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RESUMO

Apos a circulacdo das Variantes de Preocupacdo (VOC) do SARS-CoV-2, Alpha, Beta,
Gamma, Delta e a atual predominante Omicron, e a ampla cobertura vacinal, houve uma
dréstica reducdo nos nimeros de oObitos por Covid-19. Em maio de 2021, o municipio de
Botucatu-SP foi palco de uma pesquisa que avaliou a efetividade da Vacina COVID-19
Recombinante/Fiocruz® contra variantes do SARS-CoV-2, possibilitando a imunizagdo de
mais de 60 mil pessoas em um unico dia. Objetivos: O objetivo central do presente estudo foi
avaliar a dispersao temporal e epidemioldgica das variantes do SARS-CoV-2 antes da
vacinagdo massiva que ocorreu em Botucatu, além de relaciona-las as caracteristicas clinicas
da doenca. Metodologia: Foram selecionadas aleatoriamente 400 amostras positivas para
SARS-CoV-2, referentes as 4 Semanas Epidemioldgicas (SE 16, 17, 18 e 19 de 2021) que
antecederam o dia da vacinacdo. O Sequenciamento de Nova Geragdo foi utilizado para
produzir as sequéncias e determinar as variantes. Resultados: Foram geradas 371 sequéncias
de alta qualidade. Dessas sequéncias, 98,4% eram da VOC Gamma, enquanto 1,3% eram da
VOC Alpha e 0,3% eram da Variante de Interesse Zeta. Durante as 4 SE as linhagens de
Gamma P.1 e P.1.14 foram as mais frequentes. A linhagem P.1 foi mais frequente tanto em
homens quanto em mulheres e nas pessoas mais jovens e nos adultos (0-59 anos). Nao houve
correlagéo entre as variantes e a presenca de comorbidades, tampouco entre elas e 0s quadros
clinicos moderados e graves da Covid-19 ou 6bito. Entretanto, P.1 foi mais frequente do que
P.1.14 em pessoas que apresentaram algum sintoma da Covid-19. Ndo houve diferenca entre
os valores de PCR em tempo real (Cr) para essas linhagens. Nas analises filogenéticas, foi
possivel observar um pequeno agrupamento de 9 amostras de P.1.14 contendo as mutacgdes
em ORFla: M584V e A3620V, até entdo, ndo encontradas em nenhuma sequéncia dessa
sublinhagem. Concluséo: A alta predominancia de P.1 e P.1.14 em um cenario pré-vacinagao
em massa pode nos fornecer insights sobre a evolugéo e a epidemiologia molecular do SARS-
CoV-2 e suas VOCs. Dessa forma ressaltamos a importancia da vigilancia genébmica do
SARS-CoV-2, que pode ajudar a subsidiar as tomadas de decisGes dos setores publicos e

manejo da Covid-19.

Palavras-chave: SARS-CoV-2; Variantes do SARS-CoV-2; Epidemiologia Molecular.



