visualizagdo é obtida através do alinhamento dos
reads gerados ao genoma referéncia de SARS-CoV-2, obtido do GenBank
(Genbank refseq NC_045512.2) (SAYERS et al., 2021) por meio do identificador
MN908947. Essas informagdes sao fornecidas por estatisticas e representagcdes
graficas (AREVALO, et al.,, 2022). O protocolo de montagem dos genomas foi
realizado pela empresa Mendelics Analise Genbmica S.A. por meio de uma
colaboracéo.

Posteriormente, os resultados foram obtidos da plataforma da empresa e foi
realizada a analise de atribuicdo de variantes e linhagens, utilizando duas
ferramentas. A primeira delas é o Nextclade (AKSAMENTOV et al., 2021), e a
outra é o Pangolin (O'TOOLE et al., 2021). Esses programas atribuem, através do
genoma submetido, a classificagdo mais provavel do virus com base no conjunto
de mutacgdes, insergdes e delegdes no genoma (O'TOOLE et al., 2020).

As sequéncias fornecidas pela empresa foram selecionadas com base na
cobertura do genoma e localizagdo. Genomas com cobertura abaixo de 90%, e
cobertura minima de 50x foram selecionadas. Foi demarcado também o periodo de
estudo, que compreende as datas de coleta de 4 de novembro de 2021 a 25 de
abril de 2022, obtendo um total de 338 amostras (n = 338).

Mutacdes, delecbes e insergdes foram utilizadas para avaliar a
dissimilaridade dos genomas usando o pacote R vegan v. 2.5.6 e 0 método do

indice de Jaccard. A analise de escala multidimensional (MDS) e a distribuicao das
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variantes em Floriandpolis foram plotadas usando o pacote R ggplot2 v. 4.2.0
(WICKHAM; NAVARRO; PEDERSEN, 2016).

4.3 ASPECTOS ETICOS
O presente estudo faz parte de um estudo intitulado "Estudo Colaborativo de
Vigilancia Genética de SARS-CoV-2 em cidades brasileiras" (CAAE:
51855621.4.2013.0121), que esta aprovado no Comité de Etica em Pesquisa com
Seres Humanos (CEP/UFSC).
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5 RESULTADOS

5.1  PERFIL DAS VARIANTES DE SARS-CoV-2 EM FLORIANOPOLIS DURANTE
O PERIODO DE NOVEMBRO DE 2021 A ABRIL DE 2022

Foram analisados um total de 338 genomas completos de SARS-CoV-2,
distribuidos em amostras coletadas entre o periodo de 4 de novembro de 2021 a 25
de abril de 2022 (Figura 4).

Nas amostras foram identificadas a VOC Delta (AY.101) e a VOC Omicron
(BA.1), além de 26 diferentes linhagens. O clado Omicron foi identificado em 188
(55,6%) genomas, e o restante dos 150 genomas foi agrupado no clado Delta
(44,1%).

Figura 4 - Amostragem total por periodo
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Figura 4 - Representagédo da quantidade de amostras obtidas mensalmente, de novembro de 2021 a
abril de 2022.
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5.2 MUDANGA DO PERFIL DE VARIANTES (DELTA PARA OMICRON)

Mudangas no perfil das variantes foram analisadas mensalmente e de
acordo com a frequéncia relativa (Figura 5). Foi analisada também a frequéncia
relativa do perfil de linhagens das amostras obtidas (Figura 6). Este conjunto de
dados foi analisado também proporcionalmente (Figura 7), de acordo com o numero
de amostras identificadas.

No total, foram identificadas 10 linhagens diferentes da VOC Delta, sendo
que a AY.101 foi a mais frequente, tendo sido identificada em 63 das 150 amostras.
Isto corresponde a 42% sobre o total de variante Delta e 18,6% sobre o total de
amostras identificadas em todo o estudo.

Entre as diferentes linhagens da Omicron, a BA.1.1 foi predominante no
periodo estudado, representando 46% do total referente a esta variante e 20,7%

sobre o total de amostras analisadas do estudo.

Figura 5 - Frequéncia Relativa por Variantes por més
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Figura 5 - Perfis de variantes de SARS-CoV-2 na regido da Grande Floriandpolis no periodo entre
novembro de 2021 e abril de 2022.
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Figura 6 - Frequéncia Relativa por Linhagens por més
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Figura 6 - Perfis de linhagens de SARS-CoV-2 na regido da Grande Florianépolis no periodo entre
novembro de 2021 e abril de 2022.