ABSTRACT

After the circulation of the Variants of Concern (VOC) of SARS-CoV-2, Alpha,
Beta, Gamma, Delta and the current predominant Omicron, and the wide vaccine coverage,
there was a drastic reduction in the numbers of deaths by Covid-19. In May 2021, the
municipality of Botucatu-SP was the scene of a survey that evaluated the effectiveness of the
Vaccine COVID-19 Recombinant/Fiocruz® against variants of SARS-CoV-2, enabling the
immunization of more than 60,000 people in a single day. Objectives: The main objective of
the present study was to evaluate the temporal and epidemiological dispersion of the SARS-
CoV-2 variants before the massive vaccination that took place in Botucatu, in addition to
relating them to the clinical characteristics of the disease. Methodology: 400 samples positive
for SARS-CoV-2 were randomly selected, referring to the 4 Epidemiological Weeks (SE 16,
17, 18 and 19 of 2021) that preceded the day of vaccination. Next Generation Sequencing was
used to generate the sequences and determine the variants. Results: 371 high quality
sequences were generated. Of these sequences, 98.4% were from VOC Gamma, while 1.3%
were from VOC Alpha and 0.3% were from Variant of Interest Zeta. During the 4 SEs, the
Gamma P.1 and P.1.14 strains were the most frequent. Lineage P.1 was more frequent in both
men and women and in younger people and adults (0-59 years). There was no correlation
between the variants and the presence of comorbidities, nor between them and the moderate
and severe clinical conditions of Covid-19 or death. However, P.1 was more frequent than
P.1.14 in people who had some symptoms of Covid-19. There was no difference between
real-time PCR (CT) values for these strains. In the phylogenetic analyses, it was possible to
observe a small grouping of 9 P.1.14 samples containing the mutations in ORFla: M584V
and A3620V, until then, not found in any sequence of this subline. Conclusion: The high
prevalence of P.1 and P.1.14 in a pre-mass vaccination scenario may provide us with insights
into the evolution and molecular epidemiology of SARS-CoV-2 and its VOCs. In this way,
we emphasize the importance of SARS-CoV-2 genomic surveillance, which can help support
public sector decision-making and the management of Covid-19.

Keywords: SARS-CoV-2; SARS-CoV-2 variants; Molecular Epidemiology.
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1 INTRODUCAO

Os coronavirus sdo virus envelopados com uma fita simples de RNA de sentido
positivo em seu genoma e podem infectar diversos animais, inclusive seres humanos. Estes
virus podem causar infecgdes respiratorias variando de brandas a graves, como é o exemplo
dos Coronavirus da Sindrome Respiratéria Aguda Grave (SARS-CoV) e da Sindrome
Respiratdria do Oriente Médio (MERS-CoV). Estes virus causaram surtos de casos em 2002-
2003 e 2012, respectivamente (ZHONG et al., 2003; ZAKI et al., 2012).

Em dezembro de 2019, foram registrados casos de uma pneumonia de origem
desconhecida em Wuhan, na capital da provincia de Hubei na China, onde a maioria dos
pacientes sintomaticos estavam ligados a um mercado atacadista de frutos do mar e animais
da cidade (WUHAN MUNICIPAL HEALTH COMISSION, 2019). Apos a investigacdo
epidemioldgica e etiologica desses surtos, pesquisadores isolaram e identificaram um novo
coronavirus, provisoriamente denominado 2019- nCoV (ZHU et al.,, 2020), atualmente
designado como SARS-CoV-2 (Coronavirus da Sindrome Respiratéria Aguda Grave 2)
(GORBALENYA et al., 2020). Mesmo ap0s a implementacdo das medidas de contencéo, o
virus se espalhou rapidamente por todo mundo. No dia 11 de marco de 2020, a Organizacgédo
Mundial da Satde (OMS) declarou a pandemia da Covid-19 (Doenca Pelo Coronavirus de
2019), alertando que os numeros de infectados e mortes deveriam subir em Varios paises
(WHO, 2020a).

Até o presente momento (08/09/2022) foram notificados a OMS 603.711.760
casos positivos e 6.484.136 oObitos causados pela Covid-19 no mundo. No Brasil o cenéario
também foi profundamente impactado. Até agora foram registrados 34.477.539 casos e
684.425 mortes (WHO, 2022b).

O genoma do SARS-CoV-2 possui aproximadamente 30 mil bases (Lu et al.,
2020) incluindo 14 quadros de leitura abertos (ORFs). A maioria das ORFs codificam 16
proteinas ndo estruturais (nsp 1 a 16) que fazem parte do processo de replicacdo viral. O
restante das ORFs codifica 5 proteinas acessérias (ORF3, ORF4a, ORF4b, ORF5 e ORF8) e
também as quatro proteinas estruturais basicas, que incluem as proteinas de envelope (E), de
membrana (M), de nucleocapsideo (N) e a proteina spike (S) (NAQVI et al., 2020; ZHANG et
al., 2020).

A proteina S € de suma importancia para o processo infeccioso, mediando a
ligacdo do virus ao receptor celular, a Enzima Conversora da Angiotensina Il (ECA2). A
proteina S se liga @ ECA2 por meio do dominio de ligacdo ao receptor (RBD), presente na
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subunidade S1 da proteina S. Apos isso, ocorre a fusdo da subunidade S2 & membrana celular
(HARRISON; LIN; WANG, 2020; CEVIK et al., 2020).

Assim como outros virus, 0 SARS-CoV-2 também sofre diversas mutacdes em
seu genoma. Estudos do genoma do SARS-CoV-2 tém demonstrado a ocorréncia de mutacoes
em diferentes isolados em todo mundo. Essas mutagdes se concentram principalmente no
gene codificador da proteina S, sendo o RBD considerado como um hotspot mutacional
(SHEIK et al., 2020; VAN DORP et al., 2020). Outros locais de variacBes e hostpots
mutacionais no genoma do virus tém sido descritos (WANG et al., 2020), como é o exemplo
do gene da RNA polimerase dependente de RNA (RdRp) (PACHIETTI et al., 2020).

Essas mutagcOes que ocorrem no genoma do SARS-CoV-2 bem como em outros
virus, podem resultar em fenotipos distintos aos das primeiras linhagens. Tais fendtipos
podem apresentar alteracBes na epidemiologia do virus, na sua transmissibilidade, no
tropismo celular, na patologia ou no percurso da doenca, no escape imunolégico ou podem até
mesmo dificultar as ferramentas de diagndstico. Essas mutagdes, ao longo do tempo, também
podem gerar novas linhagens do virus - também conhecidas como variantes - e sao
determinantes no percurso evolutivo viral (VIGNUZZI et al., 2006; VIGNUZZI; ANDINO,
2008; COMBE; SANJUAN, 2014; DUFFY, 2018; LESBON et al., 2021).

A OMS definiu dois grupos de variantes de acordo com a relevancia médica para
a saude publica. O primeiro grupo constitui as Variantes de Interesse do SARS-CoV-2 (VOI),
as quais devem possuir alteracdes fenotipicas ou mutacdes no genoma, em relacdo ao virus de
referéncia, que resultam em alteracdes de aminoacidos. As manifestacdes fenotipicas devem
resultar em impactos na epidemiologia, antigenicidade ou viruléncia e também sobre os
diagnosticos, terapias e vacinas. Além disso, uma VOI também deve ser considerada
causadora de multiplos casos ou ainda, ser avaliada como uma VOI pela OMS e o Grupo de
Trabalho de Evolucdo do Virus SARS-CoV-2 (WHO, 2021c).

Um outro grupo de variantes de interesses epidemiologicos sdo as Variantes de
Preocupacdo do SARS-CoV-2 (VOC). Essas variantes, além de serem VOI, também devem
estar associadas ao aumento da transmissibilidade ou agravo na epidemiologia da Covid-19;
ao aumento da viruléncia do patégeno ou alteragdo do quadro clinico da doenca; e aos
impactos negativos sobre as medidas sociais adotadas no enfrentamento da pandemia, no
diagnostico, no tratamento da doenca e na eficacia das vacinas. Além disso, também pode ser
avaliada como uma VOC pela OMS juntamente com o Grupo de Trabalho de Evolugéo do
Virus SARS-CoV-2 (WHO, 2021c).
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As VOC do SARS-CoV-2 até o momento sdo: Alpha, Beta, Gama, Delta e
Omicron. Juntas, estdo associadas a maiores taxas de transmissibilidade e ao escape
imunologico de vacinas ou de soros convalescentes. Essas questfes causam bastante
preocupacdo devido a ameaca da eficacia das vacinas, bem como o surgimento de novas
ondas de contagio por causa das variantes que podem escapar da neutralizacdo desencadeada
por infecgBes anteriores. Sobre a relacdo entre variantes e diferentes aspectos clinicos da
Covid-19 ainda ndo se tem uma confirmacdo clara (RAMAN; PATEL; RANJAN, 2021;
LAZAREVIC et al., 2021; ALEEM; SAMAD; SLENKER, 2021; BOEHM et al., 2021;
PAPANIKOLAOU et al., 2022).