Os primeiros genomas sequenciados foram classificados como VOC Delta,
representados principalmente pela linhagem AY.101 e AY.99.2, sendo que estes
representaram a totalidade dos genomas identificados no més de novembro. Nas
amostras sequenciadas referentes ao més de dezembro houve mais diversidade,
sendo que de 108 genomas, 30 foram identificados como VOC Omicron, incluindo 6
diferentes linhagens, entre elas a BA.1.

Em um més apds a introducdo da VOC Omicron BA.1, ndo houve mais
nenhum genoma identificado pertencente ao clado Delta. A BA.1 foi predominante
nos meses seguintes, representando mais de 90% das sequéncias identificadas em
janeiro e fevereiro.

No més de fevereiro houve a introducdo da linhagem Omicron BA.2, que
aumentou gradualmente sua frequéncia até representar 56% das sequéncias
identificadas no més de abril. Entre os meses de marco e abril houve a identificagao
de novas linhagens da Omicron, BA.5, BE, BF e BN.
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Figura 7 - Contagem da frequéncia de Variantes por més
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Figura 7 - Perfis de variantes de SARS-CoV-2 no periodo entre novembro de 2021 e abril de 2022 e
de acordo com o numero de amostras identificadas.

O grafico de escala multidimensional (MDS) mostra o agrupamento dos
genomas encontrados de SARS-CoV-2 de acordo com as mutagdes observadas. Foi
possivel observar 3 agrupamentos (Figura 8), entre as amostras identificadas como
VOC Delta (AY.101); entre as identificacdes relacionadas a VOC Omicron BA.1 e

outro com as linhagens relacionadas a BA.2, BA.5, BE e BF. Também é possivel ver

a mesma relacao entre linhagens (Figura 9).
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Figura 8 - Grafico de escala multidimensional (MDS) da matriz de dissimilaridade de Jaccard
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Figura 8 - Grafico em escala multidimensional (MDS) da matriz de dissimilaridade de Jaccard entre
genomas com base na presencga e auséncia de mutagdes, delecdes e inser¢des, de acordo com
variantes identificadas.



41

Figura 9 - Grafico de escala multidimensional (MDS) da matriz de dissimilaridade de Jaccard
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Figura 9 - Grafico em escala multidimensional (MDS) da matriz de dissimilaridade de Jaccard
entre genomas com base na presencga e auséncia de mutagdes, deleg¢des e insergdes, de acordo
com linhagens identificadas.
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6 DISCUSSAO

Desde o inicio da pandemia causada por SARS-CoV-2, em 2020, ainda
persistem desafios de saude publica relacionados ao tratamento, diagndstico,
monitoramento em tempo real e vigilancia gendmica viral. Esta ultima configura-se
como uma alternativa de prevencao de epidemias virais, € visa um conhecimento
mais aprofundado sobre o patdégeno por meio de estudos sobre sua evolugao
genética (WHO, 2021). Também é possivel associar dados epidemiolégicos aos
estudos, permitindo avaliar a dinamica de transmissao viral. Esta avaliacdo € mais
eficaz quando unida a uma abordagem global.

Até junho de 2023, foram submetidas ao banco de dados GISAID mais de
230 mil sequéncias do genoma de SARS-CoV-2 provenientes do Brasil,
representando 0,6% da cobertura sequencial dos casos reportados. Referente a
VOC Omicron, foram submetidas mais de 108 mil sequéncias de todo o pais, sendo
que destas mais de 6 mil foram oriundas do estado de Santa Catarina (GISAID,
2023).

Durante o curso da pandemia, esforgos colaborativos utilizaram desta
ferramenta para monitorar a evolugdo genética e identificar as variantes que
impactaram globalmente na disseminagdo de SARS-CoV-2. A variante Delta foi
identificada pela primeira vez na india (MLCOCHOVA et al., 2021), e as mutagdes
nela observadas foram relacionadas a um aumento significativo na taxa de
transmissdo, superando todas as variantes previamente identificadas
(BHATTACHARYA, et al., 2023).

Em Manaus, capital do estado do Amazonas, foi relatado o surgimento da
variante Gamma em novembro de 2020 (FARIA et al., 2021). A transmissao desta
variante foi consideravel, além de ter sido observado que ocorreu sobretudo em
centros urbanos mais densos das regides Sudeste e Sul (GRAF et al., 2022). No
estado de Santa Catarina, foi observado um aumento das taxas de mortalidade na
ocasido da predominéncia das sub-linhagens P.1-like 2 desta variante (PADILHA et
al., 2022).