Em relagdo a eficacia das vacinas contra as VOCs do SARS-CoV-2, estudos tém
demonstrado bons resultados dos imunizantes disponiveis, entretanto alguns pontos sdo
importantes de serem levantados. A VOC Alpha mostrou reducfes significativas na
neutralizacdo por soros de vacinados pela BNT162b2 (BioNTech-Pfizer), variando de 1,5x a
6,7x (BATES et al., 2021; COLLIER et al., 2021; GARCIA-BELTRAN et al., 2021;
KUZMINA et al., 2021). Quanto a eficacia clinica, os resultados foram muito positivos para a
vacina ChAdOx1-nCov-19 - AZD1222 (AstraZeneca). Esse imunizante demonstrou uma
eficacia contra a VOC Alpha de 81% para casos sintomaticos e 73% contra hospitalizacGes
(NASREEN et al., 2021).

A variante Beta, em especial, causou grande preocupacdo acerca do escape
imunoldgico. Estudos tém demonstrado reducbes nos titulos de neutralizacdo de soros
vacinados variando de 4,2x até 41,2x (ANICHINI et al., 2021; DEJNIRATTISAI et al., 2021;
GARCIA BELTRAN et al., 2021; WALL et al., 2021). A eficacia clinica contra essa VOC
também foi significativamente menor (< 50%) para a vacina NVX-CoV2373 (Novavax)
(CALLAWAY; MALLAPATY, 2021; NOVAVAX, 2021a).

Para Gamma, a reducdo dos titulos de neutralizacdo em soros vacinados pela
BNT162b2 (Pfizer) varia de 2,3x a 6,7x (GARCIA-BELTRAN et al., 2021; LUSTIG et al.,
2021). E a eficacia clinica pelo mesmo imunizante, chegou a 89% contra casos sintomaticos e
95% contra hospitalizacbes e 6bitos (NASREEN et al., 2021). Os titulos de neutralizacéo
contra a VOC Delta a partir de soros vacinados pela BNT162b2 (BioNTech-Pfizer) também
foram reduzidos, em 1,54x até 5,8x (PLANAS et al., 2021; WALL et al., 2021). A eficécia
clinica dessa vacina contra Delta chegou até 88% contra casos sintomaticos (BERNAL et al.,
2021a; NASREEN et al., 2021). Por um outro lado, a eficacia clinica da vacina ChAdOx1-
nCov-19 - AZD1222 (AstraZeneca) contra Delta foi menor, chegando a 67% contra casos
sintomaticos (BERNAL et al., 2021b).
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No caso da mais recente VOC, a Omicron, uma alta capacidade de resisténcia a
anticorpos naturais ou induzidos tem sido observada. A reducdo da neutralizacdo dessa
variante, quando comparada com Delta, foi reduzida de 12 a 44 vezes em pacientes
convalescentes ou individuos vacinados com o imunizante BNT162b2 (BioNTech-Pfizer).
Quando se trata de imunizacdo heterdloga, induzida por ChAdOx1-nCov-19 - AZD1222
(AstraZeneca) e BNT162b2 (BioNTech-Pfizer) ou trés doses da BNT162b2 (BioNTech-
Pfizer), uma maior eficicia é notada. Mesmo nesses cenarios, a VOC Omicron ainda assim
exibe maior capacidade de fuga imunolégica do que Delta (HOFFMANN et al., 2022).