Todas essas avaliagdes foram construidas a partir de dados de vigilancia
gendmica. No estudo desenvolvido por Mahanta e colaboradores (2022) foi
comparada a eficiéncia da estratégia em cada pais do mundo. De 2020 até 2021 foi

observado que a taxa de sequenciamento de SARS-CoV-2 aumentou, além da
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submissdo dos dados ao GISAID ter sido mais rapida. Com isso, 0os paises em
desenvolvimento melhoraram significativamente sua vigilancia genémica. Dentre
estes, o Brasil passou a sequenciar 0,9 para 5,6 genomas a cada mil casos, o que
corresponde a um aumento de 6,5 vezes (MAHANTA; SABERWAL; SHARMA,
2022).

E possivel perceber que ha esforcos reunidos para a melhora da eficiéncia
de vigilancia gendbmica. Porém, ainda ha a necessidade de aprimoramento de
tecnologias que se configuram como alternativas para aborda-la amplamente.
Dentre estas, a plataforma MinlON utiliza uma abordagem de sequenciamento por
nanoporos da tecnologia ONT. Esta foi desenvolvida pela empresa Oxford Nanopore
Technologies (Oxford, Reino Unido).

A plataforma de sequenciamento MinlON se constitui como uma opcéao para
o0 monitoramento de epidemias por suas caracteristicas de portabilidade, reducao do
tempo de preparo de bibliotecas de sequenciamento, além de ser mais barata
(AREVALDO, et al., 2022; FREED et al. 2020). Entretanto, esta tecnologia ainda esta
em processo de consolidacdo devido aos fatores de qualidade envolvidos no
sequenciamento.

Um dos parametros que foram associados a maior cobertura gendmica
foram os valores de Cq das amostras analisadas. Esse valor refere-se ao numero de
ciclos necessarios para que a curva de amplificacédo ultrapasse a linha de threshold.
Esse valor tem uma proporgédo inversa a quantidade de material genético na amostra
e, consequentemente, a carga viral do paciente (PADILHA et al., 2022).

Os achados de Tshiabuila e colaboradores (2022) demonstram que na
plataforma lllumina, tecnologia NGS, nado é afetada por essa relagéo entre valores
de cobertura genémica e Cq. No entanto, a tecnologia ONT teve resultado afetado
por conta desta diferenca. Procuramos eliminar este viés de nosso estudo,
utiizando somente amostras com o valor de Cq <25, como mencionado
anteriormente.

O presente estudo visou identificar sequéncias de amostras obtidas em
Floriandpolis no periodo de outubro de 2021 a abril de 2022, obtidas através do
sequenciamento pela plataforma MinlON (Oxford, Reino Unido). Este intervalo de
tempo compreende a terceira onda da pandemia da COVID-19, marcado pelo

aumento de casos pela VOC Omicron.
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Foi demonstrado anteriormente na pandemia que fatores como densidade
populacional, presenga de aeroportos internacionais e viagens sazonais estavam
relacionados com a dispersao de linhagens pelo mundo e no Brasil (NICOLELIS, et
al.,, 2021; LAMARCA, 2023). Foi observado também que regides com essas
caracteristicas apresentaram taxas elevadas de transmisséo viral no Brasil (GRAF et
al., 2022). Isso ajuda a compreender a dinamica de dispersdao de SARS-CoV-2 que
se manteve até o momento.

A cidade de Florianopolis, capital do estado de Santa Catarina, é
caracteristica por sua importancia socioecondmica e turistica, sendo a segunda
cidade mais populosa do estado, com mais de 500 mil habitantes (IBGE, 2023). A
presenca de um aeroporto internacional na cidade também aumenta o fluxo de
pessoas e de viagens sazonais, que s&o um fator de introdugéo de linhagens novas
e de aumento da taxa de transmiss&o.

A variante Omicron foi relatada mundialmente pela primeira vez em
novembro de 2021, a partir de uma amostra obtida na Africa do Sul durante um surto
de casos na regiao de Joanesburgo (VIANA, et al., 2022). No mesmo més, a OMS a
classificou como VOC (WHO, 2023) baseando-se nas mutagbes que ela
apresentava em todo seu genoma e principalmente na proteina Spike. Estas foram
relacionadas a maior transmissibilidade e grau de escape imunolégico. A Omicron
acumula mais de 40 mutagbes, incluindo algumas que podem torna-la mais
infecciosa, como D614G, N501Y e K417N (WEI et al.,, 2021). Outras podem
aumentar a transmissdo do virus, como H655Y, N679K e P681H, e foram
encontradas também nas VOC Alfa e Delta (ZHANG, et al., 2021).