Embora varios estudos tenham demonstrado redugdes nos titulos de neutralizaco
dos anticorpos induzidos por vacinas contra as variantes do SARS-CoV-2, 0s imunizantes
disponiveis atualmente tém demonstrado excelentes resultados de eficécia e eficiéncia. Estes
resultados estdo refletidos principalmente na reducdo do nimero de hospitalizacdes e vidas
perdidas pela Covid-19 (EMBORG et al., 2021; HAAS et al., 2021; HUANG et al., 2022,
RASHEDI et al., 2022).

Ainda nesse sentido sobre a eficacia dos imunizantes, mais recentemente, 0
municipio de Botucatu, localizado no interior do estado de Sdo Paulo no Brasil, foi palco de
um importante estudo direcionado a eficdcia da vacina ChAdOx1-nCov-19 - AZD1222
(AstraZeneca) sobre as variantes do SARS-CoV-2. Esse estudo esta sendo conduzido em
parceria da Unesp (Universidade Estadual Paulista) com a Universidade de Oxford, com o
Ministério da Saude, com a Prefeitura de Botucatu, com a Fiocruz (Fundacdo Oswaldo Cruz)
e também com o Instituto Bill e Melinda Gates. O estudo se iniciou com a vacina¢do em
massa no dia 16 de maio de 2021. A meta era vacinar 60 mil moradores, entretanto foram
alcancadas mais de 66 mil pessoas, incluindo os estudantes da Unesp que residem na cidade
(PREFEITURA DE BOTUCATU, 2021a).

Até a data inicial da aplicacdo da vacina, Botucatu acumulava mais de 12 mil
casos confirmados e 207 dbitos (PREFEITURA DE BOTUCATU, 2022b). Numeros bastante
expressivos, onde o numero de casos positivos ja representava aproximadamente 8% do total
de habitantes. Nesse estudo, foram incluidos os moradores de Botucatu com idade entre 18 e
60 anos. As pessoas com mais de 60 anos de idade ja tinham iniciado algum tipo de esquema
vacinal e continuaram sendo imunizadas de acordo com o Plano Nacional de Imunizagdo. As
pessoas com idade inferior a 18 anos ainda ndo possuiam aprovacao para receberem as doses
de vacinas, entretanto, foram incluidas no Plano Nacional de Imunizagdo por volta de junho
de 2021 (MINISTERIO DA SAUDE, 2022).
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Esse cenario de surgimento de novas variantes do SARS-CoV-2 resistentes
juntamente com o estudo da efetividade de uma vacina sobre essas variantes no municipio de
Botucatu, deixou algumas questdes importantes a serem discutidas. Como por exemplo, qual
ou quais as variantes do SARS-CoV-2 predominavam no contexto pré-vacinacdo? A
predominancia dessas variantes pode estar associada a diferentes grupos de pessoas de acordo
com sexo, idade e presenga de comorbidades? As variantes ou mutagGes no genoma viral se
correlacionam com a gravidade da Covid-19?

O atual contexto da emergéncia de novas variantes do SARS-CoV-2 e o
agravamento da pandemia da Covid-19 torna urgente a necessidade de esforcos de vigilancia
gendmica robustos. O sequenciamento gendémico, o compartilhamento em tempo real desses
dados e o estudo das alteragdes no genoma viral, além de orientar o entendimento do percurso
evolutivo do SARS-CoV-2, podem subsidiar as tomadas de decisdes sobre 0 manejo da
Covid-19. Esses estudos podem, por exemplo, contribuir com os esfor¢os aprimorados de
cobertura vacinal, com a distribuicdo de anticorpos monoclonais e outras terapias, com as
decisbes publicas sobre as medidas restritivas, etc.

Pensando nessas questdes, 0 objetivo central do nosso estudo se concentra na
avaliacdo da dispersdo temporal e epidemiolégica das variantes do SARS-CoV-2 no cenéario

de pré-vacinacdo em massa no municipio de Botucatu-SP.