Em comparagdo com a VOC Delta, a VOC Omicron apresenta taxa de
transmissibilidade 3 a 5 vezes maior, o que resultou em sua rapida disseminagéo em
mais de 50 paises em apenas um més (GOWRISANKAR, et al.,, 2022). Essas
alteracdes estdo associadas a reinfec¢ao e a reducao da eficacia das vacinas. Além
disso, a identificagdo da Omicron coincidiu com um aumento na frequéncia de falhas
na amplificacdo do gene S nos testes diagndsticos de PCR. Este fendmeno ja tinha
sido observado previamente com a variante Alfa, e foi atribuido a uma delecao de
aminoacidos na proteina Spike (VIANA, et al., 2022).

E importante ressaltar que essas modificacdes ndo necessariamente
implicaram em maior viruléncia, e nesse sentido, se caracterizam por se

concentrarem nas vias aéreas superiores, em contraste com as variantes
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previamente identificadas (CUI, et al., 2022). Este padrao ocorre devido a ligagao da
Spike a ACE2 ter se tornado mais estavel, enquanto a fusao celular durante a
infeccdo perdeu estabilidade (SUZUKI, et al., 2022).

Em outubro de 2021, os casos de deteccdo de SARS-CoV-2 no Brasil
estavam em declinio, atingindo o menor patamar desde o inicio da pandemia. No
més seguinte, foi notificada a introdugdo da VOC Omicron no estado de S&o Paulo.
Em razdo desta ocorréncia, houve uma mudanga no cenario pandémico do Brasil,
tanto que em janeiro de 2022 o Brasil atingiu o maior pico de casos notificados de
toda a pandemia de COVID-19 (BRASIL, 2022). Notou-se que o numero de mortos
nao seguiu esse aumento acentuado, sendo 75% menor do que o0 pico de mortes
causado pela variante Gamma em 2021 (LAMARCA, 2023).

Os perfis genéticos encontrados neste estudo (Figura 5) permitiram a
identificacdo da VOC Delta e Omicron, além de 29 linhagens diferentes (Figura 6).
Através da analise de frequéncia relativa, observamos que nos dois primeiros meses
da terceira onda, a prevaléncia foi da VOC Delta AY.101, sendo rapidamente
substituida pelo surgimento da VOC Omicron BA.1. Posteriormente em fevereiro de
2022, ela foi substituida pela Omicron BA.2.

Em Santa Catarina, estudos mostram a mesma relagao entre a frequéncia
observada. Foi possivel notar uma dominancia plena entre as linhagens da variante
Delta até a primeira identificacdo de Omicron, em dezembro de 2021. Na pesquisa
de Padilha e colaboradores (2023) este padrao foi mostrado em uma analise feita
entre dois grupos: a populagdo geral e os trabalhadores da area da saude. Na
avaliacado de ambos os perfis, foi demonstrada a importancia deste segundo grupo
como sentinela da tendéncia da frequéncia das linhagens observadas (PADILHA et
al,. 2023). Nossos dados estdo de acordo com esse padréo observado, conforme
evidenciado pela Figura 7, onde mostra que as 80 amostras sdo agrupadas na VOC
Dellta.

No periodo de dezembro, no estado de Santa Catarina, foram confirmados
os primeiros casos da VOC Omicron através do sequenciamento (SANTA
CATARINA, 2022a). Na época, ela ja representava dominancia nos genomas
identificados. Importante notar que, naquele més, o estado replicou o padrio
nacional de aumento do numero de casos por dia, ocorrido apds a emergéncia da
variante Omicron BA.1 (PADILHA et al., 2023).
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Nas amostras obtidas no presente estudo, a representatividade de amostras
identificadas como Omicron foi de 35% no més de Dezembro (Figura 8), e todas
foram classificadas como relativas a linhagem BA.1. Este dado se relaciona com o
encontrado por andlise anterior, que mostra também que a cidade que apresentou
maior prevaléncia de casos Omicron foi Floriandpolis e apontada como a provavel
introdugéo da variante no estado (SANTA CATARINA, 2022a). Vale ressaltar que foi
observado que este perfii de mudanga ocorreu mais rapidamente entre os
profissionais de saude do que na populagcao em geral (PADILHA et al., 2023).

Ainda, no inicio de janeiro de 2022, o predominio de amostras identificadas
como Omicron foi de mais de 95%, sendo que todas elas se concentravam na area
da Grande Floriandpolis (SANTA CATARINA, 2022b). Até esse momento, s6 haviam
sido identificadas amostras da linhagem BA.1, porém no final do ano de 2021
identificou-se os primeiros casos da sublinhagem BA.1.1 (PADILHA et al., 2023).

Nosso estudo obteve resultados similares, em que 94% das amostras
referentes & VOC Omicron foram designadas como sendo da linhagem BA.1. Do
restante, 2 amostras foram identificadas como sendo da linhagem BA.2, e 1 amostra
como BE.