1.1 Objetivos

1.1.1 Geral

Avaliar a dispersao temporal e epidemiolégica das variantes do SARS-CoV-2 no

periodo de pré-vacinagcdo em massa no municipio de Botucatu-SP.

1.1.2 Especificos

Analisar a prevaléncia das variantes do SARS-CoV-2 nas quatro Semanas
Epidemioldgicas (SE 16, 17, 18 e 19 de 2021) que antecedem o dia de vacinagdo em massa
em Botucatu-SP.

Investigar a prevaléncia das linhagens do SARS-CoV-2 em pacientes que
convivem com alguma comorbidade e em pacientes pertencentes a diferentes faixas etarias e

géneros.



19

Correlacionar as variantes do SARS-CoV-2 com os diferentes espectros clinicos
da Covid-19 — casos sintomaticos e assintomaticos, leves ou moderados, graves e 6bitos.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

Nossos achados sugerem que a Variante de Preocupagdo (VOC) do SARS-CoV-2
Gamma (incluindo a linhagem P.1 e a sublinhagem P.1.14) foi predominante antes da
vacinacdo massiva que ocorreu em Botucatu-SP com o imunizante ChAdOx1-nCov-19 -
AZD1222 (AstraZeneca), especificamente no periodo entre 18 de abril e 15 de maio de 2021
(Semanas Epidemioldgicas 16, 17, 18 e 19). A VOC Alpha e a Variante de Interesse (VOI)
Zeta foram registradas, porém em baixa escala.

Ao comparar as frequéncias das linhagens P.1 e P.1.14, no que diz respeito a
distribuicdo epidemioldgica, a linhagem P.1 foi significativamente mais frequente tanto em
homens quanto em mulheres. Essa mesma variante também foi a mais frequente entre jovens
e adultos (0-59 anos), enquanto entre os idosos, P.1 e P.1.14 foram estatisticamente
semelhantes nas frequéncias. Ndo foram observadas diferencas estatisticas nas frequéncias de
P.1 e P.1.14 entre as pessoas que convivem com uma ou mais comorbidades.

A variante P.1 foi mais frequente do que P.1.14 nas pessoas com algum tipo de
sintoma da Covid-19. Além disso, ndo houve diferenca estatistica nos valores de Cr entre as
linhagens P.1 e P.1.14. Nenhuma dessas variantes foram associadas com os quadros clinicos
(leve, moderado e grave) da Covid-19 ou 6bitos. A variante P.1 foi significativamente mais
prevalente do que a P.1.14 nos 28 participantes que tomaram o imunizante CoronaVac,
enquanto nenhuma diferenca foi observada entre os imunizados com a vacina da Astrazeneca
(20 pessoas).

Quanto a filogenia das sequéncias encontradas antes da vacinacdo massiva em
Botucatu, as sequéncias de P.1 ficaram mais dispersas pelo grande clado de Gamma enquanto
P.1.14 ficou agrupada no clado contendo a substituicdo em ORFla: S2947N. Ainda dentro
deste clado, encontramos 9 sequéncias contendo as substituicdes em ORF3a: K67N e T2231 e
até o0 momento da escrita deste manuscrito, nenhuma sequéncia de P.1.14 com essas
substituicdes foram encontradas na plataforma do CovSpectrum.

Nesse sentido, a alta predominancia da VOC Gamma, incluindo suas linhagens
P.1 juntamente com P.1.14 em um cendrio pré vacinacdo em massa pode nos fornecer insights
sobre a evolucdo e epidemiologia molecular do SARS-CoV-2 e de suas VOCs emergentes.
Dessa forma ressaltamos a importancia da vigilancia genémica do SARS-CoV-2 que pode
ajudar a subsidiar as tomadas de decisdes dos setores publicos no manejo da COVID-109.
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