No final de janeiro de 2022, nas amostras sequenciadas no estado de Santa
Catarina, havia dominio absoluto das linhagens relacionadas & variante Omicron.
Neste periodo houve uma diminuicdo no volume de amostras analisadas, que
poderia estar relacionado a forma empregada para diagnostico. Essa migracao
ocorreu das técnicas de RT-PCR para testes imunolégicos rapidos, e isto pode ter
impedido a captagdo de amostras para o monitoramento gendmico pelas instituicdes
de saude (SANTA CATARINA, 2022c).

Ainda assim, dados da Fundagdo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ) mostraram que
naquele periodo a Omicron foi detectada em mais de 95% dos genomas
sequenciados em todo o territério brasileiro. Isso € um demonstrativo de sua rapida
dominéncia epidemiologica (FIOCRUZ, 2022).

No final de janeiro de 2022, Florianépolis era a cidade do Estado com a
maior prevaléncia de casos pela VOC Omicron, seguida por Joinville e Sdo José. Na
capital do Estado, as linhagens mais frequentes eram BA.1 e BA.1.1, com menor
numero de casos da linhagem BA.2 e outras BA (SANTA CATARINA, 2022c).

Em fevereiro, os dados de sequenciamento em Santa Catarina, obtidos tanto

por Padilha e colaboradores (2023) quanto através deste estudo demonstraram uma
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diminuicdo da prevaléncia de VOC Omicron BA.1. Esta diminuicdo pode ser
atribuida ao aumento da sublinhagem BA.1.1, que seguiu até o final de margo, més
em que foi identificado aumento de casos da BA.2 (PADILHA et al., 2023).

No estudo realizado por Lamarca e colaboradores (2023), foram analisados
dados de sequéncias dos genomas de SARS-CoV-2 depositados no GISAID durante
a terceira onda da COVID-19. Nele, Santa Catarina € o segundo estado em que
mais ocorreram importagcdes da linhagem BA.2, com 45 ocorréncias. Ele aponta
também a dispersao interestadual, em que Santa Catarina recebeu 11 importacbes
da linhagem BA.2 do estado de Sao Paulo (LAMARCA, 2023). Estes achados se
relacionam com os fatores epidemioldgicos citados anteriormente, como a
densidade populacional, em que o estado de Santa Catarina esta inserido.

Os resultados encontrados neste estudo sdo consistentes com um trabalho
anterior que evidenciou que abril de 2022 havia predominio quase pleno da VOC
Omicron BA.2 sobre as demais variantes nos genomas identificados (PADILHA et
al., 2023). Neste aspecto, nosso estudo identificou adicionalmente as sublinhagens
BE, BF e BN do clado Omicron.

Além disso, dos 338 genomas analisados, foi observado que em somente
uma das amostras ndo houve identificacdo de linhagem, somente da variante,
nomeada como Unassigned (Figura 7). Isto significa que o software utilizado néo
conseguiu atribuir a classificagcdo de linhagem de maneira inequivoca. Entédo, ao
invés de fornecer um resultado falso positivo ele retorna o resultado como
Unassigned, ou seja: nao classificado.

Isto pode ser atribuido a diversos fatores, entre eles a técnica de
amplificagdo utilizada. Ela foi estabelecida antes da primeira deteccao da VOC
Omicron em 2021, e baseia-se na amplificagdo da totalidade do genoma viral. No
caso das amostras Omicron, a qualidade do sequenciamento sofre influéncia das 50
mutagdes que ela carrega no genoma. Devido a esta mudanca de cenario, a técnica

teve que ser otimizada posteriormente.
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7 CONCLUSAO

A partir da realizagao deste projeto, foi possivel identificar a mudanga do perfil
de variantes no contexto da terceira onda da COVID-19 em Florianépolis.
Observou-se que a VOC Delta foi substituida pela VOC Omicron BA.1 em
dezembro de 2021, posteriormente substituida pela VOC Omicron BA.2 entre
marg¢o e abril de 2022. Hoje, a tecnologia ONT é conhecida por sua rapidez na
geragao de dados, além de sua possivel portabilidade e menor custo. Mesmo com
os desafios envolvendo esta técnica, neste estudo foram encontradas
similaridades no perfil das variantes comparando com tecnologias NGS (hoje o
padrao ouro de sequenciamento para diagndstico), considerando o mesmo periodo
e regido. Além disso, € importante ressaltar a relevancia da vigilancia genémica
como ferramenta de monitoramento e prevenc¢ao doengas infecto-contagiosas que
possam levar ao surgimento de epidemias e pandemias como a vivida nos ultimos

tempos.
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